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Resumo 

 

D’AVILA, Roseane Farias. Amêndoa de pêssego: Atividade de β-glucosidases e 

composição físico-química e fitoquímica do óleo extraído por diferentes 

métodos. 2013. 102f. Dissertação (Mestrado) – Programa de Pós-Graduação em 

Ciência e Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.  

 

O óleo presente em amêndoas de pêssego apresenta alto conteúdo de ácidos 

graxos insaturados, principalmente monoinsaturados, além de diferentes 

fitoquímicos, que em sua maioria ainda não foram estudados, como compostos 

fenólicos, carotenoides, tocoferóis, fitosterois e amigdalina. Se, por um lado, a 

presença dos primeiros é altamente desejável em alimentos devido aos potenciais 

benefícos à saúde, o último possui molécula de cianeto em sua composição, o qual 

exerce efeito tóxico ao organismo humano. Nas amêndoas também estão presentes 

enzimas β-glucosidases, que hidrolisam a amigdalina, liberando cianeto de 

hidrogênio, que é altamente volátil. Por isto estas enzimas podem ser utilizadas para 

detoxificar alimentos que possuem glucosídeos cianogênicos. Deste modo, o 

objetivo desse estudo foi caracterizar o óleo de amêndoas de pêssego, obtido por 

dois métodos diferentes de extração, quanto à sua composição físico-química e de 

fitoquímicos e avaliar as condições ótimas para atividade de β-glucosidases 

presentes nas amêndoas. Observou-se diferenças na composição dos óleos quanto 

à presença de ácidos graxos livres, gliceróis e fitoquímicos. Compostos fenólicos, 

principalmente quercetina, α-tocoferol e fitosteróis, foram os fitoquímicos 

encontrados em maiores quantidades. Amigadalina foi detectada em ambas 

amostras. As enzimas estudadas apresentaram-se ativas em faixa de pH 

consideravelmente ampla (4 a 8) e mesmo a temperaturas mais elevadas (até 70ºC). 

 

Palavras chaves: Amêndoa de pêssego. Óleo. Ácidos graxos. Fitoquímicos. 

β-glucosidase.  
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Abstract 

 

D’AVILA, Roseane Farias. Peach almond: β-glucosidases activity and 

phytochemical and physico-chemical composition of oil extracted by different 

methods. 2013. 102f. Dissertação (Mestrado) – Programa de Pós-Graduação em 

Ciência e Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.  

 

The peach almond oil show a high content of unsaturated fatty acids, particularly 

monounsaturated, and various phytochemicals, wich mostly have not been studied, 

such as phenol compounds, carotenoids, tocopherols, phytosterols and amygdalin. 

The presence of the first four compound classes is highly desirable in foods due to 

potencial health benefits; however, the latter one possesses cyanide molecule in its 

composition, which is toxic to the humans. Almonds also contain β-glucosidases 

enzymes, which hydrolyze amygdalin, releasing hydrogen cyanide, that is highly 

volatile. Therefore, these enzymes can be used to detoxify cyanogenic foods. Thus, 

the aim of this study was to characterize the peach almond oil, obtained by two 

different extraction methods, to its phytochemical and physic-chemical composition 

and study the optimal conditions for activity of β-glucosidases present in almonds. 

There were differences in the composition of the oils for the presence of free fatty 

acids, glycerol and phytochemicals. Phenolic compounds, particularly quercetin, α-

tocoferol and phytosterols were the phytochemicals found in higher quantities. 

Amygdalin was detected in both samples. The enzymes studied had activity in 

considerably wide pH range (4 to 8) and even at higher temperatures tested (until 

70ºC).   

 

 

Key-words: Peach almond. Oil. Fatty acids. Phytochemicals. β-glucosidase. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

O pêssego (Prunus persica) classifica-se como uma fruta do tipo drupa de 

endocarpo lenhoso, pertencente à família Rosaceae (PEREZ, 2006). No Brasil, é 

produzido principalmente nos estados do sul, devido ao clima mais frio. O Rio 

Grande do Sul destaca-se como principal produtor no país (EMBRAPA, 2003), 

sendo que grande parte das frutas colhidas são destinadas à industrialização, ao 

contrário de estados como São Paulo, onde são consumidos na forma “in natura” 

(SATO, 2001).  

Durante o processamento de conservas, a fruta passa por operações de 

corte e descaroçamento. O caroço resultante é geralmente considerado como 

resíduo industrial, embora possa também ser utilizado como biomassa para 

produção de energia térmica (DINIZ et al., 2004), na alimentação animal ou como 

matéria-prima para obtenção de um material poroso que pode ser utilizado em filtros 

de tratamento de efluentes. A amêndoa presente no interior do caroço apresenta 

potencial para utilização como alimento, devido aos teores de proteínas e lipídios, de 

21 e 25% respectivamente, sendo o restante representado pela umidade, superior a 

25%, fibras e carboidratos, que totalizam 24% (MEZZOMO, 2008).   

Os compostos bioativos, também denominados de fitoquímicos, estão 

presentes em sua maioria em frutas e hortaliças e possuem atividade biológica, e 

estão relacionados na prevenção da ocorrência de doenças ao ser humano 

(HORST, LAJOLO, 2011). Apesar de haverem estudos determinando os níveis de 

compostos fenólicos totais e individuais e composição de ácidos graxos em óleo de 

pêssego extraído por solventes (WU et al., 2011), além da composição relativa de 

esteróis de óleo obtido por prensagem (UL’CHENKO et al., 2009), não existem 

dados sobre outros fitoquímicos que possam estar presentes neste produto.  

Porém, as amêndoas contidas nos caroços de pêssego contêm o glicosídeo 

cianogênico amigdalina, o qual é precursor do ácido cianídrico. Os cianetos são 

compostos que inibem a citocromo oxidase durante o processo de respiração 
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celular. O consumo constante desta substância pode levar ao envenamento crônico 

por cianeto (TAIZ e ZEIGER, 2004). Deste modo, é importante determinar os níveis 

residuais deste componente presentes em óleos obtidos de amêndoas de pêssego. 

 Além deste glicosídeo, nas amêndoas também ocorre a presença de 

enzimas que atuam sobre a amigdalina. Quando ocorre a ruptura das células, as 

enzimas β-glucosidase e hidroxinitrilo liase entram em contato com a amigdalina, 

resultando na formação de ácido cianídrico (HCN) (RODRIGUEZ et al., 2009), o qual 

é um produto altamente volátil, que pode ser expelido por aquecimento do material 

ou através de contato da amêndoa com ar quente (SILEM et al., 2006). 

Assim, este estudo teve como objetivos: 

- Extrair o óleo da amêndoa de pêssego utilizando solvente apolar, através 

de técnica de Soxhlet, e uma mistura de solventes de polaridade intermediária, pela 

técnica de Bligh-Dyer, a fim de comparar a qualidade e composição destes óleos;  

- Determinar a quantidade de proteínas em extrato enzimático bruto de 

amêndoas de pêssego, e o teor total de amigdalina presente na amêndoa, assim 

como as condições ideais de concentração do substrato, faixa de pH e temperatura 

para a atividade de β-glucosidase presente no extrato. 
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1 REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.1 Óleo de pêssego 

 

O gênero Prunus corresponde às frutas de caroço ou drupas, em que as 

sementes são cobertas por um endocarpo lignificado, que é formado durante o 

segundo de quatro estágios de desenvolvimento das frutas de caroço, além de 

mesocarpo suculento (LOMBARDO et al., 2011; PIAGGESI et al., 1991) (Fig. 1). 

Este gênero faz parte da família de frutas Rosaceaes, que constituem importante 

fonte alimentar de fitoquímicos, como de compostos fenólicos, glicosídeos 

cianogênicos, fitoestrogênios e ácido L-ascórbico (SHULAEV et al., 2008).  

 

 

Figura 1. Endocarpo e mesocarpo de pêssego (Prunus persica) 

Fonte: Adaptada de NATURAL NEWS, (2012). 

 

A amêndoa de pêssego (Prunus persica) contém um percentual de óleo 

inferior à amêndoa de damasco, no qual os níveis chegam a 50% (SILEM et al., 

2006; TUNÇEL et al., 1998). O material lipídico corresponde a 25 até 38% da 

composição da amêndoa de pêssego em base seca, dependendo do solvente de 

extração utilizado, segundo WU et al. (2011). Este mesmo autor observou que os 

percentuais de rendimento mais baixos foram os obtidos com os solventes éter de 

petróleo e hexano e os mais altos, com clorofórmio e éter etílico.  

 

Mesocarpo 

      Amêndoa       Endocarpo lignificado  
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A extração do óleo por dióxido de carbono supercrítico, à temperatura de 

40ºC e 19,8 Mpa, resultou em uma predominância de ácido graxo oleico (73,0%) e 

linoleico (18,2%) na composição relativa de ácidos graxos, que não difere 

significativamente da composição encontrada para óleo extraído por Soxhlet, 

utilizando hexano como solvente (SÁNCHEZ-VICENTE et al., 2009). Dentre as 

extrações do óleo de pêssego por solventes analisadas por MEZZOMO et al. (2010), 

observou-se que a utilização de hexano, diclorometano, etanol ou acetato de etila 

durante extração por Soxhlet, não inferiu em alterações significativas na composição 

de ácidos graxos.  

A extração de óleo de amêndoa de ameixa utilizando pectinases, celulases e 

hemi-celulases por método aquoso, inferiu em um produto que possui menor teor de 

fosfatídeos do que o obtido pelo método tradicional de Soxhlet, o que pode implicar 

em uma menor estabilidade oxidativa pela formação de ácidos voláteis em tempo 

inferior, que foi observado quando avaliados por Rancimat a 120ºC (PICURIC-

JOVANOVIC et al., 1999).   

Os ácidos graxos são moléculas que se apresentam principalmente 

esterificadas com o glicerol nos óleos vegetais. Os triacilgliceróis são o modo 

predominante, com percentuais normalmente superiores a 95%, mas também se 

encontram quantidades de mono e diacilgliceróis e ácidos graxos livres. Os óleos 

possuem ácidos graxos com maior quantidade de insaturações, o que faz com que 

se apresentem líquidos à temperatura ambiente (REDA e CARNEIRO, 2007). Além 

disso, o comprimento da cadeia dos ácidos graxos e sua posição na molécula de 

glicerol também influencia no estado físico dos lipídios e em sua biodisponibilidade. 

A posição sn-2 do triacilglicerol está mais sujeita à ação de lipases, e é onde 

encontram-se os ácidos graxos saturados de muitas gorduras (D’AGOSTINI e 

GIOIELLI, 2002). O aumento do percentual de glicerídeos tri-saturados e de di-

saturados, onde uma das saturações está na posição sn-3, aumenta o índice de 

gordura sólida a diferentes temperaturas, mesmo que em concomitância sejam 

observados aumento de glicerídeos tri-insaturados (LIST et al., 1997).   

Um perfil de ácidos graxos com predominância de ácidos graxos insaturados 

é desejável do ponto de vista nutricional, uma vez que dietas ricas em ácidos graxos 

saturados afetam a adiposidade e comportamento dos macrófagos, além de causar 

inflamações e disfunção metabólica (ENOS et al., 2013; MASSIERA et al., 2010); 

porém, também faz com que o óleo torne-se mais susceptível à degradação, mesmo 
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à temperatura ambiente. A auto-oxidação de ácidos graxos insaturados é um 

processo que origina uma mistura de compostos oriundos dos diferentes estágios de 

oxidação. Os produtos iniciais (primários) são normalmente analisados pelo valor do 

índice de peróxidos e perda de ácidos graxos insaturados; e os produtos oriundos da 

decomposição dos produtos iniciais da oxidação (secundários) são mensurados pelo 

valor de p-anisidina, teste de ácido tiobarbitúrico e técnicas cromatográficas para 

outros compostos específicos (CRAPISTE et al., 1999). A oxidação ocorre 

inicialmente pela adição de um elétron ao oxigênio molecular, o que resulta em um 

ânion superóxido (O2
-), que pode reagir com diversas moléculas, entre elas com um 

próton H+, resultando no radical peroxil, extremamente oxidante, que, na presença 

de um ácido graxo insaturado, promove a retirada de hidrogênio ligado ao carbono 

entre os grupamentos insaturados (Fig. 2a). Esta molécula, então, passa a possuir 

um radical livre e pode reagir com outro oxigênio molecular, que se liga ao ácido 

graxo e forma o radical peroxila, que pode atuar sobre outro ácido graxo e formar os 

peróxidos, que são instáveis e reagem entre si, ou com outras moléculas instáveis, 

formando os produtos finais de oxidação, que são estáveis (FERRARI, 1998; 

KESZLER et al., 2000). 

 

a) Iniciação: R-H + iniciador → R  

 

b) Propagação 

 

R  + O2 → RO2  
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RO2 
 + R-H → R  + ROOH 

 

       2 ROOH → RO2 
 + RO  + H2O 

 

 

c) Terminação 

 

RO2 
 + RO2 

 → ROOR + O2 

RO2 
 + R  → ROOR 

R  + R  → RR 

 

Figura 2. Reação de oxidação lipídica 

Fonte: Adaptada de KESZLER et al., 2000. 

 

Os compostos secundários são aqueles formados a partir de hidroperóxidos, 

que podem se decompor em compostos de três diferentes formas: quebra da cadeia 

para produzir álcoois, cetonas, furanos, lactonas, alcanos e alquenos, além de 

aldeídos como o malonaldeído; rearranjo de monohidroxiperóxidos, seguido ou não 

de oxidação; e polimerização de duas ou mais moléculas de lipídio peroxidadas, 

resultando em compostos de alto pesso molecular (ESTERBAUER, 1991). O 

malonaldeído, produto mensurado pelo teste do ácido 2-tiobarbitúrico, possui 

potencial mutagênico em células humanas, com mutações que ocorrem 

principalmente nos pares de bases guanina-citosina (NIEDERNHOFER et al., 2003). 

A foto-oxidação também atua formando hidroperóxidos, através de captura 

de um próton alílico ou de outra espécie da cadeia carbônica insaturada por um 

oxigênio singlete, o que altera a ligação dupla para a posição adjacente, pela 
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ocorrência de impedimento estérico, e implica na formação de hidroperoxidos alílicos 

trans (Fig. 3) (VILJANEN et al., 2002). 

 

Figura 3. Reação entre oxigênio singlete e ácido graxo insaturado 

Fonte: VILJANEN et al., 2002. 

 

Os ácidos graxos oxidam-se mais rapidamente quando se encontram livres 

do que quando esterificados com a molécula de glicerol (TAPPEL et al., 1957). Os 

ácidos graxos livres são formados pela reação que ocorre pelo ataque de uma 

molécula de água, um nucleófilo fraco, à ligação éster do triacilglicerol, produzindo 

mono e di – acilgliceróis. A reação ocorre preferencialmente sobre ácidos graxos de 

cadeia curta e insaturados, pois estes são mais solúveis em água e, quanto maior a 

quantidade de água do alimento, mais rapidamente ocorre a hidrólise (CHOE e MIN, 

2007). 

