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RESUMO

GRASSELLLI, Cristiane da Silva Marciano, D.S., Universidade Federal de
Vicosa, outubro de 2001. Isolamento, caracterizacdo fisico-quimica e
avaliacdo do efeito do polvilho do fruto da lobeira (Solanum lycocarpum
St. Hill) na glicose e lipidios sanglineos. Orientadora: Josefina Bressan
Resende Monteiro. Conselheiros: Neuza Maria Brunoro Costa e Antonio
Jacinto Demuner.

Com o objetivo de estudar as caracteristicas do amido da lobeira,
empregado pela populagdo como auxiliar no tratamento do diabetes melito, foi
feita a determinacdo da composicdo quimica centesimal das fracBes clara e
escura. A fracdo clara apresentou 0,27% de proteina, 0,45% de lipidios totais,
10,7% de umidade, 0,03% de cinzas, 87,7% de amido (CAD) e 0,79% de outros
componentes que ndo foram identificados, ndo diferindo da composicdo
centesimal de amido obtido por outras fontes; ja a fracdo escura apresentou
2,52% de proteina, 0,94% de lipidios, 11,41% de umidade, 0,2% de cinzas e
7,29% de outros componentes. O teor de amilose encontrado na fragéo clara foi
de 20,8%, diferindo muito do teor encontrado na fracdo escura, que foi de 9,1%,
sendo o valor de amilose encontrado na fracdo clara semelhante ao encontrado
em outras fontes de amido. Quanto a firmeza do gel, a diferenca foi bem mais
acentuada no amido escuro do que no claro, provavelmente devido a menor

concentracdo de amido na fragdo escura. No processo de retrogradacao, o que se

xii



esperava era 0 aumento crescente nas taxas de retrogradacdo de géis de amido
estocados a baixas temperaturas por determinado periodo de tempo, o que néo foi
observado nem na fracdo clara nem na fracdo escura. Tambem o valor da
densidade absoluta na fracdo clara deste amido, que foi de 2,9 mg/mL, diferiu
daqueles encontrados em outros tipos de amido. Quanto a forma, os granulos das
fragbes clara e escura apresentaram-se com formatos variados ovais e
poliédricos. O estudo quimico do extrato etandlico, buscando a identificacdo de
principios ativos que justificassem essa agdo antidiabética, revelou tratar-se da
mistura de &cidos graxos e confirmou a presenca de compostos glicosidicos. A
andlise dos resultados permitiu identificar a rafinose como o carboidrato presente
na estrutura, ndo tendo sido identificado a qual constituinte (aglicona) estava
ligada. No estudo do controle da glicemia em ratos com diabetes induzido por
aloxano, pode-se observar que a maior reducdo foi obtida pela utilizagdo do
extrato bruto da fracéo clara, que foi de 12,60%, quando comparada com a taxa
de glicose sanglinea dos animais diabéticos que receberam dieta-padréo (grupo
2-RDDP). O possivel efeito hipoglicemiante do extrato bruto da fracdo clara foi
confirmado pela porcentagem de hemoglobina glicosilada, que também foi
menor no grupo que o recebeu. A taxa de colesterol total e fragcdes (HDL, LDL e
VLDL) mostrou que, em relagédo ao VLDL e HDL, no grupo 6 (RDDC) houve
maior aumento durante o periodo experimental, sendo estas de 52,9 e 12,2%,
respectivamente, mais altas do que os niveis dos mesmos parametros do grupo 2.
Esse aumento nas fracGes lipidicas encontradas no grupo 6 é justificado, uma vez
que 0 extrato usado pelos animais deste grupo era constituido por uma mistura de
acidos graxos. Apesar dessas indica¢Bes, nos parametros avaliados ndo houve
efeito significativo dos tratamentos (P > 0,05) pelo teste F. Este trabalho permitiu
determinar as caracteristicas fisico-quimicas e reoldgicas do amido dos frutos da
lobeira, bem como sugeriu a presenca de um glicoalcaldide no extrato etanolico
bruto desse amido, que, pelos resultados do ensaio biologico obtidos e pelos
estudos ja publicados, pode ser um dos possiveis responsaveis pela acdo
hipoglicemiante do amido dos frutos da lobeira utilizado na terapéutica popular

como auxiliar no tratamento do diabetes melito.
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ABSTRACT

GRASSELLI, Cristiane da Silva Marciano, D.S., Universidade Federal de
Vigosa, Octoberber 2001. Isolation, physio-chemical characterization and
evaluation of effects of lobeira fruit (Solanum lycocarpum St. Hill)
powder on blood glucose and lipids. Advisor: Josefina Bressan Resende
Monteiro. Committee members: Neuza Maria Brunoro Costa and Antonio
Jacinto Demuner.

Chemical composition of the clear and the dark fraction of lobeira fruit
starch was determined to study the characteristics of this popular auxiliary
treatment of mellitus diabetes,. The clear fraction contained 0.27% protein,
0.45% total lipids, 10.7% moisture, 0.03% ash, 87.7% starch (CAD) and 0.79%
of the other unidentified components. This composition is similar to the starch
obtained from other sources. The dark fraction contained 2.52% protein, 0.94%
lipids, 11.41% moisture and 0.2% ash and 7.29% of other components. The
20.8% amylose content in the clear fraction was significantly higher than that
found in the dark fraction (9.1%), and similar to that found in starch from other
sources. The gel firmness was lower in the dark than in the clear fraction,
probably due its low starch concentration. The expected retrogradation of starch
gels stored at low temperatures, at continuously increasing rate was not found in
any of the fractions. The absolute density of the clear fraction starch was

2.9 mg/ml that differed from other types of starch. The granule shape varied from
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oval to polyhedral in both the fractions. The ethanolic extract, probable
responsible for anti diabetic action, revealed mixture of fatty acids and presence
of glycosidic compounds was confirmed. The analysis of results permitted
identification of raffinose present in the structure, but aglicone concerned was
not identified. In experiments of glycemia control in rats with aloxane induced
diabetes, use of crude extracts from the clear fraction reduced blodd sugars by
12.60% comapred to in the diabetic animal receiving the standard diet (group 2 -
RDDP). The possible hypoglycemic effect of this crude extract was confirmed by
low percentage of the gluco-hemoglobin. The total cholesterol content and
fractions (HDL, LDL, and VLDL), showed that VLDL and HDL, in the group 6
(RDDC), was increased by 52.9% and 12.2%, respectively, during the
experimental period, in relation to the group 2. This increase in the lipid fractions
found in group 6 is justified, because the extract used by the animals of this
group consisted of a fatty acids mixture. Despite these indications in the
evaluated parameters, there was no significant effect of treatments (P>0.05). This
work determined the physio-chemical and reological characteristics of the lobeira
fruit starch, and suggested presence of a glyco alkaloid in the crude ethanolic
extract of this starch. The biological assay and the published reports suggest that
it may be one of the responsible factors for the hypoglymacic action of the starch

from lobeira fruits used in popular auxiliary therapy of mellitus diabetes.
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1. INTRODUCAO

O amido, como a celulose, € um dos carboidratos mais abundantes nas
plantas. E ingrediente importante na producio de alimentos e apresenta muitas
aplicagdes industriais. A versatilidade da utilizagdo do amido esta relacionada a
sua estrutura quimica e ao seu tamanho granular (KASEMSUWAN et al., 1995).

Diversas fontes de amido tém sido pesquisadas, visando o uso de
produtos em alimentos e outras industrias. Uma das razdes da utilizacdo do
amido em produtos alimenticios é a melhoria de sua textura e consisténcia, além
do fornecimento de energia. Muitos cientistas tém se dedicado a compreender
melhor a estrutura dos diversos amidos e suas propriedades, buscando acentuar
sua funcionalidade e introduzir novas propriedades para atender ao mercado. A
aceitacdo de um amido para determinada finalidade ndo depende somente da
morfologia do granulo, mas também de suas caracteristicas de inchamento, da
temperatura de gelatinizacdo e da retrogradacdo, as quais constituem reflexo da
composicdo e da conformacéo dos polimeros nele contidos (SILVA, 1995).

A lobeira, Solanum lycocarpum St Hill., da familia Solanaceae, cresce e
se desenvolve em condicGes ambientais desfavoraveis, como terras acidas e
pobres em nutrientes. E capaz de suportar o clima arido e os periodos de seca
prolongados, resistindo ainda a ciclos anuais de queimadas feitas pelo homem
(CAMPOS, 1994).



A lobeira, conhecida somente dentro da especificagdo de plantas
daninhas, passou a ser estudada sob novo enfoque, em pesquisa para uso
medicamentoso (BRANDAO, 1985). A terapéutica popular introduziu 0 uso do
amido de seus frutos, conhecidos como fruta-do-lobo, como auxiliares no
tratamento de diabetes e hipoglicemia (CAMPOS, 1994).

Diversos estudos tém mostrado a utilizacdo de plantas medicinais no
controle do diabetes melito em muitos paises. Esse fato tem levado ao aumento
no numero de pesquisas direcionadas a validacao das propriedades antidiabéticas,
as quais sdo empiricamente atribuidas a essas plantas. Com isso, pesquisas sobre
isolamento, purificacdo, identificacdo e estudos dos mecanismos de acdo das
substancias responsaveis pela atividade hipoglicemiante tém sido realizadas
(RAMOS et al., 1995).

Os resultados obtidos por MARCIANO (1997) mostraram que o polvilho
dos frutos da lobeira foi eficaz na reducdo da glicose sanglinea de ratos com
diabetes induzido por aloxano. O controle da glicemia pelo uso do amido dos
frutos da lobeira também foi relatado por pacientes hiperglicémicos que
deliberadamente usaram o produto no controle da doenga. Os pacientes relataram
reducdo da glicemia quando consumiam o amido como parte da dieta
(GRASSELLI et al., 2001).

Os objetivos deste trabalho foram a extracdo e caracterizacdo fisico-
quimica do polvilho dos frutos da lobeira; o isolamento e a identificacdo de
diferentes substancias deste amido que pudessem exercer efeito sobre o controle
do diabetes melito; e o teste in vivo do efeito do amido e de substancias isoladas
sobre os niveis de glicose e lipidios sangiineos, em ratos normais e em ratos com

diabetes induzido por aloxano.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Diabetes melito

Como consequéncia da deficiéncia insulinica, a glicose, proveniente da
alimentagdo ou da producdo hepética a partir de outros nutrientes, ndo €
metabolizada adequadamente e acumula-se em todos os tecidos do organismo
(MALERBI, 1998).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS), as formas clinicas de
diabetes consideradas classicas sdo o Diabetes Melito Insulino Dependente
(DMID), ou tipo 1, que é caracterizado pela deficiéncia da sintese da insulina
pelo pancreas, acometendo principalmente criangas e jovens, e 0 Diabetes N&o-
Insulino Dependente (DMNID), ou tipo 2, que é a forma mais freqlente do
diabetes, estimado em 85 a 90% do total de todos os casos; 0 aparecimento da
doenca se d& geralmente em pessoas com idade superior a 40 anos de idade,
sendo decorrente da deficiéncia da acdo de insulina devido a alteragGes na
superficie celular ou em seu interior (PALLARDO, 1997).

De acordo com a American Diabetes Association — ADA 2001, o
diabetes melito foi classificado em cinco tipos distintos: diabetes melito insulino
dependente (DMID), diabetes melito ndo-insulino dependente (DMNID),
diabetes melito gestacional (DMG), diabetes relacionado a ma nutricdo e outros
tipos. Todos os cinco tipos foram caracterizados por hiperglicemia de jejum ou
niveis elevados de glicose sanglinea durante um teste oral de tolerancia a

glicose.



O diabetes ¢ uma doenga universal que acomete atualmente mais de
100 milhdes de individuos em todo o mundo. Na populacéo brasileira adulta, de
7 a 8% das pessoas apresentam diabetes, o que significa cerca de cinco milhdes
de individuos. Nos EUA sdo cerca de 13 milhdes. Seus principais fatores de risco
em nosso meio sdo a hereditariedade, a obesidade e a idade acima dos 50 anos.
Quando o tratamento em longo prazo € inadequado, o diabetes provoca o
aparecimento de complicacdes incapacitantes e leva a mortalidade prematura.
Como exemplo, pode-se citar o fato de que o diabetes é atualmente a principal
causa de perda da visdo e de amputacBes ndo-traumaticas dos membros inferiores
nos paises desenvolvidos. Ele é também responsavel por aumento de quase trés

vezes do risco de morte por infarto do miocardio (MALERBI, 1998).

2.2. O uso de plantas medicinais no tratamento do diabetes melito

As plantas medicinais sé@o importante fonte de drogas potencialmente
terapéuticas (COX e BALICK, 1994). Diversos estudos tém mostrado a
utilizagdo de plantas medicinais no controle do diabetes melito em muitos paises.
Esse fato tem causado aumento no numero de pesquisas direcionadas a validacéo
das propriedades antidiabéticas, as quais sdo empiricamente atribuidas a estas
plantas. Com isso, pesquisas sobre isolamento, purificacdo e identificacdo e
estudos dos mecanismos de acdo das substancias responsaveis pela atividade
hipoglicemiante tém sido realizados (RAMOS et al., 1995).

Algumas das plantas utilizadas pela populacdo como “remédios anti-
diabéticos” ja fazem parte do habito alimentar. Esse fato une dois fatores basicos
no controle do diabetes melito: alimentacdo e medicamentos. O cardéapio
incluindo estes tipos de plantas poderia ser utilizado por pacientes diabéticos,
dando condi¢cbes de melhorar sua dieta e controlar a doenca, reduzindo
potencialmente a dose de agentes hipoglicemiantes. Alguns pacientes com
diabetes ndo-insulino dependente de forma branda possivelmente poderiam evitar
0 uso desses agentes (RAMOS et al., 1995).



O Quadro 1 apresenta algumas das plantas medicinais identificadas como
detentoras de acdo antidiabética, que sdo hoje objeto de estudos em varias partes
do mundo.

Muitas plantas sdo consideradas tradicionais no tratamento do diabetes,
sendo observado grande potencial de aplicagcdo de produtos naturais no controle
desta doenca (GRAY et al., 2000). A seguir sdo mostrados alguns resultados de
trabalhos desenvolvidos no sentido de validar o efeito de algumas plantas
consideradas detentoras de acdo antidiabética.

