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Brosimum parinarioides, membro da familia Moraceae, espécie
vegetal nativa da regido norte, conhecida como “amapazeiro”, é
fonte de latex, produto tradicionalmente consumido como alimento
e usado na medicina popular por comunidades para o tratamento
de patologia pulmonar e como tonificante. Embora o latex
desse vegetal seja consumido como alimento funcional e tenha
importancia industrial farmacéutica, existem poucos estudos acerca
da avaliagdo das propriedades dos compostos bioativos presentes
nesse liquido. O objetivo deste trabalho foi avaliar a composigéo
nutricional e analisar a qualidade do produto por dois métodos de
extracdo do latex, visando orientar os agricultores extrativistas para
aquisicdo de um alimento com qualidade para consumo humano.
As amostras de latex foram submetidas a analise da composicao
centesimal, toxicidade e determinagc&o da qualidade microbiolégica.
Os resultados demonstraram que o método de assepsia mais
eficiente para a qualidade microbiolégica do produto foi o uso da
aspersdo de hipoclorito de sédio seguido de alcool no caule da
arvore. O latex apresentou compostos bioativos com propriedades
antioxidantes, ndo apresentou efeito hemolitico em sangue
de carneiro e nem toxicidade em relagdo a Artemia salina. Os
resultados de composicdo centesimal demonstram que esse € um
produto altamente energético, justificando seu uso como alimento
matinal pelas popula¢gdes da Amazénia.

PALAVRAS-CHAVE: SANITIZANTES; TOXICIDADE; CONTAMINACAO DE ALIMENTO; FiSICO-

QUIMICA; Brosimum SP.

* Dra. Em Diversidade Biologia, Programa de P6s Graduacao em Diversidade Bioldgica — Universidade

Federal do Amazonas — UFAM (e-mail: rosanapalheta@ufam.edu.br)

** Dr. Em Biotecnologia, Programa de Pds Graduagéo em Biotecnologia — UFAM. Técnico do laboratério de

microbiologia/lUFAM (e-mail: rfi lho@ufam.edu.br).,

***Dra. Em biotecnologia, Profa. Professor adjunto UFPB, centro de Ciéncias da Saude (CCS), Departamento
de Morfologia.— 58051-900 Jodo Pessoa - Paraiba — Brasil (e-mail: aluciabc@ig.com.br)

**** Profa. Dra. Orientadora do Programa de P6s Graduacdo em Diversidade Bioldgica, Curadora da Colegao
de Culturas DPUA, Universidade Federal do Amazonas, Av. Gen. Rodrigo Octavio Jorddo Ramos, 3000,

Campus Universitario, Manaus-AM. (e-mail: mteixeira@ufam.edu.br)

B.CEPPA, Curitiba, v. 33, n. 2, jul./dez. 2015



1 INTRODUGAO

As plantas sdo um instrumento na promo¢ao do bem-estar em muitas regides do Brasil,
pais detentor de riquezas vegetais, tanto espécies como individuos, destacando-se inumeros
representantes com valor medicinal pelo significado que assumem na sociedade como um recurso
biolégico e cultural (AMARAL; SILVA, 2008).

Dentre os vegetais, a familia Moraceae, representada por aproximadamente 50 géneros
e 1.500 espécies, tem em evidéncia o amapa ou amapa-doce — Brosimum potabile, B. utile e B.
parinarioides. Dessas espécies, B. parinarioides possui um produto florestal ndo madeireiro de
grande importancia regional em fungido do valor medicinal e comestivel do seu latex, liquido de
sabor adocicado comumente consumido como leite de vaca, fazendo parte da alimentagdo em
comunidades rurais na Amazénia (GALUPPO, 2004).

A arvore de Brosimum parinarioides atinge mais de 40 metros de altura, apresenta tronco
cilindrico e ereto, tem entrecasca avermelhada, com a madeira interna amarela, e ocorre nas Guianas
€ na bacia Amazoénica. O latex dessa espécie tem aspecto viscoso, a coloragao varia do branco a
rosa claro e tem como constituintes proteinas, alcaloides, antraquinonas, derivados de cumarina,
purinas, esteroides e triterpenoides (GALLUPO; PLOWDEN, 2005; FREITAS; FERNANDES, 2006).
Além disso, tém destaque os teores de calcio (200,6 mg/kg); fésforo (149,53 mg/kg) e potassio
(1.862,06 mg/kg) em relagédo aos demais minerais (MATTIETTO et al., 2009).