 

1.2 Compostos Bioativos 

 

Muitos dos compostos produzidos pelas plantas parecem não participar 

diretamente do crescimento e desenvolvimento celular, desempenhando funções 

específicas e, ao contrário dos metabólitos primários, como os fitosteróis, acil 

lipídios, nucleotídeos, amino ácidos e ácidos orgânicos, não são encontrados em 

todas as plantas (CROTEAU et al., 2000). Os compostos secundários, por outro 

lado, exercem interação entre a planta e seu meio ambiente (KUTCHAN, 2001), seja 

por meio de síntese de compostos de defesa contra insetos (HAMBERGER et al., 

2011), herbívoros, estresse biótico (OH et al., 2012), ou para atrair polinizadores e 

dispersores (DONG et al., 2001).  
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Muitos dos compostos secundários agem como substâncias bioativas, que 

ocorrem tipicamente em pequenas quantidades em alimentos, apresentam estrutura 

química diversa e possuem potenciais benefícios à saúde, como na prevenção de 

doenças cardiovasculares e câncer (KRIS-ETHERTON et al., 2002). A atividade 

antioxidante é uma das propriedades destes composto, a qual resulta de um 

mecanismo de defesa das plantas, pois na natureza as plantas estão sujeitas a 

várias condições de estresse, o que proporciona o acúmulo de espécies reativas 

derivadas de oxigênio molecular que promovem a oxidação de componentes como 

proteínas, clorofilas e lipídios (ABBASI et al., 2007).  

Muitos destes componentes, presentes em pequenas quantidades em 

alimentos, se comparados aos compostos majoritários como água, lipídios, proteínas 

e açúcares, estão presentes principalmente na matéria insaponificável de óleos, em 

que podem ser encontrados compostos como hidrocarbonetos, esteróis, álcoois 

terpênicos e alifáticos, tocoferóis e pigmentos (BAETEN et al., 2001), como 

carotenoides e compostos fenólicos (MOHAMED e AWATIF, 1997). 

Normalmente, em óleos obtidos de matérias-primas pertencentes à classe 

das nozes verdadeiras e sementes comestíveis, os compostos fenólicos são 

encontrados em maiores quantidades do que os carotenoides, além de outros 

compostos bioativos, como tocoferóis e fitosteróis (COSTA e JORGE, 2011), 

substâncias ainda não quantificadas em óleo de pêssego. 

 

1.2.1 Compostos Fenólicos 

 

Os compostos fenólicos possuem um ou mais anéis aromáticos, onde pelo 

menos um deles está ligado ao grupamento hidroxil, podendo ser classificados em 

ácidos fenólicos, estilbenos, cumarinas, taninos e flavonoides, sendo que este último 

grupo subdivide-se em flavonols, flavonas, flavanols, flavononas, antocianidinas e 

isoflavonas. Estes compostos agem como compostos de defesa e contribuem para a 

coloração de plantas (LIU, 2004). As estruturas dos flavonoides (Fig. 4) são 

constituídas de 15 átomos de carbono, em configuração C6-C3-C6, com dois anéis 

aromáticos (A e B) ligados por uma ponte de carbono, geralmente em formato 

heterocíclico (anel C) (IGNAT, 2011). Os flavanóis não apresentam grupamentos 

cetônicos.  



21 

 

  

(a) (b) 

Figura 4. Estrutura básica dos flavonoides. a) Quercetina (flavonol) b) 

catequina (flavanol) 

Fonte: MEYER et al., 1998. 

 

 Os componentes da estrutura dos flavonoides, que são responsáveis pelo 

maior potencial de estabilização da molécula, incluem (Fig. 5a) (RICE-EVANS et al., 

1996): 

(A) Estrutura orto-di-hidroxi no anel B, que confere maior estabilidade à forma 

radical e participa de ressonância. A estabilização de radical livre por doação 

de grupamento H+ ao radical peroxila e estabilização por ressonância é 

demonstrada na Figura 5b. 

(B)  A ligação dupla no anel C em conjugação com grupamento cetônico, 

responsável por possibilitar o deslocamento de elétrons até o anel B. 

(C)  Os grupamentos OH dos anéis A e C e o grupamento cetônico do anel C, 

que possibilitam o maior poder de sequestro de radicais.  

a) 
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b) 

 

Figura 5. a) Grupamentos que reagem com radicais (A) (B) (C) e b) 

Estabilização do radical peroxil pela doação de próton e ressonância 

Fonte: a) SOOBRATTE et al., 2005. b) PEDRIELLI et al., 2001. 

 

Os ácidos fenólicos (Fig. 6) fazem parte do grupo de dos fenóis não 

flavonoides. Dentre eles, os ácidos hidroxicinâmicos apresentam capacidade 

antioxidante superior do que os ácidos fenólicos simples, como o ácido 

hidroxibenzoico, devido a este possuir menos grupamentos OH doadores de 

elétrons. O ácido gálico possui a maior atividade antioxidante entre os ácidos 

fenólicos e, entre os ácidos hidroxicinâmicos, o maior potencial antioxidante segue a 

ordem cafeico>ferúlico>cumárico (SOOBRATTE et al., 2005). 

 

 

 

 

Figura 6. Ácidos fenólicos a) Ácido benzoico e seus derivados; b) Ácido 

cinâmico e seus derivados 

Fonte: LIU, 2004. 

 

Os ácidos fenólicos são sintetizados na rota metabólica dos fenilpropranoides, 

onde o chiquimato, precursor majoritário para a formação de aminoácidos 

aromáticos, dá origem à fenilalanina que é usada na produção de 4-coumaril-COA, 
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que pode ser combinado com malonil-CoA, precursor dos flavonoides com dois 

anéis fenil (MINTZ-ORON et al., 2008). 

 

1.2.2 Carotenoides 

 

Os carotenoides fazem parte dos isoprenoides, com estrutura possuindo 40 

átomos de carbono e cuja cadeia pode possuir ciclizações, hidrogenações ou grupos 

funcionais que contêm oxigênio (LIU, 2004). Estes compostos são pigmentos 

responsáveis pela coloração vermelha, laranja e amarela nos vegetais, 

desempenhando papel de provitamina A, além de estarem presentes nos complexos 

fotossistemas I e II nos cloroplastos (BAROLI et al., 2004). Os carotenoides luteína e 

zeaxantina possuem átomos de oxigênio na cadeia de carbonos, pertencendo à 

classe das xantofilas. Os carotenoides que são constituidos apenas por 

hidrocarbonetos são denominados de carotenos (LI et al., 2012). Ambos possuem a 

propriedade de inativar eletronicamente moléculas excitadas, como o oxigênio 

singlete (1O2*), que é produzido por reações fotoquímicas ou peroxidação lipídica 

(BAROLI, 2003); e a clorofilil triplete (3Chl*) (LI et al., 2012).   

VILJANEN et al. (2002) propuseram um esquema do mecanismo de atividade 

antioxidante dos carotenoides, onde ocorre transferência de energia do oxigênio 

singlete ou de um triplete  para o carotenoide, formando um oxigênio no estado 

fundamental (3O2) e um carotenoide excitado triplete (3CAR*), que facilmente perde 

a energia para o ambiente e retorna à forma original. 

IANNONE et al. (1998), demonstram a reação proposta para a reação de β- 

caroteno com um radical peroxil, mediada pela formação de um composto 

estabilizado por ressonância que une as duas moléculas, que pode ainda reagir com 

um segundo radical peroxil (eq. 1) ou, dependendo da pressão parcial de oxigênio 

do ambiente, pode formar radical peroxil β-caroteno (eq. 2), extremamente reativo, o 

que explica o efeito pro-oxidante do carotenoide. 

  

       ROO-BC + ROO  → ROO-BC-ROO                        (eq. 1) 

 ROO-BC + O2   → ROO-BC-OO                         (eq. 2) 
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Enquanto a molécula de zeaxantina é derivada do β- caroteno, a luteína 

provém do α-caroteno, compostos formados a partir da molécula de licopeno, que 

tem por sua vez o fitoeno como precursor (BAROLI et al., 2003). Esta bifurcação da 

rota metabólica é realizada pelas enzimas ε-licopeno cilase e β-licopeno cilase, que 

determinam a proporção entre moléculas de luteína versus β-caroteno e zeaxantina 

(WALTER e STRACK, 2011). Em sementes a biossíntese normalmente ocorre até a 

formação de xantofilas, o que foi observado em estudo com grãos de milho (YAN et 

al., 2010). Na Fig. 7 estão apresentadas as moléculas de luteína e zeaxantina. 

 

 

 

a) 

 

 

Figura 7. Estrutura dos carotenoides a) zeaxantina e b) luteína 

 

b) 

 

Fonte: WALTER e STRACK, 2011. 

 

1.2.3 Tocoferóis 

 

Os tocoferóis constituem um grupo de compostos lipossolúveis que possuem 

propriedades antioxidantes, os quais possuem um anel cromanol e uma cadeia 

lateral fitil. O α-, β-, γ- e δ-tocoferol diferem entre si pelo número e posição de 

substituintes no anel cromanol (SCHWARTZ et al., 2008) (Fig. 8). 
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Figura 8. Estrutura genérica dos tocoferóis e substituintes do anel cromanol 

de  α-, β-, γ- e δ-tocoferol 

  Fonte: RAMALHO e JORGE, 2006. 

 

Estas moléculas, juntamente com os tocotrienóis, são também denominadas 

de vitamina E, sendo que o α-tocoferol é a forma mais abundante e que apresenta 

maior ação no organismo (MATRINGE et al., 2008). Estes compostos atuam como 

antioxidantes contra a peroxidação lipídica, sendo sintetizados por organismos 

fotossintéticos (ABBASI et al., 2007), os quais provém da rota do chiquimato, 

produzindo hidroxifenil piruvato que é oxirreduzido a homogentisato que, por sua 

vez, reage com a cadeia fitil, formando composto que se bifurca em duas vias, uma 

para gerar δ e posteriormente β-tocoferol e a outra que produz o γ seguido de α-

tocoferol (KEGG PATHWAY, 2013; ABBASI, 2007). Os isoprenoides, estruturas que 

dão origem ao grupamento fitil dos tocoferóis alem de serem precursores de 

carotenoides, podem ser produzidos a partir de compostos da via do mevalonato ou 

ser produzidos a partir da rota MEP (2-C-metil-D-eritiol-4-fostato), através do 

precursor geranilgeranildifosfato (GGDP) (ZHU et al., 2013).   

As propriedades antioxidantes dos tocoferóis ocorrem principalmente pela 

ação sequestrante sobre os radicais peroxil, interrompendo a propagação da reação 

de oxidação (Fig. 9). 
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Figura 9. Ação antioxidante dos tocoferóis 

Legenda: LOO: radical peroxila; LOOH: hidroperóxido 

Fonte: SIES e STAHL, 1995. 

 

1.2.4 Fitosteróis  

 

Os esteróis constituem-se em isoprenoides, os quais são derivados da rota 

do mevalonato. Grande parte dos esteróis presentes em plantas possuem uma 

dupla ligação no carbono 5 do núcleo esterol. Possuem interesse nutricional pela 

potencialidade de reduzirem a absorção de colesterol (SCHWARTZ et al., 2008; 

JAKULJ et al., 2005; OSTLUND et al., 2002; HOWELL et al., 1998). O campesterol, 

stigmasterol e sitosterol são os fitosteróis mais comuns em plantas, enquanto que 

em animais o colesterol e ergosterol são os compostos majoritariamente presentes 

(WEWER et al., 2011). Nas plantas, os fitosteróis podem ocorrer como: álcoois 

livres, ésteres de ácidos graxos, esteril glicosídeos e esteril glicosídeos acetilados, 

sendo estas três últimas formas denominadas de fitosteróis conjugados. Em 

algumas sementes, os fitosteróis podem estar conjugados com ácidos fenólicos, 

como na forma de fitosteril ésteres de ácidos hidroxicinâmicos. Para que ocorra a 

liberação da molécula, se requere a hidrólise alcalina ou ácida (MOREAU et al., 

2002).  

Sua atividade antioxidante deve-se à formação de um radical livre alílico que 

se isomeriza em moléculas relativamente estáveis (WANG et al., 2002), porém 

apenas moléculas de Δ5-avenasterol e fucosterol (GORDON e MAGOS, 1983) 

parecem demonstrar atividade antioxidante capazes de reduzir a deterioração 

lipídica. Estudos demonstram que a adição de β-sitosterol (Fig. 10) puro não altera a 

taxa de degradação de óleos vegetais em relação ao controle (WHITE e 
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ARMSTRONG, 1986), assim como a utilização de colesterol e stigmasterol 

(GORDON e MAGOS, 1983). Stigmasterol e β-sitosterol (Fig. 10) já foram já 

identificados em amêndoas de plantas pertencentes ao gênero Prunus (UL’CHENKO 

et al., 2009). 

 

 

 
 

a)                 b) 

Figura 10. Estrutura das moléculas de a) stigmasterol e b) β-sitosterol  

Fonte: BOT e AGTEROF, 2006. 

 

1.3 Glicosídeos cianogênicos 

 

Os glicosídeos cianogênicos também pertencem à classe dos metabólitos 

secundários (BRIMER et al., 1998). São derivados de α-hidroxinitrilas, apresentando 

em sua estrutura vários compostos intermediários do metabolismo de aminoácidos. 

Dentre os glicosídeos cianogênicos, a amigdalina e a prunassina possuem molécula 

de (R)-mandelonitrila, composto derivado do metabolismo da fenilalanina. A 

linamarina e lotaustralina apresentam intermediários da biossíntese de valina, 

leucina e isoleucina; e o glicosídeo drurrina, o composto (S)-4-hidroximandelonitrila, 

presente no metabolismo da tirosina (CAMPA et al., 2000; KEGG PATHWAY, 2012). 

Em muitos alimentos foi identificado a presença de glicosídeos cianogênicos, 

como em raízes de mandioca (Manihot esculenta) e seus produtos, como tapioca e 

farinha, que apresentam linamarina e pequenas quantidades de lotaustralina; folhas 

jovens de sorgo (Sorghum vulgare), com o cianoglucosídeo dhurrina; semente de 

linhaça (Linum usitatissimum), que possui linustatina, neolinustatina e linamarina; e 

sementes de maçã (Malus spp.), onde a amigdalina está presente (HAQUE e 

BRADBURY, 2002). As amêndoas de plantas pertencentes ao gênero Prunus, tais 
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como pêssego, damasco, ameixa e nectarina possuem os glicosídeos cianogênicos 

amigdalina ou prunassina (BARCELOUX, 2009). 

O óleo essencial obtido a partir de damascos contém o glicosídeo 

cianogênico amigdalina (C20H27NO11) (SHARMA et al., 2010). Este composto 

também está presente em óleos de amêndoas amargas (Amygdalus commynis var. 

amara). DU et al. (2008) reportam a presença de glucosinolatos, em níveis 

aproximadamente de 5%, em resíduos oriundos de prensagem de colza. Estas 

substâncias, como os glucosídeos cianogênicos, são solúveis em água, sendo 

também sintetizadas a partir de aminoácidos e moléculas de açúcar; e igualmente 

agem como mecanismo de defesa de plantas (OH et al., 2012).  

O calor e baixo teor de umidade facilitam a conversão espontânea dos 

glicosídeos cianogênicos a cianeto de hidrogênio, o qual é altamente volátil. O 

processamento inadequado de mandioca faz com que haja a permanência de 

quantidades residuais de linamarina e lotaustralina. Para que haja a perda de 

metade do conteúdo original de linamarina na farinha de mandioca, é necessário 

que esta seja estocada por 4 semanas e que tenha sido fermentada por pelo menos 

4 dias anteriormente à estocagem (BARCELOUX, 2009; ONABOLU, 2002).   

 A legislação norte americana para alimentos (Food and Drug Administration 

- FDA) permite a utilização de óleo de amêndoa de pêssegos como agente natural 

de flavor, para a utilização em conjunto com flavorizantes (FDA, 2011a). Os limites 

permitidos de ácido cianídrico em alimentos cujos flavorizantes possuem compostos 

cianogênicos, como em folhas de pêssego e caroços de cereja, são de, no máximo, 

25 ppm (FDA, 2011b).  

