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Nonato, Carla de Fatima Alves. (Ma.). Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE). Fevereiro de 2018. Caracterizagdo quimica e avaliagdes bioldgicas da polpa dos
frutos de Mauritia flexuosa L. f. (Arecaceae) do Cariri Cearense. José Galberto Martins

da Costa; Fabiola Fernandes Galvao Rodrigues.

RESUMO

O consumo de frutos é visto além do aspecto nutricional, sendo correlacionado como importante
indicativo para a promocao da salude e prevencao de doencas. Este trabalho teve como objetivo
obter o perfil quimico do 6leo e das frac6es cloroférmio, acetato de etila e etandlica da polpa
dos frutos de Mauritia flexuosa L. f. e avaliar as capacidades antioxidante e antimicrobiana
destes, bem como analisar a composi¢cdo bromatoldgica da polpa. A identificacdo da
composicdo quimica do Oleo e das fracBes se deu por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG/EM) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector
arranjo de diodo (CLAE-DAD), respectivamente. As quantificacbes de fenois e flavonoides
totais das fragcBes seguiram os métodos Folin-Ciocalteu e complexacdo com cloreto de
aluminio, respectivamente. A capacidade antioxidante foi verificada pelo sequestro dos radicais
livres 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) e 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS), poder de reducdo e quelacdo de ferro. A atividade antimicrobiana foi
determinada pela concentracdo inibitoria minima e pela acdo modulatéria de antibi6ticos da
classe dos aminoglicosideos, beta-lactamicos e azélicos. A acidez, o indice de saponificacdo e
a refracdo do 6leo foram caracterizados. As anélises bromatoldgicas umidade, acidez total, pH,
proteinas, carboidratos totais, cinzas, lipidios e teor de vitamina C foram realizadas. Nas
analises quimicas foi possivel quantificar catequina, &cido cafeico, rutina, orientina, quercetina,
apigenina, luteolina e kaempferol das fracdes, bem como os acidos graxos majoritarios do 6leo,
sendo estes acido esteérico, acido palmitico e acido oleico. As fragdes exibiram atividade
moderada contra bactérias Gram-positivas e cepas de Candida, enquanto que o 6leo exibiu
atividade moderada apenas contra as cepas de Candida. Quanto a modulagéo, as fracfes e o
Oleo apresentaram efeitos sinérgicos e antagbnicos sobre os antibidticos analisados, onde o
efeito sinérgico mais expressivo foi obtido pelo 6leo sobre a cefotaxima frente a Bacillus
cereus. A acidez e o indice de saponificacdo do 6leo estdo dentro dos limites estabelecidos pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. A polpa apresentou teores de 21.68% de umidade,
12.29% de acidez total, 3.84 de pH, 38.77% de proteinas, 29.82% de carboidratos totais, bem
como valores de 3.82% de cinzas, 5.91% de lipidios e 60.53 mg/100g de vitamina C. Os
resultados sugerem o uso potencial dos frutos de M. flexuosa como antioxidante e na terapia
antimicrobiana, além do seu potencial nutricional.

Palavras-chave: Alimentos funcionais, Atividade antimicrobiana, Buriti, Capacidade
antioxidante, Modulac&o de antibioticos.
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Nonato, Carla de Fatima Alves. (MS). Federal Rural University of Pernambuco (UFRPE).
February 2018. Chemical characterization and biological evaluation of fruit pulp of
Mauritia flexuosa L. f. (Arecaceae) of Cariri Cearense. José Galberto Martins da Costa;

Fabiola Fernandes Galvao Rodrigues.

ABSTRACT

Fruit consumption is seen beyond the nutritional aspect, being correlated as important indicative
for health promotion and disease prevention. The objective of this work was to obtain the
chemical profile of the oil and the chloroform, ethyl acetate and ethanolic fractions of the fruit
pulp of Mauritia flexuosa L. f. and to evaluate the antioxidant and antimicrobial capacities of
these, as well as to analyze the bromatological composition of the pulp. The chemical
composition of the oil and the fractions was determined by gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC-MS) and high performance liquid chromatography with diode array
detector (HPLC-DAD), respectively. The quantifications of total phenols and flavonoids of the
fractions followed the methods Folin-Ciocalteu and complexation with aluminum chloride,
respectively. The antioxidant capacity was verified by the sequestration of free radicals 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
(ABTS), iron reduction and chelation. The antimicrobial activity was determined by the
minimum inhibitory concentration and by the modulatory action of aminoglycoside, beta-
lactam and azolic antibiotics. The acidity, the saponification index and the refraction of the oil
were characterized. The bromatological analyzes of moisture, total acidity, pH, proteins, total
carbohydrates, ashes, lipids and vitamin C content were performed. In the chemical analyzes it
was possible to quantify catechin, caffeic acid, rutin, orientin, quercetin, apigenin, luteolin and
kaempferol of the fractions, as well as the major fatty acids of the oil, being these stearic acid,
palmitic acid and oleic acid. Fractions exhibited moderate activity against Gram-positive
bacteria and Candida strains, while the oil exhibited moderate activity only against Candida
strains. As for modulation, fractions and oil presented synergistic and antagonistic effects on
the analyzed antibiotics, where the most expressive synergic effect was obtained by the oil on
cefotaxime versus Bacillus cereus. The acidity and the saponification index of the oil are within
the limits established by the Brazilian Health Regulatory Agency. The pulp presented values of
21.68% of moisture, 12.29% of total acidity, 3.84 of pH, 38.77% of proteins, 29.82% of total
carbohydrates, as well as values of 3.82% of ash, 5.91% of lipids and 60.53 mg / 100g of
Vitamin C. The results suggest the potential use of fruits of M. flexuosa as antioxidant and
antimicrobial therapy, in addition to their nutritional potential.

Key words: Functional foods, Antimicrobial activity, Buriti, Antioxidant capacity, Modulation
of antibiotics.
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1. INTRODUCAO

A intensificacdo do consumo de frutos é uma importante tendéncia da Gltima década.
Os habitos alimentares da populacao estdo em constante mudanca devido ao crescente fluxo de
informac&o disponiveis na midia, a procura por uma dieta saudavel e com variedade de sabores
e cores que os frutos tropicais d&o as refeicoes (VIEIRA et al., 2006).

Essa mudanca de habitos alimentares permite o consumo de alimentos que além de
fornecer a nutricdo bésica contribui melhorando a saude e/ou reduzindo o risco de doencas,
conhecidos como alimentos funcionais (CARVALHO et al., 2006). Estes combinam produtos
comestiveis de alta flexibilidade com moléculas biologicamente ativas, sendo usados como
estratégia para corrigir distarbios metabdlicos (WALZEM, 2004).

Os frutos nativos do Brasil se enquadram entre aqueles com maior diversidade de sabor
e teor nutricional do mundo, entretanto uma grande parte destes apenas sdo conhecidos por
populagdes locais ou séo encontradas em regides especificas (FERREIRA et al., 2005). Embora
estes apresentem potencial alimentar e econdmico ainda ha a necessidade de estudos que os
caracterizem para que se consolidem na dieta alimentar (CAVALCANTE et al., 2009).

Frutos e hortaligas sdo indicados para a alimentagdo devido ao seu valor nutricional e
pela presenca de compostos que atuam como antioxidantes, onde as vitaminas, os carotenoides
e 0s compostos fendlicos sdo os principais compostos naturais que apresentam essa atividade
(BARCIA et al., 2010; SILVA et al., 2008; SOUSA et al., 2007). Os frutos sdo considerados as
principais fontes dietéticas de polifendis, onde, em termos quantitativos e qualitativos,
apresentam composicdo variada desses compostos em funcdo de fatores intrinsecos e
extrinsecos, sendo sua eficacia antioxidante dependente da estrutura quimica e da concentracao
destes fitoquimicos (MELO et al., 2008).

A atividade antimicrobiana dos compostos fendlicos presentes em alimentos vegetais
tem sido amplamente estudada, onde os flavonoides e os taninos, recebem maior atencéo por
poder suprimir varios fatores de viruléncia microbiana, como a inibicdo da formacdo de
biofilmes, a reducgéo da adesdo com o hospedeiro e a neutralizacdo de toxinas bacterianas, além
de mostrarem sinergismo com antibidticos e serem alternativa uso como conservantes naturais
contra bactérias patogénicas transmitidas por alimentos (DAGLIA, 2012; VAQUERO et al.,
2010).

Dentre os frutos brasileiros, a espécie Mauritia flexuosa L. f. (buriti) ganha destaque
devido a grande variedade de usos em que é aplicada nas regides onde se distribui, sendo estes

alimenticio, artesanal, ornamental, madeireiro e medicinal. O uso do seu fruto, que possui
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aroma e sabor peculiar, como fonte alimentar é bastante difundido e gerador de renda para a
populacdo, seja in natura ou processado nas formas de sucos, doces, 6leo, picolés, sorvetes,
cremes, dentre outros (LORENZI et al., 2004; SAMPAIO, 2011; SANDER, 2014).

A polpa dos frutos de buriti possui rico valor nutricional apresentando teores
consideraveis de carotenoides, polifendis e acido ascérbico, com uma fracéo lipidica constituida
predominantemente por &cidos graxos monoinsaturados, principalmente por &cido oleico e
acido palmitico, demonstrando potencial antioxidante e preventivo de doencas cardiovasculares
(MANHAES; SABAA-SRUR, 2011; VIEIRA et al., 2006).

Avaliando a riqueza dessa espécie no encosta da Chapada do Araripe, esse estudo vem
acrescentar a compreensdo do potencial funcional da espécie supracitada. A busca do
conhecimento sobre as caracteristicas quimicas e compostos bioativos de frutos é importante
para que agregue-se valor nutricional e funcional, além da avaliacdo do consumo para a
populagéo que os utilizam (CANUTO et al., 2010; SILVA et al., 2008). Assim, este trabalho
teve como objetivo determinar a capacidade antioxidante, avaliar a atividade antimicrobiana e

as caracteristicas bromatoldgicas da polpa dos frutos de Mauritia flexuosa L. f.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Alimentos funcionais e nutracéuticos

O termo “alimentos funcionais” foi inicialmente introduzido pelo governo do Japao em
meados dos anos 80, como resultado da preocupagdo com a reducdo dos gastos com salde
publica, considerando a elevada expectativa de vida naquele pais (BASHO; BIN, 2010).

Alimento funcional é aquele que além de possuir aplicacBes nutricionais efetivas pode
afetar positivamente uma ou mais fungdes no corpo, de maneira a ser tanto significativo para o
bem estar e a salde quanto para a reducao de riscos de doencas (ROBERFROID, 2002).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), desde a resolucdo n° 18 de 30
de abril de 1999, define alimento funcional como todo aquele alimento ou ingrediente que, além
das funcgdes nutricionais basicas, quando consumido numa dieta usual, produz efeitos
metabdlicos, fisioldgicos e/ou efeitos benéficos a salde, devendo ser seguro para consumo sem
supervisdo médica (BRASIL, 1999).

Os alimentos funcionais podem ser classificados de dois modos: quanto a sua origem
(vegetal ou animal) ou quanto aos beneficios que oferecem ao organismo (no sistema
gastrointestinal, no sistema cardiovascular, no metabolismo de substratos, no crescimento, no
desenvolvimento e diferenciacdo celular, no comportamento das fungdes fisiolgicas e como
antioxidantes) (SOUZA; SOUZA NETO; MAIA, 2003).

De acordo com Roberfroid (2002), para que alimentos sejam considerados funcionais
estes devem, do ponto de vista pratico:

- Ser alimentos convencionais e consumidos na dieta normal/usual;

- Ser compostos por componentes naturais, algumas vezes, em elevada concentragédo ou
presentes em alimentos que normalmente ndo os supririam;

- Ter efeitos positivos além do valor basico nutritivo, que pode aumentar o bem-estar e a
salde e/ou reduzir o risco de ocorréncia de doencas, promovendo beneficios a satde além de
aumentar a qualidade de vida, incluindo os desempenhos fisico, psicoldgico e comportamental;
- Ter embasamento cientifico da sua propriedade funcional,

- Ser um alimento natural ou um alimento no qual um componente tenha sido removido;
- Ser um alimento onde a natureza de um ou mais componentes tenha sido modificada;
- Ser um alimento no qual a bioatividade de um ou mais componentes tenha sido

modificada.
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Por sua vez, nutracéuticos sdo alimentos ou parte destes que promovem beneficios a
salde, incluindo a prevencdo e/ou tratamento de doencas. Estes englobam desde nutrientes
isolados, suplementos dietéticos encapsulados e dietas, como também produtos herbais,
projetados e alimentos processados (ANDLAUER; FURST, 2002).

Enquanto a prevencdo e tratamento de doencas estdo relacionados aos nutracéuticos,
somente a reducdo do risco da doenca estd ligado com os alimentos funcionais (KWAK;
JUKES, 2001). Sendo assim, precisa ser mantida a diferenca essencial, que faz com que os
alimentos funcionais se relacionem ao consumo como alimentos, enquanto que os nutracéuticos
sdo ingredientes funcionais isolados consumidos sob diversas formas oferecidas pela industria
farmacéutica (MORAES; COLLA, 2006).

A ANVISA determina que para lancar um alimento que se alegue propriedades
funcionais, deve-se seguir a legislacdo do Ministério da salude e apresentar relatério técnico-
cientifico que comprove sua acdo e seguranca de consumo (VIDAL et al., 2012). Porém, ndo
existe orientacdo oficial sobre o processo de controle de qualidade de nutracéuticos,
demonstrando que o fomento a estudos, bem como a prova da eficécia, seguranca e qualidade
sdo pontos chaves na construcdo do conhecimento que sustentem o uso racional desses produtos

no gerenciamento da salde e tratamento das doencas (LIRA et al., 2009).

2.2. Radicais livres e extresse oxidativo

Reacdes oxidativas e o0 processo de respiracdo celular promovem a formacéo de radicais
livres, que sdo espécies quimicas que possuem um ou mais elétrons ndo pareados na ultima
camada eletronica (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; SILVA et al.,, 2010). Processos
patoldgicos também atuam na geracdo intracelular. As fontes exdgenas compreendem as
radiacdes ultravioleta e ionizante, como também agentes quimicos (BERRA; MENCK; DI
MASCIO, 2006).

Em torno de 95% do oxigénio utilizado pela célula segue a cadeia do citocromo
mitocondrial, formando agua e energia. Os 5% remanescentes sao metabolizados como espécies
reativas, como Oz (oxigénio singlete), O (radical superéxido), H.02 (peroxido de hidrogénio),
NO (6xido nitrico) e OH (radical hidroxila) (BIANCHI; ANTUNES, 1999; RODRIGUES,
1998).

Nos organismos superiores, a capacidade de provocar danos celulares dos radicais livres

primarios, como O2 e NO, é baixa, assim ocorre a conversio destes para espécies secundarias
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mais reativas que promovem o comprometimento celular, o que pode envolver metais de
transicao ou reacdes significativamente rapidas (GEBICKI, 2016).

As espécies reativas de oxigénio também sdo geradas em outros reacfes bioquimicas
celulares, como em processos inflamatorios, no catabolismo de acidos graxos, na degradacao
da xantina a &cido Urico e na auto-oxidacgdo de catecolaminas (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007). O dano oxidativo causado por essas espécies pode acarretar a inativacdo enzimatica,
mutacdo, ruptura de membrana, bem como ao avanco na aterogenicidade de lipoproteinas
plasmaticas e a morte celular (CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).

Varias estratégias antioxidantes evoluiram para a célula lidar com os radicais livres,
entre estas estdo enzimas que catalisam radicais e espécies reativas (superdxido dismutase,
glutationa redutase, glutationa peroxidase e catalases), proteinas limitantes de pro-oxidantes
(transferrinas, ferritinas, metalotioneinas e haptoglobinas), proteinas que protegem de danos
oxidativos por mecanismos ndo-enzimaticos (stress proteins) e moléculas de baixo peso
molecular que capturam radicais livres por auto oxidagéo (glutationa e as que possuem grupo
tiol - SH) (BERRA; MENCK; DI MASCIO, 2006).

O estresse oxidativo se da quando a producdo de radicais livres supera a capacidade
antioxidante celular, ocasionando a geracdo de doengas cronico degenerativas como o cancer,
doengas cardiacas, Alzheimer, aterosclerose e o envelhecimento precoce (BERRA; MENCK;
DI MASCIO, 2006; MORAIS et al., 2013). Este ocorre por diferentes situacbes, como a
elevacdo do nivel de compostos enddgenos e exdgenos que entram na auto-oxidacdo em
conjunto com a producdo de espécies reativas de oxigénio, insuficiéncia de reservas de
antioxidantes de baixa massa molecular, inativacdo ou redugdo na producdo de enzimas
antioxidantes e de antioxidantes de baixa massa molecular, e pela combinacdo desses fatores
(LUSHCHAK, 2014).

2.3. Potencial antioxidante de produtos naturais

Antioxidante é qualquer substancia com capacidade de desacelerar ou inibir danos
ocasionados pela oxidagdo estando presente em pequenas concentragfes, quando em
comparagdo com o0 agente oxidante (SILVA et al., 2010). Na industria alimenticia, as reagdes
oxidativas sdo inibidas por antioxidantes sintéticos, porém estudos mostram que estes
apresentam efeitos toxicos. Assim, pesquisas voltam-se no sentido de encontrar produtos
naturais com atividade antioxidante, permitindo substituir os sintéticos ou fazer associacdo
entre eles (SOUSA et al., 2007).
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Estudos clinicos e epidemioldgicos mostram que a ingestdo de cereais, frutas e vegetais
consiste nos principais fatores que contribuem para uma significativa reducéo da ocorréncia de
doengas cronico-degenerativas (ROESLER et al., 2007). Estes efeitos sdo atribuidos
principalmente aos compostos alimentares que possuem atividade antioxidante, onde os
principais antioxidantes vegetais séo as vitaminas C e E, os carotenoides e 0s compostos
fendlicos, especialmente os flavonoides (SILVA et al., 2010).

O &cido ascérbico, conhecido como vitamina C, € considerado um antioxidante primario
por reagir com 0 oxigénio antes do inicio do processo oxidativo e participar do sistema de
regeneracdo da vitamina E, sendo de grande importancia para manutencdo do potencial
antioxidante do plasma (CATANIA; BARROS; FERREIRA, 2009). Este possui 4 grupos -OH
gue podem doar hidrogénio para um sistema oxidante, assim como 0s grupos -OH em pares
estdo dispostos em atomos de carbono adjacentes sendo capazes de quelar ions metalicos (Fe?*)
(BREWER, 2011).

Vitamina E é a principal vitamina lipossolUvel presente no plasma e na particula de
LDL, sendo este um termo genérico que se refere a tocoferois (a, B, 8, y tocoferol) e tocotrienois
(o, B, 8, v tocotrienol) (CATANIA; BARROS; FERREIRA, 2009; CERQUEIRA; MEDEIROS;
AUGUSTO, 2007). Em geral, € aceito que este possui dois mecanismos primarios antioxidante,
como doador de elétrons de quebra de cadeia e como receptor de quebra de cadeia (OROIAN;
ESCRICHE, 2015). Esta vitamina atua neutralizando oxigénio singlete e perdxidos, bem como
capturando radicais livres e anions superoxido, convertendo em formas menos reativas
(DABROWSKA; MIR, 2009).

Os carotenoides sdo pigmentos lipossoltveis, amarelos, laranjas e vermelhos, presentes
em diversas frutas e vegetais. Alguns desses apresentam estrutura ciclica B-ionona em suas
moléculas, como a, e y-caroteno e B-criptoxantina, sendo precursores de vitamina A (SILVA
et al., 2010). A estrutura geral dos carotenoides é responsavel por sua a¢do antioxidante, sendo
estes capazes de reagir com o0 oxigénio singlete e eliminar radicais, encerrando reacdes em
cadeia (MCNULTY; JACOB; MASON, 2008).