Assim, a auséncia de cuidados assépticos na manipulagdo do latex de Brosimum
parinarioides proporciona redu¢ao da qualidade e da vida util durante o armazenamento, tornando
esse produto ndo madeireiro improprio para consumo em consequéncia do aumento da carga
microbiana. Portanto, a comercializagdo do produto alimenticio em desacordo com padrdes de
qualidade microbioldgica podera veicular espécies de microrganismos patogénicos ao consumidor,
e adotar medidas de controle a fim de prevenir, reduzir a um nivel aceitavel ou eliminar o agente
contaminante proporciona a melhoria da qualidade do produto, chave para o sucesso em qualquer
ramo de atividade (ETO et al., 2010; ELPO et al., 2004).

O objetivo deste trabalho foi analisar a qualidade do produto obtido por dois métodos de
extragao do latex e avaliar a composigao nutricional, visando orientar os agricultores extrativistas
para aquisi¢dao de um alimento com qualidade para consumo humano.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 EXTRACAO DO LATEX

As amostras de latex foram coletadas de arvores selecionadas na floresta do Campus
Manaus da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). Para retirada do latex, no caule de cada
arvore, a uma altura de 100 cm do solo, foi delimitada uma area retangular medindo 50 x 100 cm.
Em cada caule demarcado foram realizados os seguintes tratamentos: Tratamento 1, asperséo
de alcool etilico 70% seguida de asperséo de agua destilada esterilizada a 121°C por 45 minutos;
Tratamento 2 asperséo de hipoclorito de sédio 2% (v/v); Tratamento 3: aplicacdo do hipoclorito de
sédio 2% (v/v) seguido de aspersao de alcool etilico 70%, seguindo-se a recomendacgéo de Santos
et al. (1998). As coletas foram realizadas sempre nas primeiras horas do dia.

De cada arvore foram coletadas trés amostras, cada uma correspondendo a 50 mL de
latex in natura, totalizando doze repetigdes. O produto foi envasado em frascos de Erlenmeyer de
125 mL, esterilizados a 121°C por 45 minutos. Todos os recipientes foram mantidos sob refrigeragao
e transportados para o laboratério da Colegédo de Cultura DPUA/UFAM. O tempo percorrido entre
as analises e o processamento das amostras nao ultrapassou 4 horas. Das amostras coletadas
foram analisadas: qualidade microbioldgica, toxicidade em relacdo a Artemia salina, atividade de
hemodlise, atividade antioxidante e analise fisico-quimica.
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Nas analises microbioloégicas, em condi¢des assépticas, 10 mL de cada amostra foram
transferidos para 90 mL de agua peptonada 0,1% esterilizada, em frasco de Erlenmeyer de 500
mL (diluicdo 10"). A partir dessa diluicdo foram preparadas diluicdes sucessivas até obtencao da
diluicdo 107 utilizando-se 9 mL do mesmo diluente (SILVA et al., 2007b). Todos os experimentos
foram realizados em ftriplicata.

2.2 CONTAGEM TOTAL DE AEROBIOS MESOFILOS EM PLACAS

As determinagbes de microrganismos viaveis totais (meséfilos, fungos filamentosos
e leveduras) foram realizadas pelo método de contagem em placas (Silva et al., 2007b). Para o
isolamento de aerobios mesdfilos, de cada uma das diluigoes, o volume de 100 uL foi semeado
na superficie do Agar PCA (&gar padréo para contagem). O cultivo foi realizado por espalhamento
com o auxilio de alga de Drigalski até completa absorgao da suspensao do latex seguindo-se a
incubacao (37°C/24-48h). Apds incubagéo realizou-se a contagem das coldnias.

Para quantificagdo foi calculada a média das contagens de col6nias multiplicada pelo
inverso da diluicdo, expressando-se o quantitativo de unidades formadoras de colénia por mL (UFC/
mL) de produto.