Entretanto, a literatura científica carece de dados sobre as quantidades de 

glicosídeos cianogênicos em óleos. O óleo extraído de amêndoas amargas 

(Amygdalus Communis), pertencente ao gênero Prunus e subgênero Amygdalus, o 

mesmo ao qual pertence o pêssego, contém aproximadamente 50% de amigdalina e 

seus componentes de degradação, benzaldeído e ácido cianídrico, e os 50% 

restantes correspondem a ácidos graxos e outros componentes similares aos 

encontrados em amêndoas doces, ou seja, que não possuem componentes que 

podem gerar ácido cianídrico (ORGANIC FACTS, 2012).  EL-ADAWY e EL-

KADOUSY (1995), relatam que é possível eliminar o conteúdo de ácido cianídrico do 

material não lipídico de amêndoas de pêssego através da detoxificação, realizada 

pela mistura das amêndoas moídas com água destilada (1:10 p/v) a 47ºC por 30h, 
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seguida de filtração e lavagem com álcool etílico a 70% anteriormente à secagem 

por ar forçado, sendo após extraído o óleo. 

  

1.3.1 Toxidez dos glicosídeos cianogênicos 

 

A dose letal de amigdalina em humanos é de aproximadamente 1,71g, 

sendo que a tolerância a esta substância é maior quando for injetada na corrente 

sanguínea do que quando é ingerida, provavelmente porque há a possibilidade de 

ocorrer a clivagem da molécula no intestino por ação enzimática (SILEM et al., 

2006). 

Estes compostos naturais possuem potencial toxidez por liberarem íons 

cianeto “in vivo”, que inativa o complexo citocromo oxidase da respiração celular 

(MORANT et al., 2008). A amigdalina, através da hidrólise da ligação glicosídica pela 

ação de glucosidases, libera 2 moléculas de glicose e 1 de mandelonitrila que é 

posteriormente transformada em benzaldeído e cianeto (ARAYA et al., 2005) (Fig. 

11).  

 

 

 

 

→ 

(a) 

 

 

 

→ 

(b)  

Amigdalina  Prunassina  (R)-

mandelonitrila 

Figura 11. Hidrólise de amigdalina de modo a liberar HCN 

Legenda: (a) Enzimas β-glucosidase (EC: 3.2.1.21) e amigdalina β-

glucosidase (EC: 3.2.1.117); (b) Enzimas β-glucosidase (EC: 3.2.1.21) e prunassina 

β-glucosidase (EC: 3.2.1.118). 

Fonte: KEGG PATHWAY, 2012. 

 

O cianeto é substrato para a enzima rodanese (EC 2.8.1.1) no organismo 

humano, porém o composto produzido, denominado tiocianato, ainda possui 

toxicidade, mesmo que em níveis inferiores. A hidrólise dos glicosídeos cianogênicos 
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pode ser catalisada enzimaticamente por β-glucosidase (EC: 3.2.1.21). Segundo 

BRIMER et al. (1998), a reação é possivelmente sequencial, constituída de duas 

etapas, com formação do intermediário prunassina, que pode permanecer 

temporariamente acumulada em amêndoas pertencentes ao gênero Prunus, uma 

vez que a primeira etapa da reação é muito mais rápida que a segunda.  A emulsin 

ou amigdalase é a enzima envolvida na hidrólise da amigdalina (TATSUMA et al., 

1998). Esta enzima ocorre em amêndoas e sementes de algumas frutas, juntamente 

com a amigdalina. 

 

1.3.2 β-glucosidase 

 

As glucosidases catalisam a quebra de ligações glicosídicas originando 

oligossacarídeos ou glicoconjugados, podendo ser específicas para moléculas de 

açúcares que possuem determinada configuração, posição e número de grupos 

hidroxílicos (MELO et al., 2006). Em frutas de caroço, que podem acumular altos 

níveis do dissacarídeo (R)-amigdalina (O-β-D-gentibiosídeo de (R)-mandelonitrila), 

ocorre a ação de duas β-glucosidases distintas, a amigdalina hidrolase, que hidrolisa 

a ligação glicosídica β-1,6, liberando uma molécula de D-glicose e uma de (R)-

prunassina; e da enzima prunassina hidrolase que hidroliza a (R)-prunassina 

originando a mandelonitrila e D-glicose. A molécula de mandelonitrila pode se 

dissociar à cianeto de hidrogênio por vias não-enzimáticas ou pela ação da enzima 

mandelonitrila liase (Fig. 11)(KUROKI e POULTON, 1987).   

Estas enzimas atuam no metabolismo de plantas como formadoras de 

intermediários em rotas bioquímicas que envolvem a degradação do endosperma 

durante a germinação, sendo ativadoras de hormônios vegetais e de compostos de 

defesa. As plantas possuem a capacidade de sintetizar metabólitos secundários 

armazenados em sua forma não ativa, que estão ligados a moléculas de glicose no 

vacúolo e, quando ocorre a ruptura da célula, ficam disponíveis para a ação de 

enzimas hidrolíticas (MORANT et al., 2008). A hidrólise da ligação β, catalisada por 

β-glucosidases, ocorre via dois mecanismos SN2 (Fig. 12), embora o primeiro seja 

normalmente observado apenas em glucoamilase (MELO e CARVALHO, 2006). 
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Figura 12. Mecanismos SN2 propostos para a ação de glicosidases. (I) 

Grupamentos carboxílicos atuando como ácido e base e (II) Grupamentos 

carboxílicos atuando como base e nucleófilo 

Fonte: MELO e CARVALHO, 2006. 

 

 No primeiro mecanismo, o glicosídeo liga-se ao centro ativo da enzima, 

constituído por grupamentos carboxílicos dos aminoácidos aspartato, glutamato ou 

histidina, onde um destes atua como base e o outro como ácido. O açúcar resultante 

da reação deste mecanismo apresenta inversão estereoquímica. No segundo 

mecanismo, o glicosídeo também se liga ao centro ativo da enzima, e um dos 

grupamentos carboxílicos atua como base e o outro como nucleófilo. Assim, ocorre o 

ataque ao carbono anomérico do substrato por um dos grupamentos carboxílicos, 

formando um composto intermediário que possui configuração invertida e, ao 

mesmo tempo, há a transferência de próton pelo outro grupamento carboxílico ao 

oxigênio da porção da molécula do substrato onde ocorrerá a hidrólise. Esta porção 

da enzima fica então carregada negativamente (COO-) e, para reconstituir-se, atua 

sobre um próton de água, o que aumenta a nucleofilicidade do oxigênio desta 

molécula, que ataca o carbono anomérico e provoca novamente a inversão da 

configuração da molécula à posição original (GOMES, 2008; MELO e CARVALHO, 

2006). 

Diversas β-glucosidases estão sendo estudadas devido à suas aplicações, 

como na formação de aroma em chás, vinhos e sucos; na conversão de 

componentes de celulose e; em mandioca, já foi utilizada para produção industrial de 

alquil-β-glucosídeos. A estrutura de linamarase e dhurinase 1, as quais são enzimas 
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que hidrolisam os glicosídeos linamarina e dhurrina,  é demonstrada na Fig. 13. A 

sobreposição destas duas enzimas demonstra o grau de semelhança entre suas 

estruturas (MORANT et al., 2008).  

 

 

                        (a)                               (b)                            (c) 

Figura 13. Representação de β-glucosidases como a) linamarase, obtida de 

trevo branco, b) dhrurrinase 1, de sorgo e c)  sobreposição das estruturas 

Fonte: MORANT et al., 2008. 

 

GERARDI et al. (2001), purificaram e caracterizaram β-glucosidase presente 

em cerejas maduras, a qual foi precipitada com sulfato de amônio e submetida à 

cromatografia de exclusão de tamanho e troca iônica. A enzima apresentou massa 

molecular de aproximadamente 68 kDa, com ponto isoelétrico próximo a 4,6; e 

demonstrou possuir somente um sítio ativo pelo resultado do ensaio utilizando dois 

substratos misturados. Além disso, o efeito das enzimas sobre glicosídeos 

cianogênicos de amêndoa de damasco não demonstrou ser potencializado pela 

adição conjunta de enzimas pectinolíticas (TUNÇEL et al., 1998).  

A utilização de enzimas permite processar alimentos em condições brandas 

de pH, temperatura e pressão, com controle da reação devido à especificidade de 

sua ação sobre os substratos (CANILHA et al., 2006). Devido a isto, é importante 

determinar as condições ideias de pH e temperatura para definir as condições 

operacionais de enzimas, assim como de sua estabilidade. A constante Michaeliana 

Km é crítica quando se trabalha com enzimas, uma vez que concentrações elevadas 

de substrato levam à inibição da atividade enzimática (BURTON et al., 2002). A 

constante cinéticas Km e Vmax podem ser determinadas através da equação de Henri-

Michaelis-Menten, em que Vmax é a máxima velocidade de reação, V0 é a velocidade 

inicial e [S0] é a concentração inicial do substrato (SCHNELL, 2003) (eq. 3). 



33 

 

 

V0 = Vmax [S0]                                                                                 (eq. 3) 

                Km + [S0]   

KUROKI e POULTON (1987) estudaram os parâmetros cinéticos ideais para 

a ação de prunassina hidrolase I, IIa e IIb de cerejas; e  LI et al. (1992), estudaram 

os parâmetros para quatro isoenzimas de amigdalina hidrolase. TUNÇEL et al. 

(1998) estudaram o efeito de temperaturas elevadas sobre a atividade de β-

glucosidase endógena presente em amêndoa de damasco. O estudo de hidrólise de 

amigdalina por enzimas produzidas por fungos foi avaliado por BRIMER et al. 

(1998), LEI et al. (1999) e PETRUCCIOLI et al. (1999). Porém, não há informações 

na literatura científica quanto a enzimas obtidas de amêndoas de pêssego. 
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2. CAPÍTULO I - Atividade de β-glucosidases em extrato enzimático bruto 

obtido de amêndoas de pêssego  

 

Resumo 

A presença dos glicosídeos cianogênicos amigdalina e prunassina, e de β-

glucosidases, que hidrolisam estas moléculas, faz com que a amêndoa de pêssego 

apresente potencial tóxico pela possibilidade de liberação de cianeto de hidrogênio. 

Quando a amêndoa apresenta-se íntegra, não ocorre atividade das enzimas pela 

compartimentalização observada nas células; porém, com a maceração do tecido 

ocorre a desintegração celular com consequente contato do substrato com as 

enzimas, propiciando a reação com a respectiva liberação de moléculas de glicose e 

do cianeto. No entanto, até o presente, não há dados disponíveis na literatura sobre 

as condições de hidrólise das enzimas presentes em amêndoas de pêssegos. 

Assim, este trabalho visou mensurar o conteúdo de amigdalina, e as condições 

ideais de pH, temperatura e concentração do substrato de extrato bruto de β-

glucosidases para a atuação enzimática, em amêndoas de pêssego. Os resultados 

demonstraram a presença do glicosídeo em níveis semelhantes aos encontrados na 

literatura para outras amêndoas. Quanto à atividade de β-glucosidase, a enzima 

apresentou Km e Vmax de 2,7 mmol.L-1 de amigdalina e 0,1407 mmol de glicose.min-

1.mg-1 de proteína respectivamente, valores que indicam menor afinidade pelo 

substrato amigdalina do que de enzimas purificadas que catalisam as mesmas 

reações. O pH ótimo da enzima foi o 7,0, porém entre 5,0, 6,0 e 8,0 ainda ocorre 

elevada atividade. A enzima demonstrou estabilidade nas temperaturas 

empregadas, apresentando máxima atividade a 60ºC.  

 

Palavras – chave: amigdalina, β-glucosidase, amêndoa de pêssego. 
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1. Introdução 

 

As glucosidases catalisam a quebra de ligações glicosídicas em 

oligossacarídeos ou glicoconjugados, podendo ser específicas para moléculas de 

açúcares que possuem determinada configuração, posição e número de grupos 

hidroxílicos (MELO e CARVALHO, 2006). Em frutas de caroço, que podem acumular 

altos níveis do dissacarídeo (R)-amigdalina (O-β-D-gentibiosídeo de (R)-

mandelonitrila), ocorre a ação de β-glucosidases (EC 3.2.1.21) distintas (KUROKI e 

POULTON, 1987). Estas enzimas fazem parte do grupo de enzimas O-glicosídeo 

hidrolases, as quais hidrolisam a ligação glicosídica entre dois carboidratos ou entre 

um carboidrato e outra molécula (VERDOUCQ et al., 2003). 

A amigdalina, através da hidrólise da ligação glicosídica pela ação de 

glucosidases, libera 2 moléculas de glicose e 1 molécula de mandelonitrila, que é 

posteriormente transformada em benzaldeído e cianeto (ARAYA et al., 2005). O 

cianeto possui potencial tóxico porque inativa o complexo citocromo oxidase da 

respiração celular (MORANT et al., 2008a). Os glicosídeos cianogênicos são 

compostos de defesa das plantas, que estão na forma glicosilada e, assim, 

temporariamente inativos, até que ocorra a ação de enzimas que hidrolisam a 

molécula (FALK e RASK, 1995). 

A hidrólise da amigdalina ocorre primeiramente pela ação de amigdalina 

hidrolase, que age sobre a ligação β1-6 entre as duas glicoses. A molécula de 

prunassina liberada é substrato para a enzima prunassina hidrolase, produzindo 

uma molécula de glicose e uma de mandelonitrila, que pode ser dissociada 

espontaneamento ou pela enzima mandelonitrila liase (ZHOU et al., 2002; MORANT 

et al., 2008b). A especificidade das enzimas que agem apenas sobre determinados 

glicosídeos cianogênicos parece ocorrer por diferenças de composição dos 

aminoácidos terminais em relação a enzimas que hidrolisam um amplo espectro de 

substratos, o que foi observado em dhurrina hidrolase de sorgo (VERDOUCQ et al., 

2003). Os aminoácidos N-terminais de isozimas amigdalina e prunassina hidrolases 

em cerejas pretas apresentam prolina nas posições 5 e 6, alanina na posição 10, 

leucina na 12 e arginina na 14. O grupo das amigdalina hidrolases apresenta, ainda, 

os mesmos aminoácidos nas posições 4, 7, 8, 11 e 15 e, as prunassina hidrolases, 

em 3, 4, 7, 8, 11, 15 e 16 (LI et al., 1992). 
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Dentre as enzimas que podem atuar sobre a molécula de (R)-amigdalina e 

seus produtos, SWAIN e POULTON (1994) relatam a atividade de amigdalina 

hidrolase, prunassina hidrolase, mandelonitrila liase, amigdalina diglucosidase 

(cataboliza a molécula de amigdalina à mandelonitrila e β-gentibiosídeo), β-

gentibiosidase, β-cianoalanina sintase (que detoxifica cianeto de hidrogênio à β-

cianoalanina) e geranil transferase tipo I (envolvida na síntese de novo de 

prunassina).  

A enzima prunassina hidrolase, encontrada em amêndoas amargas e doces, 

está localizada em vesículas específicas observadas em células do endosperma, 

nucelo e tegumento (SÁNCHEZ-PEREZ et al., 2012). Os glicosídeos cianogênicos 

são translocados através de transporte apoplástico, o que não acontece com a 

grande maioria das β-glucosidases (VETTER, 1999), sendo estocados no vacúolo 

celular (MORANT et al., 2008a). Ocorrendo a ruptura celular, os glicosídeos 

cianogênicos entram em contato com β-glucosidades, sendo hidrolisadas pelas 

mesmas (MORANT et al., 2008b). 

Assim, este estudo teve por objetivo caracterizar as amêndoas de pêssego 

quanto aos seus componentes que estão envolvidos na formação de cianeto de 

hidrogênio, mensurando a quantidade de amigdalina presente nas amêndoas, e 

avaliando as características ótimas de atividade enzimática, incluindo a 

concentração do substrato, temperatura e pH.  