Os compostos fendlicos possuem estruturas quimicas que apresentam hidroxilas e anéis
aromaticos, nas formas simples ou de polimeros, que os confere o poder antioxidante
(ANGELO; JORGE, 2007). A molecula de polifenol inativa os radicais livres de acordo com a
transferéncia de atomos de hidrogénio e mecanismos de transferéncia de elétrons simples ou
pela transferéncia de um Unico elétron (OROIAN; ESCRICHE, 2015). Estes sdo capazes de
captar radicais alcoxila (RO, alquilperoxila (ROQO"), superoxido (O2"), radical hidroxila (HO"),
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oxido nitrico (NO"), aléem do oxidante peroxinitrito (ONOO/ONOOH) (CERQUEIRA,;
MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).

Dentre os compostos fendlicos, um grupo que ganha destaque por sua atividade
antioxidante sdo os flavonoides. Estes encontram-se presentes em frutas, folhas, sementes e em
outras partes da planta na forma de glicosidios ou agliconas (ANGELO; JORGE, 2007). A
atividade antioxidante desses compostos resulta de uma associacdo de suas propriedades
quelante de ferro e eliminadora de radicais livres, bem como pela inibicdo das oxidases,
evitando, assim, a formacdo de espécies reativas de oxigénio e hidroperdxidos organicos
(JIMENEZ; MARTINEZ; FONSECA, 2009).

2.4. Resisténcia de microrganismos

Na Ultima década, o desenvolvimento de antibidticos eficientes contra infeccGes
ocasionou reducdo drastica na mortalidade provocada por doengas microbianas. Todavia, a
disseminacdo do uso destes medicamentos ocasionou 0 desenvolvimento de defesas nos
microrganismos e, assim, o surgimento da resisténcia (SILVEIRA et al., 2006). A associacao
entre consumo antimicrobiano e resisténcia tem sido conhecida desde os primeiros dias de uso
da penicilina e, com a introducéo de antimicrobianos das diversas classes farmacolégicas isso
pode ser confirmado (GOTTESMAN et al., 2009).

Existem quatro mecanismos diferentes que explicam a resisténcia adquirida aos
antibidticos, sendo estas: alteracdo na permeabilidade celular, enzimas ou componentes
celulares modificados, rotas bioquimicas alternativas desviando da rota alvo do antibidtico e
producdo de enzimas que destroem ou modificam a estrutura do farmaco (BAPTISTA, 2013).

A resisténcia microbiana é considerada um problema mundial de saude publica,
chamando a atencdo de 6rgdos governamentais nacionais e internacionais devido as suas
consequéncias, como o0 aumento da mortalidade e morbidade entre pacientes e uma reducéo no
namero de drogas Uteis para pacientes das futuras geracbes (MCGOWAN, 2004; OLIVEIRA;
SILVA, 2008).

Como o uso indiscriminado de antimicrobianos é o principal fator de aumento das taxas
de resisténcia, admitir que a reducdo no consumo desses farmacos deveria trazer impacto
positivo sobre a regressdo do fendmeno, mas, em ambiente ambulatorial, essa hipdtese é
extremamente dificil de ser testada, pois demanda grandes modificacdes nos perfis de
prescri¢cdes (ZIMERMAN, 2010).



21

O uso de plantas medicinais como alternativa de tratamento tem aumentado em todas as
classes sociais nas diversas regides do mundo, sendo as propriedades antimicrobianas de
diferentes espécies vegetais reconhecidas empiricamente a séculos, porém apenas
cientificamente comprovadas nas Ultimas décadas (HAIDA et al., 2007).

Os produtos naturais antimicrobianos constituem fontes ricas para a bioprospecgéo de
novas moléculas de potencial aplicabilidade na medicina, agricultura e nos estudos de processos
biolégicos (CONTI; GUIMARAES; PUPO, 2012). Antibiéticos naturais comumente exibem
estruturas quimicas complexas importantes para as interacdes especificas e reconhecimento
pelos alvos macromoleculares em microrganismos patogénicos (GUIMARAES; MOMESSO;
PUPO, 2010).

2.5. Caracterizacdo botanica e usos locais de Mauritia flexuosa L. f.

A familia Arecaceae, conhecida como Palmae, é uma das duas familias pertencentes a
ordem Arecales (THE ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP, 2016). Esta € dividida em 5
subfamilias: Arecoideae (112 géneros), Calamoideae (21 géneros), Ceroxyloideae (8 géneros),
Coryphoideae (45 géneros) e Nypoideae (um género) (ASMUSSEN et al., 2006).

Esta familia apresenta distribuicdo pantropical, com maior ocorréncia de espécies na
Asia Tropical, Ilhas do Pacifico, Indonésia e Américas. Sendo conhecido na América do Sul 50
géneros e 437 espécies (DRANSFIELD et al., 2008; LOPES, 2007; LORENZI et al., 2004) e
no Brasil apresenta cerca de 37 géneros e de 270 espécies nativas (LORENZI et al., 2010).

O buriti, termo mais difundido para a espécie M. flexuosa, vem do tupi-guarani
“dembyriti” que significa palmeira que emite liquido, devido ser reconhecida pelos indios como
indicativo de presenca de agua, bem como é conhecida como a arvore da vida, por servir, até
os dias atuais, como sustento para tribos indigenas antigas (VIEIRA et al., 2006).

M. flexuosa possui ampla distribuigdo na regido amazonica, ocorrendo na Colémbia,
Venezuela, Trinidad, Guianas, Equador, Peru, Bolivia (Santa Cruz) e no Brasil, sendo apontada
a palmeira mais abundante, aparecendo nos estados do Amazonas, Bahia, Ceard, Goias,
Maranhdo, Minas Gerais, Pard, Piaui, Roraima, Sdo Paulo e Tocantins, sendo encontrada em
margens de rios, corregos, lagos e margeando nascentes, compondo grandes populagdes em
areas inundadas, veredas e matas de galeria (FERREIRA, 2005; LORENZI et al., 2004).

Essa espécie € uma palmeira do tipo dioica, com 2,8 a 35 m de altura e caule liso
medindo de 23 a 50 cm de didmetro. Suas folhas caracterizam-se como costapalmadas variando

em namero de 8 a 25 por individuo, estas apresentam bainha com 1 a 2,56 m de comprimento
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e peciolo com 1,6 a 4 m de comprimento, onde o tamanho total de sua folha pode chegar até
5,83 m de comprimento com 120 a 236 segmentos. Possui inflorescéncia ramificada em
primeira ordem (27-35 ramificac@es), interfoliar, com 2,5 a 3,7m comprimento (FERREIRA,
2005; VIEIRA et al., 2006).

Os frutos do buriti séo elipsdide-oblongos, cobertos por escamas cérneas, medindo 5,0
X 4,2 cm de diametro e pesando de 40 a 85 g, de coloracdo marrom-avermelhado quando
maduros, com mesocarpo carnoso e endocarpo néo diferenciado (FERREIRA, 2005; SANTOS,
2005; VIEIRA et al., 2006). O seu desenvolvimento, desde o aparecimento do cacho, até o
amadurecimento dos frutos dura aproximadamente um ano. No Cerrado, os frutos amadurecem
comumente de setembro a fevereiro e na Amazonia a colheita em geral € entre marco e agosto.
Cada buriti fémea chega a produzir entre 1 e 10 cachos com frutos maduros em uma safra, onde
cada cacho pode ter entre 450 e 2.000 frutos (SAMPAIO; CARAZZA, 2012).

Levantamentos etnobotanicos em comunidades locais demonstraram uma grande
variedade de usos nos quais essa espécie é empregada. Apresenta propriedades medicinais
como antiofidica, cicatrizante, bem como contra diarreia, doencas cardiovasculares,
respiratorias, do aparelho reprodutor, musculoesqueléticas e reumatoldgicas. Como fonte
alimentar é usada in natura ou na forma de sucos (sembereba), picolés, vinhos fermentados ou
ndo-fermentados, doce, bolos, geleias, dentre outros, sendo também usada para alimentacdo
animal e, seus produtos, na industria quimica e alimenticia. Para uso artesanal é utilizada na
fabricacdo de apas, peneiras, baquités, cestaria, jacas, brinquedos, rolhas, dentre outros, tanto
para uso doméstico como para atividade econdmica. E como madeireiro foi apontado na
construcdo para a sustentacdo e telhado de casas e na fabricacdo de canoas (BRAGA, 2013;
FERNANDES, 2009; MARTINS, 2012; RIBEIRO, 2010; RIBEIRO et al., 2014; SAMPAIO;
CARAZZA, 2012; SANDER, 2014; SANTOS; COELHO-FERREIRA, 2012).
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CAPITULO 1

Analise quimica e avaliacdo das atividades antioxidante e antimicrobiana de frac6es da

polpa dos frutos de Mauritia flexuosa L. f.

Manuscrito submetido para publicacdo no periddico: Industrial Crops and Products.
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Resumo: O consumo de frutos, atualmente, é considerado além do aspecto nutricional, sendo
correlacionado como importante indicativo para a promocao da salde e prevencdo de doencas.
Este estudo teve como objetivo obter o perfil quimico das frac6es cloroférmio, acetato de etila
e etandlica da polpa dos frutos de Mauritia flexuosa, bem como quantificar seus compostos

fenolicos e avaliar as capacidades antioxidante e antimicrobiana. As quantificacdes de fenois e
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flavonoides totais seguiram os métodos Folin-Ciocalteu e complexacdo com cloreto de
aluminio, respectivamente. Ainda, com uso de amostras padrdes foi possivel identificar e
quantificar acidos fendlicos e flavonoides por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
detector arranjo de diodo (HPLC-DAD). A capacidade antioxidante foi verificada pelo
sequestro dos radicais livres 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) e 2,2"-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), poder de reducdo e quelacdo de ferro. A
atividade antimicrobiana foi determinada pela concentracdo inibitéria minima e pela acéo
modulatoria de antibidticos. Nas analises quimicas foi possivel quantificar catequina, acido
cafeico, rutina, orientina, quercetina, apigenina, luteolina e kaempferol. As fracdes exibiram
atividade moderada contra bactérias Gram-positivas e cepas de Candida, e apresentaram efeitos
sinérgicos e antagdnicos sobre os antibidticos analisados, onde o efeito sinérgico mais
expressivo foi obtido pela fracdo cloroférmio sobre a cefotaxima frente a Bacillus cereus com
reducdo da concentracdo inibitéria minima de 1024 pg/mL para 256 pug/mL. Os resultados
sugerem o uso potencial dos frutos de M. flexuosa como antioxidante e na terapia

antimicrobiana, justificada pela presenca de compostos com essas atividades reconhecidas.

Palavras-chave: Mauritia flexuosa, HPLC, compostos fendlicos, capacidade antioxidante,

atividade antimicrobiana, modulacéo de antibioticos.

1. Introducgéo

Ao longo da ultima década, estudos epidemioldgicos tém indicado a importancia do

consumo de frutas e hortalicas na promocao da satde e prevencdo de doencas cronicas ndo

transmissiveis (Costa et al., 2012). Os chamados alimentos funcionais proporcionam a juncéo
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da dieta convencional com a acdo dietoterapica funcional, levando em consideracdo o0s seus
efeitos metabdlicos e fisioldgicos no organismo (Braga and Barleta, 2017).

A protecdo exercida pelas frutas e vegetais contra as doencas crénicas-degenerativas
tem sido atribuida a presenca de varias substancias antioxidantes, sobretudo para vitaminas,
como acido ascorbico, a-tocoferol e B-caroteno. Todavia, os compostos fendlicos sd@o o0s
principais fitoquimicos presentes nesses alimentos com agdo antioxidante (Garcia-Salas et al.,
2010; Sucupira et al., 2014). Além da atividade antioxidante, os polifendis também sao
reconhecidos por sua atividade antimicrobiana, devido suas estruturas facilitarem a
aproximacdo e absorcdo destes para dentro da célula, provocando sua ruptura, atuando em
varios alvos celulares e ndo apenas em um sitio de acao especifico (Cushnie and Lamb, 2005;
Davidson et al., 2005).

Dentre os frutos brasileiros, a espécie Mauritia flexuosa L. f., conhecida como “buriti”,
se destaca devido a variedade de usos, que vao desde o alimenticio até o medicinal. O uso dos
seus frutos, tipicos pelo aroma e sabor peculiar, como fonte alimentar é bastante difundido e
gerador de renda, seja in natura ou processado nas formas de sucos, doces, 6leo, sorvetes, dentre
outros (Lorenzi et al., 2004; Sampaio, 2011). Estudos comprovam atividades desta espécie,
como quimiopreventiva, fotoprotetora contra radiacdo UVA e UVB, antitrombdtica, bem como
hipolipemiante, hipoglicemiante e cicatrizante (Freire et al., 2016).

Diante do exposto e visto a importancia da compreensao do seu potencial funcional, este
estudo teve como objetivo obter o perfil quimico, quantificar fendis e flavonoides totais, bem
como avaliar as capacidades antioxidante e antimicrobiana da polpa dos frutos de Mauritia

flexuosa L. f.

2. Materiais e métodos



75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

33

2.1.Material vegetal

Os frutos de Mauritia flexuosa L. f. foram coletados na Area de Protecdo Ambiental -
APA da Chapada do Araripe (7°15'33.37"S 39°28'6.95"0) em outubro de 2016, no municipio
de Crato, Ceara, Brazil. Uma exsicata foi depositada no Herbario Caririense Dardano de
Andrade-Lima — HCDAL da Universidade Regional do Cariri — URCA sob o nimero de

registro #12.620.

2.2.0btencédo das fracoes

As fracbes cloroférmio (FCB), acetato de etila (FAB) e etanolica (FEB) foram obtidas
em aparelho Soxhlet. Cerca de 800 g da amostra foi submetida a extracGes de 6 a 8 h em cada
solvente. A troca de solventes ocorreu em ordem crescente de polaridade e ap6s evaporacao
completa do anterior. Em seguida as solugdes foram concentradas em evaporador rotativo a 50
°C e sob presséo reduzida, fornecendo rendimentos de 1,34%, 0,87% e 2,9% (w/w) de FCB,

FAB e FEB, respectivamente.

2.3.Drogas, reagentes e equipamentos

Todos os produtos quimicos eram de grau analitico. Acetonitrila, alcool etilico, acido
férmico, catequina, Folin-Ciocalteu e acido galico foram adquiridos da Merck (Darmstadt,
Alemanha). Apigenina, rutina, orientina, luteolina, kaempferol, quercetina, DPPH, acido
ascorbico, BHT, ABTS, Trolox, TPTZ e fenantrolina foram adquiridos da Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, EUA). Amicanina, gentamicina, benzilpenicilina, cefotaxima, fluconazol e

cetoconazol foram obtidos da Sigma Chemical Co., dissolvidos em &gua estéril para utilizag&o.
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A cromatografia liquida de alta performance (HPLC-DAD) foi realizada com um sistema de
HPLC Shimadzu Prominence Auto Sampler (SIL-20A) (Shimadzu, Kyoto, Japéo), equipado
com bombas alternadas Shimadzu LC-20AT conectadas a um degenerador DGU 20A5 com um
integrador CBM 20A, detector de matriz de diodo SPD-M20A e software de solucdo LC 1.22
SP1. As medidas de absorvancia em funcdo das concentracdes foram realizadas em um

espectrofotémetro UV-visivel (Thermo Fisher mod. G10S UV-Vis).

2.4.Analises quimicas

2.4.1. Prospecc¢do quimica qualitativa
Os testes para a identificacdo das classes dos metabdlitos secundarios foram realizados
conforme a metodologia de Matos (1997), observando-se mudanca de coloracdo e/ou formacéo

de precipitado apos acréscimo de reagentes especificos.

2.4.2. Determinacao de fenois e flavonoides totais

A determinacdo de fenois seguiu 0 método de Singleton et al. (1999), onde dilui¢des das
fragdes foram oxidadas pelo reagente Folin—Ciocalteu e neutralizadas com Na>COs. As
concentragdes usadas variaram de 0,05 a 5,0 ug/mL. A leitura se deu a 765 nm em
espectrofotdmetro e a andlise foi realizada em triplicata. O teor de compostos foi calculado a
partir da curva de calibragdo utilizando Acido galico em g eq.AG/g.

A quantificacdo de flavonoides foi realizada de acordo com a metodologia de Kosalec
et al. (2004). Foram utilizadas concentragdes que variaram de 1 a 20 pg/mL. Nos tubos
contendo as amostras foram adicionados 750 pL de metanol, 40 pL de cloreto de aluminio a 10
%, 40 pL de acetato de potassio e 1120 uL de dgua. A leitura foi realizada em espectrofotémetro

a comprimento de onda de 415 nm e o teste em triplicata.
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2.4.3. Quantificacdo de compostos fenolicos e flavonoides por HPLC-DAD

As fracdes de M. flexuosa a uma concentracdo de 12 mg/mL foram injetadas por meio
de um modelo automatico SIL-20A Shimadzu. As separacOes foram realizadas utilizando a
coluna Phenomenex C18 (tamanho de particula de 4,6 mm x 250 mm x 5 um). A fase movel
compreendeu o solvente A [agua: acido férmico (98:2, v/v)] e solvente B (acetonitrilo), a uma
taxa de fluxo de 0.6 mL/min e volume de inje¢ao de 40 puL. O programa de gradiente foi iniciado
com 95% de A e 5% de B até 2 min e mudou para obter 25%, 40%, 50%, 70% e 80% B a 10,
20, 30, 50 e 70 min, respectivamente, seguindo 0 método descrito por Irondi et al. (2017), com
pequenas modificacdes. A amostra e a fase mdvel foram filtradas através de filtro de membrana
de 0.45 um (Millipore) e depois desgaseificadas por banho ultra-sonico antes da utilizacdo. As
solucdes de estoque de referéncias de padrbes foram preparadas em uma faixa de concentracédo
de 0,030 a 0,500 mg/mL. As quantificacdes foram realizadas pela integracdo dos picos
utilizando o método padrdo externo, a 280 nm para a catequina; 327 nm para o acido cafeico; e
366 nm para apigenina, luteolina, rutina, quercetina, orientina e kaempferol. Os picos de
cromatografia foram confirmados comparando o tempo de retencdo com os padres de
referéncia e os espectros DAD (200 a 600 nm). Todas as operacOes de cromatografia foram

realizadas a temperatura ambiente e em triplicata.

2.5.Ensaios antioxidantes

2.5.1. Sequestro do radical livre DPPH
Foram avaliadas concentracGes das fracGes que variaram de 14 a 1400 pg/mL. Em
ambiente escuro, foi transferida uma aliquota de 0,1 mL de cada concentracdo das fracGes para

tubos de ensaio com 3,9 mL da solugéo do radical DPPH (0,06 mM). Como controle positivo
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foi utilizado BHT e &cido ascorbico. As solugbes foram incubadas por 30 min ao abrigo da luz
e as leituras realizadas em espectrofotdbmetro a 515 nm (Rufino et al. (2007). Os resultados

foram analisados através de regressao linear e a partir desta se obteve a Clso.

2.5.2. Captura do radical livre ABTS
As concentragdes avaliadas variaram de 14 a 1400 pg/mL. Ao abrigo da luz, transferiu-
se uma aliquota de 30 pL de cada concentracdo para tubos de ensaio com 3,0 mL do radical
ABTS"". A leitura ocorreu em espectrofotdmetro a 734 nm, ap6s 6 min de reacdo. Trolox foi
usado como controle positivo e metanol como branco (Rufino et al., 2007b). Para se obter a
atividade antioxidante total, foi substituido na equacdo da reta do grafico das absorbancias

aquela equivalente a 1000 uM do padréo Trolox.