2.3 CONTAGEM DE COLIFORMES TOTAIS, COLIFORMES TERMOTOLERANTES

A prova presuntiva foi realizada utilizando-se a técnica dos tubos multiplos contendo tubos
de Durham invertidos, o volume de 1.000 pL de cada série de diluicdes (10", 102 e 10-3) foi inoculado
em tubos contendo Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) e caldo Escherichia coli (EC) em ftriplicata,
os quais foram incubados a 35°C e a 45°C por 24 a 48 horas respectivamente, observando-se
a formagao de gas no interior do tubo. O calculo do Numero Mais Provavel (NMP) foi efetuado
segundo a citagdo de Silva et al., 2007b.

2.4 ISOLAMENTO DE FUNGOS FILAMENTOSOS E LEVEDURAS

Apds completa homogeneizagdo de cada suspensdo celular foi retirada aliquota
equivalente a 200 uL para inoculagdo na superficie do Agar Rosa Bengala Cloranfenicol (RBC),
seguido por espalhamento com algca de Drigalski até completa absor¢do da suspenséao celular.
As placas invertidas foram mantidas a 25°C durante sete dias, observando-se o crescimento dos
microrganismos a cada 24 horas. Todos os experimentos foram realizados em duplicata. Para
quantificagao foi calculada a média das contagens de coldénias multiplicada pelo inverso da diluigao,
expressando-se o quantitativo de UFC/mL de produto.

De acordo com as caracteristicas macroscopicas, as colénias semelhantes foram repicadas
para tubos de ensaio contendo meios especificos para género, seguindo a identificagao ao nivel de
espécie.

Os fungos filamentosos foram identificados com base nas estruturas de reprodugéo,
caracteristicas macro e micromorfolégicas nos cultivos em meio sdlido seletivo (Czapeck,
Batata dextrose — BDA, Extrato de Malte e Czapek Yeast Extract Agar — CYA), seguindo-se as
recomendacdes de Pitt (1985) e Samson et al. (1995).

2.5 METODOS ANALITICOS

2.5.1 Obtencgao do Extrato

Para os testes de atividade antioxidante e atividade hemolitica, o latex foi primeiramente
desidratado a 45°C e posteriormente submetido a extragdo com os solventes metanol e hexano PA,
a 25°C por 24 horas, realizando-se em seguida filtragdo e evaporagao do solvente sob pressao.
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Para as andlises, o extrato foi ressuspendido em solug&o aquosa contendo 10% de Dimetilsulféxido
(DMSO) na concentragao desejada para cada um dos testes posteriores.

2.5.2 Atividade de Hemolise

A atividade de hemdlise in vitro foi realizada segundo a metodologia de Oliveira et al.
(2009). Para este experimento utilizou-se uma solugéo a 1% (v/v) de células de hemacias do sangue
comercial de carneiro em tampao fosfato 0,1 M pH 7,4. O extrato foi testado em concentragdes
de 500, 250, 100 e 50 mg/mL. A atividade hemolitica foi avaliada por comparagéo com o efeito de
um controle positivo (saponina comercial a 10% agente hemolitico) e controle negativo (solugéo
tampao). O resultado da agdo hemolitica do extrato foi interpretado qualitativamente, observando-se
a coloragao da solugao apos 24 horas de contato com o extrato. Todas as analises foram realizadas
em triplicata.

2.5.3 Atividade Antioxidante — Quantificacdo de Fendis Totais

A quantificagdo de fendis totais foi realizada por meio de espectroscopia na regido do
visivel pelo método de Folin-Dennis. O teor de fendis totais presentes nos extratos metanol e hexano
foi determinado por interpolagdo da absorbancia das amostras contra uma curva de calibragao
construida com padrbées de acido tanico (10 a 1000 ug/mL) a 720 nm. A equagéo da curva de
calibragao foi y = 0,0325x — 0,0334 e o coeficiente de correlagéo R = 0,9553.