 

2. Materiais e Métodos 

 

2.1 Determinação do teor de amigdalina nas amêndoas 

 

O material de estudo foi obtido de indústrias produtoras de pêssego em 

calda (Oderich e iCalda), provenientes de frutas de cultivares precoces e tardias da 

safra 2011/2012. Primeiramente os caroços de pêssego foram secos por 24 h a 

aproximadamente 45ºC, em estufa com circulação de ar. Após, foram quebrados 

para a remoção das amêndoas utilizando equipamento desenvolvido em laboratório, 

modelo de triturador de rolos canelados, com 1,29 kW de potência e capacidade de 

operação equivalente a 400 kg.h-1. Os que permaneceram inteiros foram 

desintegrados manualmente com auxílio de um martelo. As amêndoas foram 

conservadas a -25ºC até o momento das análises. 
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Pesou-se 2,5 g de amêndoa de pêssego triturada, que foi homogeneizada 

durante 2 horas com 15 mL de etanol grau HPLC. A amostra foi colocada em banho 

ultrassônico durante 30 minutos, após foi filtrada utilizando papel filtro qualitativo de 

80 g.m-2 de espessura, 205 μm de gramatura e poros de 14 μm, e transferida para 

balão volumétrico de 20 mL. Uma alíquota da amostra foi centrifugada em tubo de 

Eppendorf, a 7000 rpm durante 10 minutos (metodologia adaptada de ZHOU et al., 

2007). O sobrenadante foi injetado, em quantidade de 10 μL, em Cromatógrafo 

Líquido de Alta Eficiência (HPLC) Shimadzu, com injetor automático, detector UV-vis 

a 220 nm, coluna de fase reversa RP-18 CLC-ODS (5 μm, 4,6 mm x 150 mm), com 

fase estacionária octadecil e coluna de guarda CLC-GODS, ambas localizadas em 

forno a 25ºC. O fluxo empregado foi de 0,8 mL.min-1, utilizando eluição isocrática de 

80: 20 água ultrapura e metanol grau HPLC, segundo metodologia de DU et al. 

(2005) adaptada. A identificação da amigdalina foi realizada pela comparação entre 

o tempo de retenção do pico da amostra e o do respectivo padrão; e a quantificação 

pela relação entre a área do pico de interesse e a curva de calibração do padrão, 

previamente construída. Os resultados foram expressos em mg.g-1 de amostra. 

 

2.2 Extração da enzima 

 

O procedimento para extração da enzima consistiu na homogeneização de 

100g de amêndoas de pêssego trituradas em 300 mL de bicarbonato de sódio 

(NaHCO3) 0,1 mol.L-1. O extrato permaneceu em banho-maria durante 24 horas a 

40+2ºC (adaptado de TIMERMAN, 2012). Após este período, foi resfriado a 

temperatura ambiente e centrifugado a 10.000 rpm durante 10 minutos. Por meio de 

ensaios preliminares, observou-se que a atividade enzimática deste extrato bruto 

não diferiu significativamente da apresentada pelo extrato em diluição 1:9 (extrato 

bruto: água). Deste modo, o extrato diluído na proporção 1: 9 (extrato: água) foi 

utilizado para as análises.   

 

2.3 Determinação do teor de proteínas no extrato 

 

A determinação do teor de proteínas do extrato enzimático foi realizada de 

acordo com o método de biureto e albumina de sérum bovino (BSA) para construção 



38 

 

de curva padrão (ROBINSON e HOGDEN, 1940). A leitura de absorbância foi 

realizada em espectrofotômetro Jenway 6705 UV/VIS a 540 nm. 

 

2.4 Efeito da concentração do Substrato 

 

O método consistiu da adição em tubos de ensaio de 1 mL do extrato 

enzimático, 1 mL de tampão de McIlvaine pH 6,0, e 1 mL das soluções de 

amigdalina nas concentrações de 4,4; 8,7; 13,1; 17,5; 21,9; 26,2 e 30,6 mmol.L-1. Em 

seguida, as amostras que constituíam-se de meio reacional com  volume de 3 mL, 

foram incubadas em banho-maria durante 10 min a 35ºC para que ocorresse a ação 

enzimática. Após este período, foi adicionado 1 mL de ácido 3,5-dinitrosalicílico (3,5-

DNS), o qual reage com os açúcares redutores presentes no meio durante reação 

em banho-maria fervente durante 5 minutos e, posteriormente, mais 6 mL de água 

foram adicionados. Devido à forte coloração vermelha apresentada na maioria dos 

tubos, foi necessária a diluição dos meios, que foi realizada por meio da adição de 1 

mL da solução à 10 mL de água. A leitura de absorbância foi então realizada a 490 

nm. A curva de calibração foi construída a partir de soluções de glicose com 

concentrações de até 5.000 ppm (Apêndice A). Assim como nos ensaios das 

enzimas, as soluções foram diluídas em 1: 10 de água.   

 

2.5 Efeito do pH 

 

O efeito do pH foi avaliado pela adição respectiva de 1 mL dos tampões de 

McIlvaine pH 3, 4, 5, 6, 7 e 8 a 1 mL do extrato enzimático e 0,5 mL de solução de 

amigdalina 10,9 mmol.L-1 em tubo de ensaio, que foi levado a banho-maria a 35ºC 

durante 10 minutos. Após a adição de 1 mL de reagente ácido 3,5-dinitrosalicílico, as 

amostras permaneceram durante 5 minutos em banho-maria fervente e adicionou-se 

6,5 mL de água (BERNFELD, 1955). Antes da leitura, ocorrida a 490 nm, houve a 

diluição da solução na proporção de 1: 10 (amostra: água). 

 

2.6 Efeito da Temperatura 

 

Foi avaliado pela adição de 1 mL de tampão de McIlvaine pH 6,0 em tubo de 

ensaio, juntamente com 0,5 mL de solução de amigdalina 10,9 mmol.L-1 e 1 mL do 
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extrato enzimático. A partir de então, as amostras foram incubadas a 10, 20, 30, 40, 

50, 60 e 70ºC durante 10 minutos e o mesmo procedimento descrito para o efeito do 

pH foi utilizado (BERNFELD, 1955). 

 

2.7 Estatística 

 

Os parâmetros Km e Vmax foram estimados através de Software SigmaPlot 

10.0, utilizando modelo de Henri-Michaelis-Menten. O intervalo de confiança entre as 

repetições para efeito do substrato, pH e temperatura foi calculado utilizado o 

programa The Sas System for Windows Versão 8. Os gráficos foram construídos a 

partir do Software SigmaPlot 10.0. 

 

3. Resultados e Discussão 

 

3.1 Teor de amigdalina nas amêndoas 

 

As amêndoas de pêssego apresentaram quantidades de 0,44 + 0,08 mg.g-1 

(base seca) de amigdalina. O cromatograma de identificação do componente pode 

ser visto na Fig. 1. A identificação foi realizada pela comparação com o tempo de 

retenção do padrão, com pico no tempo de retenção de 10,0 min.  

 

Figura   1. Cromatograma típico de amigdalina em amostra de amêndoa de pêssego, 

utilizando HPLC, equipado com coluna de fase reversa RP-18CLS-ODS. A 

separação foi realizada por eluição isocrática de água ultra pura: metanol. Detecção 

UV-Vis a 220nm 
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As amêndoas de damasco contém cerca de 0,23 a 0,69 mg.g-1, em base 

seca, de glicosídeos cianogênicos. Como o pêssego, os principais glicosídeos 

presentes no damasco são a amigdalina e prunassina (TUNÇEL et al., 1998). Os 

valores encontrados pelos autores são condizentes com os encontrados neste 

estudo. FEMENIA et al. (1995) relata níveis de 5,5g.100g-1 de amigdalina em 

amêndoas amargas de damasco através de método titrimétrico. SWAIN et al. (1992) 

demonstraram que os níveis de prunassina e amigdalina apresentam alterações 

durante o grau de maturação de cerejas pretas. Inicialmente, não ocorre a presença 

de amigdalina, porém à medida que a maturação ocorre, o conteúdo do glicosídeo 

apresenta acentuado acréscimo, superior a 3 μmol.semente-1 aos 76 dias de 

maturação; enquanto que o conteúdo deste glicosídeo na prunassina apresenta 

queda progressiva até teores próximos a zero. Em amêndoas amargas, após 160 

dias de amadurecimento, a amigdalina perfaz mais de 90% dos compostos 

cianogênicos, cuja concentração chega a mais de 16 μmol de HCN potencial por 

fruta (FREHNER et al., 1990). 

  

3.2 Efeito da Concentração do Substrato 

 

A concentração do substrato utilizada foi de até 10,2 mmol.L-1 de amigdalina 

no meio reacional. Porém, a partir de 7,3 mmol.L-1, observou-se uma queda dos 

valores, possivelmente pela saturação das enimas com o substrato, atingindo-se 

nessa concentração a Vmax (velocidade máxima), onde todas as enzimas estão 

combinadas com o substrato (WHITAKER, 1994). Na Fig. 2a estão os dados obtidos 

por mililitro de extrato enzimático (Atividade enzimática = mmol de glicose.min-1), 

onde são mostrados todos os pontos testados para concentração do substrato, 

porém os pontos acima de 7,3 mmol.L-1 foram ignorados para melhor ajuste dos 

dados ao modelo experimental. A Fig. 2b apresenta os dados de atividade 

enzimática específica (mmol de glicose.min-1.mg-1 de proteína), calculados de 

acordo com o conteúdo de proteínas no extrato enzimático, onde observa-se uma 

concentração de 15,54 mg de proteínas por mL. O extrato bruto de β-glucosidases 

obtido a partir de cerejas doces possui teor de proteínas total de 2,63 mg de 

proteínas totais, mensurado pelo método de Bradford utilizando albumina como 

padrão (GERARDI et al., 2001). O extrato bruto obtido pelo autor utilizava pó-de-
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acetona, que faz com que as amostras não contenham pigmentos que possam 

interferir em métodos colorimétricos. O maior teor encontrado neste estudo para o 

extrato bruto pode estar relacionado ao método de extração, à presença de 

diferentes componentes na amêndoa de pêssego, ao alto teor de proteínas ou à 

presença de impurezas.  
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Figura   2.  Atividade enzimática (a) e atividade enzimática específica (b) de β-

glucosidase presente em amêndoa de pêssego, determinadas a pH 6 e temperatura 

de 35ºC, pela reação dos açúcares redutores liberados com o reagente 3,5-DNS  
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Segundo o modelo, os parâmetros estimados para o extrato enzimático 

foram de Vmax = 0,1407 (mmol de glicose produzida.min-1 de reação.mg-1 de enzima) 

e Km = 2,700 mmol.L-1. As β-glucosidases extraídas de sementes de maçã e de 

amêndoas de pêssego parecem possuir preferência por glicosídeos alquil de cadeia-

média como substratos, com estabilidade semelhante à de glucosidades comerciais 

(YU et al., 2007).  

KUROKI e POULTON (1987) estudaram as enzimas prunassina hidrolase I, 

IIa e IIb, e obtiveram valor de Km entre 1,3-2,3 mM e Vmax entre 13,9 e 54,2 (mmol de 

glicose.h-1.mg-1 proteína), dependendo da enzima. As enzimas prunassina 

hidrolases apresentaram preferência de hidrólise pelo substrato (R)-prunassina e 

inativação frente aos demais glicosídeos cianogênicos como (R)-amigdalina, 

linustatina, neolinustatina, (S)-dhurrina e linamarina. Ensaios realizados por diversos 

autores demonstram que prunassinas hidrolases altamente purificadas exibem alta 

afinidade pelo substrato (R)-prunassina e são completamente inativas quando em 

presença de (R)-amigdalina (ZHOU et al., 2002). 

As isozimas amigdalina hidrolases I’, I, II e II’ extraídas de cerejas pretas 

foram caracterizadas quanto aos seus parâmetros cinéticos à pH 5, e apresentaram 

Km entre 1,65-2,20, velocidade máxima de reação entre 30,3 e 33,5 mmol glicose. h-

1.mg-1 e pontos isoelétricos de aproximadamente 5,8-6,4 (LI et al., 1992).  

Valores baixos de km, em comparação com enzimas obtidas de outras fontes 

que agem sobre os mesmos substratos, indicam maior afinidade de ligação da 

enzima com o substrato (BINATE et al., 2008). Os valores das constantes cinéticas 

Km e Vmax encontrados neste estudo não são específicos para enzima alguma, mas 

representam um grupo de enzimas que hidrolisam as ligações glicosídicas da 

molécula de amigdalina, podendo estar presentes no extrato obtido uma mistura de 

diferentes isozimas de amigdalina e prunassina hidrolase. Apesar de Km e Vmax 

estarem acima dos valores encontrados pelos autores, citados em trabalhos com 

cerejas pretas, as enzimas apresentaram boa afinidade pelo substrato, uma vez que 

não foram purificadas. O teor de proteínas em extratos brutos é muito superior do 

que em extratos purificados. À medida que GERARDI et al. (2001) purificaram o 

extrato bruto de β-glucosidase, o teor reduziu aproximadamente pela metade, após 

precipitação com (NH4)2SO4; e foi 13 vezes menor após isolamento por 

cromatografia de troca iônica e, 25 vezes menor após separação por cromatografia 

de exclusão de tamanho.   
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3.3 Efeito do pH 

 

As enzimas presentes nos extratos demonstraram-se estáveis a uma ampla 

faixa de pH (Fig. 3), com atividade máxima aos pH’s de 5,0 a 7,0, sendo que a 

atividade ao pH 7 difere significativamente da observada em pH 8 (Apêndice B).  
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Figura   3. Efeito do pH sobre a atividade enzimática de β-glucosidase extraída de 

amêndoa de pêssego, medida em mmol.L-1 de glicose, , determinada utilizando 

solução de amigdalina 10,9 mmol.L-1 e temperatura de 35ºC, pela reação dos 

açúcares redutores liberados com o reagente 3,5-DNS 

 

A atividade das enzimas prunassina hidrolase I, IIa e IIb, extraída de cerejas 

pretas atinge seu valor máximo ao valor de pH 5,0, em tampão citrato-fosfato 

(KUROKI e POULTON, 1987). Nas amigdalinas hidrolases, de mesma fonte, o pico 

da atividade enzimática apresenta-se entre os pHs 4,5-5,5 (LI et al., 1992). Os 

resultados encontrados no presente estudo sugerem que as enzimas prunassina e 

amigdalina hidrolase de amêndoas de pêssego possuem atividade enzimática em 

pH diferente dos encontrados em estudos similiares com cerejas pretas, ou tal fato 

pode ser devido à presença de enzimas diferentes nas amêndoas de pêssego que 

possam ter maior atividade nas faixas de pH citadas.  

HAQUE e BRADBURY (2002), estudando um método de análise de cianeto 

total em plantas, cujo princípio é a hidrólise dos glicosídeos cianogênicos por 
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enzimas endógenas, demonstraram que o pH ótimo para ação das enzimas e 

consequente liberação de cianeto em caroços de pêssego é de 5-6. Em pH 7, 8 e 9, 

foram encontrados conteúdos de cerca de 20 % a menos cianeto de hidrogênio 

formado. 

 

3.4 Efeito da temperatura 

 

O efeito de diferentes temperaturas sobre a ação de β-glucosidases de 

amêndoas de pêssego pode ser observado na Fig. 4. 
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Figura   4. Efeito da temperatura sobre a atividade enzimática de β-glucosidase 

extraída de amêndoa de pêssego, medida em mmol.L-1 de glicose, determinada 

utilizando solução de amigdalina 10,9 mmol.L-1 e pH 6, pela reação dos açúcares 

redutores liberados com o reagente 3,5-DNS 

 

 

Neste estudo, as enzimas demonstraram-se resistentes às temperaturas 

mais altas testadas, apresentando uma atividade máxima a 60ºC e declínio após 

este ponto (Apêndice B). Este resultado é semelhante ao encontrado para β-

glucosidases comerciais extraídas de amêndoas amargas, onde a temperatura 

máxima de ação é de 60ºC, seguida por declínio a 70ºC que se acentua a 80ºC (YU 



45 

 

et al., 2007). ESEN e COKUMS (1991) atribuíram perdas acentuadas de atividade 

enzimática à desnaturação irreversível que ocorre pelo aumento de temperatura. 