2.5.3. FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

O reagente FRAP foi obtido pela mistura de 25 mL de tampao acetato (0,3 M), 2,5 mL
de uma solucdo de TPTZ (10 mM) e 2,5 mL de uma solucéo aquosa de cloreto férrico (20 mM).
Foi transferida uma aliquota de 90 pL de cada concentracdo (14-1400 pug/mL) para tubos de
ensaio, assim como 270 uL de agua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP, mantendo em banho
de aquecimento a 37 °C. A leitura se deu apds 30 min de reacdo a 595 nm em espectrofotdmetro.
O reagente FRAP foi usado como branco e sulfato ferroso como controle positivo (Rufino et
al., 2006). Obteve-se a atividade antioxidante total substituido na equacdo da reta das

absorbéancias aquela equivalente a 1000 uM do padréo sulfato ferroso.

2.5.4. Atividade quelante do ion Fe?*
A capacidade de quelacdo foi medida pelo método proposto por Puntel et al. (2005),

com adaptacgdes. Foram adicionadas 100 pL de cada concentragdo (14-1400 ug/mL) com 300
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pL da solucdo de FeSO4 (2 mM) e 336 pL TRIS-HCI 1,0 M (pH 7,4). As solucdes teste foram
incubadas ao abrigo da luz por 5 min. Apéds esse periodo, adicionou-se 26 pL de Fenantrolina
(0,25 %). A leitura foi realizada em espectrofotémetro a 510 nm. O branco foi preparado sem

a adicdo da amostra e pela auséncia de incubacao.

2.6.Ensaios antimicrobianos

2.6.1. Determinacdo da concentracdo inibitéria minima — CIM

A atividade antimicrobiana foi testada pelo método de microdiluicdo com base no
documento M7-A10 (CLSI, 2015). O ensaio foi realizado com quatro linhagens bacterianas:
Bacillus cereus INCQS 00303, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC
25922 e Salmonella choleraesuis INCQS 00038, e trés linhagens fungicas: Candida albicans
INCQS 40006, Candida krusei INCQS 40095 e Candida tropicalis INCQS 40042.

As fracOes foram diluidas com agua destilada estéril e dimetilsufoxido (1024 pg/mL).
Seguiram-se dilui¢fes seriadas através da adicdo aos pogos contendo a suspensao, atingindo
concentracdes no intervalo de 512 a 8 pug/mL. O teste foi realizado em triplicata e a placa
incubada a 35 £ 2 °C por 24 h. A leitura foi realizada por colorimetria pela adigdo de 25 uL de
solucdo de resazurina (0,01%) a cada poco apds a incubagdo. A concentracgdo inibitéria minima
(CIM) foi definida como a menor concentragdo do extrato capaz de inibir o crescimento dos

microrganismos.

2.6.2. Avaliacdo da modulacéo por contato direto
Para analisar a agdo do extrato como potencializador de antibidticos da classe dos
aminoglicosideos (amicacina e gentamicina) e dos beta-lactamcos (benzilpenicilina e

cefotaxima) para bactérias, e dos azolicos (fluconazol e cetoconazol) para fungos, seguiu-se a
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metodologia proposta por Coutinho et al. (2008). Foram usadas as linhagens bacterianas
Bacillus cereus INCQS 00303 e Salmonella choleraesuis INCQS 00038, e as cepas fungicas
Candida albicans INCQS 40006, Candida krusei INCQS 40095 e Candida tropicalis INCQS
40042. O teste foi realizado na presenca e auséncia das fracoes dos frutos de M. flexuosa.

Os in6culos (CIM/8) em meio de cultura especifico a 10% foram distribuidos em placas
de microdiluicdo seguidos da adicdo de concentracGes das solucbes de antibidticos (1024
pg/mL) através de diluicdo seriada. As placas foram incubadas a 35 + 2 °C por 24 h e a leitura

realizada por colorimetria pela adigdo de 25 pL de solugdo de resazurina (0,01%).

2.7. Analise estatistica

As diferencas entre os grupos de HPLC e os resultados dos ensaios antioxidantes foram
avaliadas através de um modelo de analise de variancia e teste de Tukey. Os resultados
microbioldgicos foram analisados através de ANOVA bidirecional seguido pelo teste de
Bonferroni utilizando o software GraphPad Prism 6.0. Os resultados com P <0,05 foram

considerados como estatisticamente significativos.

3. Resultados e discussao

3.1.Anélises quimicas

3.1.1. Prospecgéo quimica qualitativa

A prospecgdo quimica permitiu identificar varias classes de metabolitos secundarios

(Tabela 1), como, por exemplo, os flavonoides que proporcionam efeitos benéficos a saude,

sendo encontrados em frutas, vegetais e bebidas, como chéas e vinhos (Nijveldt et al., 2001).
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Estes apresentam atividades biologicas reconhecidas, como antiateroscleroticos,
antiinflamatdrios, antitrombogénicos, antiosteoporoticos, assim como antidiabetogénicos,

antivirais, hepatoprotetores, antiulcerosos e vasorelaxantes (Agrawal, 2011; Tapas et al., 2008).

Tabela 1. Classes de metabolitos secundarios identificados nas frac6es da polpa dos frutos de

M. flexuosa.
Classe de metabodlitos secundarios
FracOes
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
FCB - - - - - + 4+ + + + + + + + -
FAB - - - - - + 4+ + + + + + + + -
FEB - - - - - + + + + + + + o+ o+ -

1: Fendis; 2: Taninos pirogalicos; 3: Taninos condensados; 4: Antocianinas; 5: Antocianidinas;
6: Flavonas; 7: Flavonois; 8: Xantona; 9: Chalconas; 10: Auronas; 11: Flavononois; 12:

Leucoantocianidinas; 13: Catequinas; 14: Flavononas; 15: Alcaloides. (+) presente; (-) ausente.

3.1.2. Determinacao de fenois e flavonoides totais

A composicdo flavonoidica mostrou-se significativamente diferente entre a fracdo
cloroférmio e as demais fracdes, onde esta foi aproximadamente duas vezes menor que as
fracdes acetato de etila e etandlica, que se mantiveram correlatas. Ja para o teor de fendis, as
concentragdes apresentadas foram pouco variaveis entre fracdes, tendo a acetato de etila exibido
uma taxa maior desses compostos quando comparado com as restantes. O contetdo de fendis e
flavonoides esta mostrado na Tabela 2.

As quantificacdes dos teores de compostos fenolicos e flavonoides sdo relevantes devido
a atividade antioxidante de vérios extratos vegetais serem atribuidas & presenca desses

compostos, especialmente os flavonoides (Sousa et al., 2015). Além disso, as estruturas desses



245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

40

compostos permitem sua acdo contra microrganismos através de complexacdo com proteinas
extracelulares e sollveis, podendo romper as membranas microbianas, bem como por inibicao

enzimatica (Cowan, 1999; Cushnie and Lamb, 2005).

Tabela 2. Valores de fenois e flavonoides totais obtidos nas fracfes da polpa dos frutos de M.

flexuosa.
Fendis Flavonoides
Fracdes
(ng eq.AG/g) (ng eq.Q/g)
FCB 22,51+0,31a 5,99+ 0,07a
FAB 26,84+0,09b 11,82+0,02b
FEB 22,69+0,04a 12,47+0,00b

Os resultados sdo expressos como média + desvios-padrdo (n=3). As médias seguidas por

diferentes letras diferem pelo teste de Tukey com p <0,05.

3.1.3. Quantificacdo de compostos fendlicos e flavonoides por HPLC-DAD
Os perfis cromatograficos das fracdes nas analises em HPLC estdo representados na
Figura 1. As amostras contém outros compostos, além da catequina (tempo de retencdo -tR =
14,27 min, pico 1), &cido cafeico (tR = 24,93 min, pico 2), rutina (tR = 33,81 min, pico 3),
orientina (tR = 41,07 min, pico 4), quercetina (tR = 52,09 min, pico 5), apigenina (tR = 56,38

min, pico 6), luteolina (tR = 64,11 min, pico 7) e kaempferol (tR = 67,02 min, pico 8).



260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

271

272

273

41

mAL

100

solvent

&0

=
5048 4 T
: JWUWM\“J
o
J L] T T T I T T T T I T T T T I L
oo 250 500 min

Figura 1. Representacdo do perfil da cromatografia liquida de alto desempenho das fracdes
cloroférmio (A), acetato de etila (B) e etandlica (C) da polpa dos frutos de Mauritia flexuosa.
Catequina (pico 1), acido cafeico (pico 2), rutina (pico 3), orientina (pico 4), quercetina (pico

5), apigenina (pico 6), luteolina (pico 7) e kaempferol (pico 8).

A analise revelou variabilidade entre os valores totais e individuais de cada composto,
analisado de acordo com cada fracdo. Estruturalmente, os polifendis sdo determinados como
compostos que possuem anel benzénico com um ou mais substituintes hidroxilicos (Angelo and
Jorge, 2007). Tomando como base as estruturas quimicas dos padrées fenolicos utilizados neste
estudo (Figura 2), justifica-se de o fato de que estas substancias estdo relacionadas diretamente
com a complexacédo de ions metalicos, proteinas e polissacarideos, bem como ao sequestro de

radicais livres (Pereira and Cardoso, 2012).
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As anélises cromatogréficas realizadas permitem informar que os principais compostos
fenolicos identificados nas amostras foram orientina (5,29 = 0,01 — 0,13 + 0,02 mg/g), acido
cafeico (3,96 + 0,03 — 0,16 + 0,01 mg/g) e quercetina (3,87 £ 0,05 — 1,84 + 0,05 mg/g). Na
fracdo acetato de etila foi possivel quantificar todos os padrdes utilizados na analise, enquanto
que na fracdo etandlica ndo houve quantificacdo de apigenina e kaempferol e, na fracdo

cloroférmio apresentou apenas catequina, acido cafeico e orientina (Tabela 3).

Tabela 3. Componentes das fracGes da polpa dos frutos de Mauritia flexuosa.

Compostos FCB (mg/g) FAB (mg/g) FEB (mg/g)
Catequina 2,27 £ 0,04a 0,35+ 0,01a 1,43 £ 0,02a
Acido cafeico 0,16 = 0,01b 3,72 +0,04b 3,96 + 0,03b
Rutina - 1,46 £ 0,03c 1,71+0,01c
Orientina 0,13 +0,02b 5,29 + 0,01d 1,85+ 0,01c
Quercetina - 1,84 £ 0,05e 3,87 £ 0,05b
Apigenina - 0,15 £ 0,02f -

Luteolina - 0,42 £ 0,02a 1,47 + 0,04a
Kaempferol - 3,69 +0,01b -

Os resultados sdo expressos como média + desvios-padrdao (n=3). As médias seguidas por

diferentes letras diferem pelo teste de Tukey em p <0,05.

O teor de acido cafeico mostrou-se significativamente semelhante nas fragdes acetato
de etila e etandlica, com valores de 3,72 + 0,04 mg/g e 3,96 + 0,03 mg/g, respectivamente.
Todavia na fragdo cloroférmio ele foi encontrado em baixo teor, com valor de 0,16 + 0,01 mg.
A orientina apresentou-se em quantidade significante para a fracdo acetato de etila, com valor
de 5,29 = 0,01 mg/g, porém nas demais fracOes exibiu valores expressivamente mais baixos,
com 1,85 + 0,01 mg/g para a etanolica e 0,13 + 0,02 mg/g para a cloroférmio.

Para a quercetina, os valores foram significativamente diferentes entre as fracdes

etandlica e acetato de etila, com valores de 3,87 + 0,05 mg/g e 1,84 + 0,05 mg/g, nessa ordem,
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no entanto ndo se obteve conteudo para a fracdo cloroformio. O kaempferol foi identificado
apenas na fracdo acetato de etila, com teor de 3,69 + 0,01 mg/g.

Os resultados mostram diferentes concentragdes dos compostos para cada fracéo.
Discrepancias entre o conteudo fenodlico de uma mesma amostra pode estar relacionado a
mudanca na polaridade do solvente, pois esta modifica a capacidade de extrair um grupo

especifico de compostos (Milanez et al., 2018; Najjaa et al., 2011).

OH
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Figura 2. Representacgdes estruturais dos compostos fendlicos detectados nas fracdes da polpa

dos frutos de Mauritia flexuosa.

A orientina é um flavonoide C-glicosideo, obtido atraves da glicosilagdo da luteolina
(Luteolina-8-C-glicosideo). Estudos relatam a presenca desses compostos em outras espéecies

da familia Arecaceae (Finco et al., 2012; Hassanein et al., 2015; Heinrich et al., 2011; Kassem
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etal., 2012; Oliveiraetal., 2013; Yao et al., 2012). Este flavonoide é reconhecido por apresentar
atividades biologicas, tais como antioxidante, anti-adipogénico, antitrombdtica, anti-
inflamatdrio, bem como protecéo contra radiacéo e inibidora da agregacéo plaquetaria (Devi et

al., 2000; Kim et al., 2010; Lee and Bae, 2015; Praveena et al., 2014; Yoo et al., 2014).

3.2.Ensaios antioxidantes

3.2.1. Sequestro do radical livre DPPH
No ensaio do potencial de reducdo do radical livre DPPH, as fracdes mostraram
capacidade de doacdo de hidrogénio, no entanto a acdo se mostrou pouco variada entre as
amostras, conforme pode ser observada na Figura 3. Os resultados mostram que a atividade
aumentou na seguinte ordem: FAB> FCB> FEB, ndo tendo estas ultrapassado o percentual
méaximo de reducdo de aproximadamente 24%, estando bem abaixo dos percentuais obtidos

para os controles positivos (acido ascorbico e BHT), de 96% e 88%, respectivamente.

1007
A

807 - FCB
> - FAB
~ 601
s ¥ FEB
O i . 7 .
o 401 &~ Acido ascorbico
£ = BHT

204 § 2%

Concentracdes (pg/mL)

Figura 3. Atividade antioxidante pelo sequestro do radical livre DPPH das fragdes da polpa

dos frutos de M. flexuosa e dos controles positivos acido ascorbico e BHT.
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Considerando os controles positivos, as fracbes obtiveram ICsq significativamente
moderadas. A fragéo etanolica obteve 1Cso expressivamente mais baixa entre as fragdes, seguida
pela fracdo cloroférmio e acetato de etila, nessa ordem. A concentracdo redutora de 50% de
DPPH de FEB foi apenas 3,3 vezes menor que a do BHT, contudo quando comparado ao do
acido ascorbico demonstrou atividade 27,5 vezes mais baixa. Os valores para 1Csg obtidas para
as fracOes da polpa de M. flexuosa estdo apresentados na Tabela 4.

Estudos mostram a correlacdo diretamente proporcional entre atividade antioxidante e
teor de compostos fendlicos, porém pode haver interac6es sinérgicas e antagonicas entre esses
compostos que influenciam a atividade antioxidante de amostras alimentares (Almeida et al.,
2011; Hidalgo et al., 2010; Santos et al., 2015). Outros trabalhos também reportam que a
existéncia de compostos fenolicos ndo indica essencialmente relevante atividade antioxidante

(Koolen et al., 2013; Milanez et al., 2018).

Tabela 4. Valores de ICso das frages da polpa dos frutos de M. flexuosa e dos controles

positivos (acido ascorbico e BHT) para reducdo do radical livre DPPH,

Amostras 1Cs0 (ng/mL)
FCB 73,93+ 1,84a

FAB 87,69+ 2,21a

FEB 59,17+ 0,90b
Acido ascorbico 2,15+ 0,05¢c
BHT 17,46+ 2,10d

Os resultados sdo expressos como média + desvios-padrdo (n=3). As médias seguidas por

diferentes letras diferem pelo teste de Tukey em p <0.05.
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Tauchen et al. (2016), estudando a atividade antioxidante de 23 plantas comestiveis e
medicinais, mostrou que o “buriti” obteve o maior poder de redu¢cdo do DPPH dentre as espécies
em estudo, onde o mesocarpo apresentou acdo moderada de 130,8 + 154 ug TE/mg,

corroborando com os resultados desse estudo.

3.2.2. Captura do radical livre ABTS

A Tabela 5 mostra os resultados obtidos para as fragdes expressos em uM trolox/g
amostra. As fracdes mostraram diferenca significativa em relacdo a capacidade de capturar o
radical ABTS, sendo o melhor desempenho observado para FCB, seguido por FEB e FAB,
nessa ordem.

As fracdes do “buriti” demonstraram capacidade antioxidante superior a outros frutos
também tradicionalmente importantes da familia Arecaceae, tais como: o acai (Euterpe
oleracea Mart.), a carnauba (Copernicia prunifera (Mill.) H.E. Moore) e a jucara (Euterpe
edulis Mart.), onde relatos da literatura indicam teores de 15,1 + 4,1 uM Trolox/g, 10,7 £ 0,2

uM Trolox/g e 78,3 + 13,3 uM Trolox/g, respectivamente (Rufino et al., 2010).

Tabela 5. Valores da atividade antioxidante das fracdes da polpa dos frutos de M. flexuosa pela

captura do radical livre ABTS.

Amostras AA (uM trolox/g)
FCB 83,17+ 3,23a
FAB 23,39+ 0,10b
FEB 43,65+0,12¢c

Os resultados sdo expressos como média + desvios-padrdo (n=3). As médias seguidas por

diferentes letras diferem pelo teste de Tukey em p <0.05.
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Almeida et al. (2011) reportaram a atividade antioxidante de 11 frutos frescos do
nordeste brasileiro pelo método de captura do ABTS, obtendo teores de 15,73+0,01 a 0,63+0,01
uM Trolox/g, Os valores obtidos nesse estudo para as fragdes do “buriti" foram maiores que os

teores relatados para estes 11 frutos, que sdo considerados com boa capacidade antioxidante.

3.2.3. FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

A atividade antioxidante foi medida pela capacidade da amostra reduzir Fe3*-TPTZ em
Fe?*-TPTZ. A fracdo etanolica apresentou maior atividade de reducdo quando comparado as
demais fracbes, que foram significativamente semelhantes (Tabela 6). As fracdes que
apresentaram os maiores indices de reducdo foram as mesmas que apresentaram 0s maiores
indices de polifendis nas analises quimicas.

A eficécia antioxidante determinada pelo método de FRAP depende dos potenciais
redox dos compostos em estudo, caracterizados pela complexidade de suas moléculas, bem
como a capacidade de reducdo de polifendis depende do nivel de hidroxilacdo e extensdo da

conjugacéo destes (Pulido et al., 2000).

Tabela 6. Valores da atividade antioxidante das fracdes da polpa dos frutos de M. flexuosa pela

reducéo do ferro (FRAP).

Amostras AA (uM Fe2S04/g)
FCB 17,42+ 0,83a
FAB 19,22+ 0,11a
FEB 23,53+ 0,01b

Os resultados sdo expressos como média + desvios-padrdo (n=3). As médias seguidas por

diferentes letras diferem pelo teste de Tukey em p <0.05.
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Quando comparadas a outros frutos de Arecaceae, as fragcdes da polpa do “buriti” tem
um poder de reducdo do ferro moderado, onde mostra atividade superior a da “carnaiuba”
(Copernicia prunifera (Mill.) H.E. Moore) ¢ aproximada ao do “agai” (Euterpe oleracea Mart.)
¢ da “babaca” (Oenocarpus bacaba Mart.), no entanto demonstra capacidade inferior a “jucara”
(Euterpe edulis Mart.), ao “coco” (Cocos nucifera L.), bem como aos extratos cloroférmio e
acateto de etila da “tamara” (Phoenix loureirii Kunth) (Chakraborty and Mitra, 2008; Finco et

al., 2012; Murugan et al., 2016; Rufino et al., 2010).