A atividade hipoglicemiante do extrato aquoso das folhas de Euphrasia
offinale, da familia das Scrophulariaceae, causou reducdo significante nos niveis
de glicose sangiinea em ratos com diabetes induzido por aloxano. Os
pesquisadores consideraram a atividade hipoglicemiante deste extrato semelhante
ao mecanismo de acgdo das biguanidas, mas indicaram a necessidade de mais
estudos farmacologicos, que deverdo ser conduzidos no sentido de elucidar o
mecanismo  responsavel pela acdo hipoglicemiante  deste  extrato
(PORCHEZHIAN et al., 2000).

Os resultados do trabalho de AGUIYI et al. (2000) mostraram que o
extrato metandlico das folhas de Ocimum gratissimum causou reducdo nos niveis
de glicose sangiinea tanto em ratos normais quanto em ratos diabéticos - 56 e
69% de reducdo, respectivamente. N&o foi estabelecida correlacdo com o
mecanismo de acdo responsavel pelo efeito hipoglicemiante.

SKIM et al. (1999) investigaram a atividade hipoglicemiante da infuséo
de folhas de Globularia alypum. A administracdo oral e intraperitoneal da planta
(0,7 g/kg) produziu efeito hipoglicemiante significativo tanto em ratos normais
quanto ratos com hiperglicemia desenvolvida por aloxano. A atividade
hipoglicemiante desta planta pode ter sido mediada pelo aumento do
metabolismo periférico de glicose e pelo aumento na liberacdo de insulina. Nao
foi possivel a identificacdo de constituintes ativos das folhas de Globularia

alypum e do seu mecanismo de agéo.



Quadro 1 - Plantas medicinais utilizadas no tratamento do diabetes melito

Familia

Nome Cientifico

Nome Popular

Referéncias Bibliogréaficas

Scrophulariaceae

Lamiaceae

Globulariacea

Papilionaceae

Piperaceae

Leguminosae

Moraceae e
Araceae

Fabaceae

Physeteridae
Algae

Moraceae

Cucurbitaceae e Apocynaceae

Euphrasia officinale

Ocimum gratissimum
Orthosiphon stamineus Benth

Globularia alypum L.

Indigofera arrecta
Galega officinalis

Piper sarmentosum Roxb. Chaplu

Xanthocercis zambesiaca
Caesalpinia sappan L.
Caesalpinia bonducella
Trigonella foenum graecum

Morus bombycis e
Aglaonema treubii

Astragalus brachypterus Fischer e
Astragalus microcephalus Willd.

Rheum officinale Baillon Ruibarbo
Bridelia ferruginea
Physeter catodon

Fucus vesiculosus; Saccorhiza polyschides e

Laminaria ochroleuca.
Ficus carica Figueira

Luffa aegyptiaca Mill e
Carissa edulis Vahl.

“Goat’s rue”

PORCHEZHIAN et al., 2000

AGUIYI et al., 2000;
MARIAM et al., 1995

SKIM et al., 1999

PUNDARIKAKSHUDU et al., 1994
PEUNGVICHA et al., 1998

NOJIMA et al., 1998; KATO et al., 1997
KIM et al., 1995
RAO etal., 1994; SHARMA et al., 1997
RAGHURAM et al., 1994; ALl et al., 1995; BHARDWAJ et al., 1994

NOJIMA et al., 1998
BEDIR et al., 1998

YOKOZAWA et al., 1997
ONUNKWO et al., 1996
TAHA e RAZA, 1996
FREIRE et al., 1996

PEREZ et al., 1996
EL-FIKY et al., 1996




Quadro 1, Cont.

Familia

Nome Cientifico

Compositae

Nome Popular

Referéncias Bibliogréaficas

Solanaceae

Liliaceae

Anacardiaceae
Salviae
Theaceae

Nymphaeaceae

Loranthaceae
Gentianaceae

Labiatae

Artemisia pallens Wall.

Opuntia ficus-indica Mill; Opuntia lindheimeri
Engelm e Opuntia robusta Wendl.

Capsicum annuum.

Solanum lycocarpum St. Hill
Opuntia fuliginosa Griffiths

Allium sativum L.
Allium cepa L.
Polygonatum offinale
Aloe vera L.
Anemarrhena asphodeloides Bunge.

Sclerocarya birroea Hochst.
Salvia lavandulifolia Vahl. ssp. oxyodon
Camellia sinensis

Nelumbo nucifera Gaertn.

Loranthus bengwensis
Swertia japonica Makino

Rosmarinus officinalis
Ocimun sanctum
Salvia fruticosa Mill.

“Tuna”

pimenta vermelha;
Capsaicin (CAPS)

Lobeira
cactus

alho
cebola

babosa
chimo

Ché preto

Kamala, Padma ou

Pundarika

Rosemary

SUBRAMONIAM et al., 1996
ENIGBOKAN et al., 1996

PERFUMI et al., 1996; PERFUMI e MASSI, 1996

CAMPOS, 1994; BRANDAO et al., 1985; BEZERRA,1993; SOARES, 1995.
GONZALEZ et al., 1996

SHEELA etal., 1995
KUMARI e AUGUSTI, 1995; CARPER, 1993
KATO e MIURA, 1994; KATO et al., 1994
KOO, 1994; AL-AWADI e SHOUKRY, 1988; NOEL et al., 1997
NAKASHIMA et al., 1993

TROVATO et al., 1995
JIMENEZ et al., 1995
GOMES et al., 1995

MUKHERIJEE et al., 1995

OBATOMI et al., 1994
BASNET et al., 1994

AL-HADER et al., 1994

CHATTOPADHYAY, 1993
PERFUMI et al., 1991




Quadro 1, Cont.

Familia Nome Cientifico Nome Popular Referéncias Bibliogréaficas
Cupressaceae Juniperus communis L. jenipapo MEDINA et al., 1994
Opuntia streptacantha Cacto NOEL et al., 1997
Cnidoscolus chayamansa Chaya
Eriobotrya japonica mispero
Rhamnaceae Zizyphus spina-christ GLOMBITZA et al, 1994
Galega officinalis ATANASQV, 1994
Artemisia herba alba AL-SHAMAONY et al., 1994
Cruciferae Brassica oleracea var. gongylodes “Knol-khol” SRINIVAS e PATIL, 1993
Tecoma stans AGUILAR etal., 1993
Gymnema sylvestre Meshasringi CHATTOPADHYAY etal., 1993
Myrtaceae Syzygium cumini L. e Syzygium jambos Jamboldo TEIXEIRA et al., 1992; PRINCE et al., 1997
Bignoniaceae Bignonia turia MEDEIROS et al., 1992
Mangifera indica L. manga GOURGUE et al., 1992
Oleaceae Olea europeae L. oliveira GONZALEZ etal., 1991
Zingiberaceae Curcuma xanthorrhiza Roxb. YASNI etal., 1991
Ranunculaceae; Burseraceae;  Nigella sativa L.; Commiphora myrrh Eng.; AL-AWADI e SHOUKRY, 1988
Umbelliferae Ferula assa-foetida L.

Punicaceae Punica granatum L. Roma SILVA e PEREIRA, 1982




O Shokatsu-sha, descrito por SANAE et al. (1996), foi considerado uma
férmula no tratamento do diabetes melito baseado na medicina tradicional
chinesa e composto por diferentes espécies de plantas, como Dioscoreae
rhizoma, Adenophorae radix, Rehmanniae radix, Anemarrhenae rhizoma,
Platycodi radix, Salviae miltiorrhizae radix, Epimedii folium e Lycii fructus. O
efeito hipoglicemiante dessa formula foi avaliado em ratos com diabetes
induzido por estreptozotocina, e os resultados deste estudo indicaram que parte
do efeito hipoglicemiante do Shokatsu-sha se deveu a sua acdo inibitéria de
absorcdo intestinal de glicose. A identificacdo de componentes ativos ndo foi
realizada.

As sementes de Syzygium cumini, da familia Myrtaceae, sdo largamente
utilizadas pela medicina popular indiana no tratamento do diabetes, sendo
popularmente conhecida como jambol&o. Os resultados das investigacOes feitas
por PRINCE et al. (1997), utilizando extrato aquoso das sementes de Jamum,
mostraram que este extrato aumentou a atividade da hexoquinase e reduziu a
atividade de glicose-6-fosfatase no figado de ratos com diabetes induzido por
aloxano. Com isso, foi observado o controle da concentracdo de glicose
sanglinea pelo aumento da glicolise e pela reducdo da formacdo de glicose,
sendo os resultados da acdo do extrato de Jamum melhores do que os da
utilizacdo de glibencamida no controle dos niveis de glicemia dos animais
experimentais.

O efeito hipoglicemiante de Zizyphus spina-christ, da familia
Rhamnaceae, foi comprovado pelos estudos em ratos cujo diabetes foi induzido
por estreptozotocina. O consumo do extrato da planta ocasionou aumento na
utilizacdo da glicose. A substancia isolada, responsavel pelo efeito antidiabético,
foi o triterpeno glicosidado denominado Christinin-A (GLOMBITIZA et al.,
1994).

GONZALEZ et al. (1991), investigando a atividade hipoglicemiante dos
extratos de folhas de oliveira, identificaram um oleuropeosidio, o qual conferia
acdo hipoglicemiante tanto em ratos normais quanto em ratos com diabetes

induzido por aloxano.



O efeito hipoglicemiante do extrato de Artemisia herba alba foi
observado em coelhos e ratos com diabetes induzido por aloxano. AL-
SHAMAONY et al. (1994), atribuiram seu efeito a estimulagdo da utilizacdo de
glicose pelos tecidos periféricos.

A atividade hipoglicemiante de jenipapo (Juniperus communis L.) foi
estudada tanto em animais normoglicémicos como em animais com diabetes
induzido por estreptozotocina. A utilizacdo da planta em ambos os grupos se
caracterizava por aumento no consumo periférico de glicose e potencializagédo da
secrecdo de insulina induzida por glicose (MEDINA et al., 1994). O principio
ativo, no entanto, ndo foi identificado e isolado no trabalho desses autores.

Com relacdo as pesquisas realizadas com plantas da familia da lobeira,
DAFNI e YANIV (1994) mostraram 0 uso de Vvarias espécies de Solanaceae
como plantas medicinais em todo o mundo, principalmente no Oriente Médio,
onde séo consideradas plantas nativas. O seu uso terapéutico varia com a espécie,
sendo utilizada no tratamento das mais diversas enfermidades. Entretanto, sua
utilizac@o no controle do diabetes melito ndo foi mencionada por esses autores.

HE et al. (1994) demonstraram a utilizacdo da Solanum nigrescens no
tratamento de infeccbes em humanos, principalmente vaginite. Nesse estudo,
foram examinados os efeitos dos extratos hidroalcodlicos da planta sobre as
culturas de Candida albicans e Cryptococcus neofarmans. O composto com
atividade antimicrobiana, denominado Cantalassaponina-7, foi isolado. Também
foi isolado um triterperno glicosidado com baixa atividade antimicrobiana.

Na composicdo quimica de plantas do género Solanum ocorrem
alcaldides esteroidais. Dentre estes, aqueles derivados da solasodina sdo de
especial interesse, uma vez que esta substancia € usada como matéria-prima da
semi-sintese de anticonceptivos orais (KERBER et al., 1992). Dessa forma,
varias espécies de Solanaceae no Brasil constituem fontes de solasodina, bem
como de outros constituintes bioativos. Além da solasodina, foram isolados dois
outros alcal6ides, o 3,5-solasodine e a solarpanaina. A presenca de
(25 S)-isosolafloridina em uma das espécies (S. asperum) causou atividade
convulsiva e excitatoria (BARBOSA-FILHO et al., 1991).
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A caracterizacao e o isolamento de constituintes quimicos do polvilho do
fruto da lobeira e o teste in vivo deste sobre a glicose e os lipidios sanglineos de
ratos normais e diabéticos permitirdo identificar componentes bioativos dessa

Solanaceae responsaveis pela sua acdo antidiabética.
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3. METODOLOGIA

O presente trabalho foi desenvolvido nos laboratérios dos Departamentos
de Tecnologia de Alimentos (DTA), Nutricdo e Saude (DNS) e Quimica (DEQ)
da Universidade Federal de Vicosa, e as analises bioguimicas do sangue dos
animais experimentais foram realizadas no Laboratério Santa Rita, em Vigosa-
MG.

3.1. Colheita dos frutos e extracdo do amido

Os frutos da lobeira, ainda verdes, foram colhidos manualmente na
microrregido de Vigosa. Em seguida, foram levados ao Departamento de
Tecnologia de Alimentos (DTA), onde se procedeu a extracdo do amido
conforme metodologia utilizada por pessoas portadoras de diabetes que extraiam
0 amido para consumo proprio.

A primeira etapa consistiu na higienizagdo dos frutos e remocao parcial
da casca e dos pedunculos. A seguir, os frutos foram triturados em moinho de
disco, usando agua em abundancia. Os frutos triturados foram submetidos ao
despolpamento, realizado em despolpadeira do tipo Lombard Super da Incal,

lavando-se com &gua até o clareamento do material triturado. Foram utilizados
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para isso aproximadamente 1.300 kg de frutos verdes da lobeira. O suco obtido
da despolpadeira foi coado em sacos de algoddo e deixados em recipientes de
plastico ou de aluminio durante aproximadamente 12 horas a temperatura
ambiente, ocorrendo a decantacdo do amido. Apds a primeira decantacdo, a agua
foi escoada e o amido precipitado foi ressuspendido. Esse processo de
ressuspensdo e remoc¢do do sobrenadante foi repetido por trés vezes. Apds a
precipitacdo final, a agua foi escoada e as fragcdes clara e escura do polvilho da
lobeira foram submetidas a secagem em secador elétrico a temperatura de

aproximadamente 70°C, com circulagdo forcada de ar.

3.2. Preparo da amostra para analise

Apos a secagem das fracGes clara e escura em estufa a 70°C, estas foram
trituradas em almofariz e passadas em peneira com malha de 0,35 mesh, com o
objetivo de reduzir o tamanho dos granulos do amido e facilitar as analises

subsequentes.

3.3. Andlises fisico-quimicas do amido dos frutos da lobeira
3.3.1. Umidade

Foi utilizada a secagem em estufa a 105°C, até peso constante, segundo
método descrito pela ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL
CHEMISTS (AOAC, 1975).
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3.3.2. Cinzas

O teor de cinzas foi determinado por meio de calcinacdo da amostra em
mufla a 550°C, segundo método descrito pela ASSOCIATION OF OFFICIAL
ANALYTICAL CHEMISTS (AOAC, 1975).