A atividade de β-glucosidases presentes em méis, mensurada com o 

substrato p-nitrofenil-β-D-glucopiranosidase, demonstrou completa ou parcial 

inativação das enzimas em ensaios a 60ºC, indicando que neste produto a referida 

enzima é mais termolábil. Porém, as enzimas demonstraram ser mais estáveis em 

pH alcalino, com redução da atividade a partir de pH 9,0 (PONTOH e LOW, 2002). 

GERARDI et al. (2001), também utilizaram o substrato p-nitrofenil para mensurar a 

atividade de β-glucosidases presentes em cerejas pretas, uma vez que a atividade 

destas enzimas no substrato atinge níveis semelhantes à de atividade em 

prunassina, de 54 e 57%, em percentual de atividade relativo.  

TUNÇEL et al. (1998) relatam que a enzima β-glucosidase endógena 

presente em amêndoa de damasco somente apresenta 100% de perda de atividade 

após tratamento realizado a 100ºC por 20 minutos. Porém, utilizando o binômio 

100ºC e 10 minutos, a taxa de glicosídeos cianogênicos degradados após 2 horas 

de permanência em repouso a temperatura ambiente é 20 vezes inferior quando 

comparada com a amostra que não passou por branqueamento. Em estudo 

comparando a estabilidade de extratos brutos de glucosidases a 50ºC, foi 

encontrado que as enzimas extraídas de amêndoas de pêssego foram as que 

possuíram maior estabilidade à temperatura por longos períodos. Apesar do 

comportamento desta enzima e das enzimas comerciais extraídas de amêndoas 

serem os mesmos após 48h de incubação, se observou preservação de 

aproximadamente 70% da atividade enzimática; em 72h este valor se reduziu para 

as enzimas comerciais e permaneceu para as enzimas presentes nas amêndoas de 

pêssego (YU et al., 2007).  

 

4. Conclusão 

 

A amêndoa de pêssego apresenta teores de amigdalina semelhante ao de 

outras amêndoas amargas. O seu extrato bruto de β-glucosidases apresentou 

relativamente boa afinidade pelo substrato, com valores de Km de 2,7 mM de 

amigdalina e de Vmax de 0,1407 mmol de glicose.min-1.mg-1 de proteína e 

comportamento que se ajusta ao modelo de Henri-Michaelis e Menten até a 

concentração de substrato no meio reacional de 7,3 mM de amigdalina, além de 



46 

 

atividade a diferentes valores de pH, com atividade ótima na faixa de 5 a 7.  O 

extrato demonstrou-se ativo mesmo às temperaturas mais elevadas testadas.   
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3. CAPÍTULO II - Avaliação da qualidade de óleo de amêndoa de pêssego: 

características físico-químicas e composição de fitoquímicos 

 

Resumo 

O óleo de pêssego é obtido a partir da amêndoa da fruta, que se encontra no interior 

de seu endocarpo lignificado. Segundo trabalhos prévios, este óleo apresenta alto 

conteúdo de ácidos graxos insaturados, porém pouco se sabe sobre o conteúdo de 

antioxidantes e de outros componentes minoritários que possam estar presentes. 

Deste modo, neste trabalho realizaram-se análises para verificar a qualidade do óleo 

obtido por duas técnicas de extração, que utilizam solventes de polaridades 

distintasa fim de avaliar os efeitos tanto na qualidade nutricional quanto de 

características físico-químicas. Como resultados, os óleos apresentaram em sua 

composição majoritariamente os ácidos graxos oleico e linoleico, com percentuais 

superiores a 55 e 30%, respectivamente. O óleo extraído pela técnica de Soxhlet 

apresentou ácidos graxos livres e diacilgliceróis em quantidade significativamente 

superior ao óleo extraído pela técnica de Bligh Dyer; porém, estes fatores não 

propiciaram maior ocorrência de reações oxidativas no produto. A composição de 

fitoquímicos dos óleos foi significativamente diferente em relação ao conteúdo de 

compostos fenólicos, carotenoides, tocoferóis e fitosteróis, apresentando teores mais 

elevados no óleo extraído por Soxhlet. Quanto à presença do glicosídeo cianogênico 

amigdalina, os óleos apresentaram 3,14 mg.g-1 do composto, que não diferiu entre 

amostras testadas. As análises demonstraram que, se por um lado, o material de 

estudo apresenta alto teor de fitoquímicos desejáveis, como quercetina (349,08 

mg.100g-1), α-tocoferol (12,57 mg.100g-1) e β-sitosterol (5,79 mg.g-1), em 

contrapartida sofre reações hidrolíticas e também mostra a presença de componente 

potencialmente tóxico. 

 

Palavras-chave: óleo, pêssego, degradação, fitoquímicos. 
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1. Introdução 

 

A amêndoa de pêssego (Prunus persica) contém percentual de óleo de 

aproximadamente 38% em base seca (WU et al., 2011), inferior à amêndoa de 

damasco (Prunus armaniaca), onde os níveis chegam a 50% (SILEM et al., 2006; 

TUNÇEL et al., 1998). Como nas demais frutas do gênero Prunus, que constituem 

importante fonte alimentar de fitoquímicos, como compostos fenólicos, glicosídeos 

cianogênicos, fitoestrogênios e ácido L-ascórbico (SHULAEV et al., 2008), as 

sementes ou amêndoas de pêssego encontram-se envoltas por um endocarpo 

lignificado, o caroço (LOMBARDO et al., 2011).  

Encontram-se na literatura dados sobre determinações de compostos 

fenólicos e atividade antioxidante de óleos obtidos de amêndoas de pêssego (WU et 

al., 2011; MEZZOMO et al., 2010), além da composição relativa de fitosteróis 

(UL’CHENKO et al., 2009), que muitas vezes são utilizados como marcadores para 

determinar a adulteração de óleos, juntamente com outros compostos presentes na 

fração insaponificável (ABIDI, 2001). Porém, dados de fitoquímicos como tocoferóis 

e carotenoides ainda não foram publicados. A atividade antioxidante destes 

compostos resulta de um mecanismo de defesa das plantas (ABBASI et al., 2007) 

onde, em maior ou menor grau, estes compostos atuam reduzindo a iniciação e/ou 

propagação de reações oxidativas em óleos vegetais (IANNONE et al., 1998; RICE-

EVANS et al., 1996; SIES e STAHL, 1995; WHITE e ARMSTRONG, 1986). Porém, 

pode haver a presença de glucosídeos cianogênicos no óleo, uma vez que estes 

compostos estão presentes nas amêndoas (BARCELOUX, 2009). 

Os métodos de Soxhlet e Bligh Dyer apresentam rendimento em lipídios que 

não diferem significativamente. A extração por Bligh Dyer utiliza ampla faixa de 

polaridade de solventes, em geral, mais polares do que éter de petróleo e hexano 

(BRUM et al., 2009). O solvente clorofórmio possui índice de polaridade de 4,1, 

enquanto o valor do metanol é de 5,1 e o da água é de 9,0. Já solventes utilizados 

na técnica de Soxhlet, como o éter de petróleo, constituído de mistura de 

hidrocarbonetos voláteis, possui índice de polaridade em torno de 0 (BRYERS, 

2003). 

Deste modo, teve-se por objetivo determinar as características físico-químicas 

e conteúdo de fitoquímicos presentes em óleos obtidos por duas técnicas que 

utilizam solventes com polaridades distintas. 
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2. Materiais e Métodos 

 

2.1 Extração do óleo 

 

Os caroços de pêssego foram obtidos em indústrias processadoras de 

pêssegos em calda (Oderich e iCalda), provenientes de frutas da safra 2011/2012. 

Primeiramente os caroços de pêssego foram secos por 24 h a aproximadamente 

45ºC, em estufa com circulação de ar. Após, foram quebrados para a remoção da 

amêndoas utilizando equipamento desenvolvido em laboratório, modelo de triturador 

de rolos canelados, com 1,29 kW de potência e capacidade de operação equivalente 

a 400 kg.h-1. Os que permaneceram inteiros foram desintegrados manualmente com 

auxílio de um martelo. As amêndoas contidas no interior dos caroços foram 

armazenadas íntegras a -25ºC até o momento da extração de óleo. Antes da 

extração as amêndoas foram trituradas utilizando Mixer XION, modelo XI-GL50. 

Uma parte das amêndoas foi submetida à extração de óleo por Soxhlet, utilizando 

éter de petróleo como solvente e refluxo durante 4 horas. De outra parte das 

amêndoas foi extraído óleo pela técnica de Bligh-Dyer, onde para cada grama de 

amostra foi adicionado 20 mL da mistura clorofórmio:metanol (2:1) em erlenmeyer de 

500 mL. A amostra foi homogeneizada durante 30 minutos em agitador. Após, 

procedeu-se a filtragem das amostras utilizando papel filtro qualitativo de 80g.m-2 de 

espessura, 205 μm de gramatura e poros de 14 μm em funil de separação. Foi 

adicionado água ao filtrado, na mesma quantidade do metanol utilizado. A fase 

inferior foi coletada e evaporada em rota-evaporador a 45ºC, e o óleo obtido foi 

estocado sob congelamento em recipientes de vidro. 

 

2.2 Teor de acidez 

 

Pesou-se aproximadamente 1g de amostra em erlenmeyer. A esta foi 

adicionada solução de éter etílico: álcool etílico (2: 1), sob agitação. Em seguida, foi 

titulada com hidróxido de potássio 0,1 N com indicador fenolftaleína 1% (AOCS Ca 

a-40, 1992). 
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2.3 Índice de peróxidos  

 

Pesou-se 1g de amostra em Erlenmeyer com tampa esmerilhada, à qual foi 

adicionado 30 mL de solução ácido acético: clorofórmio (3:2 v/v). Em seguida, foi 

adicionado 0,5 mL de solução saturada de iodeto de potássio e a amostra foi 

colocada no escuro durante 1 minuto, sendo após adicionado 30 mL de água 

destilada e 0,5 mL de solução de amido 1%. A amostra foi titulada com tiossulfato de 

sódio 0,1 N até desaparecimento da coloração azul (AOCS Cd 8-53, 1992). 

 

2.4 Índice de ácido tiobarbitúrico 

 

Pesou-se 50 mg de óleo, ao qual foi adicionado 1 mL de éter de petróleo. A 

amostra foi dissolvida com 1-butanol e transferida para balão volumétrico de 25 mL. 

Após, transferiu-se 5 mL desta solução para tubo de ensaio e adicionou-se 5 mL de 

solução de ácido 2-tiobarbitúrico. A amostra permaneceu em banho-maria à 

temperatura de 95ºC durante 2 horas. Após resfriado, a absorbância da solução foi 

mensurada ao comprimento de onda de 530nm em espectrofotômetro Jenway 6705 

UV/VIS (AOCS Cd 19-90, 1992). 

 

2.5 Perfil de glicerídeos 

 

O óleo foi analisado quanto à composição de glicerídeos em cromatógrafo 

gasoso Perkin Elmer Clarus 500 equipado com uma coluna Zebron ZB-HT Capillary, 

de dimensões 15m x 0,32mm x 0,1μm, utilizando temperatura inicial no forno de 

50ºC, mantida durante 1 minuto, com aquecimento de 15ºC.min-1 até 180ºC, 

ocorrendo incremento na temperatura de 7ºC.min-1 até 230ºC e de 10ºC.min-1 até 

370ºC, temperatura mantida por 5 minutos, utilizando nitrogênio como gás de arraste 

a 1,5 mL.min-1. As temperaturas no detector de ionização de chama (FID) e no 

injetor foram de 380ºC. As amostras foram preparadas por derivatização de 50 mg 

de amostra utilizando o derivatizante N-metil-N-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida 

(MSTFA) e adição de 10 mg de decanoato de etila como padrão interno. Os picos 

foram identificados pela comparação com o tempo de retenção dos padrões de 

mono-oleína, dioleína e trioleína (Sigma Chemicals Co., St. Louis, EUA). A 
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quantificação dos gliceróis foi realizada fazendo-se relação entre a área do pico de 

interesse com a área do padrão interno (RUPPEL et al., 2008). 

 

2.6 Composição em ácidos graxos 

 

As amostras foram derivatizadas através de metodologia de HARTMAN e 

LAGO (1973), através da adição de 500 μL de KOH 0,1 mol.L-1 em metanol à 

aproximadamente 30 mg de óleo. As amostras permaneceram em banho-maria a 

60ºC durante 1,5 horas, sendo após adicionados 1,5 mL de H2SO4 1 mol.L-1 e 

ocorrendo novo aquecimento a 60ºC durante 1,5 horas. Após o período, as amostras 

foram resfriadas e adicionou-se 2 mL de n-hexano. Após agitação, deixou-se que se 

separassem as fases, quando se coletou a fase de n-hexano que contém os ésteres 

metílicos de ácidos graxos. A amostra foi injetada em cromatógrafo gasoso Perkin 

Elmer Clarus 500 equipado com uma coluna ID Carbowax 20 M de 0,25 µm e 

dimensões 30 m x 0,25 mm, revestida com polietileno glicol. A temperatura inicial da 

coluna foi de 90ºC, mantida por 1 minuto, com incremento linear de 12ºC por minuto 

até atingir a temperatura de 160ºC, mantida por 3,5 minutos, seguida de incremento 

linear de 1,2ºC por minuto até a temperatura de 190ºC, ocorrendo então incremento 

linear de 15ºC por minuto até a temperatura de 230ºC, que foi mantida por 15 

minutos. O injetor foi mantido na temperatura de 230ºC e o detector em 250ºC. Foi 

utilizado nitrogênio como gás de arraste a 1,5 mL.min-1. Os ácidos graxos foram 

identificados pela comparação com os tempos de retenção dos padrões de ésteres 

metílicos contendo os ácidos caproico, caprílico, cáprico, caproleico, láurico, 

dodecenoico, mirístico, miristoleico, palmítico, palmitoleico, margárico, 

heptadecenoico, esteárico, oleico, linoleico, linolênico, araquídico, gadoleico, 

eicosadienoico, eicosatrienoico, tetraenoico, lignocérico e nervônico (Sigma 

Chemicals Co., St. Louis, EUA). Os resultados foram expressos em percentual 

relativo de ácidos graxos. 

 

2.7 Matéria Insaponificável e Índice de Saponificação 

 

A determinação de matéria insaponificável foi realizada a saponificação de 1g 

de óleo com hidróxido de potássio 1,5 mol.L-1 em etanol, que ocorreu sob agitação 

durante a primeira hora. Após, as amostras permaneceram durante 18 horas na 
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ausência de luz e, em seguida, foram transferidas para funil de separação. Foram 

adicionados 40 mL de água e 40 mL de hexano. Após a separação das fases, as 

fases aquosa e orgânica foram adicionadas, respectivamente de mais 20 mL de 

hexano e água. As fases superiores foram coletadas em balão e evaporadas em 

evaporador à vácuo até completa remoção dos solventes. Determinou-se o 

percentual de matéria insaponificável pela relação entre o peso de amostra após a 

saponificação e o peso inicial utilizado na análise (ZAMBIAZI, 1997). 