3.2.4. Atividade quelante do ion Fe?*

Um acumulo excessivo de ferro pode tornar-se extremamente toxico tanto por sua
capacidade de originar espécies reativas de oxigénio quanto pela auséncia de regulacéo para a
excrecdo de ferro em seres humanos (Nurchi et al., 2016). As fracdes estudadas neste trabalho
apresentaram alta atividade quelante, onde a resposta foi dependente de concentracdo (14-700
png/mL) com diferenca significativa entre as mesmas concentragfes das diferentes amostras
(Figura 4). De forma geral, a resposta entre fragdes ndo ocorreu com variagdo expressiva, com

percentual méximo de 78,2% para FCB, de 72,9% para FAB e 80,9% para FEB.
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Figura 4. Efeitos da quelacdo de ferro para as fracGes da polpa de M. flexuosa. Os valores séo
expressos como média £ desvio padrdo (n= 3). FCB (a), FAB (b) e FEB (c). Os numeros 1-4
expressam a significancia entre as fragdes na mesma concentracdo. 1: p <0,05, 2: p <0,01, 3: p

<0,001 e 4:p <0,0001, (ANOVA e teste de Tukey).

Estudos relacionam a atividade quelante com a composicdo fendlica das amostras
(Loizzo et al., 2012; Tauchen et al., 2016). A estrutura dos compostos fendlicos, como nos
acidos fendlicos e flavonoides, é decisivo para a atividade de eliminacdo radical e quelante de
metais, onde sua atividade depende dos nimeros e posic¢des dos grupos hidroxilo em relacéo ao
grupo funcional carboxilo (Garcia-Salas et al., 2010; Tapas et al., 2008).

De acordo com Loganayaki and Manian (2010), antioxidantes primarios previnem o
inicio e propagacdo de reacBes em cadeia oxidativa neutralizando radicais livres, e 0s
antioxidantes secundarios atuam suprimindo o dano oxidativo pela inibicdo da formacdo de
radical. Assim, as fragdes da polpa dos frutos de M. flexuosa podem agir tanto como
antioxidantes primarios como secundarios por exibirem atividade antioxidante tanto pela

inibicdo de radicais livres quanto pela quelacéo de ferro.

3.3.Ensaios antimicrobianos

3.3.1. Determinagdo da concentragao inibitdria minima — CIM
Em relacdo aos ensaios antibacterianos, as fragdes apresentaram CIM > 1024 pg/mL
para todas as cepas testadas, exceto para Bacillus cereus (INCQS 00303), onde as fraches
acetato de etila e etanolica apresentaram CIM de 426,66 pg/mL, o que demonstra atividade

moderada (Holetz et al., 2002). Sobre a atividade antifungica, todas as fragdes mostraram CIM
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de 512 pg/mL, contra todas as linhagens testadas, o que também aponta atividade moderada
por CIM < 256 pg/mL expressarem niveis clinicamente relevantes (Matias et al., 2015).

As fragdes que apresentaram CIM > 1024 pg/mL nao apresentam efeito relevante do
ponto de vista clinico, devido concentra¢des acima de 1000 pg/mL necessitarem de dosagem
alta do produto natural para atingir essa concentracdo em niveis plasmaticos (Houghton et al.,

2007).

Tabela 7. Concentracao inibitdria minima das frac6es da polpa dos frutos de M. flexuosa frente

a cepas padrdes bacterianas e flngicas.

CIM (ug/mL)
Microrganismos testados

FCB FAB FEB
Bacillus cereus INCQS 00303 > 1024 426,66 426,66
Staphylococcus aureus ATCC 25923 > 1024 > 1024 > 1024
Escherichia coli ATCC 25922 >1024 > 1024 >1024
Salmonella choleraesuis INCQS 00038 > 1024 > 1024 > 1024
Candida albicans INCQS 40006 512 512 512
Candida krusei INCQS 40095 512 512 512
Candida tropicalis INCQS 40042 512 512 512

ATCC: American Type Culture Collection; INCQS: Instituto Nacional de Controle de

Qualidade em Saude.

Os compostos fendlicos também sdo reconhecidos por sua atividade antimicrobiana,
podendo estes interagir com as proteinas de membrana atraves de ligacdo de hidrogénio por
meio dos seus grupos hidroxilo, podendo causar alteragdes na permeabilidade da membrana e

consequentemente destruicdo celular (Oussaid et al., 2017; Tapas et al., 2008).
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As fracGes em estudo mostraram maior efetividade contra bactérias Gram-postivas, 0
que vai de acordo com a literatura que relata maior susceptibilidade dessas bactérias a extratos
vegetais, devido as Gram-negativas possuirem membrana que envolve a parede celular, o que
limita a difusdo de compostos hidrofobicos atraves da cobertura de lipopolissacarideos (Murari
et al., 2008; Tian et al., 2009).

Koolen et al. (2013) testando o potencial antibacteriano de extrato metandlico dos
frutos, folhas e caule do “buriti” demonstrou atividade moderada frente a cepas de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), em concentragdes variando de 50 a 100 pg/mL. No
trabalho realizado por Chakraborty and Mitra (2008), com o mesocarpo de Cocos nucifera
(Arecaceae) ficou demonstrado forte atividade contra Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis,
0 que corrobora com os resultados obtidos nesse estudo.

Apesar dos avangos na prevencao, diagnostico e terapia, as infecc@es fingicas invasivas
ainda causam mortalidade e morbidade expressivas em pacientes imunocomprometidos, o que
torna a resisténcia antifungica uma condicdo preocupante (Kanafani and Perfect, 2008).
Todavia, a terapia dessas infecgdes ainda € limitada a trés classes antimicoticas (azdlicos,
equinocandinas e polienos) e estas apresentam fortes efeitos toxicos, o que ressalta a
importancia da busca por novos agentes antifungicos (Morais-Braga et al., 2016).

Em estudos recentes com extratos etandlicos dos frutos de Adoninia merrilli e
Archontopheonix tukeri (Arecaceae) foi possivel obter resultados satisfatorios de atividade
frente a C. albicans, com CIM de 100 pg/mL para ambos os extratos (Essien et al., 2017).
Rodrigues et al. (2014) testando atividade anti-Candida de 28 espécies da Amazonia,
constataram atividade moderada a alta para trés extratos (aquoso, metandlico e diclorometano)
do mesocarpo do babacu (Orbignya phalerata Mart.) contra C. albicans, C. glabrata e C.
parapsilosis, com CIM que variaram de 120 a 500 pg/mL. Esses resultados condizem com o0s

aqui encontrados.
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3.3.2. Avaliacdo da modulacéo por contato direto

Para a modificacdo da acdo de antibidticos frente a cepas bacterianas, as frac6es da polpa
dos frutos de M. flexuosa mostraram acéo tanto sinérgicas quanto antagdnicas, conforme pode
ser observado nos dados mostrados nas Figuras 5 e 6. A fracdo cloroformio exerceu efeito
sinérgico sobre a gentamicina frente a B. cereus e S. choleraesuis com diminuicdo da CIM de
512 pg/mL para 256 pg/mL, bem como sobre a cefotaxima frente a B. cereus com reducao de
1024 pg/mL para 256 pg/mL, efeito mais expressivo dentre as fracdes. Por outro lado, a
benzilpenicilina sofreu efeito antagbnico frente a B. cereus aumentando a CIM de 21,3 pug/mL
para 170.6 pg/mL.

Frente a S. choleraesuis, FCB reduziu a CIM da amicacina de 512 pg/mL para 170,6
pug/mL, enquanto que FEB diminuiu de 512 pg/mL para 341,3 pg/mL. Sobre a cefotaxima,
frente a S. choleraesuis, as trés fracbes mostraram igual efeito sinérgico, diminuindo a CIM de
1024 pg/mL para 512 pg/mL. Ainda, relacionada a benzilpenicilina, frente a mesma bactéria,
apenas FAB e FEB foram sinérgicos, com reducdo de 1024 pg/mL para 426.6 pg/mL e 512

pg/mL, respectivamente.

1500 7

BE Controle

EE@ Antibiotico+ FCB
EE Antibidtico + FAB
B Antibiotico + FEB

Média Geométrica CIM
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Figura 5. Efeito modulador de FCB (b), FAB (c) e FEB (d) na atividade antibiética de
amicacina, gentamicina, benzilpenicilina e cefotaxima contra cepa de Bacillus cereus (INCQS
00303). Controle (a). Os numeros 1-4 expressam a significancia da associacdo entre fracao +
antibiotico. Sin: Sinergismo, Ant: Antagonismo, 1: p <0,05, 2: p <0,01, 3: p <0,001 e 4:p

<0,0001 (ANOVA e teste de Bonferroni).

Pode-se correlacionar os resultados obtidos da acdo moduladora com o conteudo
fenolico demonstrado nas fracOes e, ainda, sustentada por estudos que relatam a acdo desses
compostos como modificadores de antibidticos. Lima et al. (2016) relataram a atividade
modificadora de &cidos fendlicos frente a cepas bacterianas e fangicas, onde o &cido cafeico
apresentou a melhor atividade, potencializando a atividade antibidtica contra todas as cepas
testadas. Diniz-Silva et al. (2017) mostraram a atividade de flavonoides de frutos nas formas de
aglicona e glicosilados sobre a norfloxacina frente a Staphylococcus aureus, onde 0s
flavonoides 3-O-glicosideo como, por exemplo, a hesperetina e a quercetina modularam a
resisténcia dessa cepa.

Os aminoglicosideos, de modo geral, exibem toxicidade celular caracteristica em funcéo
da absor¢do para o meio intracelular, provocando efeitos toxicos importantes, como
nefrotoxicidade, ototoxicidade e blogueio neuromuscular (Oliveira et al., 2006). A combinacao
entre essa classe de antibi6ticos e produtos naturais pode ser uma alternativa para diminuir os
seus efeitos colaterais, onde a reducdo significativa da CIM leva a diminuicdo da dose
terapéutica (Figueredo et al., 2013).

Atualmente, a estratégia de conversdo dos mecanismos de resisténcia dos beta-
lactdmicos é a combinacdo entre drogas, como a associacao entre beta-lactamases e inibidores
da beta-lactamase (Veras et al., 2017). A probabilidade do desenvolvimento de resisténcia a

esse tratamento € alta, assim se faz necessario a busca de estratégias adicionais para superar
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esses mecanismos, onde os inibidores da bomba de efluxo séo opg¢éo atrativa como adjuvante
terapéutico (Tang et al., 2014). Isso reafirma a importancia da busca por produtos naturais que
alterem, por modulacdo ou reverséao da resisténcia, a susceptibilidade microbiana a antibioticos

por inibicdo de bombas de efluxo (Gibbons, 2004).
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Figura 6. Efeito modulador de FCB (b), FAB (c) e FEB (d) na atividade antibidtica de
amicacina, gentamicina, benzilpenicilina e cefotaxima contra cepa de Salmonella choleraesuis
(INCQS 00038). Controle (a). Os nimeros 1-4 expressam a significancia da associacéo entre
fracdo + antibidtico. Sin: Sinergismo, 1: p <0,05, 2: p <0,01, 3: p <0,001 e 4:p <0,0001,

(ANOVA e teste de Bonferroni).

Quanto a modificacdo da acdo de antifungicos, as fracdes ndo apresentaram efeito
significante sobre nenhum dos medicamentos testados frente a C. albicans e C. krusei. O Unico
efeito significante se deu sobre o cetoconazol frente a C. tropicalis, onde a fracdo acetato de
etila demonstrou antagonismo, aumentando a CIM de 213,3 pg/mL para 512 pg/mL, como
mostrado na Figura 7. Efeitos antag6nicos pela a associa¢do de produtos naturais e antibidticos

podem acontecer por meio da quelacdo mutua dos produtos (Granowitz and Brown, 2008).
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Figura 7. Efeito modulador de FCB (b), FAB (c) e FEB (d) na atividade antibidtica de
fluconazol e cetoconazol contra cepa de Candida tropicalis (INCQS 40042). Controle (a). Os
nameros 1-4 expressam o significancia da associacdo entre fracdo + antibidtico. Ant:

Antagonismo, 1: p <0,05, 2: p <0,01, 3: p <0,001 e 4:p <0,0001 (ANOVA e teste de Bonferroni).

A constituicdo de quitina contribui para a resisténcia mecanica das paredes celulares
fangicas, que é alvo de acdo dos azoles, agindo pela interferéncia na sintese do ergosterol da
membrana celular destes microrganismos (Merzendorfer, 2006; Pfaller, 2012).

Os mecanismos de resisténcia de Candida ao azoles podem ocorrer por quatro
mecanismos, como bombas de efluxo, mutacBes pontuais na sintese e superexpressao do
ergosterol, bem como mutacGes que negam a ruptura da membrana, como 0s caminhos by-pass

(Pfaller, 2012). Esses mecanismos podem explicar a resisténcia apresentada nesse estudo.

4, Conclusédo

Os dados obtidos neste trabalho demonstraram que as fragdes cloroférmica, acetato de

etilo e etanolica obtidas a partir da polpa de frutos de M. flexuosa apresentaram atividade
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antioxidante moderada, atuando tanto como antioxidantes primarios e secundarios. As fracdes
apresentaram atividade antimicrobiana e potencializadora de antibioticos, mas falharam na
modulacéo da atividade de drogas antiflngicas, indicando que esta planta tem potencial para
ser utilizada no desenvolvimento de alternativas terapéuticas contra bactérias resistentes.

As fracBes apresentaram uma constituicdo rica em compostos fendlicos, especialmente
flavonoides, que podem ser responsaveis por suas propriedades farmacoldgicas in vitro.
Portanto, os resultados obtidos neste trabalho contribuiram para elucidar as propriedades

quimicas e bioldgicas de M. flexuosa como fonte potencial de novos compostos bioativos.
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CAPITULO 2

Caracterizacdo quimica e avaliacdo das capacidades antioxidante e antimicrobiana do

6leo da polpa dos frutos de Mauritia flexuosa L. f.

Manuscrito a ser submetido para publicacdo no periddico: Chemistry and Physics of
Lipids.
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Resumo: O oleo do fruto de Mauritia flexuosa L. f. € reconhecido por suas propriedades
funcionais e tem sido amplamente utilizado pela indlstria de produtos alimenticios e
farmacéuticos. Este estudo teve como objetivo a caracterizagdo quimica e a das capacidades
antioxidante e antimicrobiana do dleo da polpa dos frutos de Mauritia flexuosa L. f. A
identificacdo dos ésteres metilicos de &cidos graxos foi realizada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas. A acidez, o indice de saponificacdo e o indice de refracdo
foram caracterizados. A capacidade antioxidante foi verificada pelo sequestro dos radicais
livres 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) e 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS), poder de reducdo e quelacdo de ferro. A atividade antimicrobiana foi
avaliada pela concentracdo inibitoria minima e pela acdo modulatoria de antibi6ticos. Os acidos
graxos majoritarios identificados foram acido estearico, acido palmitico e &cido oleico. A acidez
e o indice de saponificacdo estdo dentro dos limites estabelecidos pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria. O 6leo mostrou atividade antioxidante moderada, bem como atividade
antimicrobiana moderada frente as cepas de Candida. Este apresentou efeitos sinérgicos e
antagbnicos sobre os antibidticos analisados, onde o efeito sinérgico mais expressivo foi obtido
sobre a cefotaxima frente a Bacillus cereus com reducdo da concentragéo inibitoria minima de
1024 pg/mL para 5,33 pg/mL. Os resultados sugerem o uso potencial do 6leo dos frutos de M.

flexuosa como antioxidante e na terapia antimicrobiana.
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1. Introducéo

Frutas e hortalicas destacam-se por sua importancia como componentes de uma dieta
saudavel, bem como pelo fato de que, em quantidades adequadas, seu consumo pode reduzir o
risco de doencas cronico-degenerativas, como cancer e problemas cardiovasculares. Além
disso, estas sao fontes de micronutrientes, fibras e de outros componentes com propriedades
funcionais, podendo-se estabelecer uma relagéo entre a ingestéo desses alimentos e uma melhor
qualidade de vida (Jaime et al., 2009; Vidal et al., 2012).

Mauritia flexuosa L. f., conhecida popularmente como buriti, € uma palmeira que possui
ampla distribuigéo nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste do Brasil, habitando as
margens de rios, corregos, lagos e nascentes (Ferreira, 2005). Esta possui um fruto eliptico a
oval, envolto por uma casca de escamas triangulares castanho-avermelhadas, apresentando
mesocarpo fino, alaranjado, carnoso e oleoso, que € bastante utilizado na fabricacéo de doces,
sorvetes, sucos, bem como geleias e vinho fermentado (Sampaio and Carazza, 2012).

O ¢6leo extraido da polpa do fruto do buriti é conhecido por suas propriedades funcionais
devido as altas concentracGes de acidos graxos monoinsaturados, em quantidades mais elevadas
que os 6leos de azeitona e nozes do Brasil, reconhecidos por serem 6leos nutricionais de alta
qualidade, e apresentarem altos teores de carotenoides, provitamina A, tendo diversas
aplicacOes para a industria de produtos alimenticios, farmacéuticos e cosméticos. (Aquino et
al., 2012; Silva et al., 2009; Vieira et al., 2006).

Os acidos graxos sdo compostos, tipicamente, encontrados conjugados a outras
moléculas, como glicerol, acUcares ou grupos de fosfato. Estas podem ser liberadas a partir de
lipidios, tornando-se &cidos graxos livres, que possuem atividades biolégicas diversas e
potentes, como protecdo contra doencas cardiacas coronarias, diabetes e cancer, além de atuar
diminuindo os fatores de risco dessas doengas, incluindo hipertensdo, sensibilidade a insulina,
concentragfes plasmaticas de lipoproteinas e fatores relacionados a coagulagdo do sangue
(Desbois and Smith, 2010; Lunn, 2007).

Esse trabalho teve como objetivo obter o perfil quimico, caracterizar fisico-
guimicamente e avaliar a capacidade antioxidante e antimicrobiana do éleo da polpa do fruto

de Mauritia flexuosa.
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2. Materiais e métodos

2.1. Material vegetal e obtencéo do 6leo

Os frutos de Mairitia flexuosa L. f. foram coletados na Area de Protecio Ambiental -
APA da Chapada do Araripe (7°15'33.37"S 39°28'6.95"0) no municipio de Crato, Ceard, Brasil
em Outubro de 2016 e uma exsicata foi depositada no Herbario Caririense Dardano de Andrade-
Lima — HCDAL da Universidade Regional do Cariri — URCA sob o nimero de registro 12620.
O oleo da polpa fresca (OFB) foi obtido por extracdo continua por 6 h em aparelho de Soxhlet
usando hexano como solvente extrator e aquecimento a 60 °C. Em seguida, a solugéo foi
concentrada sob pressdo reduzida em evaporador rotativo em temperatura media de 50 °C

obtendo um rendimento de 5,91% (w/w).

2.2. Analise dos &cidos graxos

Os acidos graxos foram determinados indiretamente usando seus correspondentes
ésteres metilicos. O 6leo (0,2 g) foi saponificado por 2 h sob refluxo com solucdo metandlica
de hidroxido de potéssio, seguindo o método descrito por Hartman and Lago (1973). ApGs
tratamento adequado e ajuste do pH, os acidos livres foram metilados com metanol por catélise
acida para obtencdo dos respectivos ésteres metilicos. A andlise dos constituintes fixos se deu
por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de massas (CG/EM) Hewlett-Packerd,
modelo 5971, usando coluna capilar ndo polar DB-1 de silica fundida (30 m x 0,25 mm id.,
pelicula de 0,25 pum); carreado por gas hélio; velocidade de fluxo 0,8 mL/min e modo de
divisdo. A temperatura do injetor foi de 250 °C e a do detector de 200 °C. A temperatura da
coluna foi programada de 35° C para 180 °C em 4 °C/min em seguida 180 °C para 250 °C em
10° C/min. Os espectros de massa foram gravados a partir de 30-450 m/z. Os componentes
individuais foram identificados por correspondéncia de seus espectros de massa, 70 eV, com 0s
da base de dados usando a biblioteca construida através do espectrdmetro e outros dois
computadores utilizando indices de reten¢cdo como uma pré-selecao (Alencar et al., 1990, 1984),
bem como por comparacao visual de fragmentacdo padrédo com aqueles relatados na literatura
(Adams, 2001; Stenhagen et al., 1974).