3.3.3. Lipidios

A determinacéo de lipidios foi realizada conforme procedimento descrito
em Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
1985), em aparelho do tipo Soxhlet. A anélise se baseou na extracdo da fracao
lipidica com éter de petrdleo por seis horas. Apds a extragdo e remocdo do

solvente, determinou-se gravimetricamente a quantidade de lipidios presentes.

3.3.4. Proteinas

A determinacdo do nitrogénio total foi feita segundo o método de
Kjeldahl, descrito pela ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL
CHEMISTS (AOAC, 1975), utilizando-se o fator 6,25 no célculo da conversédo

do nitrogénio em proteina.

3.3.5. Amido

O amido foi quantificado utilizando o "Método de Teles" na
determinacio dos Carboidratos Acidos Digeriveis (CAD) (TELES, 1977).
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3.4. Caracterizacdo do amido dos frutos da lobeira
3.4.1. Ciclo de congelamento e descongelamento

Foram preparadas duas suspensdes de amido dos frutos da lobeira: uma
da fracdo clara e outra da fragcdo escura. A concentracdo usada no preparo dessas
suspensdes foi de 5%. Essas suspensdes foram aquecidas até obtencdo do gel
(inicio da fervura); esses géis foram distribuidos em dez tubos de centrifuga, que
foram congelados até o0 momento da analise. Durante dez dias foi retirado um
tubo de cada amostra por dia e deixado a temperatura ambiente por uma hora; em
seguida eles foram pesados, centrifugados na centrifuga do tipo Excelsa baby Il
modelo 206-R da marca FANEM, a 120 rpm por dez minutos, descartando-se o

sobrenadante, e pesados novamente.

3.4.2. Firmeza do gel (penetréometro)

O objetivo deste metodo foi avaliar a tendéncia de retrogradacdo do
amido refletido pelas medidas de rigidez de seus géis, processados em
concentracdes diferentes e medidos com auxilio de penetrémetro.

Visando avaliar a influéncia da concentragcdo de amido sobre a firmeza
do gel, foram preparados géis de amido, tanto claro quanto escuro, nas
concentracdes de 4, 6, 8, 10, 12 e 15%, e aquecidos até atingir 95°C, sob agitac&o
constante. As pastas preparadas foram transferidas aos copos co6nicos
descartaveis de 50 mL e resfriadas por 24 horas & temperatura ambiente; depois
disso, foram feitas as medidas de rigidez aparente de todos os géis, usando-se 0
penetrdbmetro. A metodologia usada na avaliacdo dos géis foi modificada com
base no trabalho de SEGALL (1993).

Foi usado o penetrémetro de precisdo, marca Helvan Helnor, com pistéo
circular (36 mm de didmetro, 3 mm de espessura, lados planos, pesando 23 g). A

escala do penetrdmetro foi zerada quando o pistdo tocou a superficie do bolinho
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de gel a ser testado, sem causar deformacéo no produto. A medida de deformacgao

foi medida em décimos de milimetros, apds 15 segundos de compressao.

3.4.3. Densidade absoluta

A densidade absoluta do amido foi determinada baseando-se no método
de SCHOCH e LEACH (1964), por meio do deslocamento do liquido em
picndmetro. No célculo da densidade do xileno, o volume exato do picnémetro

foi determinado com &gua destilada a 30°C.

3.4.4. Forma dos granulos de amido dos frutos da lobeira

Os grénulos de amido foram observados e fotomicrografados em
microscopio optico de fase da marca Olympus BX 50, equipado com OLYMPUS
PHOTOMICROGRAPHIC SYSTEM, utilizando o filme Tmax Asa 100
(135 mm). Os grénulos de amido foram examinados sob microscopio, e as

fotografias foram tiradas em triplicatas, com aumento de 400 e 1.000 vezes.

3.4.5. Teor de amilose

A determinacdo do teor de amilose foi feita utilizando o método
colorimétrico de WILLIANS et al. (1970). Foram pesados 50 mg de amostra de
amido, que foram colocados em um béquer e umedecidos com 1,0 mL de etanol.
Foram adicionados 10 mL de KOH 0,5 N e aqueceu-se a suspensao até ebulicéo
durante trés minutos. Resfriou-se a amostra em banho de gelo e foram
acrescentados 10 mL de HCL 0,5 N, sendo o volume completado para 100 mL.
Tomou-se uma aliquota de 1,0 mL em um baldo de 50 mL, adicionando-se
20 mL de bitartarato de sodio e potéssio 0,4% e 0,5 mL de solucdo de iodo-

iodeto (0,2 g:2,0 g/100 mL), sendo o volume completado para 50 mL com agua
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destilada. Leu-se a absorbancia a 680 nm em espectrofotobmetro LKB-Novaspec
I, marca Pharmacia. Comparou-se o valor obtido com a curva-padréo de

amilose, preparada de maneira semelhante.

3.4.6. Curva de viscosidade

As variagOes de consisténcia do amido durante a formagéo da pasta, sob
o efeito da temperatura e da agitacdo, foram determinadas fazendo-se uso do
viscoamilografo Brabender Duisburg tipo ASG-8, seguindo-se o procedimento
descrito por Mazurs et al. (1957), citados por SILVA (1995). Foram construidos
amilogramas das fracGes clara e escura do amido dos frutos da lobeira na
concentracdo de 10%. No viscoamilografo, as suspens@es foram aquecidas até a
temperatura de 95°C, mantidas durante 20 minutos e, entdo, submetidas a
resfriamento até a temperatura de 50°C, medindo-se a friccdo interna ou a

resisténcia ao deslocamento de moléculas poliméricas em solucéo.

3.4.7. Viscosidade intrinseca

Na determinacdo da viscosidade intrinseca utilizou-se o procedimento
descrito por LEACH (1963). As medidas de tempo de escoamento foram
realizadas em viscosimetro de Ostwald n° 50, a 25°C, para a solugcdo de KOH
1,0 N e as suspensdes de amido em KOH 1,0 N, nas concentracdes de 0,05, 0,10,
0,20 e 0,40%. O referencial de tempo de fluxo empregado foi o hidroxido de
potéssio 1,0 N (sendo seu tempo de escoamento denominado tempo zero - To). A
viscosidade relativa foi obtida a partir da relacdo T/To, em que T é o tempo de
fluxo, em segundos, na concentracdo testada. A viscosidade Especifica (VE) foi
dada por T/To — 1, e a Viscosidade Reduzida, por VE/conc. A Viscosidade
Inerente (logaritmo natural da Viscosidade Relativa, dividida pela concentragéo
do amido) "versus" concentracdo, extrapolando para a abscissa zero, resultou no

valor da Viscosidade Intrinseca.
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3.4.8. Poder de Inchamento (P1) e indice de Solubilizagio do Amido (ISA)

Os valores do poder de inchamento e do indice de solubilizagdo foram
obtidos, segundo metodologia descrita por LEACH et al. (1959), nas

temperaturas de 50°C a 95°C, com intervalos de 5°C.

3.5. Determinacdo da composicdo quimica do extrato etandlico do amido
claro

3.5.1. Preparacao do extrato bruto do amido claro

A preparacdo dos extratos brutos do amido dos frutos da lobeira foi
realizada a frio sob agitacdo magnética.

Foram utilizados 2 L de etanol absoluto por kg de amido. Essa mistura
foi deixada sob agitacdo magnética durante 18 horas a temperatura ambiente.

Ap0s esse tempo, a mistura foi filtrada a vacuo em funil de vidro com
placa de porcelana sinterizada. O amido extraido foi descartado e o filtrado foi
concentrado em evaporador rotatorio modelo MA 120 - TECNAL a temperatura
de 45°C até a secura, obtendo-se a massa total do extrato (1,236 g). As analises
quimicas desse extrato foram feitas utilizando cromatografia em coluna e

cromatografia em camada delgada (CCD).

3.5.2. Isolamento de compostos do extrato bruto da fracdo clara do amido
dos frutos da lobeira por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Foram preparadas placas de 20 x 20 cm e 4,0 x 9,5 cm, sendo a espessura
da silica de 0,5 e 0,25 mm, tipo silicagel 60G — F254, das marcas VETEC e
MERCK, contendo indicador de fluorescéncia. A proporcao utilizada de agua e
silica foi de 2:1. A mistura foi colocada sobre as placas de vidro previamente
limpas com acetona, as quais foram ativadas a 100°C em estufa por

aproximadamente duas horas e armazenadas em dessecador.
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Com o extrato etanolico da fracdo clara do amido dos frutos da lobeira,
procedeu-se a andlise qualitativa da sua composi¢do quimica, utilizando a
cromatografia em camada delgada (CCD) analitica.

Essa técnica consistiu na aplicacdo de uma solucdo, contendo o extrato,
nas placas de CCD analiticas obtidas anteriormente (fase estacionaria) com o
auxilio de um tubo capilar. Em seguida, a placa foi colocada em uma cuba
cromatogréafica, contendo éter etilico puro como eluente (fase movel). Apds a
eluicdo, as substancias foram evidenciadas na placa cromatografica com a
observacdo sob luz ultravioleta e posterior revelacdo com solucdo alcodlica de
acido fosfomolibdico (12 g do &cido/250 mL de etanol) (CASEY et al., 1996).

Calculou-se entdo o Rf (fator de retencdo) de cada substancia do extrato,

que é a relacdo entre a distdncia percorrida pela substancia e a distancia
percorrida pelo eluente, na placa cromatogréfica.

Utilizando o extrato bruto concentrado, foi feita a pesagem de
26 aliquotas, contendo cada uma aproximadamente 35 mg, e a massa total de
extrato cristalizado foi de 1,3311 g. Essas fracGes foram transferidas para frascos
de penicilina, adicionando-se 0,2 mL de etanol.

Apbs a solubilizacdo do extrato, aplicou-se todo o material em placas de
CCD semipreparativas a 2 cm da base da placa, com o auxilio de um tubo
capilar.

As placas foram eluidas em cubas cromatograficas, contendo éter
dietilico puro. Apos a eluicdo, as placas foram secas a temperatura ambiente e
posteriormente observadas em camaras de luz ultravioleta no comprimento de
onda de 254 nm, onde foram marcadas as bandas visiveis no UV.

As bandas identificadas foram removidas da placa por raspagem da silica
e extragdo com 60 mL de metanol a quente (50°C), sob agitacdo magnética por
40 minutos. Ap0s esse tempo a mistura foi filtrada a vacuo e a silica retida foi
submetida a novo processo de extracdo com metanol, repetindo a operagéo
anterior. O filtrado foi concentrado em evaporador rotatério, modelo
WHEATONBIOSTIR 4, e seco a vacuo por aproximadamente uma hora. A

quantidade total de extrato cristalizado obtido desse processo foi de 26,6 mg.
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3.5.3. Cromatografia de coluna

Ap0s a escolha do sistema de solventes por CCD, o extrato foi submetido
ao fracionamento em coluna, utilizando-se silica-gel 70 — 230 mesh como fase
estacionaria, eluida inicialmente com solucdo de hexano — éter dietilico, 2:1. A
polaridade da mistura foi aumentada utilizando-se misturas de 1:1, 1:2 e 1:4 até a
coluna ser eluida com éter dietilico puro e, finalmente, metanol.

As fragOes coletadas, com mesmos valores de Rf, monitoradas por
cromatografia de camada delgada (CCD), foram reunidas em seis grupos,
chamados de fraces A, B,C,D,EeF.

3.5.4. Anélises espectroscdpicas

A andlise dos constituintes do extrato etandlico do amido dos frutos da
lobeira isolados por cromatografia em coluna foi feita empregando-se a técnica

de Ressonéncia Magnética Nuclear (RMN) e de Infravermelho (1V).

3.5.4.1. Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de hidrogénio (RMN de 'H, 300 MHz) e de
carbono 13 (RMN de *C, 75 MHz) foram registrados em espectrometro

MERCURY 300. Utilizou-se cloroférmio deuterado e dimetilsulfoxido deuterado
como solvente tetrametilsilano (TMS) como padréo interno de referéncia (6 = 0).

As constantes de acoplamento escalar (J) foram expressas em Hertz (HZ).

3.5.4.2. Infravermelho (1V)

Os espectros no infravermelho foram obtidos através de pastilhas de KBr
a 1%, em espectrometro PERKIN ELMER FTIR 1000.
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3.5.5. Temperatura de fusdo

As temperaturas de fusdo das misturas de &cidos graxos, obtidas das
fracbes C e D, foram determinadas em aparelho MQAPI-301, sendo

posteriormente corrigidas.

3.5.6. Analise de agucares por Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

A investigacdo da presenca de agucares no constituinte do extrato de R¢
igual a 0,40 isolado através da CCD semipreparativa foi sugerida pelo padréo do
espectro obtido na regido do infravermelho. Assim, fez-se a andlise qualitativa de
acucares pela técnica de CCD analitica, utilizando-se a metodologia proposta por
IKAN (1991) para anélise de carboidratos:

a) Placa cromatogréfica: silica-gel 20 x 20 cm 60G — F254 da MERCK,
espessura de 0,5 mm.

b) Solvente: butan-1-ol -ac. acético— éter dietilico— agua (9:6:3:1).

c) Revelador: solucdo alcoolica de acido fosfomolibdico.

d) Padrdes: glicose, frutose, sacarose, maltose, xilose, ribose, ramnose,

celobiose, arabinose, trealose, galactose e rafinose.

3.5.6.1. Hidrélise do material

Em um tubo de ensaio foram colocadas quatro gotas de amostra e 1 mL
da mistura HCI (36,5%)/metanol (1:1). Em seguida, o tubo foi submetido a
aquecimento de 100°C por 20 minutos. Apos resfriamento, o material foi extraido
com 2 mL de éter dietilico, ficando na fase aquosa os carboidratos presentes.

Apos a hidrolise, fez-se andlise da fase aquosa obtida e do material
isolado ndo-hidrolisado por CCD, utilizando o solvente butan-1-ol-ac. acético —

éter dietilico — agua (9:6:3:1), comparando com os padrdes de carboidrato:
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glicose, frutose, sacarose, maltose, xilose, ribose, ramnose, celobiose, arabinose,

trealose, galactose e rafinose.

3.6. Analises espectrofotométricas do amido dos frutos da lobeira
3.6.1. Preparo dos extratos brutos

Na obtencdo do extrato etanolico dos frutos da lobeira, foram pesados
500 mg da fracdo clara do amido da lobeira e suspendidos em 50 mL de etanol.
Essa suspensdo foi deixada sob agitacgdo em agitador magnético
WHEATONBIOSTIR 4, por 18 horas. Em seguida, a suspenséo foi filtrada em
papel-filtro Whatman n® 1 (125 mm de didmetro). O amido retido no papel-filtro
foi descartado e o filtrado colocado no evaporador rotatério modelo MA 120 -
TECNAL a 45°C, com a rotagdo em torno de 20 rpm, até que ficasse concentrado
no volume aproximado de 5 mL.