O índice de saponificação foi determinado para obter uma estimativa do peso 

molecular dos triacilgliceróis presentes no óleo. Sua determinação foi realizada 

através da saponificação de 2 g de óleo com 20 mL de KOH 4%, que ocorreu sob 

ebulição da amostra em sistema dotado de manta térmica, balão de fundo redondo e 

condensador, durante 30 minutos. Após, a amostra foi titulada com solução padrão 

de HCl 0,5 mol.L-1 e indicador fenolftaleína. O equivalente de saponificação foi 

determinado pela equação ES = 56108/ IS, onde IS é o índice de saponificação. O 

peso molecular médio dos triacilgliceróis foi estimado como o valor do equivalente 

de saponificação multiplicado por três (AOCS Cd 3-25, 1992). 

 

2.8 Conteúdo de compostos fenólicos 

 

A extração dos compostos fenólicos foi realizada segundo metodologia de 

KLEN e VODOPIVEC (2012), adaptada. Pesou-se 1 g de óleo em tubo de 

centrífuga, que foi dissolvida em 1 mL de n-hexano e 0,5 mL de metanol. As 

amostras foram sonicadas por 10 minutos e, em seguida, centrifugadas a 5000 rpm 

por 4 minutos. O extrato metanólico foi transferido para frasco âmbar e a fração 

orgânica foi lavada por mais 2 vezes com 0,5 mL de metanol. Após, juntou-se os 

extratos metanólicos que foram armazenados a -25ºC durante 3 horas para 

separação de eventuais residuais de gordura pela prepicitação à baixa temperatura. 

A fração que permaneceu líquida foi separada e transferida para balão volumétrico 

de 5 mL, sendo o volume final aferido com metanol grau HPLC. Uma alíquota de 30 

μL dessa amostra foi injetada em Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência (HPLC) 

Shimadzu com injetor automático, detector UV-visível a 280nm, coluna de fase 

reversa RP-18CLC-ODS (5μm, 4,6mm x 150mm), fase estacionária de octadecil e  

coluna de guarda CLC-GODS com fase estacionária de superfície octadecil, ambas 

localizadas em forno a 25ºC, a fluxo de 0,9 mL.min-1, utilizando gradiente de eluição 
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constituído de ácido acético 1% em água ultra pura e metanol grau HPLC, com 

tempo de corrida de 44 minutos, segundo metodologia de ZAMBIAZI (1997). A fase 

inicial consistiu de 100% de ácido acético 1% em água, reduzindo a proporção desta 

mistura para 60% ao atingir 25 minutos, e aumentando novamente para 100 % ao 

atingir 37 minutos, permanecendo nesta proporção por mais 5 minutos. A 

identificação dos compostos fenólicos foi realizada pela comparação entre o tempo 

de retenção dos respectivos padrões. A quantificação foi realizada pela relação entre 

a área do pico de interesse e a curva de calibração do respectivo padrão, 

previamente construída (Anexo A). Os resultados foram expressos em miligramas de 

composto fenólico por 100g de amostra. 

A determinação do conteúdo total dos compostos fenólicos foi realizada pela 

reação colorimétrica descrita por SINGLETON e ROSSI (1965), onde 1 mL do 

extrato metanólico foi coletado e adicionado em tubo de centrífuga, com adição de 

10 mL de água destilada e 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteau 2 N. A amostra 

permaneceu em repouso durante 3 minutos e, em seguida, acrescentou-se 1,5 mL 

de carbonato de sódio 20%. Após 2 horas de reação, realizou-se a leitura em 

espectrofotômetro Jenway 6705 UV/VIS, utilizando o comprimento de onda 765 nm. 

Para a quantificação, foi construída curva de concentração de padrão de quercetina, 

com leitura de absorbância a 765 nm (Apêndice A). Os resultados foram expressos 

em miligramas de quercetina por 100g de amostra.  

 

2.9 Conteúdo de carotenoides 

 

Pesou-se 1 g de amostra em balão de 5 mL, que foi diluída em solução de 

iso-octano:etanol (3:1, v/v). Uma alíquota da amostra foi centrifugada e transferida 

para um vial, e injetada em cromatógrafo liquido, sistema HPLC-Shimadzu, idem ao 

descrito para a análise de compostos fenólicos, porém utilizando uma coluna 

Ultracarb 30-ODS (5μm x 4,6mm x 150mm). A separação foi realizada utilizando 

gradiente dos solventes metanol, acetonitrila e acetato de etila, com fase inicial 

constituída de 30 % de metanol e 70% de acetonitrila, aumentando-se a proporção 

de acetonitrila para 80% aos 10 minutos de análise e adicionando-se 10% de 

acetato de etila. Após foi reduzida a proporção de metanol para 5% ao atingir 35 

minutos ao mesmo tempo que aumentou-se a proporção de acetato de etila para 

15%. Aos 40 minutos, a proporção dos solventes voltou à proporção inicial. Foi 
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utilizado fluxo de 1 mL.min-1 e detector UV-Vis ao comprimento de onda de 450 nm 

(ZAMBIAZI, 1997).  Os carotenoides foram identificados pela comparação entre o 

tempo de retenção dos respectivos padrões; e a quantificação foi realizada pela 

relação entre a área do pico de interesse e a curva de calibração do respectivo 

padrão, previamente construída (Anexo A). Os resultados foram expressos em 

µg.100g-1 de amostra.  

Para a análise do total de carotenoides, o restante da amostra contida no 

balão foi utilizada para leitura em espectrofotômetro Jenway 6705 UV/VIS, utilizando 

comprimento de onda 450 nm. Para a quantificação, foi utilizada a equação 1:  

                      Carotenóides Totais (μg.g-1) =      A x X (mL) x 106                        (eq.1) 

                      A1cm
 1% x 100 x Y (g) 

Em que: A = absorbância; X = volume da solução (5 mL); A1cm
 1% = 

Coeficiente de absorção (2480, equivalente ao carotenoide majoritário zeaxantina no 

solvente etanol) e Y = ao peso da amostra diluído no volume X, conforme sugerido 

por RODRIGUEZ-AMAYA (1999), com resultados expressos em mg de zeaxantina 

por grama de amostra.   

 

2.10 Tocoferóis 

 

150 mg de amostra foram pesadas em balão de 5 mL, completando-se o 

volume com isopropanol:acetonitrila grau HPLC (7:3 v/v). Após centrifugação, o 

sobrenadante foi injetado em cromatógrafo HPLC-Shimadzu, em sistema descrito 

previamente, equipado com detector de fluorescência, utilizando o comprimento de 

onda de 290nm para excitação e de 330nm para a emissão. A separação foi 

efetuada ao fluxo de 1 mL.min-1, utilizando sistema de eluição por gradiente, com 

metanol, acetonitrila e isopropanol como fases móveis, com fase inicial de 40:50:10, 

respectivamente, alterando-se a proporção aos 10 minutos para 65:30:5. Aos 12 

minutos, retornou-se à proporção inicial dos solventes, com um tempo total da 

análise de 15 minutos, segundo a metodologia descrita por ZAMBIAZI (1997). A 

identificação dos tocoferóis foi realizada pela comparação entre o tempo de retenção 

dos respectivos padrões; e a quantificação foi realizada pela relação entre a área do 

pico de interesse e a curva de calibração do respectivo padrão, previamente 

construída (Anexo A). Os resultados foram expressos em miligramas de tocoferol por 

100 g de amostra. 
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2.11 Fitosteróis 

 

As amostras foram primeiramente saponificadas, conforme técnica descrita 

na quantificação da matéria insaponificável. Após a evaporação do solvente sob 

vácuo a 40ºC, o resíduo do balão foi dissolvido em 5 mL de metanol:etanol (1:1 v/v). 

A separação dos fitosteróis foi realizada em sistema cromatográfico HPLC-

Shimadzu, conforme descrito anteriormente, utilizando eluição isocrática de metanol 

grau HPLC, com fluxo de 0,8 mL.min-1, utilizando o detector UV-Vis ajustado para o 

comprimento de onda de 205 nm (ZAMBIAZI, 1997). A identificação dos fitosteróis 

foi realizada pela comparação entre o tempo de retenção dos respectivos padrões; e 

a quantificação foi realizada pela relação entre a área do pico de interesse e a curva 

de calibração do respectivo padrão, previamente construída (Apêndice C). Os 

resultados foram expressos em mg de fitosteróis por grama de amostra.  

  

2.12 Amigdalina 

 

Pesou-se 500 mg de óleo em tubo de centrífuga e adicionou-se 

aproximadamente 3 mL de etanol grau HPLC. A amostra então foi levada ao banho 

ultrassônico durante 30 minutos, após foi transferida para balão de 5 mL e o volume 

final foi aferido com etanol. Transferiu-se uma alíquota da amostra para tubo de 

Eppendorf, que foi centrifugado a 7000 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi 

injetado, em quantidade de 10 μL, em Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência 

(HPLC) Shimadzu e coluna fase reversa RP-18CLC-ODS, como já descrito 

anteriormente, utilizando detector UV-visível a 220 nm, com fluxo de 0,8 mL.min-1 e 

eluição isocrática de água ultrapura e metanol HPLC 80:20 (v/v) (DU et al., 2005, 

adaptada). A identificação da amigdalina foi realizada pela comparação entre o 

tempo de retenção do pico da amostra e o do respectivo padrão; e a quantificação 

pela relação entre a área do pico de interesse e a curva de calibração do padrão, 

previamente construída (Apêndice C). Os resultados foram expressos em mg de 

amigdalina por grama de amostra.  

 

2.13 Análise Estatística 
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Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA). Os dados dos 

óleos foram comparados entre si através de teste t (p<0,05), separadamente por 

experimento, utilizando o software The SAS System for Windows Versão 8 (2002). 

 

3. Resultados e Discussão 

 

Os resultados dos testes de qualidade de óleos de amêndoa de pêssego 

extraído por técnica de Soxhlet e de Bligh-Dyer estão apresentados na tabela 1.   

  

Tabela 1. Avaliações de qualidade de óleo extraído de amêndoa de pêssego por 

diferentes métodos 

Determinações Soxhlet C. V.* Bligh-Dyer C. V. 

Teor de acidez (% de ácido oleico) 1,557 a 0,0201 0,954 b 0,0072 

Índice de peróxidos (meq.kg-1) 15,85 a 0,0027 15,69 a 0,0013 

Índice de ácido tiobarbitúrico 0,0045 b 0,0225 0,013 a 0,1664 

Matéria Insaponificável (%)    0,90 a 0,2644   1,15 a 0,0408 

Valores acompanhados de letras diferentes diferem significativamente na linha ao nível de 5% pelo 

teste t, comparando os óleos obtidos pelas duas técnicas de extração. * C. V. = Coeficiente de 

Variação 

 

Em óleos extraídos de amêndoas pertencentes à família Rosaceae, espécie 

Prunus, foram observados teores de acidez e índice de peróxidos variaram de 1,389 

a 3,559 % e de 7,586 a 15,590 meq.kg-1, respectivamente (ÖZCAN et al., 2011). Os 

óleos analisados no presente estudo apresentaram valores dentro da faixa descrita, 

porém há um alto percentual de ácidos graxos livres, comparado com estudos de 

WANG e YU (2012), que encontraram teores de acidez de 0,46 mg KOH. g-1 em óleo 

extraído de amêndoas de damasco. WU et al. (2011), encontraram valores de 

acidez, em mg de KOH.g-1 de óleo de amêndoa de pêssego, que variaram de 0,7 a 

1,1, dependendo do solvente utilizado na extração pelo método de Soxhlet. Os 

valores encontrados no presente estudo, quando convertidos para as mesmas 

unidades, são de 1,9 e 3,1 mg KOH. g-1 de óleo, para o óleo obtido por Soxhlet e 

Bligh-Dyer, respectivamente.  
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Observou-se diferença significativa entre as amostras, com valores de 

acidez superiores no óleo extraído por Soxhlet, o que indica maior ocorrência de 

degradação hidrolítica. A extração por Soxhlet também originou óleo de semente de 

Moringa oleifera com maior percentual de ácidos graxos livres do óleo obtido pelo 

método enzimático utilizando água (ABDULKARIM et al., 2005). KUMAR et al. 

(2009), explicado em função que solventes mais polares tendem a remover porções 

de água presentes em óleos, necessárias para a atividade de lipase, o que inativa 

essas enzimas, enquanto o emprego de hexano e solventes hidrofóbicos preservam 

maiores percentuais de atividade enzimática. 

BRUM et al. (2009), também encontraram percentual de ácidos graxos livres 

significativamente superior em óleos extraídos pela técnica de Soxhlet, e explicaram 

a diferença pelo favorecimento da hidrólise dos triacilgliceróis durante o aquecimento 

das miscelas por tempos de 4 a 8h. Os ácidos graxos livres aumentam a 

susceptibilidade de óleos vegetais à reações de termo-oxidação (FREGA  et al., 

1999). Para reduzir a acidez e melhorar a qualidade de óleos vegetais, estes são 

submetidos ao refino químico ou físico. Entretanto, durante esta operação, 

componentes como os esteróis e compostos fenólicos são também removidos, 

aumentando a susceptibilidade dos ácidos graxos à oxidação (ZEB e MURKOVIK, 

2011a).  

Valores de 0,9% de matéria insaponificável já foram descritos para óleo de 

damasco selvagem (GANDHI et al., 1997), e estudos já demonstraram que óleos de 

pêssego obtidos por prensagem apresentam altos teores de compostos 

insaponificáveis, de até 1,3% (UL’CHENKO et al., 2009). 

Os autores BRUM et al. (2009), detectaram que a técnica de Soxhlet foi o 

único método de extração que apresentou óleos que possuíam valores para o índice 

de peróxidos, enquanto em outras metodologias como o Bligh Dyer, o composto não 

foi detectável. Com relação à análise de índice de peróxidos, não foi encontrada 

diferença significativa entre as amostras, que se aproximaram dos valores descritos 

por ÖZCAN et al. (2011), para óleos de diferentes amêndoas. O alto valor 

encontrado é indicativo de ocorrência de oxidação em estágio avançado, que pode 

ter se desencadeado anteriormente à extração do óleo, uma vez que óleos extraídos 

de sementes por MOGHADDAM et al. (2012), também apresentaram alto índice de 

peróxidos, ainda que a presença de ácidos graxos livres, que em níveis mais 

elevados podem contribuir para a ocorrência de oxidação, fosse baixa, próxima a 
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0,3%. Neste estudo, entretanto, apesar da presença de peróxidos, houve baixa 

formação de malonaldeído, produto secundário resultante da decomposição de 

peróxidos formados na oxidação, com menor ocorrência no óleo obtido por Soxhlet. 

Estes resultados demonstram que as reações oxidativas que ocorreram nos óleos 

não se encontravam em estágio muito avançado do processo oxidativo, onde os 

peróxidos se decompõem a produtos voláteis ou se rearranjam na forma de 

polímeros (MENDONÇA et al., 2008). Segundo DURMAZ et al. (2010), óleos obtidos 

de amêndoas torradas contém níveis mais baixos de produtos primários e 

secundários de oxidação do que aqueles de amêndoas não tostadas, possuindo 

maior estabilidade. 

Os óleos foram submetidos a análises cromatográficas de perfil de 

glicerídeos, para melhor explicar a alta acidez das amostras, e composição de 

ácidos graxos (tab. 2). 

 

Tabela 2. Perfil de glicerídeos de óleo extraído de amêndoa de pêssego por 

diferentes métodos 

Perfil de Glicerídeos (%) Soxhlet C. V.* Bligh-Dyer C. V.* 

Monoacilgliceróis n. d.** - n. d. - 

Diacilgliceróis 12,85 a 0,0054   8,57 b 0,0023 

Triacilgliceróis 87,15 b 0,0008 91,43 a 0,0002 

Valores acompanhados de letras diferentes diferem significativamente na linha ao nível de 5% pelo 

teste t, comparando os óleos obtidos pelas duas técnicas de extração. * C. V. = Coeficiente de 

Variação; **n. d. = não detectável  

 

Devido ao alto teor de acidez, resultante de reações hidrolíticas, também 

foram observados altos conteúdos de diacilgliceróis em ambos óleos. Os valores 

superiores na análise de acidez do óleo extraído por Soxhlet foram comprovados 

pelos maiores percentuais de diacilgliceróis, que foram significativamente superiores 

no óleo obtido pela metolodogia de Soxhlet. Não foi detectada a presença de 

monoacilgliceróis (Fig. 1).   