2.3. Caracterizacao fisico-quimica
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O oleo foi caracterizado de acordo com as metodologias oficiais do Instituto Adolfo
Lutz (2008). O indice de acidez foi determinado com uma solugdo do 6leo em éter etilico: etanol
(1:1) por titulacdo com solugdo de hidréxido de sodio, utilizando-se fenolftaleina como
indicador, onde o resultado foi dado como o numero de miligramas de KOH necessarios para
neutralizar os acidos livres de 1 g de amostra. Para verificar o indice de saponificacdo, 2 g do
6leo em 50 mL de solucdo alcodlica de KOH foram submetidas a refluxo por 1 h. Apds o
resfriamento da solucgéo, realizou-se titulacdo com acido cloridrico (0,5 M), também utilizando
fenolftaleina como indicador, e o resultado foi expresso em nimero de miligramas de KOH
necessario para saponificar 1 g de amostra. O indice de refracdo foi determinado em
Refratdbmetro de Abbé a 40 °C. Todas as analises foram feitas em triplicata.

2.4. Ensaios antioxidantes

2.4.1. Sequestro do radical livre DPPH
Seguiu-se a metodologia proposta Rufino e colaboradores (2007). Foram avaliadas
concentragdes que variaram de 14 a 1400 pg/mL. Em ambiente escuro, foi transferido uma
aliquota de 0,1 mL de cada concentragdo para tubos de ensaio com 3,9 mL da solucdo do radical
DPPH (0,06 mM). Como controle positivo foi utilizado BHT e &cido ascorbico e como teste
branco o metanol. As solugdes foram incubadas por 30 min ao abrigo da luz e as leituras
realizadas em espectrofotbmetro a 515 nm. Os resultados foram através da regressao linear e a

partir desta foi determinada a Clso.

2.4.2. Captura do radical livre ABTS
As concentragdes avaliadas variaram de 14 a 1400 pug/mL. Ao abrigo da luz, transferiu-
se uma aliquota de 30 pL de cada concentracdo para tubos de ensaio com 3,0 mL do radical
ABTS"™". A realizacdo da leitura foi em espectrofotdmetro a 734 nm ap6s 6 minutos de reacdo
da mistura. Foi utilizado Trolox como controle positivo e metanol como branco. Para se obter
a atividade antioxidante total, foi substituido na equagéo da reta do grafico das absorbancias

aquela equivalente a 1000 uM do padrédo Trolox (Rufino et al., 2007)

2.4.3. FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
O reagente FRAP foi obtido pela mistura de 25 mL de tampéao acetato (0,3 M), 2,5 mL
de uma solucéo de TPTZ (10 mM) e 2,5 mL de uma solucdo aquosa de cloreto férrico (20 mM).

Foi transferida uma aliquota de 90 uL de cada concentracdo (14-1400 pg/mL) para tubos de
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ensaio, assim como 270 uL de &gua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP, mantendo em banho
de aquecimento a 37 °C. A leitura se deu ap6s 30 minutos de reacdo a 595 nm em
espectrofotdbmetro. O reagente FRAP foi usado como branco e sulfato ferroso como controle
positivo. Obteve-se a atividade antioxidante total substituido na equacdo da reta das

absorbéancias aquela equivalente a 1000 uM do padréo sulfato ferroso (Rufino et al., 2006).

2.4.4. Atividade quelante do ion Fe?*

A capacidade de quelacédo foi medida pelo método proposto por Puntel e colaboradores
(2005), com adaptacdes. Foram adicionadas 100 pL de cada concentragdo (14-1400 pg/mL)
com 300 pL da solucdo de FeSO4 (2 mM) e 336 puL TRIS-HCI 1,0 M (pH 7,4). As solucdes
teste foram incubadas ao abrigo da luz por 5 minutos, onde apds esse periodo, se adicionou 26
pL de Fenantrolina (0,25%). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 510 nm. O branco

foi preparado sem a adi¢do da amostra e pela auséncia de incubacé&o.

2.5. Ensaios antimicrobianos

2.5.1. Determinagdo da concentragdo inibitdria minima — CIM

A atividade antimicrobiana foi testada pelo método de microdiluicdo com base no
documento M7-A10 (CLSI, 2015). O ensaio foi realizado com quatro linhagens bacterianas:
Bacillus cereus INCQS 00303, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC
25922 e Salmonella choleraesuis INCQS 00038, e trés linhagens fungicas: Candida albicans
INCQS 40006, Candida krusei INCQS 40095 e Candida tropicalis INCQS 40042.

O oleo foi diluido com &gua destilada estéril e dimetilsufoxido (DMSO) a uma
concentracdo de 1024 pg/mL. Seguiram-se diluicdes seriadas através da adicdo aos pocos
contendo a suspensao, atingindo concentragdes no intervalo de 512 a 8 pug/mL. Todo o teste foi
realizado em triplicata e a placa incubada a 35 £ 2 °C por 24 h. A leitura foi realizada por
colorimetria pela adicdo de 25 uL de solugdo de resazurina (0,01%) a cada poco apds a
incubacdo. A concentracgdo inibitoria minima (CIM) foi definida como a menor concentragdo

do extrato capaz de inibir o crescimento dos microrganismos.

2.5.2. Avaliacdo da modulacéo por contato direto
Para analisar a acdo do 6leo como potencializador de antibidticos da classe dos
aminoglicosideos (amicacina e gentamicina) e dos beta-lactamcos (benzilpenicilina e

cefotaxima) para bactérias, e dos azolicos (fluconazol e cetoconazol) para fungos, seguiu-se a
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metodologia proposta por Coutinho et al. (2008). Foram usadas as linhagens bacterianas
Bacillus cereus INCQS 00303 e Salmonella choleraesuis INCQS 00038, e as cepas fungicas
Candida albicans INCQS 40006, Candida krusei INCQS 40095 e Candida tropicalis INCQS
40042. O teste foi realizado na presenca e auséncia do 6leo dos frutos de M. flexuosa.

Os indculos (CIM/8) em meio de cultura especifico a 10% foram distribuidos em placas
de microdiluicdo seguidos da adi¢do de concentragdes das solugdes de antibidticos (1024
pg/mL) através de diluicdo seriada. As placas foram incubadas a 35 + 2 °C por 24 h e a leitura

realizada por colorimetria pela adicdo de 25 pL de solugdo de resazurina (0,01%).

2.6. Analise estatistica

Os resultados dos ensaios antioxidantes foram avaliadas através da ANOVA e teste de
Tukey, enquanto que os resultados microbioldgicos foram analisados em ANOVA bidirecional
e pos-teste Bonferroni usando o software GraphPad Prism 6.0. Os resultados com p <0,05 foram

considerados como estatisticamente significativos.

3. Resultados e discussao

3.1. Analise dos acidos graxos

A andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)
permitiu identificar 97,39% dos constituintes do éleo da polpa dos frutos do M. flexuosa. Os
acidos graxos saturados foram predominantes em relacdo aos insaturados, com 80,44% e
16,95%, respectivamente. Os componentes majoritarios do 6leo foram o acido estearico
(49,51%), sequido pelo &cido palmitico (22,14%) e pelo acido oleico (16,58%) como mostra a

Tabela 1. A Figura 1 mostra o perfil cromatografico do 6leo.
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Tabela 1. Perfil de ésteres metilicos dos &cidos graxos identificados no 6leo fixo da polpa dos

frutos de Mauritia flexuosa.

Acido graxo Tr (min) %
Acido Laurico (C12:0) 9,89 0,49
Acido Miristico (C14:0) 12,36 1,26
Acido Pentadecanoico (C15:0) 13,52 0,53
Acido Palmitoleico (C16:1) 14,14 0,37
Acido Palmitico (C16:0) 14,61 22,14
Acido Margarico (C17:0) 15,67 1,39
Acido Oleico (C18:1) 16,43 16,58
Acido Esteérico (C18:0) 16,68 49,51
Acido Eicosendico (C20:0) 18,34 4,84
Acido Docosanoico (C22:0) 20,28 0,28

Tr: Tempo de retencéo.

Trabalhos relatam o acido oleico e o acido palmitico como os principais componentes

majoritarios do 6leo da polpa dos frutos do buriti, com percentuais que variam entre 61% a

75,7% para o acido oleico e de 16,78% a 23% para o0 palmitico, enquanto que o &cido estearico

apresenta concentracdes baixas, variando entre 1,3% a 5,2% (Aquino et al., 2012; Darnet et al.,
2011; Pardauil et al., 2011; Rodrigues et al., 2010; Silva et al., 2009). A diferenca entre a sintese

de acidos graxos de uma espécie pode ser atribuida aos fatores abiéticos, como disponibilidade

hidrica, habitat, dentre outros (Kris-Etherton et al., 2000).

Hunter e colaboradores (2010) mostraram que, quando comparado a outros acidos

graxos saturados, o acido estearico tem a capacidade de reduzir o LDL e a propor¢do de

colesterol total para HDL, o que diminui o risco de doencas cardiovasculares em substituicao

aos acidos graxos trans de alimentos.
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Figura 1. Cromatograma dos ésteres metilicos dos acidos graxos identificados no 6leo fixo da

polpa dos frutos de Mauritia flexuosa.

O ¢leo do buriti mostrou-se fonte de acido oleico, caracteristico do grupo 6mega 9.
Estudos relatam que uma dieta rica em gordura monoinsaturada desse grupo reduz os niveis de
colesterol total e LDL sem alterar significativamente o HDL, além de apresentar atividade anti-
inflamatoria e acdo calmante (Galan-Arriero et al., 2017; Huth et al., 2015).

3.2. Caracterizacao fisico-quimica
Para 6leos e gorduras, as propriedades fisico-quimicas sdo avaliadas e utilizadas para
medir a sua qualidade (Lima et al., 2017). Os valores obtidos para alguns dos principais indices

fisico-quimicos estdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas do 6leo da polpa dos frutos de Mauritia flexuosa
(OFB).

Propriedades fisico-quimicas OFB
Acidez (mg KOH/g) 5,71+ 0,01
Indice de saponificacdo (mg KOH/g) 210,97+ 12,13
Indice de refracéo (np®) 1,467+ 0,00

O indice de acidez visa quantificar os acidos graxos livres presentes nos 6leos devido
altas taxas destes indicarem alteragdes que conduzem a rancidez hidrolitica (Bermejo et al.,
2013; Ferreira et al., 2008). O indice de acidez obtido nesse estudo se mostrou relativamente
maior do que os relatados na literatura para o 0leo dessa espécie, com indices variaveis entre
2,1a4,7mg KOH/g (Aquino et al., 2012; Lima et al., 2017; Vasquez-Ocmin et al., 2010). No
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entanto, ele se encontra dentro dos limites permitidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéaria (ANVISA), com maximo 10,0 mg KOH/g (Brasil, 2005).

O indice de saponificacdo indica a quantidade relativa de acidos graxos de alto e baixo
peso molecular, sendo que os ésteres de baixo peso molecular requerem mais alcali para a
saponificacdo, sendo assim o indice de saponificacdo é inversamente proporcional ao peso
molecular dos acidos graxos (Mello and Pinheiro, 2012).

O indice de saponificacdo obtido apresentou-se mais alto do que aqueles encontrados
por Vasquez-Ocmin et al. (2010), que relatou indices variaveis entre 186,25 e 194,89 mg
KOHY/qg para trés morfotipos do fruto de M. flexuosa. O indice obtido também mostrou-se fora
da faixa estabelecida pela ANVISA (184-196 mg KOH/g), o que mostra uma taxa de acidos
graxos de baixo peso molecular no 6leo estudado (Brasil, 2005).

O indice de refracdo é caracteristico para cada tipo de 6leo e esta relacionado com o
grau de saturacdo das ligacBes, compostos de oxidacdo e tratamento térmico (Mello and
Pinheiro, 2012). O indice aqui achado esta dentro do limite estabelecido pela ANVISA, que vai
de 1,467 a 1,470 np®® (Brasil, 2005). No trabalho de Aquino e colaboradores (2012),
comparando as propriedades fisico-quimicas do 6leo do buriti bruto e refinado, obtiveram um
indice de refracdo de 1,47 para ambos os 6leos testados, sendo estes valores condizentes com o

obtido nesse trabalho.

3.3. Ensaios antioxidantes

No teste para o sequestro do radical livre DPPH, o 6leo apresentou baixa capacidade de
doacdo de hidrogénio, com percentual maximo de 9,38%, 0 que se mostrou bem abaixo dos
controles positivos acido ascorbico e BHT, com percentuais de 96% e 88%, respectivamente,

como pode ser observado na Figura 2.
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Figura 2. Atividade antioxidante pelo sequestro do radical livre DPPH do 6leo da polpa dos

frutos de M. flexuosa (OFB) e dos controles positivos &cido ascérbico e BHT.

Considerando os controles positivos, o éleo obteve uma concentracdo capaz de inibir
50% de DPPH moderada. Sua ICso foi apenas 4,76 vezes mais baixa que o BHT, enquanto que
comparado ao &cido ascorbico sua capacidade foi 38,67 vezes menor. Os valores das ICsg estdo
elucidadas na Tabela 3.

O 6leo da polpa dos frutos do buriti aqui testado mostrou uma ICs relativamente mais
baixa do que as relatadas na literatura para o 6leo bruto e refinado também da polpa do buriti,
com ICsp de 25,19 mg/mL e 50,98 mg/mL, nessa ordem, bem como para o azeite de oliva com
ICs0 de 11 mg/mL (Aquino et al., 2012; Valavanidis et al., 2004).

Tabela 3. Valores de ICso do 6leo da polpa dos frutos de M. flexuosa e dos controles positivos

(&cido ascérbico e BHT) para reducdo do radical livre DPPH.

Amostras 1Cso (ng/mL)
OFB 83,16% 5,09a
Acido ascorbico 2,15 +0,05b
BHT 17,46 + 2,10c

Os resultados sdo expressos como média + desvios-padrdo (n=3). As médias seguidas por

diferentes letras diferem pelo teste de Tukey em p <0,05.

A atividade antioxidante em alimentos depende de diversos fatores, como as condic¢des

e etapas de oxidacdo, a formac&o e estabilidade dos radicais, bem como a possivel localizacéo
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dos antioxidantes e estabilidade em distintas fases do processamento destes (Rockenbach et al.,
2008).

O dleo apresentou uma capacidade moderada de captura do radical ABTS, obtendo um
valor de 69,26+1,04 uM Trolox/g, o que mostrou maior efetividade quando comparado aos
6leos comestiveis de cenoura, oxicoco, cominho e cdnhamo, com 8,90 + 0,39 uM Trolox/g,
22,5+ 1,22 uM Trolox/g, 30,8 £ 3,58 uM Trolox/g e 11,4 +2,08 uM Trolox/g, respectivamente
(Yuetal., 2005).

A atividade antioxidante de 6leos pode estar relacionada ao seu contetido de tocoferois
e carotenoides, considerados antioxidantes lipofilicos (Borges et al., 2011; Chorilli et al., 2007).
A literatura relata um rico teor desses compostos no éleo do buriti, com valores de 1890 mg/kg,
1343 mg/kg e 918 mg/kg para carotenoides totais, a-tocoferol e B-tocoferol, respectivamente
(Silva et al., 2009).

Castelo-Branco e colaboradores (2016) indicam um papel essencial dos tocoferéis e um
bom desempenho na avaliacdo pelo método de ABTS, bem como para a estabilidade oxidativa
dos 6leos vegetais, provavelmente devido as associacdes entre eles.

O oleo também apresentou atividade moderada em reduzir o ion ferro pela metodologia
de FRAP, com valares de 24,37+0,75 uM Fe>SO4/g, demonstrando uma atividade inferior ao
da pataua, palmeira amazonica, que obteve 584,9 + 5,3 uM Fe2SO4/g (Hidalgo et al., 2016).

A eficiéncia antioxidante analisada pelo método de FRAP mostra-se dependente dos
potenciais redox dos compostos em estudo, que sao caracterizados pela complexidade de suas
moléculas, bem como pela capacidade de reducdo de compostos fenolicos, como os tocoferais,
depende do nivel de hidroxilacdo e extensdo de suas conjugacdes (Pulido et al., 2000).

O 6leo exibiu boa atividade quelante, onde a resposta se mostrou dependente de
concentracdo (14-350 pg/mL) com diferenca significativa entre concentracdes (Figura 3). De

forma geral, a resposta obteve percentual maximo de 63,6%.
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Figura 3. Efeitos da quelacdo de ferro para o 6leo da polpa de M. flexuosa. Os valores sdo
expressos como média + desvio padrdo (n= 3). *:p <0,05, ****:p <0,0001, (ANOVA e teste de
Tukey).

Mello e Pinheiro (2012) analisando a capacidade quelante do azeite de oliva da
variedade Arbequina de dois cultivos diferentes obtiveram percentuais de 25,00 £ 1,11% e
24,22 + 2,40%, demonstrando uma atividade inferior ao do 6leo do buriti estudado.

Os agentes quelantes reduzem a disponibilidade de metais de transicdo e inibem as
reacOes de cadeia oxidativa mediadas por radicais em sistemas bioldgicos ou alimentares, o que
promove a melhoria na salde humana, a qualidade, a estabilidade e a seguranca alimentar (Yu
etal., 2005).

3.4. Ensaios antimicrobianos

Em relacdo aos ensaios antibacterianos, o 6leo apresentou CIM > 1024 pg/mL para
todas as cepas testadas, o que ndo demonstra efeito relevante clinicamente, por necessitar de
concentragdes muito altas do produto natural para atingir as mesmas em niveis séricos
(Houghton et al., 2007). Para as cepas fungicas, o 0leo apresentou CIM de 853,33 pug/mL frente
a C. albicans e CIM de 512 pug/mL frente a C. krusei e C. tropicalis, demonstrando atividade
moderada (Holetz et al., 2002), como mostrado na Tabela 4.

A resisténcia bacteriana envolve mecanismos bioquimicos e genéticos, como a

inativacdo do agente antimicrobiano por alteragdes quimicas, modificacdo do alvo, mudancas
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na bomba de efluxo e permeabilidade externa da membrana, bem como a inibigdo enzimatica
do alvo antibacteriano (Guimaraes et al., 2010). Esses mecanismos podem estar relacionados a

nao efetividade do 6leo sobre as bactérias testadas.

Tabela 4. Concentragdo inibitoria minima do 6leo da polpa dos frutos de M. flexuosa frente a
cepas padrdes bacterianas e fungicas.

Microrganismos testadas CIM (ug/mL)
Bacillus cereus (INCQS 00303) > 1024
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) > 1024
Escherichia coli (ATCC 25922) > 1024
Salmonella choleraesuis (INCQS 00038) >1024
Candida albicans (ATCC 40006) 853,33
Candida krusei (ATCC 40095) 512
Candida tropicalis (ATCC 40042) 512

ATCC: American Type Culture Collection; INCQS: Instituto Nacional de Controle de

Qualidade em Saude.

A literatura mostra a atividade de &cidos graxos frente a cepas de Candida albicans,
como o &cido oleico, acido caprico e acido laurico, onde essa atividade se da através da
desorganizacdo do citoplasma pela ruptura ou desintegracdo das suas membranas plasmaticas
(Bergsson et al., 2001; Pinto et al., 2017).

Para a modificacdo da acdo de antibidticos frente a cepas bacterianas, o 6leo da polpa
dos frutos de M. flexuosa mostrou acdo tanto sinérgica quanto antagénica, conforme os dados
mostrados nas Figuras 4. O dleo exerceu efeito sinérgico sobre a amicacina frente a S.
choleraesuis diminuindo a CIM de 512 pg/mL para 213,33 pg/mL. Sobre a gentamicina, ele
também apresentou efeito sinérgico tanto frente a B. cereus, com reducdo da CIM de 512 pg/mL
para 256 pg/mL, quanto frente a S. choleraesuis, com diminuicdo para 106,66 pg/mL.