A andlise qualitativa do extrato bruto dos frutos da lobeira foi feita
usando espectrofotometro modelo U-2001 da HITACHI, fazendo-se uma
varredura nos comprimentos de onda de 200 a 700 nm.

Foi também preparado o extrato bruto do amido dos frutos da lobeira
utilizando como solvente 0 hexano, seguindo a mesma metodologia descrita na

preparacao do extrato etilico.

3.7. Avaliacdo do efeito do amido da lobeira, do seu extrato bruto e de
compostos isolados por cromatografia de camada delgada e de coluna
na glicose e nos lipidios sangliineos em ratos com diabetes induzido por
aloxano

Oitenta e cinco ratos machos albinos da raca Wistar, pesando
aproximadamente 200 g, foram divididos em seis grupos, com namero diferente
de animal em cada grupo, e alocados individualmente em gaiolas de arame, sob

ambiente com luz e temperatura controlada, ciclo claro-escuro de 12 horas, onde
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receberam 20 g de dieta/dia/animal e agua ad libitum. Os grupos dos animais

utilizados no modelo experimental foram os seguintes:

e Grupo 1: dez ratos normais alimentados com dieta-padréo.

e Grupo 2: dezessete ratos diabéticos alimentados com dieta-padrao.

e Grupo 3: dezesseis ratos diabéticos alimentados com dieta contendo 40% do
amido da lobeira.

e Grupo 4: dez ratos normais alimentados com dieta contendo 40% do amido da
lobeira.

e Grupo 5: dezesseis ratos diabéticos alimentados com dieta-padrdo +
0,1 mL/dia de extrato bruto do amido da lobeira.

e Grupo 6: dezesseis ratos diabéticos alimentados com dieta-padrdo +
0,1 mL/dia da solugdo contendo o composto separado por CCD, que
correspondeu a fracdo contendo a mistura de lipidios.

A composigéo da dieta experimental consta do Quadro 2.

Quadro 2 - Composicéo da dieta experimental (g/1009)

Ingredientes Dieta-padrdo  Dieta ¢/ 40% de amido da lobeira
Caseina 9,5 9,5
Celulose 6,0 6,0
Amido dos frutos da lobeira 0,0 30,0
Oleo de soja 5,0 5,0
Bitartarato de colina 0,2 0,2
Amido de milho 74,8 44,8
Mistura salina* 3,5 3,5
Mistura vitaminica* 1,0 1,0

*Mistura salina e vitaminica segundo AMERICAN INSTITUTE OF
NUTRITION AIN-93G (REEVES et al., 1993).
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3.7.1. Ingestdo alimentar e avaliacdo do ganho de peso dos animais nos
diferentes grupos experimentais

Foi realizado diariamente o controle do consumo alimentar e do ganho

de peso dos animais nos diferentes grupos experimentais.

3.7.2. Inducéo do diabetes por injecéo intravenosa de aloxano

A inducdo do diabetes nos animais experimentais foi feita utilizando a
substancia aloxano (5,6-dioxiuracil monoidratado), preparada com solucéo salina
0,9%, deixada sob agitacdo magnética em temperatura ambiente até completa
solubilizacao.

Ap0s jejum de 12 horas, os animais foram imobilizados e receberam uma
dose de no méximo 0,1 mL, contendo 60 mg/kg de peso do animal da solucdo de
aloxano na veia da cauda, utilizando seringas descartaveis de 1 mL.

Ap0s a injecdo do aloxano, esperou-se nove dias para o desenvolvimento
do diabetes. A dosagem sanglinea foi realizada retirando-se 20 pl,
aproximadamente, de sangue por incisdo na cauda. O sangue coletado foi
centrifugado na centrifuga Excelsa 3 — FANEM Ltda., modelo 204-NR, na
rotacdo de 120 rpm durante 15 minutos. Em seguida, o sobrenadante (soro) foi
coletado e enviado para analise da glicemia no Laboratério de Anélises Clinicas

Santa Rita, em Vigosa-MG.

3.7.3. Preparo do extrato bruto da fracdo clara do amido dos frutos da
lobeira

No preparo do extrato bruto foram utilizados dois erlenmeyers de
4.000 mL; em cada um foram colocados 800 g de amido claro dos frutos da
lobeira e adicionados 3 L de alcool etilico P.A., sendo deixado sob agitacdo

magnética por 18 horas.
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Apls agitacdo, a suspensdo foi deixada em repouso por
aproximadamente 20 minutos, para decantacdo do amido. Em seguida, o
sobrenadante foi filtrado em papel-filtro Whatman n® 1 (125 mm de diametro).
Descartou-se o0 amido retido no papel-filtro, e o filtrado foi concentrado em
evaporador rotatério a 45°C, aproximadamente, com rotacdo de 40 rpm, até
completa extracdo do solvente. Com a utilizacdo de aproximadamente 5 mL de
etanol, o extrato foi transferido para o tubo de ensaio.

O etanol do extrato foi removido com nitrogénio, até obtencdo do
residuo sélido. Esse produto obtido foi solubilizado em 35 mL de uma solucéo
contendo 40% de etanol e 60% de agua, até obtencdo da solu¢do homogénea.

Esse extrato foi administrado diariamente por via oral, com auxilio de

micropipeta automatica, nos animais do grupo 5, no volume de 0,1 mL.

3.7.4. Avaliacdo do efeito do amido, do extrato e da fragéo isolada por CCD
no controle do diabetes melito induzido por aloxano em ratos

A avaliacdo dos efeitos causados pelo amido, pelo extrato bruto e pela
mistura de compostos isolados por cromatografia foi feita durante o periodo de
21 dias, considerando a dosagem de glicose sanglinea, realizada a cada sete dias
com a coleta de sangue (20 uL) e a pesagem dos animais. Ao final desse periodo,
os animais foram sacrificados em camara de gas (CO,). Amostras de
aproximadamente 5 mL de sangue foram colhidas de cada animal, por puncéo
cardiaca, apos incisdo da cavidade toracica.

Cerca de 1,5 mL de sangue foi coletado em frascos contendo EDTA
como anticoagulante, para determinacdo da hemoglobina glicosilada.

O restante do sangue foi centrifugado na rotagcdo aproximada de 120 rpm
por 15 minutos. O soro obtido foi analisado quanto aos niveis de glicemia,
colesterol total e fracGes do colesterol (LDL, HDL, VLDL).

A determinacdo da glicose foi feita baseando-se no método de
determinagdo enzimatica da BIOMERIEUX, com metodologia descrita por
TRINDER (1969).
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A analise de triglicérides foi feita por determinacdo enzimética da
BIOMERIEUX, com metodologia descrita por FOSSATI e PRENCIPE (1982).

A dosagem de colesterol total foi feita por determinacdo enzimética da
BIOMERIEUX, com metodologia descrita por FLEGG (1973); a anélise de HDL
foi feita pela dosagem seletiva de colesterol ligado as HDL da LABTEST
DIAGNOSTICA, com metodologia descrita por PESCE (1987). As outras

fracOes de colesterol foram calculadas por diferenca.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Extracdo do amido

O rendimento do amido foi de aproximadamente 1 e 1,9% de amido
claro e escuro, respectivamente. Foram colhidos aproximadamente 1.300 kg de

frutos verdes, que renderam 14,9 kg de amido claro e 31,2 kg de amido escuro.

4.2. Analise da composicéo centesimal do amido dos frutos da lobeira

Os resultados das andlises de composi¢do quimica das fragdes clara e
escura do amido encontram-se no Quadro 3.

O teor de amido (87,7%) na fracdo clara do amido dos frutos da lobeira
foi maior do que o encontrado no amido de mandioca (85,4%) e batata-inglesa
(80,0%).

No que se refere a composicdo centesimal do amido escuro dos frutos da
lobeira, os altos teores de proteina, lipidios e cinzas podem estar relacionados a
maior presenca de impurezas da planta (pigmentos, residuos), que se depositam
nessa fracéo.
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Quadro 3 - Composicdo centesimal das fracdes clara e escura do amido da

lobeira (g/100g)

Componentes Amido Claro Amido Escuro
Proteina 0,27 2,527
Lipidios 0,45 0,94 T
Umidade 10,70 11,411
Cinzas 0,03 0,20 T
Amido (CAD)” 87,76 77,641
Outros 0,79 72971

(*) CAD - Carboidratos Acidos Digeriveis.

4.3. Caracterizacao fisico-quimica do amido dos frutos da lobeira
4.3.1. Teor de amilose

O teor de amilose, representando a unidade polimérica formada pelos
residuos glicoliticos lineares do amido, foi de 20,8% do amido claro e 9,1% do
amido escuro dos frutos da lobeira. Essa grande diferenca no teor de amilose
entre o amido claro e o escuro pode ser explicada pelo fato de o teor de amido na
amostra clara (87,8%) ser maior do que na amostra escura (77,6%).

O valor de amilose encontrado na amostra de amido claro esta proximo
aos valores encontrados nos outros tipos de amido, como no amido de mandioca,
com teor de amilose em torno de 18,0% (AMANTE, 1986); de aveia, com 19,4%
(ZHOU et al., 1998); de milho, com 24,1% (KASEMSUWAN et al., 1995); e de
cevada, com 24,6% (BATTY e ROSSNAGEL, 1997).
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4.3.2. Ciclo de congelamento e descongelamento

Os resultados do ciclo de congelamento e descongelamento das fracGes
clara e escura do amido estdo mostrados nas Figuras 1 e 2, respectivamente,
retratando as mudancas indesejaveis que fregiientemente ocorrem na textura do
amido submetido a cozimento e posterior estocagem em baixas temperaturas por

algum tempo, o que caracteriza 0 processo de retrogradacao.
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Figura 1 - Perda de a4gua durante o ciclo de congelamento e descongelamento da
suspenséo a 5% do gel do amido claro dos frutos da lobeira.

Na Figura 1 pode-se observar que a porcentagem de retrogradacdo na
pasta de amido, utilizando a fracéo clara, ndo variou muito ao longo do tempo de
estocagem (dez dias).

Avaliando a taxa de retrogradacdo durante todo esse periodo, verificou-
se que a maior taxa foi de 45,8% no quinto dia de experimento, sendo observada,

a partir deste dia, a reducdo na taxa de retrogradacdo desse amido.
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Figura 2 - Perda de a4gua durante o ciclo de congelamento e descongelamento da
suspenséo a 5% do gel do amido escuro dos frutos da lobeira.

Além disso, a porcentagem de retrogradacdo do amido claro foi maior do
que a de outros tipos de amido, como o amido de milho e trigo, que tém suas
taxas de retrogradacdo em torno de 39 e 35%, respectivamente, ao final de um
periodo de 15 dias de estocagem a -12°C (QUIAN et al., 1998).

A retrogradacdo ocorre devido, principalmente, a presenca de amilose,
pois com esta a retrogradacdo € muito mais rapida e mais completa do que com a
amilopectina.

A curva de retrogradacdo do amido claro e escuro difere das curvas
apresentadas por outros tipos de amido, como o de milho e de trigo, em
que a porcentagem de retrogradacdo aumenta progressivamente com o aumento
do tempo de estocagem em temperaturas de congelamento (QUIAN et al., 1998).
Os fatores que poderiam explicar essa diferenca no comportamento do
amido da lobeira em relagdo ao processo de retrogradacdo ndo foram
identificados.

O processo de retrogradacdo na pasta de amido escuro pode ser
observado na Figura 2. Nos primeiros trés dias de experimento, houve aumento

crescente na taxa de retrogradacdo, com o pico mé&ximo no terceiro dia de
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experimento, sendo a taxa de retrogradagdo de 50%. A partir deste dia, houve
reducédo na porcentagem de retrogradacdo do amido, chegando ao final dos dez
dias de experimento com 33,9%.

Segundo GRANT (1998), quando o amido €é gelatinizado e estocado a
baixas temperaturas por algum tempo, as moléculas de amido se reassociam, mas
em formas estruturais e moleculares muito mais fracas do que as moléculas
originais, caracterizando o processo de retrogradacdo, que aumenta com o
aumento do tempo de estocagem.

Os altos niveis de retrogradacdo no inicio, com reducdo com o aumento
do tempo de estocagem, é um comportamento que nao é observado em outros
tipos de géis de amido, ndo tendo sido identificados os fatores envolvidos nessa

alteracao.

4.3.3. Consisténcia do gel (penetrémetro)

A avaliacdo da consisténcia do gel foi feita tanto no amido claro e escuro
dos frutos da lobeira como também em outras fontes de amido, como o de milho
e a fécula de batata, visando comparar o comportamento do gel de amido dos
frutos da lobeira com outras fontes de amido que ja sdo empregadas pela
populacdo de maneira geral. Os resultados obtidos estdo mostrados no Quadro 4
e nas Figuras 3,4, 5¢e 6.

AplGs resfriamento ou envelhecimento, moléculas de amido podem
reassociar-se, dentro de segmentos cristalinos (retrogradar), o que depende de
fatores como comprimento da cadeia, linearidade das fragdes do amido,
temperatura de resfriamento, tempo e concentracdo do amido (CIACCO e
CRUZ, sd).

Os resultados obtidos neste trabalho, com relacdo a firmeza dos géis,
mostram que a consisténcia do amido dos frutos da lobeira difere muito dos

padrdes comparativos que foram utilizados - no caso, o amido de milho e a fécula
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Quadro 4 - Consisténcia dos géis de amido do milho, da batata e dos frutos da
lobeira em diferentes concentracdes

Amostras Suspensdoa  Suspensdoa  Suspensdoa  Suspensao a
10% (mm) 12% (mm) 15% (mm) 20% (mm)
Amido claro 98,7 86,3 52,3 39,2
Amido escuro ™ 285,5 138,3 57,7
Amido de milho 41,0 29,7 24,3 21,0
Fécula de batata 47,0 43,7 42,7 23,3

(*)Néo foi possivel realizar leitura no penetrdmetro devido a baixa firmeza do
gel do amido escuro dos frutos da lobeira na concentracdo de 10%.
Os valores apresentados sdo médias de trés repeticoes.