2.5.4 Bioensaio de Toxicidade em Artemia Salina

Para eclosao dos cistos de A. salina utilizou-se solugédo de sal marinho 3% (p/v) esterilizada
a 121°C por 15 minutos, pH 6,5. O quantitativo de 0,1 g de cistos do microcrustaceo foi adicionado
nessa solugédo e incubado durante 30 horas, a 30°C, sob luminosidade (40 watts) e agitagédo
constante (140 rpm), conforme o método de Harwig e Scott (1971) modificado por Atayde (2008).

Apos eclosao dos cistos, 100 pL da solugédo contendo nauplios foi transferido para pogos
individuais de placas multipogos (6x4), seguindo-se a inoculagdo do extrato enzimatico em diferentes
concentragdes (1.000 mg/mL a 100 mg/L) completando-se o volume final de cada pogo para 1 mL
com solugao salina sem larvas. Apés 16 horas de contato com o extrato enzimatico e com o branco
foi determinada a taxa de mortalidade segundo a classificagdo de Harwig e Scott (1971), conforme
a seguinte expressao:

mortalidade = mortalidade dos individuos mortos x 100numero total de individuos

O grau de toxicidade (mortalidade %) foi classificado segundo Harwig e Scott (1971): 0
— 9 % = nao toxico (NT); 10 — 49% = ligeiramente toxico (LT); 50 — 89% = téxico (T); 90 — 100% =
altamente toxico (AT).

2.5.5 Caracterizagao Fisico-Quimica do Latex

Amostras foram separadas, em ftriplicata, aleatoriamente, para a determinagao do pH e da
acidez titulavel, conforme as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2008).

A analise dos teores de umidade, cinzas, proteinas, lipidios e fibras foi realizada em
triplicata, de acordo com as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2008). O teor de carboidratos
totais, diminuindo do valor 100 o somatério de proteinas, lipidios, cinzas e umidade, representado
pela fragdo NIFEXT (livre de nitrogénio), foi calculado por diferenca em relagéo as demais fragdes e
o valor energético a partir do fator de conversao de Atwater centesimal aproximada, utilizando-se os
seguintes fatores classicos de conversdo de Atwater: 9 kcal por grama de lipidios, 4 kcal por grama
de proteinas e 4 kcal por grama de carboidratos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das amostras de latex extraidas do caule de Brosimum parinarioides submetidas a trés
diferentes tratamentos pode-se observar que nos tratamentos 1 e 2 foram isoladas em média 7,56 x
10%°e 9,0 x 10° UFC de fungos filamentosos, respectivamente. Afrequéncia de coldnia no latex extraido
apos o tratamento 1 foi 99% superior ao quantitativo de microrganismos registrado apds o tratamento
2. Todavia, quando aplicado o tratamento 3, nao foi detectada a presenga de microrganismo. A partir
dos dados obtidos foram identificados somente fungos filamentosos anamoérficos (7,53 x 105 UFC/
mL) e ascomiceto (3,0 x 103 UFC/mL), ndo se registrando ocorréncia de bactérias (Tabela 1). Dessa
forma, a desinfeccdo realizada separadamente com alcool 70% (tratamento 1) ou hipoclorito de
sédio 2% (tratamento 2) foi ineficaz para a higienizacdo do caule da arvore de B. parinarioides no
processo de extragao do latex. O valor do pH do latex foi em torno de 5,5 (ligeiramente acido), ndo
havendo diferenca significativa entre as amostras.

TABELA 1. FREQUENCIA DE UFC DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS DO LATEX DE
BROSIMUM PARINARIOIDES COLETADO SOB DIFERENTES
TRATAMENTOS DE DESINFECGAO (UFC/ML)

Tratamentos de desinfecgao (T)

Microrganismos

T T2 T3
Fungos filamentosos 7,56 x 10° 90 ND
Fungos Anamorfos 7,53 x10° 75 ND
Ascomicetos 3,00x 108 15 ND
Bactérias aerobias Mesdfilas ND ND ND
Coliformes totais ND ND ND

ND — Néo detectado; T1 — alcool 70%; T2 — Hipoclorito de sédio; T3 — Hipoclorito de sédio seguido de alcool 70%

Em consideracéo ao quantitativo de UFC de fungos filamentosos isolados, provavelmente
a baixa frequéncia esteja relacionada a sensibilidade do método utilizado e do quantitativo de
microrganismos presentes na época da coleta. Quanto a auséncia do isolamento de bactérias,
pode-se inferir que o pH do latex seja um fator limitante para o crescimento desses microrganismos,
uma vez que se desenvolvem em pH préximo da neutralidade, enquanto os fungos se desenvolvem
em pH 5,6 (DEACON, 2009; GAVA et al., 2009).