Ja sobre a benzilpenicilina, o 6leo exerceu efeito antagdnico frente B. cereus, com
aumento da CIM de 26,66 pug/mL para 256 pug/mL, e efeito sinérgico frente a S. choleraesuis,
reduzindo a CIM de 1024 pg/mL para 512 pug/mL, mesmo resultado obtido sobre a cefotaxima
para essa cepa. Ainda sobre a cefotaxima, ele exerceu efeito sinérgico mais expressivo deste

estudo frente a B. cereus, com reducdo de 1024 pg/mL para 5,33 pg/mL.
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Figura 4. Efeito modulador do 6leo da polpa dos fruto de M. flexuosa (OFB) na atividade
antibidtica de amicacina, gentamicina, benzilpenicilina e cefotaxima contra cepas de Bacillus
cereus (INCQS 00303) e Salmonella choleraesuis (INCQS 00038). Sin.: Sinergismo; Ant.:
Antagonismo; *: p <0,0001 (ANOVA e teste de Bonferroni).

Modificadores de atividade antibidtica sdo drogas que modulam ou revertem resisténcia
microbiana a certos antibiéticos, através da alteracdo da susceptibilidade pela inibicdo da
bomba de efluxo (Costa et al., 2008). Outros mecanismos de resisténcia também podem ser
alterados pela combinacdo de antibidtico com produtos naturais, como o0 aumento da
permeabilidade da membrana, modificacdo do receptor dos antibiéticos, bem como a inibicéo
enzimatica (Wagner, 2011).

Os antibioticos aminoglicosideos sdo amplamente utilizados para o tratamento de
infeccdes, contudo a nefrotoxicidade continua a ser um problema clinico comum e a sua
toxicidade é um dos fatores que limitam o seu uso (Watanabe et al., 2004). Assim, a combinacgéo
destes antibidticos com produtos naturais leva a uma diminuicdo da sua dose terapéutica e
consequentemente da sua toxicidade (Figueredo et al., 2013).

Os beta-lactamicos representam uma classe de antibidticos amplamente utilizada devido
sua tolerancia pelo organismo, porém seu uso gera um dos principais mecanismos de resisténcia
a drogas utilizados pelas bactérias que é a producdo de enzimas de inativacdo denominadas
beta-lactamases (Zeba, 2005). A combinagdo desses com produtos naturais pode ser uma

alternativa para ultrapassar essa barreira de resisténcia.
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O teste de modificacdo da acdo de antibidticos frente a cepas fungicas ndo apresentou
resultados significativos. Isso pode estar relacionado aos mecanismos de resisténcia do género
Candida ao azdlicos, como bombas de efluxo, mutagfes pontuais na sintese e superexpressao
do ergosterol, bem como mutacBes que negam a ruptura da membrana, como os caminhos by-
pass (Pfaller, 2012).

4. Conclusédo

Os resultados obtidos demonstram que o 6leo da polpa dos frutos de M. flexuosa
apresenta atividade antioxidante primaria moderada e boa capacidade de quelacéo do ion ferro,
bem como se mostra como fonte significativa na terapia antibacteriana combinada a
antibioticos. Este exibe caracteristicas fisico-quimicas dentro dos parametros estabelecidos para
6leos comestiveis. Além disso, os dados ressaltam a necessidade de estudos que caracterizem
0s compostos dessa espécie para melhor descrever e entender suas atividades bioldgicas.
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RESUMO: O conhecimento sobre a composi¢do de alimentos regionais consumidos pelas
populacdes é de suma importancia para a orientacdo nutricional. Os frutos de Mauritia flexuosa
L. f. sdo uma fonte alimentar que vem gerando interesse por sua composi¢do quimica e
propriedades farmacoldgicas. Este estudo teve como objetivo caracterizar a composi¢cdo
bromatoldgica dos frutos de M. flexuosa oriundos do Cariri cearense. Sua polpa foi submetida
as analises de umidade, acidez total, pH, proteinas, carboidratos totais, cinzas, lipidios e teor de
vitamina C. Todas as anélises realizadas foram feitas em triplicata, sendo determinadas a média
e desvio-padré@o. A polpa apresentou teores de 21,68% de umidade, 12,29% de acidez total,
3,84 de pH, 38,77% de proteinas, 29,82% de carboidratos totais, bem como valores de 3,82%
de cinzas, 5,91% de lipidios e 60,53 mg/100g de vitamina C.

Palavras-chave: Mauritia flexuosa; polpa; composi¢édo bromatolégica.
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INTRODUCAO

O Brasil detém um grande nimero de espécies frutiferas exoticas e nativas que ainda
sdo subexploradas, porém estas detém potencial para a agroinddstria e como fonte de renda
futura para a populacdo local. O consumo das frutas tropicais aumenta gradativamente nos
mercados domésticos e internacionais devido ao crescente reconhecimento de seu valor
nutricional e terapéutico (RUFINO et al., 2010).

O conhecimento sobre a composicdo desses alimentos regionais consumidos pelas
populacdes é de suma importancia para a orientacdo nutricional baseadas em elementos de
desenvolvimento local e diversificacdo da alimentacéo, que vao de contrapartida a massificacdo
de uma dieta industrializada e desequilibrada (TACO, 2011).

Dentro deste contexto esta inserido o fruto de Mauritia flexuosa L. f., uma palmeira
tropical, conhecida popularmente como buriti, com alto valor ecoldgico, cultural e econdmico
(KOOLEN et al., 2013). No Brasil, sua distribuicdo ocorre nos biomas Cerrado, oeste da
Caatinga, Pantanal e Amaz6nia, bem como também ocorre na Bolivia, Peru, Equador,
Colémbia, Venezuela, Trinidad e Tobago, Guiana, Suriname e Guiana Francesa (SAMPAIO;
CARAZZA, 2012).

Os seus frutos se caracterizam como uma drupa globoso-alongada com epicarpo
formado de escamas de cor castanho-avermelhada, mesocarpo formado por uma massa espessa
de cor alaranjada e endocarpo esponjoso envolvendo a semente muito dura (LORENZI et al.,
2006). Como fonte alimentar, estes sdo usados in natura ou na forma de sucos (sembereba),
vinhos fermentados, doce, bolos, geleias, dentre outros (SAMPAIO; CARAZZA, 2012).

Além disso, o0 0leo extraido da polpa dos frutos gera interesse devido a sua composi¢édo
quimica e farmacologica, por este ser rico em carotenoides, acidos graxos e tocoferol, sugerindo
boa perspectiva para 0 uso desse produto como alternativa terapéutica e cosmética (ROSSO;

MERCADANTE, 2007).
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Este trabalho teve como objetivo caracterizar a composicdo bromatoldgica dos frutos de

M. flexuosa do Cariri Cearense.

MATERIAIS E METODOS

Os frutos do buriti (Mauritia flexuosa L. f.) foram coletados na Area de Protecio
Ambiental - APA da Chapada do Araripe (7°15'33.37"S 39°28'6.95"0) em outubro de 2016,
no municipio de Crato, Ceard, Brazil. Uma exsicata foi depositada no Herbario Caririense
Déardano de Andrade-Lima — HCDAL da Universidade Regional do Cariri — URCA sob o
namero de registro 12620. Para a realizacdo do trabalho foram utilizados 287 g de frutos
maduros, submetidos ao processo de despolpamento manual.

Todas as analises seguiram a metodologia proposta pelo Instituto Adolfo Lutz (2008), sendo
estas realizadas em triplicata.

A acidez total foi determinada por titulacdo utilizando uma solucdo de hidroxido de
sodio (NaOH 0,1 M, fator= 0,97) até uma coloracao rosa constante por 30 segundos. O pH foi
determinado pelo método potenciométrico, onde a leitura foi realizada através de um
peagametro digital previamente calibrado.

A umidade foi medida pelo método de secagem em estufa através da perda de peso da
amostra aquecida a 105 ° + 1 °C, até peso constante. As cinzas foram obtidas pelo aquecimento
da amostra em temperatura préxima a 550 °C para a eliminagdo da matéria organica volatil.

As proteinas foram determinadas pelo método de Kjeldahl, pela conversdo de nitrogénio
em proteina utilizando um fator de conversdo de 6,25. Os lipidios totais foram mensurados
atraveés de extracdo continua em um aparelho Soxhlet, usando éter etilico como solvente sob
refluxo. O teor de carboidratos foi calculado pela diferenca entre 100 e a soma das porcentagens

de umidade, proteinas, lipideos totais e cinzas (TACO, 2011).
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O teor de vitamina C foi medido atraves do metodo por reducéo de ions cupricos, onde

a leitura foi realizada em espectrofotémetro a 545 nm. Utilizou-se padrdo de acido ascorbico

para curva analitica e todo o ensaio foi feito em ambiente escuro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1 - Composi¢do bromatoldgica da polpa in natura dos frutos de Mauritia flexuosa.

Constituintes (%)* Polpa in natura
Acidez 12,29+0,62
Cinzas 3,82+0,03
Carboidratos totais 29,82+0,00
Lipidios 5,91+0,00
pH 3,84+0,01
Proteinas 38,77+0,01
Umidade 21,68+1,15
Vitamina C (mg/100g) 60,63+0,79

*QOs dados apresentados estdo representados por média + desvio padréo (SD).

Os resultados da composicdo da polpa encontram-se dispostos na Tabela 1. Pode-se
observar um valor baixo de umidade (21,68%), quando comparado aos dados da literatura para
frutos de individuos do Acre, Mato Grosso e Piaui, que variam de 48,11%, 59,69% e 54,35%,
respectivamente (CARNEIRO; CARNEIRO, 2011; MESQUITA et al., 2014; SANDRI et al.,
2017). Essa variagdo no teor de umidade pode estar relacionado ao periodo de coleta ou
condigdes climaticas a que esses frutos estavam expostos (CICONINI, 2012; TANGO;

CARVALHO; SOARES, 2004).
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O pH obtido (3,84) apresentou valor semelhante ao encontrado por Castro et al. (2014)
de 3,47%0,01 e por Sandri et al. (2017) de 3,78+0,04. Quanto a acidez total, o buriti exibiu um
percentual elevado (12,29%) em relacdo a outras polpas da familia Arecaceae, como a macauba
(Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. ex Mart) e o tucuma (Astrocaryum aculeatum Meyer), com
percentuais de 0,73% e 0,69%, respectivamente (SANJINEZ-ARGANDONA; CHUBA, 2011;
YUYAMA et al., 2008), o que demonstra uma resisténcia maior da polpa do buriti a
deterioracdo causada por microrganismos (AROUCHA et al., 2010).

O teor de cinzas exibido (3,82%) foi préximo ao obtido por Mesquita et al. (2014) de
2,31% e um pouco acima dos obtidos por Sandri et al. (2017) e Castro et al. (2014) de 1,04% e
1,05%, respectivamente. Quanto aos teores exibidos por outras espécies da familia Arecaceae,
o0 percentual de cinzas também mostrou-se acima do observado para o licuri (Syagrus coronata
(Martius) Beccari) com 1,4% e para o tucumd (Astrocaryum vulgare Mart) com 2,53%
(CREPALDI et al., 2001; FERREIRA et al., 2008).

As proteinas, carboidratos e lipideos sdo os componentes dos alimentos que contribuem
para o fornecimento de energia que sustentam diversas fungdes corporais, como respiracao,
circulacdo, trabalho fisico e sintese proteica (MAIHARA et al., 2006). O valor expresso para
proteinas (38,77%) foi mais elevado do que os relatados na literatura, que variaram de 1,30% a
11,42% (CARNEIRO; CARNEIRO, 2011; MESQUITA et al., 2014; SANDRI et al., 2017).

O grupo dos carboidratos sdo moléculas importantes na manutencdo da salide humana,
onde além de fornecer energia para o organismo ele atua no aumento da saciedade, reducdo dos
niveis de colesterol sanguineo e do risco de doencas cronicas nao transmissiveis (LATULIPPE
et al., 2013). A polpa do buriti apresentou um indice (29,82%) superior de carboidratos totais
quando comparado ao obtido para o licuri, com 13,2%, porem ele se mostrou inferior ao obtido
por individuos de sua espécie na Amazonia e ao acai (Euterpe oleracea Mart.), com teores de

53,20% e 55,61%, respectivamente (CREPALDI et al., 2001; MESQUITA et al., 2014).
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O percentual de lipidios obtido (5,91%) foi pequeno comparado aos relatados por
Mesquita et al. (2014) de 23,55% e por Carneiro e Carneiro (2011) de 18,16%. A discrepancia
dos resultados obtidos com os relatados na literatura pode estar relacionado ha possivel
desidratacdo de frutas durante os estagios de transporte e armazenamento, bem como a aspectos
metodoldgicos ndo equiparaveis (SANDRI et al., 2017).

A vitamina C é um nutriente hidrossoltvel envolvido em mdaltiplas fungées bioldgicas,
além de atuar como antioxidante protegendo o organismo contra a peroxidacdo lipidica pela
eliminacdo de radicais peroxido antes do inicio do processo de peroxidacdo, e ainda,
regenerando a forma ativa da vitamina E (CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007;
FERREIRA et al., 2010). O teor obtido para essa vitamina (60,63 mg/100g) foi maior do que o
obtido por Sandri et al. (2017) de 49,67 mg/100g, bem como para a macaluba (Acrocomia
aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart) e do coquinho (Butia capitata Becc.) com valores de 34,57
mg/100g e 43 mg/100g, respectivamente (GENOVESE et al., 2008; SANJINEZ-

ARGANDONA; CHUBA, 2011).

CONCLUSAO

O polpa do buriti obtida no Cariri cearense mostrou ser fonte de teor energético, com
teores de proteina e carboidratos elevados, podendo ser incorporado nas refei¢des de individuos
com baixo peso devido seu teor calérico. Além disso, seu teor de vitamina C atende a
necessidade dos consumidores por frutos ricas em antioxidantes. Assim, pelo seu teor
nutricional, tanto o consumo como 0 aproveitamento industrial ou o enriquecimento de

produtos para o fruto do buriti deve ser encorajado.
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CONSIDERACOES FINAIS

A analise quimica das fracdes revelou variabilidade entre os valores totais e individuais
de cada composto, com predominéncia de flavonoides, o que vai de acordo com a prospeccao
quimica e com as quantificagdes de fenois e flavonoides realizadas. No 6leo foi observada uma
predominancia de &cidos graxos saturados em relacéo aos insaturados.

Para a avaliacdo antioxidante, as amostras apresentaram uma atividade relevante, com
destaque para a acdo quelante de ferro que apresentou percentuais significativos para todas as
amostras testadas. O que mostra potencial da polpa dos frutos de buriti como antioxidante
primario e secundario.

A atividade antimicrobiana apresentada foi moderada, tendo todas as amostras exibido
uma melhor efetividade frente as cepas de Candida testadas. Ja para a modificacdo da atividade
antibiotica, os resultados significantes se deram sobre antibidticos frente a cepas bacterianas,
conseguindo aumentar a susceptibilidade aos farmacos testados.

Quanto a constituicdo bromatoldgica, a polpa do buriti mostrou-se como uma fonte de
teor energético, bem como com um teor de vitamina C atende a necessidade dos consumidores
por frutos ricas em antioxidantes, o que demonstra tanto atender o potencial de consumo como
0 aproveitamento e/ou o enriquecimento de produtos para a industria.

Assim, espera-se que os dados aqui obtidos possam vir agregar valores nutricionais e
funcionais aos frutos de Mauritia flexuosa L. f. como uma ferramenta para a avaliacdo de
consumo e elaboracdo de novos produtos, bem como sirva de base para posteriores estudos que
visem o isolamento dos compostos desse fruto e a caracterizacdo aprofundada dos mecanismos

de suas atividades bioldgicas.
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Normas para publicacio no periodico: Industrial Crops and Products.

Introduction

Industrial Crops and Products, an International Journal, publishes papers reporting the
results of original research, short communications and critical reviews on all aspects of
industrial crops and products (defined as non-food/non-feed uses of plants and plant products).
This covers a wide range of aspects of cultivation, crop improvement, crop compounds,
processing, and integrated chain control, all focusing on the exploitation of agricultural crops
for industrial use.
The scope of the journal covers a vast range of crops and research disciplines. Crops should
contain significant renewable resources such as:
* Fibres and fibre compounds
* Carbohydrates
* Oils and fatty acids
» Waxes, resins, gums, rubber, and other polymers
* Proteins
* Essential oils for ink, lubricants, plastics, cosmetics
* Biologically active compounds for pharmaceutical, herbicides and insecticides, and
preservatives.
Some examples of industrial (non-food/non-feed uses) crops are agave, cassava, crambe,
cuphea, elephant grass, fibre hemp, flax, guar, guayule, jojoba, kenaf, lesquerella, maize,
meadowfoam, oil palm, peas, plantago, potato, pyrethrum, rape seed, safflower, soybean,
Stokes aster, sugar beet, sunflower, vernonia, and wheat.
Papers within the above indicated frame-work will be accepted if they cover or integrate
research on:
» Agronomic production and modelling
* Breeding, genetics, and biotechnology
* Post-harvest treatment and storage
* (Bio)process technology
* (Bio)chemistry
* Product testing, development, and marketing

* Economics, and systems analysis and optimization

Types of paper
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1. Original research papers (regular papers)
2. Review articles
3. Short Communications

4. Book Reviews

Original research papers should report the results of original research. The material should not
have been previously published elsewhere, except in a preliminary form.

Review articles Review articles should cover subjects falling within the scope of the journal
which are of active current interest. We welcome reviews but authors should contact the
Editors-in-Chief before submission to ensure appropriateness for publication.

A Short Communication is a concise but complete description of a limited investigation, which
will not be included in a later paper. Short Communications should be as completely
documented, both by reference to the literature and description of the experimental procedures
employed, as a regular paper. They should not occupy more than 4 printed pages (about 8

manuscript pages, including figures, tables and references).

Submission checklist
You can use this list to carry out a final check of your submission before you send it to the
journal for review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for more details.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
* E-mail address

* Full postal address

All necessary files have been uploaded:

Manuscript:

* Include keywords

* All figures (include relevant captions)

+ All tables (including titles, description, footnotes)

* Ensure all figure and table citations in the text match the files provided
* Indicate clearly if color should be used for any figures in print
Graphical Abstracts / Highlights files (where applicable)

Supplemental files (where applicable)

Further considerations
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» Manuscript has been 'spell checked' and 'grammar checked'

» All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including
the Internet)

* A competing interests statement is provided, even if the authors have no competing interests
to declare

« Journal policies detailed in this guide have been reviewed

*» Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements

For further information, visit our Support Center.

Before you begin

Ethics in publishing
Please see our information pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal

publication.

Declaration of interest

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or
organizations that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential
conflicts of interest include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert
testimony, patent applications/registrations, and grants or other funding. Authors must disclose
any interests in two places: 1. A summary declaration of interest statement in the title page file
(if double-blind) or the manuscript file (if single-blind). If there are no interests to declare then
please state this: 'Declarations of interest: none'. This summary statement will be ultimately
published if the article is accepted. 2. Detailed disclosures as part of a separate Declaration of
Interest form, which forms part of the journal's official records. It is important for potential

interests to be declared in both places and that the information matches. More information.

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been published previously
(except in the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see 'Multiple,
redundant or concurrent publication' for more information), that it is not under consideration

for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly
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by the responsible authorities where the work was carried out, and that, if accepted, it will not
be published elsewhere in the same form, in English or in any other language, including
electronically without the written consent of the copyright-holder. To verify originality, your

article may be checked by the originality detection service Crossref Similarity Check.