100 W .
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60 |
¢
y = -6,1502X + 156,77

40 5
R =0,9141

Leituraem mm

20 -

O I I I
5 10 15 20 25

Concentracéo do gel de amido claro (%)

Figura 3 - Consisténcia do gel do amido claro dos frutos da lobeira em diferentes
concentracgoes.

de batata. Essa diferenca foi mais acentuada no amido escuro do que no amido
claro; uma das razBes que podem explicar esse fato € a menor concentracdo de

amido na fragdo escura do amido dos frutos da lobeira.
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Figura 4 - Consisténcia do gel do amido de milho em diferentes concentragoes.
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Figura 5 - Consisténcia do gel de fécula de batata em diferentes concentragdes.
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Figura 6 - Consisténcia do gel do amido escuro dos frutos da lobeira em
diferentes concentracdes.

4.3.4. Densidade absoluta

A densidade absoluta do amido claro dos frutos da lobeira foi de
2,88 mg/mL, um valor bastante diferente dos outros tipos de amido, como o da
batata-doce, com densidade absoluta de 1,5180 mg/mL; o de mandioca, com
1,5210 mg/mL; o de milho, com 1,5170 mg/mL; e o de cara-de-rama, com
1,5340 mg/mL (CRUZ, 1985; AMANTE, 1986; SILVA, 1995). A densidade
absoluta representa o contetido de material por unidade de volume real ocupado
pelo material. E por meio dele que se calcula o volume especifico, sendo esses
valores de muita utilidade no dimensionamento de embalagens e equipamentos
(AMANTE, 1986; SILVA, 1995).

4.3.5. Tamanho e forma dos granulos de amido

Na andlise do tamanho e da forma dos granulos de amido dos frutos da

lobeira, foram, juntamente com este amido, fotomicrografados granulos de outras
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fontes de amido, como mandioca, batata-inglesa e feijdo. As fotomicrografias

estdo ilustradas nas Figuras 7 e 8.

Figura 7 - Fotomicrografias dos granulos de amido dos frutos da lobeira claro (a),
escuro (b), feijdo (c), batata-inglesa (d) e mandioca (e). Aumento de
400x3.3.

Segundo ZHOU et al. (1998), o amido ocorre nos gréos de cereais como
granulos, os quais sdo normalmente sélidos, com corpos opticamente claros,
podendo apresentar formas irregulares, freqientemente poliédricas, algumas

vezes na forma ovoide ou hemisférica.
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Figura 8 - Fotomicrografias dos granulos de amido dos frutos da lobeira claro (a),
escuro (b), feijdo (c), batata-inglesa (d) e mandioca (e). Aumento de
1000x3.3.

A variacdo no tamanho dos granulos de amido foi de 5 a 22,5 um de
di&metro nos granulos de amido claro; de 5 a 27,5 um, naqueles de amido escuro;
de 6 a 33 um, nos granulos de amido da batata-inglesa; de 30 a 56 pum, nos
granulos de amido do feijdo; e de 2,5 a 30 um, nos grénulos de amido da
mandioca. Com excec¢édo do granulo de amido do feijdo, o tamanho dos granulos
de amido da lobeira foi semelhante ao dos outros tipos de amido analisados.

As formas dos granulos do amido dos frutos da lobeira, tanto claro
guanto escuro, foram ovais e poliédricas.
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4.3.6. Poder de inchamento (PI) e indice de solubilizacédo (ISA)

Os resultados obtidos na determinagcdo do poder de inchamento e do
indice de solubilizacdo dos amidos claro e escuro dos frutos da lobeira em

diferentes temperaturas estdo mostrados no Quadro 5.

Quadro 5 - Poder de inchamento (PI) e indice de solubilizacdo (ISA) das fracdes
clara e escura do amido dos frutos da lobeira

Temperatura Pl (g/g) ISA (%)
ambiente ; ) ) )
Amido claro Amido escuro  Amido claro Amido escuro
(£25°C) 2,07 2,30 0,14 0,83
40°C 2,07 2,30 0,16 0,83
60°C 7,02 4,54 2,17 0,85
80°C 11,11 6,74 2,64 1,87
Ebulicdo (+98°C) 11,26 11,04 3,38 2,47

O poder de inchamento do amido € atribuido a forca e ao tipo da rede
miscelar dentro do grdo de amido. A estrutura miscelar fortemente ligada no gréo
de amido pode Ihe conferir resisténcia relativamente forte ao inchamento. Com o
aumento da temperatura, o amido vibra mais vigorosamente, podendo romper
ligacGes intermoleculares e, assim, permitir maior fixacdo de moléculas de dgua
nos sitios de ligacdo de hidrogénio (QIAN et al., 1998).

A partir dos valores encontrados, pode-se observar baixa tendéncia ao
inchamento tanto na fracdo clara quanto na escura. Acréscimo consideravel no
poder de inchamento e no indice de solubilizacdo sO foi significativo nas

temperaturas acima de 60°C, no amido claro, e de 80°C, no amido escuro.
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4.3.7. Propriedades viscoamilogréaficas

A faixa de temperatura de gelatinizacdo e curva de viscosidade é
caracteristica em cada tipo de amido. O tragado da curva de viscosidade
possibilita acompanhar o comportamento do amido durante o cozimento e o
resfriamento.

Os valores de viscosidade, obtidos a partir dos amilogramas nos amidos

claro e escuro dos frutos da lobeira, estdo no Quadro 6.

Quadro 6 - Propriedades viscoamilogréaficas das fracdes clara e escura do amido
dos frutos da lobeira

Caracteristicas Amido claro Amido escuro
Temperatura inicial da pasta (°C) 52°C 65,5°C
Temperatura de viscosidade maxima (°C) 62°C 74,5°C
Viscosidade maxima (U.A.) 790 U.A. 670 U.A.
Viscosidade minima a 95°C (apds 20 min) 650 U.A. 590 U.A.
Viscosidade final no ciclo de resfriamento a 50°C 90 U.A. 0,0

A temperatura inicial da pasta do amido dos frutos da lobeira,
representando o inicio da cocc¢do, ou perda de birrefringéncia, variou de 45 a
52°C no amido claro e de 60 a 65,5°C no amido escuro; nos trabalhos de ZHOU
et al. (1998), o amido de aveia apresentou esta temperatura variando entre 57 e
62°C.

Com relagdo a viscosidade da pasta a temperatura de 95°C, foi observado
que o valor no amido claro foi maior do que no amido escuro sob as mesmas
condigdes. Isso talvez possa ser explicado pelo fato de a fracéo clara do amido ter

maior concentracdo de amido (CAD) do que a fracdo escura. Essa diferenca na
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concentracdo de amido entre as duas fracOes, clara e escura, pode ter resultado na
maior interligacdo estrutural do amido claro, tendo como consequiéncia dessa
alteracdo a maior viscosidade desta amostra.

As propriedades viscoamilograficas do amido dos frutos da lobeira foram
diferentes daquelas do amido obtido de cultivares comerciais de aveia quanto a
viscosidade méxima: 790 UA amido claro, 670 UA amido escuro e 390 UA
cutivar comercial de aveia; entretanto, quanto comparado com outros trés
cultivares de aveia estudados por ZHOU et al. (1998), que foi de 760-855 UA, os

valores encontrados sdo semelhantes ao obtido no amido da lobeira.

4.4. Viscosidade intrinseca

A Vviscosidade intrinseca mede a friccdo interna ou resisténcia ao
deslocamento de moléculas poliméricas em solucdo sem nenhuma interagdo
intermolecular. Trata-se de uma das medidas fisicas mais simples e, talvez, das
mais usadas capazes de proporcionar informac6es sobre o polimero dissolvido
(AMANTE, 1986).

Os valores da viscosidade intrinseca das fracdes clara e escura do amido
dos frutos da lobeira estdo ilustrados nas Figuras 9 e 10, correspondendo ao
coeficiente linear da reta, sendo 1,9 mL/g no amido claro e 0,405 mL/g na fracdo
escura, tendo sido os graficos construidos com base nos dados do Quadro 7.

O valor de viscosidade intrinseca da fracdo clara encontra-se na faixa de
valores dos amidos de milho (1,81 mL/g), chuchu (1,78 mL/g), batata-doce
(1,13 a 2,78 mL/g) e de semente de abacate (1,5291 mL/g), de acordo com
SILVA (1995). Contudo, o valor de viscosidade intrinseca obtida no amido
escuro estd muito abaixo do esperado, por motivos ainda ignorados. Segundo
DOUBLIER e CUVELIER (1996), a reducdo da viscosidade intrinseca é
proporcional a reducdo da concentragdo de polissacarideos; como na fracdo
escura o teor de CAD é menor do que na fracdo clara, isso pode ser um dos

fatores responsaveis pela baixa viscosidade apresentada por esta fracao.
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Figura 9 - Estimativa da viscosidade intrinseca do amido claro dos frutos da
lobeira, dada pela viscosidade inerente em funcdo da concentragéo.
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Figura 10 - Estimativa da viscosidade intrinseca do amido escuro dos frutos da
lobeira dada, pela viscosidade inerente em funcdo da concentragéo.
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Quadro 7 - Viscosidade intrinseca das fracdes clara e escura do amido dos frutos

da lobeira
Viscosidade Fracdo clara Fracdo escura
0,1% 02% 04% 0,1% 0,2% 0,4%
Viscosidade relativa 1,2126 1,5419 2,4431 11,0449 1,0988 1,2395
Viscosidade especifica 0,2126 0,5419 1,4431 0,0449 0,0988 0,2395
Viscosidade reduzida 2,1256 2,7096 3,6078 0,4491 0,4940 0,5988
Viscosidade inerente 1,9275 2,1651 2,2332 0,4393 0,4711 0,5368

4.5. Composicdo quimica do extrato etandlico do amido claro dos frutos da
lobeira, utilizando CCD, cromatografia de coluna, RMN e IV

A andlise do extrato etandlico do amido dos frutos da lobeira por
cromatografia em camada delgada analitica revelou a presenca de constituintes

com Rf igual a 0,23; 0,40; 0,68; e 0,80 (eluente: éter dietilico puro), sendo os de
Rf igual a 0,40 e 0,68 visiveis sob luz ultravioleta (A = 254 nm).

O fracionamento deste extrato pela utilizacdo da cromatografia em
coluna resultou na obtencéo de seis fracdes, denominadas A, B, C, D,Ee F. A
anélise das fracbes C e D, que continham o constituinte de Rf igual a 0,80 citado
anteriormente, revelou tratar-se de uma mistura de acidos graxos. Estas fracGes
foram obtidas como sélidos brancos amorfos, com temperaturas de fuséo de 50 a
52°C e de 54 a 56°C, respectivamente. Mesmo sendo essas faixas de fusdo muito
préximas comuns nas substancias puras, ndo se pode afirmar o mesmo para
acidos graxos, devido a pequena variacao estrutural entre eles.

O espectro no infravermelho dessas fragdes mostrou-se caracteristico de
acido graxo, como mostra a Figura 11, com uma banda de absorcéao entre 3.500 e
2.500 cm™ (v OH) e absorcdes em 2.917 e 2.849 (v C-H), 1.703 (v C=0), 1.431 e
1.410 (85 C-H) e 720 cm™ [8s (CH2)n, n>4].
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Figura 11 - Espectro no infravermelho (KBr) das fracdes C e D do extrato bruto
do amido dos frutos.

O espectro de RMN de *H mostrado na Figura 12 confirmou a natureza
alifatica da substancia, com sinais em & 0,87 (t,-CHj; terminal, alifatico), 6 1,25
[m,-(CH,)n], & 1,63 (quinteto, -CH, [ a carbonila) e 6 2,35 (t, -CH, a a
carbonila) compativeis com valores publicados (SILVERSTEIN et al., 1991).

Além desses sinais no espectro, ha sinais de pequena intensidade em
d 2,05; 2,80; e 5,20, significando que as fracbes podem conter outros acidos
graxos. O sinal em 6 5,20 é caracteristico de hidrogénio de dupla ligacdo, que

pode ser de acido graxo insaturado.
Os dados de RMN de 'H (300 MHz, CDClI;) obtidos das fracdes C e D

sdo mostrados no Quadro 8.
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Figura 12 - Espectro de RMN de *H (300 mHz, CDCls) das fracdes C e D do

extrato bruto do amido dos frutos da lobeira.

Quadro 8 - Dados de RMN de *H (300 MHz, CDCl5) obtidos das fragdes C e D

S Multiplicidade do sinal N°deH  Atribuicdes J (Hz)

0.87 t 3 -CHj3 6.7
1.25 m -- -(CH2)n --
1.63 quinteto 2 -CH, 6.7
2.35 t 2 -CH, 7.5
5.20 m -- RCH=CHR --

t - tripleto.

m - multipleto.

J - constante de acoplamento.
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Também no espectro de RMN de *C, da Figura 13, ha sinais
caracteristicos de carbono de dupla ligagdo na regido entre 6 120 e 130. Os outros
sinais em & 14,36 (CHs-, terminal, alifatico), 6 22,93 — 34,24 [-(CH,)n] e &
180,06 (-COOH) sdo compativeis com acido graxo, como mostra o0 Quadro 9.

Com esses resultados, e devido as suas semelhancas, ndo se pode afirmar

quais acidos graxos estdo presentes nessas fracoes.

— 718857
T8

77237
—21.921

T
L 3 _A24

— 3240
—32. 184

azem

Figura 13 - Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDClI,) das fracdes C e D do
extrato bruto do amido dos frutos da lobeira.

O constituinte de Rf igual a 0,40 (eluente: éter dietilico puro) visivel sob luz

ultravioleta (A=254 nm) foi isolado por cromatografia em camada delgada
semipreparativa. Apesar das tentativas de purificacdo por essa mesma técnica, o
material obtido ndo se mostrou puro pelas anélises dos espectros de RMN de ‘H
e de *C.
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Quadro 9 - Dados de RMN de **C (75 MHz, CDCl5) obtidos para as fragdes C e

D
) Atribuicoes
180,06 -COOH
34,24 - 22,93 -(CHy)n
14,36 -CH;3
130 - 120 RCH=CHR

O espectro de infravermelho deste constituinte, mostrado pela Figura 14,
mostrou-se caracteristico de compostos glicosidicos com banda forte de absor¢éo
entre 3.600 e 3.150 cm™ (v OH) e absorcées em 2.920 e 2.850 (v C-H), 1.576,
1.540, 1.469 e1.384 cm™ (85 C-H e &5 O-H). As bandas de absorcdo em 1.469 e
1.384 cm™ sdo caracteristicas de compostos esteroidais ou triterpenos. Pode-se
observar a presenca de agua na amostra, devido a banda de absorcdo em
1.600 cm™ (SILVERSTEIN et al., 1991).