Quanto ao efeito das substancias utilizadas na desinfec¢do do caule, Silva et al. (2007a)
citam que o hipoclorito de sédio oxida os grupos hidroxila de enzimas e tem agéo direta nos grupos
aminados de proteinas celulares, o que promove a morte de microrganismos. Além disso, o pH 11,0
dessa solugéo proporciona meio desfavoravel para o desenvolvimento de bactérias e fungos. O
alcool etilico causa desnaturagao das proteinas quando na presenga de agua e remoc¢ao de lipidios,
e também exibe atividade reduzida contra certos fungos e virus, embora nao seja util a esterilizagao
por ndo apresentar atividade contra esporos bacterianos (KALIL; COSTA, 1994; SANTOS et al., 2002).

Em relagdo aos fungos filamentosos encontrados no produto apés os tratamentos 1 e 2,
determinou-se a ocorréncia de 10 espécies distribuidas em 4 géneros, dos quais 9 séo fungos
anamorfos e somente um do filo Ascomycota (Tabela 2). O género Penicillium foi o que apresentou
0 maior numero de espécies — 6 (33,5%) —, representadas por P. citreonigrum (23,807%), P.
felutanum (0,001%), P. janckzenwiskii (9,261%), P. janthinellum (0,265%), P. lividum (0,001%) e
P. restrictum (0,132%). Os demais fungos encontrados neste trabalho foram Aspergillus (0,001%),
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Fusarium (13,23%), Verticillium (52,904%) e Eurotium (0,399%) com ocorréncia de apenas uma
espécie para cada género (Tabela 2). Destes, as espécies de maior ocorréncia nesta investigagao
foram V. fungicola (53%), P. citreonigum (23,807%) e F. sporotrichioides (13%). Das trés espécies
de fungos filamentosos de maior ocorréncia, duas tem sido citadas como espécies produtoras de
micotoxinas, uma associada ao beriberi (P. citreonigum) e a outra (F. sporotrichioides) causadora
de adenomas pulmonares e hepaticos em ratos. A presenga de fungos em material vegetal de
uso medicinal pode ser prejudicial predominantemente a pacientes imunodeprimidos, uma vez que
podem causar alergias ou outras patologias quando inalados, ingeridos ou inoculados (CARMO et
al., 2007; SOUZA et al., 2006).

TABELA 2. FREQUENCIA DE UFC/ML E FREQUENCIA DAS ESPECIES DE FUNGOS
ISOLADOS DO LATEX DE BROSIMUM PARINARIOIDES COLETADO SOB DIFERENTES
CONDIGOES DE DESINFECGAO

Espécies identificadas JFC/mt Porcentagem
T T2 T3 total (%)
Fungos Anamorfos
Aspergillus candidus ausente 5 ausente 0,001
Fusarium sporotrichioides 10,0 x 10* 30 ausente 13,230
Penicillium citreonigrum 18,0 x 10* ausente ausente 23,807
Penicillium felutanum ausente 5 ausente 0,001
Penicillium janckzenwiskii 7,0 x 10* 20 ausente 9,261
Penicillium janthinelum 0,2 x 10* 5 ausente 0,265
Penicillium lividum ausente 5 ausente 0,001
Penicillium restrictum 0,1 x10* Nd ausente 0,132
Verticilium fungicola 40,0 x 10* 5 ausente 52,904
Filo Ascomycota
Eurotium amstelodami 0,3 x 10 15 ausente 0,399
TOTAL (UFC) 75,6 x 10% 90 ausente
FREQUENCIA TOTAL (%) 99,988 0,012 ausente 100

T1 — alcool 70%; T2 — Hipoclorito de sodio; T3 — Hipoclorito de sddio seguido de alcool 70%

Os resultados dos ensaios de toxicidade contra Artemia salina e os testes de atividade de
hemdlise mostraram que o extrato obtido do latex ndo apresentou toxicidade segundo a classificagdo
de HARWIG e SCOTT (1971), pois ndo houve mortalidade dos microcrustadceos nem atividade
hemolitica nas concentragdes testadas utilizando sangue comercial de carneiro.