Preprints
Please note that preprints can be shared anywhere at any time, in line with Elsevier's sharing
policy. Sharing your preprints e.g. on a preprint server will not count as prior publication (see

‘Multiple, redundant or concurrent publication’ for more information).

Changes to authorship

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting their
manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original submission. Any
addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list should be made only
before the manuscript has been accepted and only if approved by the journal Editor. To request
such a change, the Editor must receive the following from the corresponding author: (a) the
reason for the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all authors
that they agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal
of authors, this includes confirmation from the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or
rearrangement of authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers
the request, publication of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already been
published in an online issue, any requests approved by the Editor will result in a corrigendum.

Article transfer service

This journal is part of our Article Transfer Service. This means that if the Editor feels your
article is more suitable in one of our other participating journals, then you may be asked to
consider transferring the article to one of those. If you agree, your article will be transferred
automatically on your behalf with no need to reformat. Please note that your article will be

reviewed again by the new journal. More information.

Copyright
Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing

Agreement' (see more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author
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confirming receipt of the manuscript together with a '‘Journal Publishing Agreement’ form or a
link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for
internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale
or distribution outside the institution and for all other derivative works, including compilations
and translations. If excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must
obtain written permission from the copyright owners and credit the source(s) in the article.
Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases.

For open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an
'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of open access

articles is determined by the author's choice of user license.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. More

information.

Elsevier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research
and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study
design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in
the decision to submit the article for publication. If the funding source(s) had no such

involvement then this should be stated.

Funding body agreements and policies
Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow authors to
comply with their funder's open access policies. Some funding bodies will reimburse the author

for the Open Access Publication Fee. Details of existing agreements are available online.

Open access

This journal offers authors a choice in publishing their research:
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Subscription

* Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups
through our universal access programs.

* No open access publication fee payable by authors.

Open access

* Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse.

* An open access publication fee is payable by authors or on their behalf, e.g. by their research
funder or institution.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer
review criteria and acceptance standards.

For open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following Creative

Commons user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other revised versions,
adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation), include in a
collective work (such as an anthology), text or data mine the article, even for commercial
purposes, as long as they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their
adaptation of the article, and do not modify the article in such a way as to damage the author's

honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a
collective work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they
do not alter or modify the article.

The open access publication fee for this journal is USD 3200, excluding taxes. Learn more
about Elsevier's pricing policy: http://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Green open access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a number of
green open access options available. We recommend authors see our green open access page
for further information. Authors can also self-archive their manuscripts immediately and enable
public access from their institution's repository after an embargo period. This is the version that

has been accepted for publication and which typically includes author-incorporated changes
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suggested during submission, peer review and in editor-author communications. Embargo
period: For subscription articles, an appropriate amount of time is needed for journals to deliver
value to subscribing customers before an article becomes freely available to the public. This is
the embargo period and it begins from the date the article is formally published online in its
final and fully citable form. Find out more.

This journal has an embargo period of 24 months.

Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-career
researchers throughout their research journey. The "Learn" environment at Researcher
Academy offers several interactive modules, webinars, downloadable guides and resources to
guide you through the process of writing for research and going through peer review. Feel free
to use these free resources to improve your submission and navigate the publication process
with ease.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture
of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to eliminate
possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish

to use the English Language Editing service available from Elsevier's WebShop.

Submission

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file used
in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your
article for final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision

and requests for revision, is sent by e-mail.

Submit your article

Please submit your article via http://ees.elsevier.com/indcro/

Preparation

Peer review
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This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially assessed
by the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a
minimum of two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The
Editor is responsible for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The

Editor's decision is final. More information on types of peer review.

Use of wordprocessing software

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most
formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not
use the wordprocessor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold
face, italics, subscripts, superscripts etc. Do not embed "graphically designed” equations or
tables, but prepare these using the wordprocessor's facility. When preparing tables, if you are
using a table grid, use only one grid for each individual table and not a grid for each row. If no
grid is used, use tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be prepared in a
way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with
Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). Do not import the figures into the text file
but, instead, indicate their approximate locations directly in the electronic text and on the
manuscript. See also the section on Electronic illustrations. Lines should be double-spaced and
every line and page should be numbered.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the "spell-check™ and "grammar-

check" functions of your wordprocessor.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering).
Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any

subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed

literature survey or a summary of the results.
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Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher.
Methods that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If
quoting directly from a previously published method, use quotation marks and also cite the

source. Any modifications to existing methods should also be described.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion

of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may

stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a
subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1,

etc.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

 Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your name between
parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a
lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate
address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if

available, the e-mail address of each author.
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* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any
future queries about Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given and
that contact details are kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated
as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must
be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such

footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided,
but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in

the abstract itself.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the
online article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise,
pictorial form designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should
be submitted as a separate file in the online submission system. Image size: Please provide an
image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should
be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file
types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example Graphical Abstracts on our
information site.

Authors can make use of Elsevier's Illustration Services to ensure the best presentation of their

images and in accordance with all technical requirements.

Highlights
Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that
convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable file in the

online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet
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points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). You can view example

Highlights on our information site.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling
and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, ‘and’, 'of'). Be
sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible.

These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first
page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at
their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations

throughout the article. Try not to over-use abbreviations.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List
here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language help,

writing assistance or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:
Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxXx,
yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United
States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards.
When funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or
other research institution, submit the name of the institute or organization that provided the
funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,

commercial, or not-for-profit sectors.
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Nomenclature and Units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units
(SI). If other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Authors and Editor(s) are, by general agreement, obliged to accept the rules governing
biological nomenclature, as laid down in the International Code of Botanical Nomenclature, the
International Code of Nomenclature of Bacteria, and the International Code of Zoological
Nomenclature.

All biotica (crops, plants, insects, birds, mammals, etc.) should be identified by their scientific
names when the English term is first used, with the exception of common domestic animals.
All biocides and other organic compounds must be identified by their Geneva names when first
used in the text. Active ingredients of all formulations should be likewise identified.

For chemical nomenclature, the conventions of the International Union of Pure and Applied
Chemistry and the official recommendations of the IUPAC-IUB Combined Commission on

Biochemical Nomenclature should be followed.

Math formulae

Present simple formulae in the line of normal text where possible. In principle, variables are to
be presented in italics.

Number consecutively any equations that have to be displayed separate from the text (if referred
to explicitly in the text).

Subscripts and superscripts should be clear.

Greek letters and other non-Roman or handwritten symbols should be explained in the margin
where they are first used. Take special care to show clearly the difference between zero (0) and
the letter O, and between one (1) and the letter I.

Give the meaning of all symbols immediately after the equation in which they are first used.
For simple fractions use the solidus (/) instead of a horizontal line.

Equations should be numbered serially at the right-hand side in parentheses. In general only
equations explicitly referred to in the text need be numbered.

The use of fractional powers instead of root signs is recommended. Also powers of e are often
more conveniently denoted by exp.

Levels of statistical significance which can be mentioned without further explanation are: *P
<0.05, **P <0.01 and ***P <0.001.

In chemical formulae, valence of ions should be given as, e.g., Ca2+, not as Ca++. Isotope

numbers should precede the symbols, e.g., 180.
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Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many
word processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise,
please indicate the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately
at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.

Artwork

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman,
Symbol, or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

» Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork
is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the
resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given
below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.
TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of
1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a
minimum of 500 dpi.
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Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPQG); these typically
have a low number of pixels and limited set of colors;

* Supply files that are too low in resolution;

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF),
or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you
submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures
will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not
these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print,
you will receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted
article. Please indicate your preference for color: in print or online only. Further information on

the preparation of electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure.
A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the
illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and

abbreviations used.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results

described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and

personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in
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the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with
either 'Unpublished results' or ‘Personal communication’. Citation of a reference as 'in press'

implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links
to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services,
such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are
correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination
may prevent link creation. When copying references, please be careful as they may already
contain errors. Use of the DOI is encouraged.

A DOI can be used to cite and link to electronic articles where an article is in-press and full
citation details are not yet known, but the article is available online. A DOI is guaranteed never
to change, so you can use it as a permanent link to any electronic article. An example of a
citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E.,
Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath
northeastern Venezuela. Journal of Geophysical Research,
https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the format of such citations should be in

the same style as all other references in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed.
Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication,
etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.qg., after the reference list)

under a different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing
them in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should
include the following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where
available), year, and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference
so we can properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your

published article.
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References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations

in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular
reference management software products. These include all products that support Citation Style
Language styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndNote. Using the word processor
plug-ins from these products, authors only need to select the appropriate journal template when
preparing their article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted
in the journal's style. If no template is yet available for this journal, please follow the format of
the sample references and citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the
following link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/industrial-crops-and-products

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley
plug-ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in
any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s),
journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book
chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference
style used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage.
Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish
to format the references yourself they should be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al." and the year of publication.
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Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al.
(2010) have recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically
if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be
identified by the letters 'a’, 'b', 'c’, etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J.
Sci. Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.
Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in:
Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New
York, pp. 281-304.

Reference to a website:

Cancer Research UK, 1975. Cancer  statistics reports for the UK.
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ (accessed 13 March
2003).

Reference to a dataset:

[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese
oak wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, V1.
https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.

Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article
are strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done

in the same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting
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in the body text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so
that they directly relate to the video file's content. . In order to ensure that your video or
animation material is directly usable, please provide the file in one of our recommended file
formats with a preferred maximum size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation
files supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier Web
products, including ScienceDirect. Please supply 'stills’ with your files: you can choose any
frame from the video or animation or make a separate image. These will be used instead of
standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed instructions
please visit our video instruction pages. Note: since video and animation cannot be embedded
in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print

version for the portions of the article that refer to this content.

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published
article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online
article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their
own words and to help readers understand what the paper is about. More information and
examples are available. Authors of this journal will automatically receive an invitation e-mail

to create an AudioSlides presentation after acceptance of their paper.

Data visualization
Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and
engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out about available

data visualization options and how to include them with your article.

Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with
your article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are
received (Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material
together with the article and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file.
If you wish to make changes to supplementary material during any stage of the process, please
make sure to provide an updated file. Do not annotate any corrections on a previous version.
Please switch off the "Track Changes' option in Microsoft Office files as these will appear in

the published version.
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Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research
data refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To
facilitate reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software,
code, models, algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a
statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are
sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and
reference list. Please refer to the "References” section for more information about data citation.
For more information on depositing, sharing and using research data and other relevant research

materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article
directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on
ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives
them a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly
link your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system.
For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your
published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC:
734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw
and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with
your manuscript in a free-to-use, open access repository. Before submitting your article, you

can deposit the relevant datasets to Mendeley Data. Please include the DOI of the deposited
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dataset(s) in your main manuscript file. The datasets will be listed and directly accessible to
readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional raw data
into one or multiple data articles, a new kind of article that houses and describes your data. Data
articles ensure that your data is actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and
publicly available to all upon publication. You are encouraged to submit your article for Data
in Brief as an additional item directly alongside the revised version of your manuscript. If your
research article is accepted, your data article will automatically be transferred over to Data in
Brief where it will be editorially reviewed and published in the open access data journal, Data
in Brief. Please note an open access fee of 500 USD is payable for publication in Data in Brief.
Full details can be found on the Data in Brief website. Please use this template to write your
Data in Brief.

MethodsX

You have the option of converting relevant protocols and methods into one or multiple
MethodsX articles, a new kind of article that describes the details of customized research
methods. Many researchers spend a significant amount of time on developing methods to fit
their specific needs or setting, but often without getting credit for this part of their work.
MethodsX, an open access journal, now publishes this information in order to make it
searchable, peer reviewed, citable and reproducible. Authors are encouraged to submit their
MethodsX article as an additional item directly alongside the revised version of their
manuscript. If your research article is accepted, your methods article will automatically be
transferred over to MethodsX where it will be editorially reviewed. Please note an open access
fee is payable for publication in MethodsX. Full details can be found on the MethodsX website.

Please use this template to prepare your MethodsX article.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is
unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during

the submission process, for example by stating that the research data is confidential. The
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statement will appear with your published article on ScienceDirect. For more information, visit
the Data Statement page.

After acceptance

Online proof correction

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system,
allowing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word:
in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from
the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing
you to directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All
instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative
methods to the online version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use
this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text,
tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be
considered at this stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all
corrections are sent back to us in one communication. Please check carefully before replying,
as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your

responsibility.

Offprints

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days
free access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can
be used for sharing the article via any communication channel, including email and social
media. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is
sent once the article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order
offprints at any time via Elsevier's Webshop. Corresponding authors who have published their
article open access do not receive a Share Link as their final published version of the article is

available open access on ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.

Author Inquiries
Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything

from Frequently Asked Questions to ways to get in touch.
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You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article
will be published.

Normas para publicacdo no periédico: Chemistry and Physics of Lipids

Your Paper Your Way

We now differentiate between the requirements for new and revised submissions. You may
choose to submit your manuscript as a single Word or PDF file to be used in the refereeing
process. Only when your paper is at the revision stage, will you be requested to put your paper
in to a 'correct format' for acceptance and provide the items required for the publication of your
article.

To find out more, please visit the Preparation section below.

Introduction

Chemistry and Physics of Lipids publishes research papers and review articles in the field of
molecular biology which emphasise chemical and physical aspects of lipids. Accordingly, the
journal covers: advances in synthetic and analytical lipid methodology; chemical and physical
characterisation of isolated structures; thermodynamics, phase behaviour, topology and
dynamics of lipid assemblies; physicochemical studies into lipid-lipid and lipid-protein
interactions in lipoproteins and in natural and model membranes; movement of lipids within,
across and between membranes; intracellular lipid transfer; structure-function relationships and
the nature of lipid-derived second messengers; chemical, physical and functional alterations of
lipids induced by free radicals; and the role of lipids in the regulation of membrane-dependent

biological processes.

Types of paper
Full-length research articles, Review articles

Contact details for submission
Papers should be submitted using the Chemistry and Physics of Lipids online submission

system http://ees.elsevier.com/cpl.

Submission checklist
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You can use this list to carry out a final check of your submission before you send it to the
journal for review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for more details.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
 E-mail address

* Full postal address

All necessary files have been uploaded:

Manuscript:

* Include keywords

« All figures (include relevant captions)

* All tables (including titles, description, footnotes)

* Ensure all figure and table citations in the text match the files provided

* Indicate clearly if color should be used for any figures in print

Graphical Abstracts / Highlights files (where applicable)

Supplemental files (where applicable)

Further considerations

» Manuscript has been 'spell checked' and 'grammar checked'

* All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa
* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including
the Internet)

* A competing interests statement is provided, even if the authors have no competing interests
to declare

« Journal policies detailed in this guide have been reviewed

* Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements

For further information, visit our Support Center.

Before you Begin

Ethics in publishing

Please see our information pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal
publication.

Human and animal rights
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If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that the work described
has been carried out in accordance with The Code of Ethics of the World Medical Association
(Declaration of Helsinki) for experiments involving humans; Uniform Requirements for
manuscripts submitted to Biomedical journals. Authors should include a statement in the
manuscript that informed consent was obtained for experimentation with human subjects. The
privacy rights of human subjects must always be observed.

All animal experiments should comply with the ARRIVE guidelines and should be carried out
in accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and associated
guidelines, EU Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the National Institutes of
Health guide for the care and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised
1978) and the authors should clearly indicate in the manuscript that such guidelines have been

followed.

Conflict of interest

Chemistry and Physics of Lipids follows the ICMJE recommendations regarding conflict of
interest disclosures. All authors are required to report the following information with each
submission: (1) All third-party financial support for the work in the submitted manuscript. (2)
All financial relationships with any entities that could be viewed as relevant to the general area
of the submitted manuscript. (3) All sources of revenue with relevance to the submitted work
who made payments to you, or to your institution on your behalf, in the 36 months prior to
submission. (4) Any other interactions with the sponsor of outside of the submitted work should
also be reported. (5) Any relevant patents or copyrights (planned, pending, or issued). (6) Any
other relationships or affiliations that may be perceived by readers to have influenced, or give
the appearance of potentially influencing, what you wrote in the submitted work. As a general
guideline, it is usually better to disclose a relationship than not. This information will be
acknowledged at publication in a Transparency Document link directly in the article. Additional
information on the ICMJE recommendations can be found at: http://www.icmje.org/. The form
for conflict of interest disclosure can be downloaded here:
http://www.icmje.org/coi_disclosure.pdf (if this link does not display properly in your browser,
please right-click the link and select "Save Target As..." or "Save Link as..." from the pop-up

menu).

Submission declaration and verification
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Submission of an article implies that the work described has not been published previously
(except in the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see 'Multiple,
redundant or concurrent publication' for more information), that it is not under consideration
for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly
by the responsible authorities where the work was carried out, and that, if accepted, it will not
be published elsewhere in the same form, in English or in any other language, including
electronically without the written consent of the copyright-holder. To verify originality, your

article may be checked by the originality detection service Crossref Similarity Check.

Preprints

Please note that preprints can be shared anywhere at any time, in line with Elsevier's sharing
policy. Sharing your preprints e.g. on a preprint server will not count as prior publication (see
‘Multiple, redundant or concurrent publication’ for more information).

Contributions: All persons designated as authors should qualify for authorship, and all those
who qualify should be listed as authors. Each author should have participated sufficiently in the
work to take public responsibility for appropriate parts of the content. All authors should have
made substantial contributions to all three of sections (1), (2) and (3) below: (1) the conception
and design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation of data (2) drafting
the article or revising it critically for important intellectual content (3) final approval of the
version to be submitted Each manuscript should be accompanied by a declaration of each
author's contributions relating to sections (1), (2) and (3) above. This declaration should also
name one or more authors (including email addresses) who take responsibility for the integrity
of the work as a whole, from inception to finished article. These declarations will be included
in the published manuscript. A declaration of contributions can include the following points, to
be modified as appropriate: o Conception and design o Analysis and interpretation of the data
o Drafting of the article o Critical revision of the article for important intellectual content o
Final approval of the article o Provision of study materials or patients o Statistical expertise 0
Obtaining of funding o Administrative, technical, or logistic support o Collection and assembly
of data Any change in authors, author order or contributions after initial submission must be

approved in writing by all authors, and changes must be explained to the editor.

Authorship
All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1) the

conception and design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation of data,
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(2) drafting the article or revising it critically for important intellectual content, (3) final

approval of the version to be submitted.

Changes to authorship

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting their
manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original submission. Any
addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list should be made only
before the manuscript has been accepted and only if approved by the journal Editor. To request
such a change, the Editor must receive the following from the corresponding author: (a) the
reason for the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all authors
that they agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal
of authors, this includes confirmation from the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or
rearrangement of authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers
the request, publication of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already been

published in an online issue, any requests approved by the Editor will result in a corrigendum.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a '‘Journal Publishing
Agreement' (see more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author
confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a
link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for
internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale
or distribution outside the institution and for all other derivative works, including compilations
and translations. If excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must
obtain written permission from the copyright owners and credit the source(s) in the article.
Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases.

For open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an
'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of open access

articles is determined by the author's choice of user license.

Author rights
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As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. More

information.

Elsevier supports responsible sharing

Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research
and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study
design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in
the decision to submit the article for publication. If the funding source(s) had no such

involvement then this should be stated.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow authors to
comply with their funder's open access policies. Some funding bodies will reimburse the author
for the Open Access Publication Fee. Details of existing agreements are available online.
Elsevier journals comply with current NIH public access policy.

Open access

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Subscription

* Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups
through our universal access programs.

* No open access publication fee payable by authors.

Open access

* Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse.

* An open access publication fee is payable by authors or on their behalf, e.g. by their research
funder or institution.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer
review criteria and acceptance standards.

For open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following Creative

Commons user licenses:
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Creative Commons Attribution (CC BY)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other revised versions,
adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation), include in a
collective work (such as an anthology), text or data mine the article, even for commercial
purposes, as long as they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their
adaptation of the article, and do not modify the article in such a way as to damage the author's

honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a
collective work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they
do not alter or modify the article.