O espectro de RMN de H, ilustrado na Figura 15, apresentou sinais
pouco intensos na regido de & 4, que sdo caracteristicos de compostos
glicosidicos. Observou-se também no espectro muitos sinais na regido de
hidrogénios alifaticos.

Ja no espectro de RMN de *°C, ilustrado na Figura 16, observou-se a
presenca de sinais na regido entre & 120 e 130, caracteristicos de carbono de
dupla ligacdo; de sinais na regido entre & 60 e 80 que sdo caracteristicos de
compostos glicosidicos; e de sinais na regido de carbonos alifaticos entre & 10 e
30.

Esses resultados indicaram que esse constituinte se tratava de glicosidio.
Visando a confirmacao final desses resultados, foi realizada andlise qualitativa da

natureza do carboidrato da estrutura deste constituinte por CCD analitica.
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L

Figura 15 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCI;) do constituinte de Rs

igual a 0,40.
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Figura 16 - Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCls;) do constituinte de Ry
igual a 0,40.

A anélise dos resultados obtidos permitiu identificar a rafinose como o

carboidrato presente na estrutura, através da comparagdo dos valores de Rf dos

padrdes utilizados e da amostra hidrolisada testada; sua estrutura é mostrada na
Figura 17. No entanto, devido a complexidade dos sinais dos espectros de RMN
de 'H e de **C, ndo foi possivel identificar a qual constituinte a rafinose estava
ligada.

Esse resultado € interessante, porque, mesmo sem ter ocorrido a
identificacdo do constituinte no extrato etandlico do polvilho dos frutos da
lobeira, foi possivel verificar a presenca de um carboidrato na estrutura do
composto utilizando-se metodologia relativamente simples (IKAN, 1991).

Esses resultados confirmam os estudos de METIDOME et al. (1970),
que, utilizando o extrato metandlico da Solanum palinacanthum Dun. (jud) e da
Solanum lycocarpum St. Hill (lobeira), conseguiram separar por cromatografia e

identificar por processos espectroscépicos e constantes fisicas uma aglicona, a
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Figura 17 - Estrutura da rafinose.

solasodina, associada a uma unidade de glicose e a duas unidades de ramnose.
Outro glicoalcaloide caracterizado presente nessas plantas foi a solamargina.

A rafinose € um trissacaridio constituido de residuos de galactose,
glicose e frutose. E encontrada na soja (1,9%), no feijao (0,5%), no grao-de-bico
(1,0%) e na lentilha (0,6%) (SILVA et al., 1992).

A rafinose, juntamente com  estaquiose,  verbascose e
frutoligossacaridios, sdo exemplos de oligossacaridios ndo digeridos pelo trato
digestério humano, apresentando, por isso, funcdo semelhante a das fibras
dietéticas. A suplementacdo de alimentos sélidos com fibras (8-20 g/100 g de
carboidratos) poderia reduzir em 20-50% os niveis de glicose e insulina em
diabéticos. Julga-se, com frequéncia, que as fibras sollveis melhoram a
tolerancia a glicose através de uma viscosidade elevada, que retarda a digestdo e

absorcdo dos carboidratos (http://nutricaoclinica.nestle.com.br/).

4.6. Andlises espectrofotométricas do amido dos frutos da lobeira

Ap0s o preparo dos extratos brutos, etanolicos e hexanicos do amido dos
frutos da lobeira, foram realizadas as analises espectrofotométricas, com o
objetivo de identificar qualitativamente a presenca de compostos nos respectivos

comprimentos de onda.
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Com os espectros do extrato hexanico, ndo foi possivel a identificacdo de
picos definidos na varredura realizada nos comprimentos de onda de 200 a
700 nm que indicasse a presenga de compostos que pudessem ser isolados,
demonstrando que ndo foi possivel a extracdo de compostos do amido, utilizando
0 hexano como solvente, que pudessem ser identificados no comprimento de
onda utilizado.

Os espectros obtidos com a utilizacdo dos extratos etanélicos dos amidos

claro e escuro dos frutos da lobeira estéo ilustrados nas Figuras 18 e 19.

Extrato Etandlico do Amido Claro

0,200
0,150

£ 0,100 -

0,050 A

0,000 T T T T T T T Y 1
200 225 250 275 300 325 350 375 400 425

Comprimento de Onda (nm)

Figura 18 - Espectrofotometria do extrato etandlico do amido claro dos frutos da
lobeira.

A avaliagdo dos espectros obtidos permitiu observar que, no extrato
etandlico bruto do amido claro dos frutos da lobeira (Figura 18), a maior

absorcdo foi observada na faixa de comprimento de onda de 290 a 300 nm.
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Extrato Etandlico do Amido Escuro

3,50 1
3,00
2,50 A
2,00 A
1,50
1,00 A
0,50 -
0,00 « « « ; ;

200 225 250 275 300 325 350 375 400 425

Comprimento de Onda (nm)

Abs

Figura 19 - Espectrofotometria do extrato etandlico do amido escuro dos frutos
da lobeira.

No espectro obtido no extrato etandlico bruto do amido escuro
(Figura 19), ndo foi possivel observar algum pico bem definido e sim alto valor
de absorbancia na faixa de comprimento de onda de 310-340 nm, o que pode ser
indicio de mistura de compostos que absorvem em faixas de comprimento de
onda muito proximas; isso pode ser explicado pela maior concentracdo de

impurezas nessa fragdo de amido da lobeira.

4.7. Avaliacdo do efeito do amido, do extrato e dos compostos isolados por
CCD no controle do diabetes melito induzido por aloxano em ratos

4.7.1. Glicose sanguinea utilizando sangue da cauda

Os resultados da glicose sanguinea, pela retirada de sangue da cauda dos
animais, coletada no inicio e apés 7 e 14 dias do periodo experimental, estdo

apresentados no Quadro 10 e nas Figuras 20, 21, 22 e 23.
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Quadro 10 - Média da glicemia utilizando sangue da cauda dos animais nos
diferentes grupos experimentais

Grupos Glicemia inicial Glicemia Glicemia

Experimentais To - (mg/dL) T7-(mg/dL) T4 - (mg/dL)

G1 (RNDP) 87,83 £ 25,07 125,99 +27,35 145,40 +9,08

G2 (RDDP) 74,52 +37,76 137,69 £121,26 135,96 +47,39

G3 (RDDA) 74,74 £22,96 97,37 £22,14 154,69 +104,28

G4 (RNDA) 87,12 +21,35 105,34 £24,28 108,29 £14,78

G5 (RDDE) 74,06 £20,99 113,68 +19,63 109,37 +14,38

G6 (RDDC) 73,62 £19,47 114,23 +18,37 145,85 +119,87

G1: RNDP - ratos normais alimentados com dieta-padréo.

G2:
G3:

G4:
G5:
G6:

To: dosagem de glicemia realizada no inicio do experimento.

RDDP - ratos diabéticos alimentados com dieta-padréo.

RDDA - ratos diabéticos alimentados com dieta contendo 40% de amido dos

frutos da lobeira.

RNDA - ratos normais alimentados com dieta contendo 40% de amido dos

frutos da lobeira.

RDDE - ratos diabéticos alimentados com dieta-padrdo + 0,1 mL/dia de

extrato bruto.

RDDC - ratos diabéticos alimentados com dieta-padrdo + 0,1 mL/dia de
solucéo da fracdo isolada por CCD.

T,: dosagem de glicemia realizada apds sete dias de experimento.
T14: dosagem de glicemia realizada apds 14 dias de experimento.
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Figura 20 - Efeito da dieta contendo 40% de amido dos frutos da lobeira sobre a
taxa de glicose sanglinea de ratos normais.
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Figura 21 - Efeito da dieta contendo 40% de amido dos frutos da lobeira sobre a
taxa de glicose sanguinea de ratos diabéticos, em comparacdo com
ratos normais que receberam a mesma dieta.
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Figura 22 - Efeito do extrato bruto dos frutos da lobeira sobre a taxa de glicose
sanguinea de ratos com diabetes induzido por aloxano.
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Figura 23 - Efeito dos constituintes do extrato bruto dos frutos da lobeira isolados
por CCD e cromatografia de coluna sobre a taxa de glicose sangiinea
de ratos com diabetes induzido por aloxano.
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Além desses parametros, ao final do 21° dia do experimento, utilizando o
sangue obtido por puncdo cardiaca, também foram avaliados glicemia,
hemoglobina glicosilada, triglicérides, colesterol total e fracBes do colesterol
(HDL, LDL e VLDL).

Na Figura 20 pode-se observar o efeito da dieta contendo 40% de amido
dos frutos da lobeira sobre a glicemia de jejum de ratos normais. Tanto no
grupo 1 quanto no grupo 4, ambos compostos por ratos normais, houve aumento
em suas taxas de glicemia ao longo do periodo experimental.

Ao final do experimento, no grupo 4, constituido de ratos normais que
receberam a dieta contendo o amido da lobeira, houve glicemia 25,52% mais
baixa quando comparada com a do grupo 1, constituido de ratos normais que
receberam dieta-padrao sem amido da lobeira.

O comportamento da glicemia com o tempo em funcdo da dieta no grupo
3 (Figura 21), composto por ratos diabéticos alimentados com dieta contendo
40% de amido dos frutos da lobeira, mostra que o tratamento néo foi eficaz no
controle da glicemia deste grupo, quando comparado com o grupo de ratos
normais alimentados com a mesma dieta.

A diferenca na glicemia de jejum do grupo 3 para o grupo 4 foi 30%
mais alta. Esse resultado difere daqueles encontrados por MARCIANO (1997),
em que a utilizagdo da mesma dieta experimental, contendo 40% de amido dos
frutos da lobeira, resultou na reducdo de 27% nos niveis de glicose no periodo
total de 21 dias, em comparagdo com o grupo controle ndo-diabético. A diferenca
encontrada nos mesmos tratamentos ndo pode ser atribuida ao consumo
alimentar, pois, apesar de nos trabalhos de MARCIANO (1997) o fornecimento
de dieta ter sido feito ad libitum, o consumo médio dos animais normais foi
semelhante ao dos ratos diabéticos: 15,1 e 16,1 g/dia, respectivamente. No
presente experimento, o fornecimento de dieta foi de 20 g/rato/dia.

Uma possivel explicacdo para as diferencas encontradas quanto ao efeito
do amido dos frutos da lobeira no controle da glicemia de ratos diabéticos pode
ser 0s métodos empregados nessa determinacdo. MARCIANO (1997) utilizou o

aparelno  Glucometer 4 (Immunoassay Produtos Hospitalares, Bayer
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Diagndstica), e neste experimento foi utilizado o método descrito por TRINDER
(1969).

O comportamento da glicemia com o tempo em funcdo da dieta no
grupo 5 (Figura 22), que eram diabéticos e que foram tratados com o extrato
bruto do amido da lobeira, foi mantido abaixo da variagdo da glicemia com o
tempo em funcdo da dieta dos ratos diabéticos tratados com dieta-padrdo durante
todo o periodo experimental. No décimo quarto dia de experimento, nos ratos do
grupo 5 houve glicemia de jejum 19,5% menor do que a mesma taxa medida no
grupo 2. Esse dado reforca os resultados das analises quimicas realizadas, em que
a presenca de constituintes deste extrato pode ser responsavel pelo efeito
hipoglicemiante do amido dos frutos da lobeira.

Com relagéo ao comportamento da glicemia com o tempo em fungéo da
dieta no grupo 6 (Figura 23), onde os animais diabéticos receberam a fragdo C,
do extrato bruto do amido dos frutos da lobeira isolada por CCD, nao foi
observada reducdo da glicemia de jejum dos animais deste grupo, e sim o
aumento de 6,8% quando comparada a glicemia de jejum apresentada pelos
animais do grupo 5.

A andlise dessa fracdo C; (de Rf igual a 0,80) pela utilizacdo da
cromatografia em coluna e usando as técnicas de RMN (ressonéncia magnética
nuclear) e IV (infravermelho) revelou tratar-se de mistura de acidos graxos, o que

pode justificar a auséncia de efeito hipoglicemiante nesta fracao.

4.7.2. Dosagem da glicemia, hemoglobina glicosilada, triglicérides, colesterol
total e fragdes (HDL, LDL e VLDL) utilizando sangue obtido por
puncéo cardiaca nos diferentes grupos experimentais

No 21° dia de experimento, utilizou-se sangue do coragdo dos animais de
todos os grupos experimentais; 0s dados obtidos estdo nas Figuras 24, 25 e 26.
O efeito dos tratamentos sobre a glicemia nos diferentes grupos

experimentais estdo mostrados na Figura 24. Pode-se observar que a maior
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Figura 24 - Glicemia de jejum dos animais de todos os grupos ao final do
experimento.
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Figura 25 - Taxa de hemoglobina glicosilada dos animais de todos o0s grupos ao
final do experimento.
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Figura 26 - Valores de colesterol, triglicérides, HDL, LDL e VLDL dos animais
ao final do experimento.

reducdo na taxa de glicose sanguinea de ratos diabéticos foi obtida pela utilizacao
do extrato bruto do amido claro dos frutos da lobeira. Essa reducdo foi de
12,60%, quando comparada com a taxa de glicose sangiinea dos animais
diabéticos que receberam dieta-padrdo (grupo 2).

A taxa de glicemia do grupo 6, que recebeu a solucao preparada com os
constituintes do extrato bruto do amido claro dos frutos da lobeira obtidos por
cromatografia de camada delgada, foi maior do que a glicemia do grupo 2,
mostrando que esta fracdo ndo corresponde a compostos capazes de exercer
efeito hipoglicemiante. Pelas analises quimicas qualitativas desta fracdo
utilizando as técnicas de ressonancia magnética nuclear e infravermelho, foi
possivel identificar nesses compostos a natureza alifatica e que se tratava de
mistura de acidos graxos.

A administragdo de dieta contendo 40% de amido dos frutos da lobeira a
ratos diabéticos (grupo 3) resultou na taxa de glicose sangliinea menor do que a

glicemia de animais normais alimentados com a mesma dieta (grupo 4); no
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entanto, os resultados da glicose plasmatica desses dois grupos foram maiores do
que aquela apresentada por ratos diabéticos que ndo receberam nenhum tipo de
tratamento (grupo 2). Esses dados revelam que a dieta contendo 40% do amido
dos frutos da lobeira ndo foi efetiva na reducdo da glicose sangiiinea em animais
diabéticos, os quais diferem dos resultados obtidos por MARCIANO (1997),
utilizando o mesmo tratamento.