Com base nesses dados, o latex de B. parinarioides, um alimento ndo convencional, é
relativamente seguro na forma de uso pelo povo nativo da Amazdnia. O bioensaio com Artemia
continua sendo uma forma util e economicamente viavel para avaliagdo de extratos originarios da
biodiversidade microbiana e de vegetais, todavia ndo é adequado para elucidagédo dos mecanismos
de agdo dos extratos dos seus constituintes (FAVILLA et al., 2006).

Em relagao a atividade antioxidante, diversas pesquisas tém relacionado o teor de fendis
totais, como taninos e flavonoides, com a atividade bioldgica (antioxidante e antimicrobiana). Assim,
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a partir da curva de calibragéo, observou-se que esses compostos bioativos estao presentes nos
extratos obtidos a partir do metanol (430 ug) em equivalente acido tanico; ja no extrato hexanico, os
mesmos nao foram detectados. Diversos autores afirmam que as propriedades benéficas desses
antioxidantes estdo relacionadas a sua capacidade de sequestrar os radicais livres, as moléculas
responsaveis pelo envelhecimento nos seres humanos (SOUZA et al., 2007; ANGELO; JORGE,
2007; FUNARI; FERRO, 2006).

A composig¢ao centesimal (g/100g) do latex de B. parinarioides citada na Tabela 3 mostrou
que o produto tem alto contetdo de lipidios (34,64) e energia (343,2 Kcal), baixo teor de proteina
(2,14), carboidrato (5,72), cinzas (2,51) e pH ligeiramente acido.

Essas caracteristicas mostram que o latex € um excelente energético, o que provavelmente
justifica o seu uso como alimento quando adicionado ao leite no café da manhé pela populagao
amazobnica da regiao norte do Brasil.

TABELA 3. COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA DO LATEX DE BROSIMUM PARINARIOIDES
(G/100G).

Umidade Lipidios Proteina Cinzas Carboidratos Fibra Energia (Kcal)

54,99 34,64 2,14 2,51 5,72 2,04 343,2

CONCLUSAO

Os resultados evidenciaram a eficacia dos procedimentos higiénico-sanitarios ao se utilizar
o tratamento por aspersdao dos agentes sanitizantes (hipoclorito de sédio seguido de alcool) na
coleta do latex de B. parinarioides, tecnologia que pode ser aplicada na cadeia produtiva. Além
disso, a determinacédo da composi¢ao centesimal indicou que se trata de um produto com alto valor
energético, propriedades antioxidantes e auséncia de toxicidade.

ABSTRACT

NUTRITIONAL COMPOSITION AND QUALITY CONTROL OF SWEET AMAPA MILK
(Brosimum parinarioides Ducke)

Brosimum parinarioides is a plant species member of the Moraceae family, native of the
northern region, known as “amapazeiro”. It is a source of latex traditionally consumed as food and
used in folk medicine to treat pulmonary pathologies and as an invigorative. Although the latex from
this plant is consumed as functional food and has pharmaceutical industrial importance, few studies
evaluated the properties of the bioactive compounds present in this liquid. The aim of this study was
to evaluate the nutritional composition and analyze the quality of the product by two latex extracting
methods to guide farmers to extract quality food for human consumption. The latex samples were
analyzed for chemical composition, toxicity and determination of microbiological quality. The results
showed that the most efficient sterilization method for microbiological quality was the use of spray
sodium hypochlorite followed by alcohol in the tree stem. The latex showed bioactive compounds
with antioxidant properties, no hemolytic effect on sheep blood, nor toxicity regarding Artemia salina.
The results of the chemical composition show that this is a highly energetic product, justifying its use
as morning food by Amazonian populations.

KEYWORDS: SANITIZERS; TOXICITY; FOOD CONTAMINATION; PHYSICOCHEMISTRY; BROSIMUM SP.
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