The open access publication fee for this journal is USD 3000, excluding taxes. Learn more

about Elsevier's pricing policy: http://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Green open access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a number of
green open access options available. We recommend authors see our green open access page
for further information. Authors can also self-archive their manuscripts immediately and enable
public access from their institution's repository after an embargo period. This is the version that
has been accepted for publication and which typically includes author-incorporated changes
suggested during submission, peer review and in editor-author communications. Embargo
period: For subscription articles, an appropriate amount of time is needed for journals to deliver
value to subscribing customers before an article becomes freely available to the public. This is
the embargo period and it begins from the date the article is formally published online in its
final and fully citable form. Find out more.

This journal has an embargo period of 12 months.

Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-career
researchers throughout their research journey. The "Learn" environment at Researcher
Academy offers several interactive modules, webinars, downloadable guides and resources to

guide you through the process of writing for research and going through peer review. Feel free
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to use these free resources to improve your submission and navigate the publication process

with ease.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture
of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to eliminate
possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish

to use the English Language Editing service available from Elsevier's WebShop.

Submission

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file used
in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your
article for final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision
and requests for revision, is sent by e-mail.

Referees: A minimum of six suitable potential reviewers should be provided (please give their
name, email address, and institutional affiliation). When compiling this list of potential
reviewers please consider the following important criteria: they must be knowledgeable about
the manuscript subject area; they must not be from your own institution; at least two of the
suggested reviewers should be from another country than the authors'; and they should not have
recent (within four years) joint publications with any of the authors. However, the final choice

of reviewers is at the editors' discretion.

Preparation

NEW SUBMISSIONS

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the
creation and uploading of your files. The system automatically converts your files to a single
PDF file, which is used in the peer-review process.

As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as a
single file to be used in the refereeing process. This can be a PDF file or a Word document, in
any format or lay-out that can be used by referees to evaluate your manuscript. It should contain
high enough quality figures for refereeing. If you prefer to do so, you may still provide all or
some of the source files at the initial submission. Please note that individual figure files larger

than 10 MB must be uploaded separately.
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There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in
any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s),
journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book
chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference
style used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage.

Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author to correct.

Figures and tables embedded in text
Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the relevant
text in the manuscript, rather than at the bottom or the top of the file. The corresponding caption

should be placed directly below the figure or table.

Peer review

This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially assessed
by the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a
minimum of two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The
Editor is responsible for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The

Editor's decision is final. More information on types of peer review.

REVISED SUBMISSIONS

Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with
an editable file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as possible. Most
formatting codes will be removed and replaced on processing the article. The electronic text
should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide
to Publishing with Elsevier). See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and ‘grammar-

check’ functions of your word processor.

Article structure

Subdivision - numbered sections
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Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering).
Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to ‘the text. Any

subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed

literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher.
Methods that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If
quoting directly from a previously published method, use quotation marks and also cite the

source. Any modifications to existing methods should also be described.

Experimental

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher.
Methods that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If
quoting directly from a previously published method, use quotation marks and also cite the

source. Any modifications to existing methods should also be described.

Theory/calculation
A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in
the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section

represents a practical development from a theoretical basis.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion

of published literature.
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Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may

stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a
subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1,

etc.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

 Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your name between
parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a
lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate
address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if
available, the e-mail address of each author.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any
future queries about Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given and
that contact details are kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address’ (or 'Permanent address') may be indicated
as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must
be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such

footnotes.

Abstract
A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately

from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided,
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but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in

the abstract itself.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the
online article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise,
pictorial form designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should
be submitted as a separate file in the online submission system. Image size: Please provide an
image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should
be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file
types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example Graphical Abstracts on our
information site.

Authors can make use of Elsevier's Illustration Services to ensure the best presentation of their

images and in accordance with all technical requirements.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that
convey the core findings of the article and should be submitted in a separate file in the online
submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points
(maximum 125  characters, including  spaces, per bullet point).  See

http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling
and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of"). Be
sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible.

These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first
page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at
their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations

throughout the article.
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Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List
here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language help,
writing assistance or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:
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yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United
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When funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or
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funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:
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commercial, or not-for-profit sectors.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are
often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be

displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many
word processors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be
the case, indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves

separately at the end of the article.

Electronic artwork
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General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

* For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within
a single file at the revision stage.

* Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source
files.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as'
or convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line
drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as ‘graphics'.

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.
TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500
dpi is required.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPQG); the resolution is
too low.

* Supply files that are too low in resolution.

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF),
or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you
submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures
will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not
these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print,

you will receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted
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article. Please indicate your preference for color: in print or online only. Further information on

the preparation of electronic artwork.

Figure captions
Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the
figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a

minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

References

1. Quote references in the text by first author's name and year. For two authors quote both
names; for three or more authors, quote first author's name, et al.

2. At the end of the article, list references alphabetically by first author; include all authors'
names, followed by initials and include full titles of publications.

Examples of references: a) to Journal articles: Hupfer, B., Ringsdorf, H., 1983. Spreading and
polymerization behavior of diacetylene phospholipids at the gas-water interface. Chem. Phys.
Lipids 33, 263-282. b) to books: Dahlén, G., 1990. Clinical significance of Lp[a] lipoprotein.
In: Berg, K., Rettersgl, N., Refsum, F. (Eds.), From Phenotype to Gene in Common Disorders.
Munksgaard, Copenhagen, pp. 163-178. The names of the journals should be abbreviated
according to the list of serial title word abbreviations (ISDS. Paris, 1985. ISBN 2-904938-02-
8). Unpublished results should not be listed in the References section. In the text they are
mentioned as follows "(Tervoort, M.V., Glimcher, J., unpublished data)". When unpublished
results are cited, the data should be provided for the Editors' information when essential for
proper evaluation, or if requested. A personal communication should be mentioned in the text
as follows: "(Tervoort, M.V. personal communication)".

3. Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese oak
wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data,
v1.http://dx.doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1
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Authors should not make unauthorized use of personal communications. Personal

communications are not to be included in the References section.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and
personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in
the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with
either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press'

implies that the item has been accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed.
Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication,
etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list)

under a different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing
them in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should
include the following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where
available), year, and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference
so we can properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your

published article.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular
reference management software products. These include all products that support Citation Style
Language styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndNote. Using the word processor
plug-ins from these products, authors only need to select the appropriate journal template when
preparing their article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted
in the journal's style. If no template is yet available for this journal, please follow the format of

the sample references and citations as shown in this Guide.
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Reference management software

This journal has standard templates available in key reference management packages EndNote
(http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages, authors
only need to select the appropriate journal template when preparing their article and the list of
references and citations to these will be formatted according to the journal style which is
described below. CPL uses "2Harvard".

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the
following link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/chemistry-and-physics-of-lipids

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley

plug-ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Free Reference Style

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in
any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s),
journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book
chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference
style used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage.
Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish
to format the references yourself they should be arranged according to the following examples:
[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese
oak wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, V1.
http://dx.doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published
article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online
article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their

own words and to help readers understand what the paper is about. More information and
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examples are available. Authors of this journal will automatically receive an invitation e-mail

to create an AudioSlides presentation after acceptance of their paper.

Data visualization
Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and
engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out about available

data visualization options and how to include them with your article.

Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with
your article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are
received (Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material
together with the article and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file.
If you wish to make changes to supplementary material during any stage of the process, please
make sure to provide an updated file. Do not annotate any corrections on a previous version.
Please switch off the 'Track Changes' option in Microsoft Office files as these will appear in

the published version.

Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research
data refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To
facilitate reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software,
code, models, algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.
Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a
statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are
sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and
reference list. Please refer to the "References" section for more information about data citation.
For more information on depositing, sharing and using research data and other relevant research

materials, visit the research data page.

Data linking
If you have made your research data available in a data repository, you can link your article

directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on
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ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives
them a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly
link your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system.
For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your
published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC:
734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw
and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with
your manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process, after
uploading your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datasets
directly to Mendeley Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to
your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional raw data
into one or multiple data articles, a new kind of article that houses and describes your data. Data
articles ensure that your data is actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and
publicly available to all upon publication. You are encouraged to submit your article for Data
in Brief as an additional item directly alongside the revised version of your manuscript. If your
research article is accepted, your data article will automatically be transferred over to Data in
Brief where it will be editorially reviewed and published in the open access data journal, Data
in Brief. Please note an open access fee of 500 USD is payable for publication in Data in Brief.
Full details can be found on the Data in Brief website. Please use this template to write your
Data in Brief.

Data statement
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To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is
unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during
the submission process, for example by stating that the research data is confidential. The
statement will appear with your published article on ScienceDirect. For more information, visit
the Data Statement page.

After acceptance

Online proof correction

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system,
allowing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word:
in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from
the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing
you to directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All
instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative
methods to the online version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use
this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text,
tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be
considered at this stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all
corrections are sent back to us in one communication. Please check carefully before replying,
as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your

responsibility.

Offprints

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days
free access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can
be used for sharing the article via any communication channel, including email and social
media. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is
sent once the article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order
offprints at any time via Elsevier's Webshop. Corresponding authors who have published their
article open access do not receive a Share Link as their final published version of the article is

available open access on ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.
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Author Inquiries

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything
from Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article
will be published.

Normas para publicacdo no periddico: Ciéncia Rural

Obijetivo e politica editorial
1. CIENCIA RURAL - Revista Cientifica do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade
Federal de Santa Maria publica artigos cientificos, revisdes bibliograficas e notas referentes a

area de Ciéncias Agrarias que deverao ser destinados com exclusividade.

Preparacao de originais

2. Os artigos cientificos, revisoes e notas devem ser encaminhados via eletrénica editados em
idioma Portugués ou Inglés, todas as linhas deverdo ser numeradas e paginados no lado inferior
direito. O trabalho devera ser digitado em tamanho A4 210 x 297mm, com no maximo, 25
linhas em espago duplo, com margens superior, inferior, esquerda e direita em 2,5cm, fonte
Times New Roman, tamanho 12. O maximo de paginas sera 15 para artigos cientificos, 20 para
revisao bibliografica e 8 para nota, incluindo tabelas, graficos e ilustracdes. Cada figura e
ilustracdo devera ser enviado em arquivos separados e constituira uma pagina. Tabelas, graficos
e figuras ndo poderdo estar com apresentacao paisagem.

3. O artigo cientifico devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo;
Palavras-chave; Abstract; Key words; Introducdo com Revisdo de Literatura; Material e
Métodos; Resultados e Discussdo; Conclusao e Referéncias; Agradecimento(s) e Apresentacéo;
Fontes de Aquisicdo; Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes
das referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem
apresentar parecer de aprovagdo de um comité de ética institucional ja na submissdo. (Modelo
.doc, .pdf).

4. A revisdo bibliografica deverd conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e Inglés);
Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introducdo; Desenvolvimento; Concluséo; e
Referéncias. Agradecimento(s) e Apresentacdo; Fontes de Aquisigdo e Informe Verbal; Comité

de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres
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humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovac¢ao de um comité de
ética institucional ja na submisséo. (Modelo .doc, pdf).
5. A nota devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-
chave; Abstract; Key words; Texto (sem subdivisdo, porém com introducdo; metodologia;
resultados e discussdo e conclusdo; podendo conter tabelas ou figuras); Referéncias.
Agradecimento(s) e Apresentacdo; Fontes de Aquisicio e Informe Verbal; Comité de Etica e
Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e
animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovacao de um comité de ética
institucional j& na submissdo. (Modelo .doc, pdf).
6. Nédo serdo fornecidas separatas. Os artigos estdo disponiveis no formato pdf no enderego
eletrénico da revista (wwwe.scielo.br/cr).
7. Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) - inglés portugués
(caso o artigo seja em inglés). Somente a primeira letra do titulo do artigo deve ser maidscula
exceto no caso de nomes préprios. Evitar abreviaturas e nomes cientificos no titulo. O nome
cientifico s deve ser empregado quando estritamente necessario. Esses devem aparecer nas
palavras-chave e resumo e demais se¢des quando necessarios.
8. As citages dos autores, no texto, deverdo ser feitas com letras mailsculas seguidas do ano
de publicacdo, conforme exemplos: Esses resultados estdo de acordo com os reportados por
MILLER & KIPLINGER (1966) e LEE et al. (1996), como uma ma formacdo congénita
(MOULTON, 1978).
9. As Referéncias deverdo ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000) conforme normas
préprias da revista.
9.1. Citacgéo de livro:
JENNINGS, P.B. The practice of large animal surgery. Philadelphia : Saunders, 1985. 2v.
TOKARNIA, C.H. et al. (Mais de dois autores) Plantas toxicas da Amazodnia a bovinos e
outros herbivoros. Manaus : INPA, 1979. 95p.
9.2. Capitulo de livro com autoria:
GORBAMAN, A. A comparative pathology of thyroid. In: HAZARD, J.B.; SMITH, D.E.
The thyroid. Baltimore : Williams & Wilkins, 1964. Cap.2, p.32-48.

9.3. Capitulo de livro sem autoria:

COCHRAN, W.C. The estimation of sample size. In: . Sampling techniques. 3.ed.
New York : John Willey, 1977. Cap.4, p.72-90.
TURNER, A.S.; McILWRAITH, C.W. Fluidoterapia. In: . Técnicas cirdrgicas em

animais de grande porte. S&o Paulo : Roca, 1985. p.29-40.
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9.4. Artigo completo:
Sempre que possivel o autor devera acrescentar a url para o artigo referenciado e o nimero

de identificacdo DOI (Digital Object Identifiers) conforme exemplos abaixo:

MEWIS, I.; ULRICHS, CH. Action of amorphous diatomaceous earth against different
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Research, Amsterdam (Cidade opcional), v.37, p.153-164, 2001. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/S0022-474X(00)00016-3>. Acesso em: 20 nov. 2008. doi:
10.1016/S0022-474X(00)00016-3.

PINTO JUNIOR, A.R. et al (Mais de 2 autores). Resposta de Sitophilus oryzae (L.),
Cryptolestes ferrugineus (Stephens) e Oryzaephilus surinamensis (L.) a diferentes
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84782008000800002&Ing=pt&nrm=iso>. Acesso em: 25 nov. 2008. doi: 10.1590/S0103-
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girassol, Passo Fundo, RS, 1991/92. In: JORNADA DE PESQUISA DA UFSM, 1., 1992,
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9.7. Boletim:

ROGIK, F.A. Industria da lactose. S&o Paulo : Departamento de Producdo Animal, 1942.
20p. (Boletim Técnico, 20).

9.8. Informacao verbal:



143

Identificada no proprio texto logo apos a informacéo, através da expressdo entre parénteses.
Exemplo: ... sdo achados descritos por Vieira (1991 - Informe verbal). Ao final do texto,
antes das Referéncias Bibliograficas, citar o endere¢co completo do autor (incluir E-mail),
e/ou local, evento, data e tipo de apresentacdo na qual foi emitida a informacao.

9.9. Documentos eletronicos:

MATERA, J.M. Afeccdes cirdrgicas da coluna vertebral: anélise sobre as possibilidades do
tratamento cirdrgico. Sao Paulo : Departamento de Cirurgia, FMVVZ-USP, 1997. 1 CD.

GRIFON, D.M. Artroscopic diagnosis of elbow displasia. In: WORLD SMALL ANIMAL
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http://www.ivis.org/proceedings/wsava/2006/lecture22/Griffonl.pdf?LA=1

UFRGS. Transgénicos. Zero Hora Digital, Porto Alegre, 23 mar. 2000. Especiais. Capturado

em 23 mar. 2000. Online. Disponivel na Internet: http://www.zh.com.br/especial/ index.htm.

ONGPHIPHADHANAKUL, B. Prevention of postmenopausal bone loss by low and
conventional doses of calcitriol or conjugated equine estrogen. Maturitas, (Ireland), v.34,
n.2, p.179-184, Feb 15, 2000. Obtido via base de dados MEDLINE. 1994-2000. 23 mar.
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MARCHIONATTI, A.; PIPPI, N.L. Analise comparativa entre duas técnicas de recuperacao
de Ulcera de cornea ndo infectada em nivel de estroma médio. In: SEMINARIO
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Anais... Corrientes : Facultad de Ciencias Veterinarias - UNNE, 1997. Disquete. 1 disquete
de 31/2. Para uso em PC

10. Desenhos, graficos e fotografias serdo denominados figuras e terdo o nimero de ordem em
algarismos aradbicos. A revista ndo usa a denominacdo quadro. As figuras devem ser
disponibilizadas individualmente por pagina. Os desenhos figuras e graficos (com largura de
no maximo 16cm) devem ser feitos em editor grafico sempre em qualidade méaxima com pelo
menos 300 dpi em extensao .tiff. As tabelas devem conter a palavra tabela, seguida do nimero

de ordem em algarismo arabico e ndo devem exceder uma lauda.
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11. Os conceitos e afirmacdes contidos nos artigos serdo de inteira responsabilidade do(s)
autor(es).

12. Sera obrigatorio o cadastro de todos autores nos metadados de submissdo. O artigo ndo
tramitara enquanto o referido item ndo for atendido. Excepcionalmente, mediante consulta
prévia para a Comissao Editorial outro expediente poderéo ser utilizados.

13. Lista de verificacdo (Checklist pdf ou doc)

14. A taxa de tramitacdo € de R$ 80,00 e a de publicacédo é de R$ 100,00 por pagina impressa.
A taxa de publicacdo somente devera ser paga apés a revisdo final das provas do manuscrito
pelos autores. Professores do Centro de Ciéncias Rurais e 0os Programas de P6s-graduacéo do
Centro tém os seus artigos previamente pagos pelo CCR, estando isentos da taxa de publicacgéo.
Trabalhos submetidos por esses autores, no entanto, devem pagar a taxa de tramitacao. No caso
de impressao colorida, todos os trabalhos publicados deverdo pagar um adicional de R$ 600,00
por pagina colorida impressa, independentemente do nimero de figuras na respectiva pagina.
Os pagamentos poderéo ser efetuados por:

a) Transferéncia/depdsito no Banco do Brasil, Agéncia 1484-2, Conta Corrente 36.189-5 em
nome da FATEC (CNPJ: 89.252.431/0001-59) - Projeto 96945. A submissdo do artigo
obrigatoriamente deve estar acompanhada da taxa de tramitagdo, podendo ser enviada via fax
(55 3220 8695/3220 8698) ou ainda enviado por email (cienciarural@mail.ufsm.br) para que
se possa fazer a verificacdo e prosseguir com a tramitacao do artigo (Em ambos o0s casos 0 nome
e endereco completo sdo obrigatorios para a emissao da fatura).

b) Solicitacdo de fatura (.doc ou .pdf). Nessa modalidade o formulario disponivel devera ser
encaminhado devidamente preenchido via e-mail ou fax (55 3220 8695/3220 8698) para que
possamos encaminhar a solitacdo a Fundagcdo que administra 0S NOSsOS recursos e esta
encaminhara a fatura ao endereco especificado no formulario.

c¢) O pagamento da taxa de tramitacdo também pode ser feito por meio online através de cartdo
de crédito (VISA) através deste link

15. Os artigos serdo publicados em ordem de aprovagéo.

16. Os artigos ndo aprovados serdo arquivados havendo, no entanto, o encaminhamento de uma
justificativa pelo indeferimento.

17. Em caso de davida, consultar artigos de fasciculos ja publicados antes de dirigir-se a

Comissao Editorial.

Critérios de avaliacéo
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Todos os trabalhos submetidos sdo inicialmente examinados pela equipe CR, comité editorial
e de area e entdo enviados a dois avaliadores ad hoc no minimo. As revisoes sdo submetidas

normalmente para trés consultores ad hoc.