Os resultados obtidos dos tratamentos usados no estudo do controle da
glicemia em ratos com diabetes induzido por aloxano mostram que a melhor
reducdo na taxa de glicose sangtiinea foi obtida pela utilizacdo do extrato bruto
dos frutos da lobeira. A andlise quimica desse mesmo extrato revelou a presenca
de um glicosidio, cujo carboidrato presente € a rafinose, ndo tendo sido possivel a
identificacdo de todos os constituintes de sua estrutura molecular.

Esse resultado confirma os dados do trabalho de BASNET (1994), que
conferiu a atividade hipoglicemiante dose dependente do extrato etandlico de
Swertia japonica de alguns triterpenos e xantonas glicosidadas da mesma classe
dos compostos presentes no amido dos frutos da lobeira ao composto.

HE et al. (1994), estudando o extrato etanolico da Solanum nigrescens,
da familia das Solanédceas, identificou outro tipo de glicosidio: o
cantalasaponina-3. Também FRIEDMAN (1997), através de analises quimicas da
Solanum tuberosum, identificou a presenca de alguns grupos de glicoalcaldides,
como a chaconina, solanina e solanidina, confirmando assim a presenca dos
glicosidios esteroidais nas plantas da familia das Solanéceas.

Na Figura 25 podem-se observar os resultados obtidos a partir dos
tratamentos dos grupos experimentais, em relacdo aos niveis de hemoglobina
glicosilada.

Os parametros bioguimicos obtidos aos 21 dias de experimento -
glicemia, hemoglobina glicosilada, colesterol total e fracdes (HDL, LDL e
VLDL) - foram submetidos as anélises de variancia. Os resultados da ANOVA se
encontram resumidos no Quadro 11.

Observa-se que em nenhum dos parametros bioquimicos avaliados houve

efeito significativo dos tratamentos (P > 0,05), pelo teste F (Quadro 11).
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Quadro 11 - Resumo da andlise de variancia dos parametros bioquimicos do sangue dos animais de todos 0s grupos experimentais

Fonte de GL Valores de F Calculado

Variagao Hemoglobina Colesterol Glicemia HDL LDL Triglicerides VLDL
Tratamentos 5 0,2757™ 122,5793™ 3218,4574™ 80,1337™ 85,4630™ 3512,6284™  140,9438™

Residuo 78 0,3660 302,3806  4931,7489 54,2475 142,1408  2356,1971 93,5196

CV (%) 18,01 15,90 21,91 17,32 26,71 43,53 43,61

™ Nao-significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.



Com relacdo a prevencdo na elevacdo dos niveis de hemoglobina
glicosilada, AL-SHAMAONY (1994), utilizando extrato etandlico de Artemisia
herba alba, observou esse efeito tanto em ratos quanto em coelhos com diabetes
induzido por aloxano.

Segundo MILLER (1986), a medida da hemoglobina glicosilada na
forma de HbA1c tem se tornado importante instrumento na avaliagéo do controle
glicémico de pacientes diabéticos. Isso se deve ao processo de glicosilacdo
irreversivel da hemoglobina, que s6 desaparece do sangue com a morte da
hemécia, sendo assim uma representacdao cumulativa dos niveis glicémicos de
semanas a 2-3 meses.

Os resultados obtidos da dosagem de triglicérides, colesterol total e
fracOes (HDL, LDL e VLDL) sdo mostrados na Figura 26.

Pode-se observar que a maior variagdo foi nos niveis de triglicérides do
grupo 4 (RNDA), em relacdo a todos 0s outros grupos experimentais. Quando se
comparou com o valor encontrado no grupo 3 (RDDA), que recebeu a mesma
dieta, a diferenca nos niveis de triglicérides foi 29,5% maior no grupo 4. A
justificativa para esse aumento na triglicérides dos animais deste grupo nédo foi
identificada.

Com relacdo ao VLDL e HDL, no grupo 6 (RDDC) houve maior
aumento de suas taxas durante o periodo experimental, sendo estas de 52,9 e
12,2%, respectivamente, mais altas do que os niveis dos mesmos parametros do
grupo 2 (RDDP). Esse aumento nas frac6es lipidicas encontradas no grupo 6 €
justificado, uma vez que o extrato usado pelos animais deste grupo era
constituido por uma mistura de acidos graxos isolados por cromatografia de
camada delgada e cromatografia de coluna.

Apesar das diferengas encontradas entre 0S grupos experimentais com
relacdo a variacao sanglinea das fracOes lipidicas, estas ndo foram significativas
pelo teste F (P > 0,05).
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RESUMO E CONCLUSOES

As andlises da composicdo centesimal das fracGes clara e escura do
amido dos frutos da lobeira mostraram diferencas nos parametros: teor de
amilose, proteina, lipidios totais, umidade, cinzas e amido (CAD). As analises da
fracdo clara deste amido, utilizada pela populacdo como auxiliar no tratamento
do diabetes melito, permitiram a caracterizacdo fisico-quimica, em que se
observou 0,27% de proteina, 0,45% de lipidios totais, 10,7% de umidade, 0,03%
de cinzas, 87,7% de amido (CAD) e 0,79% de outros componentes que nao
foram identificados, ndo diferindo da composic¢ao centesimal de amido obtido de
outras fontes. O teor de amilose encontrado na fracdo clara foi de 20,8%,
diferindo muito do teor encontrado na fragdo escura, que foi de 9,1%; o valor de
amilose encontrado na fracdo clara foi semelhante ao encontrado em outras
fontes de amido, como no amido de milho, aveia, mandioca e cevada.

A caracterizacdao da composicao quimica da fracdo escura mostrou maior
concentracdo de quase todos os componentes, quando comparada com a fragao
clara - proteina (2,52%), lipidios (0,94%), umidade (11,41%), cinzas (0,2%) e
outros componentes (7,29%), com excecdo do teor de amilose e amido (CAD),
que na fracdo escura foi de 9,1 e 77,6%, respectivamente.

Os resultados com relagdo a firmeza dos géis e ao processo de

retrogradacdo mostraram que, no que se refere ao primeiro, a diferenca foi bem

61



mais acentuada no amido escuro do que no amido claro, provavelmente devido a
menor concentracdo de amido na fragdo escura. No processo de retrogradacéo
ndo houve aumento crescente nas taxas de retrogradacdo de géis de amido
estocados a baixas temperaturas por determinado periodo de tempo, em ambas as
fracbes. Também o valor da densidade absoluta na fracdo clara, que foi de
2,88 mg/mL, diferiu do encontrado em outros tipos de amido.

Com excecdo do granulo de amido do feijdo, o tamanho dos grénulos de
amido dos frutos da lobeira foi semelhante ao dos outros tipos de amido
analisados: batata-inglesa e mandioca. Nos granulos das fracGes clara e escura do
amido foram constatados formatos variados ovais e poliédricos.

A anélise do extrato etandlico do amido dos frutos da lobeira por
cromatografia em camada delgada, RMN e IV revelou tratar-se de mistura de
acidos graxos e confirmou a presenca de compostos glicosidicos. A rafinose foi
identificada como o carboidrato presente na estrutura, ndo tendo sido possivel
identificar a qual constituinte (aglicona) estava ligada. Esses resultados
confirmam alguns estudos dos extratos metandlicos da Solanum palinacanthum
Dun. (Jud) e da Solanum lycocarpum St. Hill (lobeira), que detectaram a aglicona
solasodina, associada a uma unidade de glicose e a duas unidades de ramnose.

No estudo do controle da glicemia em ratos com diabetes induzido por
aloxano, pode-se observar que a maior reducdo foi obtida pela utilizagdo do
extrato bruto do amido claro. Essa reducéo foi de 12,60%, quando comparada
com a taxa de glicose sangliinea dos animais diabéticos que receberam dieta-
padrdo (grupo 2-RDDP). O possivel efeito hipoglicémico do extrato bruto do
amido claro foi confirmado pela porcentagem de hemoglobina glicosilada, que
também foi menor no grupo que o recebeu. A taxa de colesterol total e fragdes
(HDL, LDL e VLDL) mostrou que, em relacdo ao VLDL e HDL, no grupo 6
(RDDC) houve maior aumento durante o periodo experimental, sendo estas de
52,9 e 12,2%, respectivamente, mais altas do que o0s niveis dos mesmos
pardmetros do grupo 2. Esse aumento nas fragdes lipidicas encontradas no
grupo 6 € justificado, uma vez que o extrato usado pelos animais deste grupo era

constituido por uma mistura de acidos graxos isolados por cromatografia de
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camada delgada e cromatografia de coluna. Apesar dessas indicacGes, nesses
parametros avaliados ndo houve efeito significativo dos tratamentos (P > 0,05)
pelo teste F.

Este trabalho conseguiu determinar as caracteristicas fisico-quimicas e
reoldgicas do amido dos frutos da lobeira, bem como sugeriu a presenca de um
glicoalcal6ide no extrato etandlico bruto deste amido, que, pelos resultados do
ensaio biologico obtidos e pelos estudos ja publicados, pode ser um dos possiveis
responsaveis pela agdo hipoglicemiante do amido dos frutos da lobeira utilizado

na terapéutica popular como auxiliar no tratamento do diabetes melito.
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APENDICES



Caracterizacao fisico-quimica do amido dos frutos da lobeira

APENDICE A

Quadro 1A - Ciclo de congelamento e descongelamento do amido claro

Dias Peso (tubo + amostra)  Peso (tubo + amostra) Perda de agua

antes de centrifugar (g) apos centrifugar (g) (9)
01 15,8 11,4 4,4
02 15,4 11,0 4,4
03 15,4 11,1 4,3
04 15,5 10,9 4,6
05 15,6 10,7 4,9
06 15,7 11,4 4,3
07 16,0 11,1 4,9
08 15,5 11,0 4,5
09 15,8 11,2 4,6
10 15,8 11,5 4,3
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Quadro 2A - Ciclo de congelamento e descongelamento do amido escuro

Dias Peso (tubo + amostra)  Peso (tubo + amostra) Perda de agua

antes de centrifugar (g) apos centrifugar (g) (9)
01 15,5 10,7 4,8
02 15,8 11,1 4,7
03 15,9 10,6 53
04 15,7 10,9 4,8
05 15,2 10,9 4,3
06 15,3 10,8 4,5
07 15,4 10,8 4,6
08 15,6 11,2 4,4
09 15,7 11,9 3,8
10 15,4 11,5 3,9
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APENDICE B

Dosagem de glicose sangliinea da cauda dos ratos submetidos a tratamento
durante o periodo e 21 dias

Quadro 1B - Glicemia utilizando sangue da cauda dos animais do grupo 1

Animais do 1% Dosagem 2% Dosagem 3% Dosagem
Grupo 1 (25/08/00) (01/09/00) (15/09/00)
RO1 130,8 115,30 148,70
R02 111,00 170,00 141,60
RO3 108,80 142,50 143,60
R0O4 91,10 101,00 167,60
RO5 84,80 123,40 133,30
RO6 81,90 132,40 148,30
RO7 79,20 104,50 146,70
RO8 77,60 116,90 138,40
R0O9 74,50 166,90 141,80
R10 38,60 87,00 144,00
Média 87,83 125,99 145,40

77



Quadro 2B - Glicemia utilizando sangue da cauda dos animais do grupo 2

Animais do 1% Dosagem 2% Dosagem 3% Dosagem
Grupo 2 (25/08/00) (01/09/00) (15/09/00)
RO1 194,70 583,30 295,70
R02 96,20 119,30 148,7
RO3 96,00 78,10 99,20
R0O4 87,70 131,70 175,00
RO5 87,50 122,70 111,50
RO6 79,00 104,3 110,60
RO7 78,10 133,00 123,60
RO8 72,70 104,80 92,70
RO9 71,10 103,60 164,00
R10 66,20 127,90
R11 66,00 118,90 134,40
R12 60,80 132,60 135,00
R13 59,40 100,50 114,20
R14 51,40 146,60 117,30
R15 50,90 95,60 122,70
R16 38,80 61,00 148,70
R17 10,30 67,10 90,20
Média 74,52 131,36 135,96
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Quadro 3B - Glicemia utilizando sangue da cauda dos animais do grupo 3

Animais do 1% Dosagem 2% Dosagem 3% Dosagem
Grupo 3 (25/08/00) (01/09/00) (15/09/00)
RO1 134,20 521,60
R02 97,80 118,70 127,40
RO3 95,60 103,00 93,80
R0O4 88,20 125,90 140,70
RO5 87,30 94,90 97,60
RO6 79,90 96,70 120,5
RO7 77,20 89,30 117,30
RO8 73,40 100,50 95,10
RO9 69,80 112,80 145,80
R10 66,40 92,00 149,20
R11 65,50 94,70 111,00
R12 61,70 46,20 137,50
R13 58,10 79,40 121,60
R14 53,2 128,10 124,50
R15 46,90 113,50 121,60
R16 40,6 64,8 249,90
Média 74,74 97,37 154,69
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Quadro 4B - Glicemia utilizando sangue da cauda dos animais do grupo 4

Animais do 1% Dosagem 2% Dosagem 3% Dosagem
Grupo 4 (25/08/00) (01/09/00) (15/09/00)
RO1 119,10 153,40 111,00
R02 115,50 76,50 101,80
RO3 99,20 101,20 118,70
R0O4 95,10 94,90 107,50
RO5 83,00 96,20 113,10
RO6 82,80 97,10 88,60
RO7 78,70 108,80 116,90
RO8 78,30 127,20 116,70
RO9 73,60 124,70 129,00
R10 45,90 73,40 79,60
Média 87,12 105,34 108,29
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Quadro 5B - Glicemia utilizando sangue da cauda dos animais do grupo 5

Animais do 1% Dosagem 2% Dosagem 3% Dosagem
Grupo 5 (25/08/00) (01/09/00) (15/09/00)
RO1 120,20 129.40 110.40
R02 101,60 89.50 103.90
RO3 95.60 122.50 144.00
R0O4 91.10 136.40 118.90
RO5 84.30 122.30 90.90
RO6 80.80 143.80 115.10
RO7 77.20 92.20 109.70
RO8 75.20 131.90 122.70
R0O9 66.90 103.20 95.10
R10 66.40 121.40 109.30
R11 64.80 82.80 92.90
R12 61.70 131.70 124.70
R13 55.90 121.60 87.00
R14 53.20 86.60 105.90
R15 45.80 96.70 108.10
R16 44.20 106.80 111.30
Média 74.06 113.66 109.37
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Quadro 6B - Glicemia utilizando sangue da cauda dos animais do grupo 6

Animais do 1% Dosagem 2% Dosagem 3% Dosagem
Grupo 1 (25/08/00) (01/09/00) (15/09/00)
RO1 109.00 144.20 103.60
R02 103.60 147.80 97.10
RO3 93.10 140.20 125.90
R0O4 92.70 143.80 101.40
RO5 84.10 120.7 106.10
RO6 81.00 127.60 102.70
RO7 76.90 118.70 111.70
RO8 75.80 131.20 131.50
RO9 66.90 140.20 142.20
R10 66.90 110.10 109.30
R11 64.40 170.30 142.20
R12 63.50 170.70 118.40
R13 55.60 156.60 105.40
R14 54.50 133.50 116.70
R15 45.30 162.90 592.20
R16 44.60 127.20
Média 73.62 132.41 145.85
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APENDICE C

Resultados das analises sanguineas feitas utilizando sangue coletado por
puncao cardiaca dados em mg/dL.