Através da análise do índice de saponificação encontrou-se como valor para o 

equivalente de saponificação 807,2 g e peso molecular dos triacilgliceróis de 2422 g, 

o que indica a formação de compostos de alto peso molecular. Segundo HOPIA 

(1993), a autoxidação dos lipídios origina compostos de alto peso molecular tais 
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como triacilgliceróis oxidados e compostos diméricos de triacilgliceróis, o que pode 

ter ocorrido no óleo analisado, uma vez que os teores de peróxidos indicam estado 

de degradação oxidativo avançado e não foram encontrados níveis elevados de 

malonaldeído, que poderia indicar a degradação dos compostos formados a outros 

volatizáveis, de baixo peso molecular. Estequiometricamente, infere-se que pelo 

resultado encontrado o peso molecular dos diacilgliceróis presentes neste óleo seria 

igual ao peso do triacilglicerol menos um ácido graxo livre, o que resultaria em 

aproximadamente 1615 g. Desse modo, se em uma alíquota de óleo onde houvesse  

100% de triacilgliceróis fossem observadas 0,041 moléculas de triacilgliceróis (100/ 

2422 g),  em outra onde o conteúdo fosse 87,15% de triacilgliceróis e 12,85% de 

diacilgliceróis, haveria 0,036 (87,15/ 2422 g) e 0,008 (12,85/ 1615 g) moléculas 

destes componentes, respectivamente. Como a acidez em ácido oleico do mesmo 

óleo foi de 1,56, isso resultaria em 0,006 (1,56/ 282g de ácido oleico) moléculas de 

ácidos graxos livres, o que estaria próximo ao valor de diacilglicerídeos encontrado, 

podendo estes ácidos graxos serem considerados produtos de hidrólise dos 

triacilgliceróis. 

 

 

Figura  1. Cromatograma típico de separação de di- e tri-acilgliceróis em óleo de 

amêndoa de pêssego, utilizando cromatógrafo gasoso Perkin Elmer Clarus 500 

equipado com detector FID a 380ºC e coluna Zebron ZB-HT Capillary à temperatura 

inicial de 50ºC e final de 370ºC  
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O perfil de ácidos graxos das amostras apresentou como ácidos graxos 

majoritários os ácidos oleico e linoleico, identificados aos 15,6 e 16,8 min, 

respectivamente, no cromatograma de separação (Fig. 2).  

Níveis mais elevados de ácido oleico em relação ao conteúdo de ácidos 

graxos poliinsaturados são determinantes para manter a estabilidade de óleos 

vegetais, juntamente com tocoferóis e compostos fenólicos. No entanto, a presença 

de carotenoides, como da astaxantina e β-caroteno, podem estar envolvidos no 

aumento do valor de peróxidos pela formação de OO-hidroxil hidroperoxidos (ZEB e 

MURKOVIC, 2011a), porém este efeito é observado apenas em óleos mantidos sob 

aquecimento (ZEB e MURKOVIC, 2011b).  

 

 

Figura  2. Cromatograma de separação dos ácidos graxos que constituem o 

óleo de amêndoa de pêssego, utilizando cromatógrafo gasoso Perkin Elmer Clarus 

500 equipado com detector FID a 250ºC e coluna ID Carbowax 20M à temperatura 

inicial de 90ºC e final de 230ºC. Os picos correspondem a: 1) Ácido mirístico; 2) 

Palmítico; 3) Esteárico; 4) Oleico; 5) Linoleico e 6) Behênico 

 

A soma dos ácidos graxos oleico e linoleico resultou em percentuais de 

87,42 e 89,19% para os óleos obtidos por Soxhlet e Bligh-Dyer, respectivamente, 

não diferindo significativamente entre si. O total de ácidos graxos saturados não 
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apresentou alterações significantes pela alteração da técnica, com teores presentes 

em ambos os óleos entre 10,60% para o óleo extraído por Bligh-Dyer e 12,35% para 

o obtido por técnica Soxhlet.  Em diferentes óleos vegetais são comuns perfis de 

ácidos graxos compostos por 6 a 15% de ácidos graxos saturados. Os teores de 

ácidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados, como linoleico e linolênico 

apresentam maior variação (REDA e CARNEIRO, 2007). 

Os percentuais relativos dos ácidos graxos presentes nos óleos (tab. 3) 

divergem dos do estudo de MEZZOMO et al. (2010). Estes autores relatam 

percentuais superiores a 70% de ácido oleico em óleos extraídos por método de 

Soxhlet e valores próximos a 60% em óleos obtidos pela maceração das amêndoas 

seguido de extração a frio por 7 dias com etanol e água e posterior partição do 

material com os solventes diclorometano e hexano. A diferença na proporção dos 

ácidos graxos dependendo da técnica utilizada para obtenção de óleo foi explicada 

pela possibilidade de ocorrência de esterificação natural anteriormente à análise 

durante o preparo das amostras, além da influência da polaridade dos solventes. 

 

Tabela 3. Composição (% relativo) em ácidos graxos de óleo extraído de amêndoa 

de pêssego 

Ácidos graxos/                                                             

Composição em ácidos graxos (%) 

Soxhlet C. V.* Bligh-Dyer C. V. 

C 10:0 Cáprico  0,12 a 0,514  0,13 a 0,209 

C 14:0 Mirístico  0,29 a 0,041 n. d.** - 

C 16:0 Palmítico  6,57 a 0,058  6,42 a 0,025 

C 16:1 Palmitoleico  0,23 a 0,244  0,21 a 0,175 

C 18:0 Esteárico  1,57 a 0,046   1,63 a 0,132 

C 18:1 Oleico 55,35 b 0,045 58,48 a 0,027 

C 18:2 Linoleico 32,07 a 0,046 30,71 b 0,071 

C 22:0 Behênico  3,00 a 0,079  2,42 a 0,141 

C 24:0 Lignocérico  0,80 a 0,080 n. d.** - 

Valores acompanhados de letras diferentes diferem significativamente na linha ao nível de 5% pelo 

teste t, comparando os óleos obtidos pelas duas técnicas de extração. * C. V. = Coeficiente de 

Variação; **n. d. = não detectável 

  



65 

 

Outros estudos mostraram que em amêndoa de pêssego o ácido graxo 

linoleico foi o segundo majoritário em diferentes tipos de extrações, seguido do 

palmítico, esteárico, palmitoleico e traços de mirístico, araquidônico e linolênico 

(MEZZOMO et al., 2010), além de percentuais de ácidos graxos oleico e linoleico de 

58,5 e 32,8%, respectivamente, em óleos de amêndoa de pêssego obtidos pela 

extração com os solventes clorofórmio:metanol e de 74,6 e 15,7%, utilizando 

hexano, no qual também se identificou traços dos ácidos eicosaenóico e lignocérico 

(SÁNCHEZ-VICENTE et al., 2009). Os resultados do presente estudo também se 

assemelham aos obtidos na caracterização de óleo de amêndoas de pêssego obtido 

por prensagem, que mostraram percentuais dos ácidos graxos oleico e linoleico de 

53,4 e 28,9%, respectivamente (UL’CHENKO et al., 2009). 

Com relação à análise de compostos fenólicos, foram encontradas 

diferenças significativas em relação ao método de extração, tanto no conteúdo total 

quanto nos componentes majoritários (tab. 4). A técnica de Soxhlet originou óleo 

com percentual de fenóis 46% superior à técnica de Bligh-Dyer. O primeiro método é 

constituído de duas fases, a amostra e um solvente orgânico, enquanto a técnica de 

Bligh-Dyer envolve três fases, a amostra, uma fase polar de água e metanol e uma 

fase apolar, o clorofórmio, ocorrendo a partição dos compostos com baixa 

solubilidade em água para a fase de clorofórmio via a fase polar (EWALD et al., 

1998). Compostos polares são removidos para a fase polar quando utilizada esta 

técnica, segundo OPPEL et al. (2010). 

Dentre os compostos extraídos, apenas os ácidos hidroxibenzóico e elágico 

não apresentaram diferenças significativas de conteúdo nas duas amostras. Os 

ácidos derivados de ácido cinâmico, ou seja, hidroxicinâmico, cafeico e ferúlico, 

foram detectados em maiores quantidades no óleo obtido por técnica de Soxhlet. A 

estrutura básica da molécula de ácido cinâmico, não incluindo os substituintes que 

são os diferenciais entre os ácidos derivados, possui dois átomos de carbono a mais 

do que a estrutura básica dos ácidos benzoicos. Segundo FERRI et al. (2011), os 

quais estimaram a polaridade dos compostos fenólicos com base em seus tempos 

de retenção em análise de HPLC, o ácido cinâmico apresenta maior polaridade do 

que o ácido hidroxibenzoico. O flavonoide agliconado quercetina possui baixa 

polaridade e dissolve-se melhor em solventes mais apolares (XU et al., 2006); 

porém, quando ligada à moléculas de glucose possui maior polaridade, o que 

aumenta a solubidade em água (BONILLA et al., 1999). Desta forma, a diferença de 
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conteúdo na extração de compostos fenólicos observada entre os dois óleos pode 

ter ocorrido, pelo menos em parte, pela remoção parcial dos compostos fenólicos 

mais polares para a fase aquosa da extração por Bligh-Dyer ou pela presença de 

fenóis mais apolares na amostra analisada. 

 

Tabela 4. Conteúdo total de compostos fenólicos, e conteúdo de compostos 

individuais em óleo de amêndoa de pêssego, extraídos por diferentes métodos de 

extração 

Compostos fenólicos (mg.100g-1) Soxhlet C. V.* Bligh-Dyer C. V. 

Total de compostos fenólicos  603,1 a 0,019 323,3 b 0,025 

Catequina n. d.** -  <0,5 a 0,018 

Ácido hidroxibenzoico 3,58 a 0,432 2,74 a 0,579 

Ácido cafeico 0,81 a 0,027    n. d.   - 

Ácido hidroxicinâmico 0,73 a 0,055   <0,5 b 0,256 

Quercetina 349,08 a 0,049 156,58 b 0,047 

Ácido Ferúlico  73,62 a 0,185   24,28 b 0,069 

Ácido Elágico    4,53 a 0,067     4,70 a 0,052 

Valores acompanhados de letras diferentes diferem significativamente na linha ao nível de 5% pelo 

teste t, comparando os óleos obtidos pelas duas técnicas de extração. * C. V. = Coeficiente de 

Variação; **n. d.= não detectável 

 

WU et al. (2011), encontraram diferenças de extração de compostos 

fenólicos dependendo do solvente utilizado para extração de óleo de pêssego, 

atribuindo estas diferenças ao impacto térmico da extração e da insolubilidade 

destes componentes no óleo. MEZZOMO et al. (2010), analisando os teores de 

compostos fenólicos de óleo obtido de amêndoa de pêssego, relatam que óleos 

obtidos pela maceração utilizando os solventes hexano e etanol possibilitariam a 

extração de maiores teores de compostos fenólicos, de 930 e 830 mg de ácido 

gálico por 100g de amostra, respectivamente. Além disso, os autores salientam que 

a extração por Soxhlet, utilizando hexano como solvente, acarretaria em produto 

com teor de compostos fenólicos de 500 mg. 100g-1. A título de comparação, 

convertendo o conteúdo de compostos fenólicos do óleo extraído por Soxhlet, 

apresentado na tabela 4, para expressão em ácido gálico, encontrar-se-ia valor 

semelhante ao de seu estudo, de aproximadamente 450 mg. 100g-1. No presente 
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estudo, os resultados foram expressos em mg de quercetina, que foi o composto 

fenólico majoritário presente no óleo de pêssego. 

Os compostos fenólicos encontrados em menor proporção, catequina, 

ácidos hidroxibenzóico, cafeico, hidroxicinâmico e elágico, também foram reportados 

por WU et al. (2011) em óleos extraídos de amêndoa de pêssego utilizando diversos 

solventes; sendo que, no estudo destes autores, ditiotreitol, rutina e ácido caféico 

foram os compostos fenólicos majoritários.  Estes dados divergem dos encontrados 

neste estudo, uma vez que o cromatograma (Fig. 3) demonstra apenas dois picos 

em concentração superior aos demais, correspondentes à quercetina e ácido 

ferúlico, o que pode ter ocorrido devido a diferenças de cultivar entre as frutas e 

condições ambientais. 

 

 

Figura  3. Cromatograma de separação de compostos fenólicos em óleo de 

amêndoa de pêssego, utilizando HPLC equipado com coluna de fase reversa RP-

18CLS-ODS. A técnica utilizou gradiente de ácido acético 1%: metanol e a detector 

UV-Vis a 280 nm. Os picos identificados correspondem a: 1) Catequina; 2) Ácido 

hidroxibenzoico; 3) Ácido hidroxicinâmico; 4) Quercetina; 5) Ácido ferúlico e 6) Ácido 

elágico 

 

O flavonol quercetina também foi detectado em damasco, em teores de 25 

mg.kg-1, conteúdo superior ao encontrado na maioria das frutas (HOLLMAN e ARTS, 
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2000). A ação antioxidante de quercetina, que se deve à sua reação com os radicais 

livres e como quelante de metais, é superior em óleos que não possuem a adição de 

outros antioxidantes, sendo nula quando há a presença de tocoferóis e ácido cítrico 

(ROEDIG-PENMAN e GORDON, 1998; DAS e PEREIRA, 1990).  

Normalmente, em óleos obtidos de matérias-primas pertencentes à classe 

das nozes verdadeiras e sementes comestíveis, os compostos fenólicos são 

encontrados em quantidades superiores ao conteúdo de carotenoides (COSTA e 

JORGE, 2011), o que pode também ser observado neste estudo (tab. 5).  

Comparando os métodos de extração, o total de carotenoides também 

apresentou teores superiores no óleo extraído pela técnica de Soxhlet; o que 

também foi observado quando analisados os teores dos carotenoides individuais, 

luteína e zeaxantina. MOREAU et al. (2007) observaram que o teor de carotenoides 

totais, luteína e zeaxantina foi superior em óleos extraídos utilizando etanol em 

relação aos óleos extraídos com hexano, porém ambas extrações analisadas pelos 

autores foram conduzidas utilizando extração por Soxhlet. EWALD et al. (1998) 

analisando diferenças de extração entre as técnicas de Bligh-Dyer e Soxhlet, 

demonstram que bifenils policlorados, que são compostos majoritariamente 

lipofílicos, apresentaram teores mais altos em  amostras de óleo extraído de peixes 

quando a técnica de extração empregada foi o método de Soxhlet. 

 

Tabela 5. Conteúdo total de carotenoides e de carotenóides individuais em óleo de 

amêndoa de pêssego extraido por diferentes métodos 

Componentes Soxhlet C. V.* Bligh-Dyer C. V. 