Quadro 1C - Dados das andlises sanglineas feitas utilizando sangue coletado por
puncao cardiaca dados em mg/dLdo grupo 1

Animais Glicemia Hb glicosilada Colesterol Trigliceridios HDL  LDL VLDL

RO1 254.0 3.52 93.2 116.1 39.7 532 232
RO2 255.5 2.73 102.6 187.2 365 287 374
RO3 249.5 3.03 111.7 136.8 39.2 452 273
RO4 451.5 3.21 1154 145.2 39.7 46.7 216
RO5 336.3 3.40 106.8 108.3 457 395 216
RO6 445.1 2.93 97.3 83.1 359 448 16.6
RO7 255.1 3.99 118.1 56.8 375 633 113
RO8 298.7 3.33 118.8 130.6 451 476 261
RO9 272.4 3.58 87.1 89.2 381 312 1738
R10 461.6 3.60 109.0 65.7 424 535 131
Média 357.8 3.60 101.1 90.9 411 534 182
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Quadro 2C - Dados das andlises sanglineas feitas utilizando sangue coletado por
puncéo cardiaca dados em mg/dLdo grupo 2

Animais Glicemia Hb glicosilada Colesterol Trigliceridios HDL  LDL VLDL

RO1 440.4 5.77 123.7 169.3 53.8 36.1 338
RO2 269.1 4.11 125.2 131.2 440 550 26.2
RO3 290.9 3.04 106.0 159.2 386 356 318
R0O4 360.3 3.14 109.8 134.0 375 455 268
RO5 441.3 3.05 88.3 93.7 240 456 187
RO6 3414 3.07 101.5 147.4 370 351 294
RO7 261.6 3.39 151.3 102.7 58.1 727 205
RO8 301.1 2.38 83.0 45.7 26.7 472 9.1
RO9 338.6 3.46 97.3 119.5 338 396 239
R10 252.1 2.76 118.8 98.8 386 605 19.7
R11 309.8 2.92 112.0 62.4 46.2 534 124
R12 349.0 2.60 103.4 53.4 375 553 106
R13 244.0 2.83 90.5 954 294 421 190
R14 310.6 3.76 139.6 79.2 65.1 58.7 158
R15 317.0 3.17 100.7 101.6 359 445 203
R16 246.6 2.99 88.6 22.1 332 509 45
R17 294.7 2.94 105.2 78.1 446 450 156
Média 315.79 3.26 108.52 99.63 40.2 484 19.89
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Quadro 3C - Dados das andlises sanglineas feitas utilizando sangue coletado por
puncéo cardiaca dados em mg/dLdo grupo 3

Animais Glicemia Hb glicosilada Colesterol Trigliceridios HDL  LDL VLDL

RO1 486.2 4.30 128.3 200.6 58.1 301 401
RO2 227.5 2.75 88.3 113.9 348 308 227
RO3 304.9 2.81 162.6 172.0 59.2 690 344
R0O4 272.7 3.25 106.4 112.2 43.0 410 224
RO5 298.1 3.28 116.9 241.4 413 274 482
RO6 326.1 3.90 111.7 123.9 413 457 247
RO7 276.1 3.94 109.4 76.9 440 501 153
RO8 292.0 3.10 102.6 91.5 413 430 183
RO9 332.3 2.53 81.1 124.5 300 26.2 249
R10 462.3 2.89 96.2 96.0 37.0 400 192
R11 268.2 2.98 90.2 40.0 348 474 80
R12 292.2 3.20 103.4 55.1 46.7 457 11.0
R13 343.7 3.13 120.0 66.9 408 659 133
R14 288.1 3.05 121.8 60.7 505 59.2 121
R15 325.5 3.08 112.4 66.9 46.7 524 133
R16 328.9 4.35 102.6 65.2 446 450 130
Média  320.3 3.28 109.62 106.73 434 449 2131
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Quadro 4C - Dados das andlises sanglineas feitas utilizando sangue coletado por
puncéo cardiaca dados em mg/dLdo grupo 4

Animais Glicemia Hb glicosilada Colesterol Trigliceridios HDL  LDL VLDL

RO1 335.9 3.61 112.4 188.8 43.0 317 37.7
R02 306.8 3.60 104.5 147.4 446 305 294
RO3 290.7 3.77 138.8 125.0 500 638 250
RO4 238.3 3.85 119.6 248.7 478 221 497
RO5 363.2 3.56 102.6 173.7 408 271 347
RO6 296.6 3.16 110.5 126.2 40.8 445 252
RO7 362.8 3.75 108.3 74.1 40.3 532 148
RO8 468.4 2.88 127.9 133.4 478 535 26.6
RO9 375.7 3.22 123.4 146.3 457 485 292
R10 morreu -- -- -- -- -- --
Média 337.6 3.5 116.4 151.5 445 417 30.3
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Quadro 5C - Dados das andlises sanglineas feitas utilizando sangue coletado por
puncéo cardiaca dados em mg/dLdo grupo 5

Animais Glicemia Hb glicosilada Colesterol Trigliceridios HDL  LDL VLDL

RO1 226.6 3.36 119.6 179.9 446 391 359
RO2 349.9 2.57 106.0 98.2 419 445 196
RO3 370.9 3.33 121.1 141.3 403 526 282
R0O4 283.9 3.76 141.8 169.8 51.1 56.8 339
RO5 227.5 3.62 125.2 118.3 494 453 23.6
RO6 339.5 3.65 123.0 214.6 446 355 429
RO7 329.3 3.25 86.0 112.7 354 281 225
RO8 304.3 4.02 106.4 50.6 50.0 463 101
RO9 332.0 3.71 120.3 103.2 424 573 206
R10 440.0 3.55 127.5 225.8 446 378 451
R11 286.4 3.24 78.8 61.3 327 339 122
R12 328.9 2.74 99.6 87.0 280 542 174
R13 204.6 2.82 81.9 36.1 332 415 7.2
R14 210.3 2.93 82.6 41.1 424 320 82
R15 299.8 3.13 105.2 78.6 36,5 530 157
R16 214.0 2.86 101.0 58.4 435 459 116
Média  276.0 3.05 100.4 104.6 386 404 209
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Quadro 6C - Dados das andlises sanglineas feitas utilizando sangue coletado por
puncéo cardiaca dados em mg/dLdo grupo 6

Animais Glicemia Hb glicosilada Colesterol Trigliceridios HDL  LDL VLDL

RO1 266.3 3.13 96.2 172.6 45.7 160 345
RO2 264.4 3.27 103.4 109.9 489 326 219
RO3 376.2 3.33 112.0 197.2 451 257 394
R0O4 359.6 3.68 97.7 87.6 4713 329 175
RO5 338.0 3.41 101.5 125.6 430 334 251
R0O6 229.2 2.90 100.3 69.7 435 429 139
RO7 306.8 3.45 84.5 68.0 370 339 136
RO8 358.1 2.78 117.7 79.2 451 568 1538
RO9 380.2 3.40 130.5 116.7 46.7 605 233
R10 311.3 3.05 92.8 103.2 39.2 330 206
R11 370.4 3.81 107.5 66.9 473 469 133
R12 307.4 3.28 155.8 125.0 586 722 250
R13 260.6 3.51 97.3 68.0 359 478 136
R14 349.0 3.94 98.1 2.5 424 412 145
R15 562.6 6.41 119.6 131.2 532 402 26.2
R16 324.4 4.03 136.2 111.6 543 596 223
Média  335.3 3.6 109.43 106.56 458 422 213
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APENDICE D

Ganho de peso em gramas dos animais durante o periodo experimental

Quadro 1D - Peso em gramas dos animais do grupo 1

Animais Pesono 1°dia Pesono 7°dia Pesono 14°dia Peso no 21° dia

(9) (9) (9) (9)
RO1 218.0 241.0 317.0 336.0
RO2 208.0 244.0 316.0 335.0
RO3 190.0 227.0 297.0 313.0
RO4 194.0 226.0 297.0 309.0
ROS 231.0 258.0 335.0 359.0
RO6 196.0 240.0 317.0 335.0
RO7 178.0 205.0 268.0 282.0
RO8 171.0 210.0 286.0 315.0
RO9 209.0 232.0 299.0 318.0
R10 143.0 192.0 256.0 275.0
Média 193.8 227.5 298.8 317.7

Ganho de peso médio do grupo 1 =123,9
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Quadro 2D - Peso em gramas dos animais do grupo 2

Animais Pesono 1°dia Peso no 7°dia Peso no 14° dia Peso no 21° dia

(9) ) ) (9
RO1 128.0 139.0 165.0 173.0
RO2 182.0 212.0 274.0 295.0
RO3 202.0 232.0 289.0 300.0
RO4 177.0 212.0 281.0 300.0
RO5 128.0 177.0 253.0 272.0
RO6 213.0 243.0 313.0 330.0
RO7 182.0 224.0 294.0 324.0
RO8 179.0 212.0 276.0 294.0
R0O9 214.0 242.0 304.0 317.0
R10 184.0 214.0 273.0 293.0
R11 207.0 248.0 321.0 338.0
R12 196.0 232.0 264.0 277.0
R13 214.0 242.0 306.0 321.0
R14 154.0 158.0 187.0 207.0
R15 233.0 256.0 307.0 330.0
R16 218.0 250.0 318.0 320.0
R17 207.0 227.0 265.0 295.0
Média 189.29 218.82 275.88 293.29

Ganho de peso médio do G2 = 104.0
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Quadro 3D - Peso em gramas dos animais do grupo 3

Animais Pesono 1°dia Peso no 7°dia Peso no 14° dia Peso no 21° dia

(9) ) ) (9
RO1 121.0 132.0 141.0 146.0
RO2 189.0 209.0 271.0 287.0
RO3 237.0 261.0 325.0 341.0
RO4 219.0 247.0 310.0 326.0
RO5 198.0 227.0 287.0 300.0
RO6 214.0 248.0 318.0 339.0
RO7 160.0 181.0 207.0 229.0
RO8 206.0 233.0 295.0 290.0
R0O9 217.0 246.0 303.0 316.0
R10 175.0 204.0 271.0 277.0
R11 202.0 232.0 284.0 296.0
R12 134.0 152.0 180.0 189.0
R13 176.0 206.0 264.0 279.0
R14 232.0 152.0 292.0 299.0
R15 153.0 196.0 260.0 275.0
R16 139.0 152.0 185.0 190.0
Média 185.75 204.88 262.06 273.69

Média de ganho de peso do G3 = 87,94
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Quadro 4D - Peso em gramas dos animais do grupo 4

Animais Pesono 1°dia Peso no 7°dia Peso no 14° dia Peso no 21° dia

(9) ) ) (9
RO1 199.0 230.0 302.0 313.0
RO2 198.0 173.0 248.0 269.0
RO3 186.0 214.0 284.0 302.0
RO4 188.0 197.0 269.0 286.0
RO5 134.0 179.0 266.0 285.0
RO6 193.0 216.0 277.0 289.0
RO7 211.0 241.0 310.0 325.0
RO8 199.0 220.0 298.0 319.0
R0O9 144.0 187.0 260.0 277.0
R10 128.0 122.0 226.0 234.0
Média 178.0 197.9 274.0 289.9

Média de ganho de peso do G4 = 1119
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Quadro 5D - Peso em gramas dos animais do grupo 5

Animais Pesono 1°dia Peso no 7°dia Peso no 14° dia Peso no 21° dia

(9) ) ) (9
RO1 198.0 221.0 255.0 274.0
RO2 194.0 157.0 242.0 266.0
RO3 204.0 234.0 295.0 312.0
RO4 209.0 220.0 293.0 311.0
RO5 163.0 190.0 243.0 267.0
RO6 223.0 255.0 325.0 347.0
RO7 215.0 235.0 299.0 319.0
RO8 179.0 176.0 211.0 246.0
R0O9 177.0 206.0 242.0 261.0
R10 216.0 241.0 302.0 321.0
R11 165.0 191.0 237.0 242.0
R12 209.0 233.0 291.0 302.0
R13 185.0 205.0 258.0 264.0
R14 199.0 219.0 259.0 256.0
R15 211.0 238.0 296.0 310.0
R16 175.0 208.0 266.0 288.0
Média 195.13 214.31 269.63 288.50

Média de ganho de peso do G5 = 93,37
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Quadro 6D - Peso em gramas dos animais do grupo 6

Animais Pesono 1°dia Peso no 7°dia Peso no 14° dia Peso no 21° dia

(9) ) ) (9
RO1 173.0 202.0 232.0 270.0
RO2 204.0 238.0 307.0 329.0
RO3 182.0 203.0 272.0 290.0
RO4 212.0 244.0 312.0 332.0
RO5 169.0 200.0 210.0 291.0
RO6 127.0 156.0 222.0 257.0
RO7 199.0 229.0 294.0 310.0
RO8 217.0 241.0 298.0 315.0
R0O9 201.0 215.0 282.0 299.0
R10 145.0 182.0 257.0 281.0
R11 157.0 197.0 276.0 296.0
R12 191.0 229.0 290.0 317.0
R13 208.0 228.0 284.0 303.0
R14 215.0 241.0 297.0 313.0
R15 152.0 144.0 282.0 191.0
R16 194.0 209.0 242.0 256.0
Média 184.13 209.88 272.31 290.63

Média de ganho de peso do G6 = 106,50
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Grupos Experimentais Meédia de Ganho de Peso

Grupo 1 123.90
Grupo 2 104.0
Grupo 3 87.94
Grupo 4 111.90
Grupo 5 93.37
Grupo 6 106.50
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