Carotenoides Totais (g.g-1)   12,05 a 0,009 11,34 b 0,023 

Zeaxantina (g.100 g-1) 131,88 a 0,127 80,66 b 0,161 

Luteína (g.100 g-1)   22,48 a 0,030   7,67 b 0,009 

Valores acompanhados de letras diferentes diferem significativamente na linha ao nível de 5% pelo 

teste t, comparando os óleos obtidos pelas duas técnicas de extração. * C. V. = Coeficiente de 

Variação 

 

Os carotenoides luteína e zeaxantina também foram identificados em folhas 

de plantas. Estes compostos são constituintes de grãos de milho e são responsáveis 

pela coloração amarela de amêndoas (WALTER e STRACK, 2011) e de óleo de 

milho, onde os teores destes dois compostos alcançam 2,3 μg.g-1 de óleo de gérmen 
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de milho, extraído com hexano (MOREAU et al., 2007). Em óleo extra-virgem de 

abacate, o carotenoide predominante foi a luteína, com concentrações de 

aproximadamente 2 μg.g-1 (WONG et al., 2008). Em óleo de amendoim, a luteína 

também foi identificada como o carotenoide majoritário, porém é encontrado em 

menores concentrações, de 13,8 μg.100 mL-1; neste óleo, também foi relatado a 

presença de β-caroteno, zeaxantina, flavoxantina e outros (PATTE e PURCELL, 

1967). 

O cromatograma de separação dos carotenoides individuais é demonstrado 

na Figura 4.  

 

 

Figura  4. Cromatograma dos carotenoides individuais presentes em óleo de 

amêndoa de pêssego, obtidos por separação em HPLC utilizando coluna de fase 

reversa ODS-30, gradiente de solventes metanol:acetonitrila:acetato de etila, 

detecção UV-Vis a 450nm. Os picos 1, 2 e 3 não foram identificados; o número 4 

corresponde à zeaxantina e o 5 à luteína 

 

MAZZA e COTTRELL (2008) relatam que estes compostos também são os 

carotenóides majoritários encontrados em saskatoon, uma pequena fruta com 

caroço, nativa de territórios nórdicos do continente americano, os quais também 

apresentam de 43 a 129mg.kg-1 de amigdalina em base seca. Em folhas de plantas, 

muitas vezes estes carotenoides encontram-se ligados à proteínas e, em frutas, 

esterificados e solubilizados em membranas (KRINSKY et al., 2003). Em estudo de 

FAROMBI e BRITTON (1999), os carotenos foram oxidados mais rapidamente do 
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que as xantofilas luteína e zeaxantina. A combinação de zeaxantina com α-tocoferol 

parece possuir efeito sinérgico para prevenção da peroxidação lipídica (JOHNSON 

et al., 2007). 

Diferentemente do óleo obtido de amêndoas de damasco, onde o γ- 

tocoferol é o tocoferol predominante, com teores de até 45,2 mg. 100g-1 de óleo 

(DURMAZ et al., 2010; TURAN et al., 2007), o óleo de amêndoa de pêssego obtido 

pelo método de Soxhlet apresentou quantidades superiores de α- tocoferol (tab.  6). 

No óleo de amêndoa obtido por Bligh-Dyer, a concentração do α- tocoferol foi inferior 

à menor concentração utilizada na construção da curva, de 0,156 μg. mL-1. 

 

Tabela 6. Tocoferóis presentes em óleo de amêndoa de pêssego obtido por 

diferentes métodos de extração 

Tocoferóis (mg.100 g-1) Soxhlet C. V.* Bligh-Dyer C. V. 

α- tocoferol 12,57 a 0,077  Tr.** b - 

δ- tocoferol  1,30 a 0,127 1,54 a 0,043 

γ- tocoferol  2,17 a 0,016 1,79 b 0,038 

Valores acompanhados de letras diferentes diferem significativamente na linha ao nível de 5% pelo 

teste t, comparando os óleos obtidos pelas duas técnicas de extração. * C. V. = Coeficiente de 

Variação; **Tr. = traços 

 

PARCERISA et al. (2000) relatam teores de α- tocoferol em azeites de oliva 

de 11,14 mg.100g-1, inferior ao encontrado em óleo de avelã, onde foi detectado 

33,35 mg.100g-1. Em ambos os óleos, este foi o tocoferol majoritário, resultado 

semelhante ao do presente estudo (Fig. 5). As amêndoas são consideradas as 

fontes que possuem altos teores deste tocoferol, com quantidades reportadas pela 

literatura de 8,5 a 19 mg. 100g-1.  

O cromatograma de típico de separação de tocoferóis em óleo extraído 

utilizando éter de petróleo é apresentado na Figura 5. 
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Figura  5. Cromatograma típico de separação de α, δ e γ- tocoferóis em óleo de 

amêndoa de pêssego por HPLC utilizando coluna de fase reversa RP-18CLS-ODS, 

gradiente de metanol:acetronitrila:isopropanol e detector de fluorescência, utilizando 

o comprimento de onda de 290nm para excitação e de 330nm para a emissão. Os 

picos correspondem a: 1) δ-tocoferol; 2) γ-tocoferol; 3) α-tocoferol 

 

PICURIC-JOVANOVIC et al. (1999) encontraram teores menores de 

carotenoides e tocoferóis em óleo extraído por método aquoso enzimático em 

comparação ao produto extraído por técnica de Soxhlet. KUS et al. (2009) afirmam 

que o solvente utilizado influencia na capacidade de extração de vários 

componentes presentes em alimentos, sendo que solventes mais polares, como 

clorofórmio/metanol, teriam maior capacidade de extrair fosfolipídios, esteróis e 

terpenóides. Como mostrado até o momento, a técnica que utiliza solventes mais 

polares não apresentou maior capacidade de extração de óleos com maiores teores 

de compostos fenólicos, carotenoides e tocoferóis. Com relação à análise de 

fitosteróis, foram encontrados apenas dois componentes, identificados como 

stigmasterol e β-sitosterol (Fig. 6). A técnica de Bligh-Dyer demonstrou ser apenas 

mais eficiente para a extração de stigmasterol (tab. 7). 
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Figura  6. Cromatograma de separação de fitosterois presentes em óleo de 

amêndoa de pêssego, utilizando HPLC, equipado com coluna de fase reversa RP-

18CLS-ODS. A separação foi realizada por eluição isocrática de metanol e a 

identificação por detector UV-Vis a 205nm. Os picos correspondem a: 1) 

Stigmasterol; 2) β-sitosterol 

 

Os teores de stigmasterol presentes no óleo de pêssego (tab. 7) podem ser 

considerados semelhantes aos presentes em azeite de oliva e avelãs, os quais 

apresentam aproximadamente 1,5 e 2,1 mg.100g-1 respectivamente; porém, foram 

encontrados em níveis superiores aos de β-sitosterol, de 1,16 e 1,56 mg.g-1 

respectivamente. No entanto, tanto na oliva quanto na avelã também foram 

identificados o campesterol, Δ5-avenasterol e obtusifoliol  (PARCERISA, 2000). Em 

óleo de amêndoas de damasco, foram detectados teores de 2,73 mg. g-1 de β-

sitosterol, que é o fitosterol predominante (TURAN et al., 2007). 

 

Tabela 7. Fitosteróis presentes em óleo de amêndoa de pêssego obtido por 

diferentes processos de extração 

Fitosteróis (mg.g-1) Soxhlet C. V.* Bligh-Dyer C. V. 

Stigmasterol 1,67 b 0,070 2,21 a 0,028 

β-sitosterol 5,79 a 0,011 2,92 b 0,125 

Valores acompanhados de letras diferentes diferem significativamente na linha ao nível de 5% pelo 

teste t, comparando os óleos obtidos pelas duas técnicas de extração. * C. V. = Coeficiente de 

Variação 

 

Minutes

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

m
AU

-2
50

0

25
0

50
0

75
0

10
00

12
50

15
00

17
50

20
00

22
50

1 

2 



73 

 

 O valor de aproximadamente 7,5 mg.g-1 de fitosteróis no óleo de pêssego 

extraído pelo método de Soxhlet apresentou-se inferior ao conteúdo de fitosteróis 

obtido por SCHWARTZ et al. (2008) em óleo de colza (aproximadamente 8,5 mg.g-1 

de fitosteróis), milho (8,7 mg.g-1) e no gérmen de trigo (42,40 mg.g-1); e superior ao 

conteúdo em azeite de oliva refinado e extra-virgem, girassol, coco e linhaça, 

determinados pelos mesmos autores. 

Dentre os fitosteróis identificados no óleo de amêndoa de pêssego, obteve-se 

76,39% de β-sitosterol e 23,61% de stigmasterol, o que diverge dos dados de 

UL’CHENKO et al. (2009), para o mesmo tipo de óleo, entretanto por prensagem, 

em que os percentuais são, respectivamente, 40,7% e 2,8%, além da presença de 

1,3% de campesterol.  

As amêndoas de frutas pertencentes ao gênero Prunus, como pêssego e 

damasco apresentam, ainda, o glicosídeo cianogênico amigdalina, que atua como 

forma de armazenamento de cianeto. Quando íntegras, as amêndoas não 

apresentam teores detectáveis do composto em formas não glicosídicas (TUNÇEL et 

al., 1998). AGUERREBERE et al. (2011) relatam a ausência de amigdalina e 

prunassina em óleos extraídos de amêndoa de Prunus serotina, através de análise 

por cromatografia de camada fina (TLC); porém, as amêndoas foram tostadas 

anteriormente à extração do óleo. O espectro de fluorescência desta amostra 

apresentou picos de fluorescência a 440 nm, indicativos de produtos da oxidação 

dos ácidos graxos.  

No presente estudo, foram encontrados teores de 3,14 + 0,57 mg.g-1 de 

amigdalina, tanto nos óleos extraídos por Soxhlet quanto por Bligh-Dyer, não 

apresentando diferença significativa entre as amostras ao nível de 5% utilizando 

teste t. O cromatograma correspondente a análise deste componente está 

apresentado na Figura 7.   
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Figura  7. Cromatograma de identificação de amigdalina presente em óleo de 

amêndoa de pêssego, utilizando HPLC, equipado com coluna de fase reversa 

RP-18CLS-ODS. A separação foi realizada por eluição isocrática de água ultra 

pura: metanol. O pico foi identificado por detecção UV-Vis a 220nm 

 

EL-ADAWY e EL-KADOUSY (1995), encontraram teores de 

aproximadamente 183 mg.100 g-1 de ácido cianídrico em resíduo de extração de 

óleo de pêssego. GANDHI  et al. (1997) relatam que não encontraram glucosídeos 

cianogênicos através de teste qualitativo colorimétrico em óleo de damasco 

selvagem obtido por extração em Soxhlet durante 18h. MEZZOMO et al. (2010), 

analisando o perfil de voláteis de óleo de amêndoa de pêssego, identificaram 

benzaldeído, no óleo obtido por maceração utilizando etanol, e proporçõrs de 44% 

no óleo obtido em extração por Soxhlet. O benzaldeído é um dos componentes 

resultantes da hidrólise enzimática de amigdalina, que ocorre com a liberação de 

cianeto de hidrogênio e duas moléculas de glicose (TATSUMA et al., 1998). Além 

disto, o benzaldeido é um dos principais componentes responsáveis pelo odor do 

óleo essencial obtido de amêndoas amargas e de damascos (SHARMA et al., 2010; 

ERDOGAN-ORHAN e KARTAL, 2011). Pela sua composição, rica em fitoquímicos, 

como compostos fenólicos e fitosterois, o óleo de amêndoa de pêssego possui 

potencial aplicação como nutracêutico. O isolamento destes fitoquímicos poderia 

separá-los do composto tóxico identificado no óleo, e dos demais componentes 

oriundos da degradação a que a amostra demonstrou-se propensa. 
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4. Conclusão 

 

Os óleos de pêssegos obtidos pelos métodos de Soxhlet e Bligh-Dyer 

apresentaram em sua composição produtos de degradação oxidativa, sendo que os 

peróxidos foram encontrados em níveis que não diferiram entre si nas amostras e os 

compostos secundários de oxidação foram encontrados em baixas quantidades. A 

composição relativa de ácidos graxos apresentou maiores percentuais dos ácidos 

oleico e linoleico em ambas amostras, e as proporções destes ácidos graxos 

diferiram significativamente dependendo da técnica de extração. O óleo extraído por 

Soxhlet apresentou teores significativamente mais elevados de compostos fenólicos, 

tocoferóis, carotenoides e de β-sitosterol, do que o óleo obtido por técnica de Bligh-

Dyer, entretanto a ocorrência de ácidos graxos livres e diacilgliceróis foi 

significativamente superior. Os compostos fenólicos majoritários encontrados em 

ambos os óleos foram quercetina e ácido ferúlico e, entre os carotenoides, 

zeaxantina foi o principal encontrado, estando em maior quantidade no óleo extraído 

utilizando solvente apolar. O α- tocoferol foi mensurável apenas no óleo obtido por 

Soxhlet. Não houve diferença significativa quanto ao conteúdo de amigdalina 

presente em ambas amostras de óleos. Deste modo, o trabalho evidenciou que a 

utilização de solvente mais apolar pode resultar em óleo de melhor qualidade do 

ponto de vista de extração de compostos bioativos, sendo necessário desenvolver 

técnicas visando diminuir a ocorrência de degradação no produto final, assim como 

evitar a extração de compostos potencialmente tóxicos.  
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4. CONCLUSÕES GERAIS 

 

Os óleos de amêndoas de pêssego apresentaram diferentes características 

físico-químicas e composição fitoquímica, dependendo da técnica de extração 

utilizada. A utilização de técnica de Soxhlet com solvente mais apolar do que os 

utilizados pela técnica de Bligh-Dyer, demonstrou ser mais eficiente na extração dos 

fitoquímicos. A composição relativa de ácidos graxos apresentou-se semelhante aos 

dados encontrados na literatura. Foram encontradas quantidades mensuráveis de 

carotenoides, tocoferóis e fitosteróis, que foram identificados por cromatografia 

líquida de alta eficiência, muitos destes compostos que eram, até o presente 

momento, desconhecidos no material estudado. Nas condições experimentiais 

aplicadas detectou-se a presença do glucosídeo cianogênico amigdalina nos óleos 

(3,14 + 0,57 mg.g-1), divergindo de dados da literatura. Estudos de aplicação de 

diferentes temperaturas ao óleo para favorecer a conversão natural do componente 

à forma volatizável poderiam ser realizados, assim como da aplicação ao produto de 

enzimas que atuam realizando esta mesma reação. O estudo de atividade de β-

glucosidase nos extratos brutos enzimáticos obtidos das amêndoas demonstrou boa 

afinidade pelo glicosídeo amigdalina, além de estabilidade a faixas mais amplas de 

pH e mais elevadas de temperatura do que a de enzimas purificadas extraídas de 

amêndoas de outras frutas, o que pode ser indicativo que a purificação de β-

glucosidases de amêndoa de pêssego acarrete em enzimas com estabilidade 

diferente das conhecidas até o momento. 
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Apêndice A – Curvas de Calibração das Análises Espectrofotométricas  

 

Figura 1. Curva de Calibração de Compostos Fenólicos Totais, expressos em mg de 

Quercetina, analisados pelo método de Folin-Ciocalteu 

 

 

Figura 2. Curva de Calibração de Açúcares Redutores, expressos em ppm de 

glicose, analisados pelo método de ácido 3,5 – Dinitrosalicílico 
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Apêndice B – Tabelas de efeito do pH e da temperatura sobre a atividade 

de β-glucosidases 

 

Tabela   1. Efeito do pH sobre a atividade enzimática de β-glucosidase, medida em 

mmol.L-1 de glicose, extraída de amêndoa de pêssego, determinado utilizando 

solução de amigdalina 10,9 mmol.L-1 e temperatura de 35ºC, pela reação dos 

açúcares redutores liberados com o reagente 3,5-DNS 

pH Atividade (mmol de Glicose.L-1) Coeficiente de Variação 

3 0,82 d 0 

4 6,09 c 0,09 

5 11,71 ab 0,02 

6 12,22 ab 0,04 

7 13,13 a 0,11 

8 10,58 b 0,04 

Médias acompanhados de letras diferentes, comparando a atividade da enzima a pH de 3 a 8,  

diferem significativamente na coluna ao nível de 5% pelo teste de Tukey.  

 

Tabela   2. Efeito da temperatura sobre a atividade enzimática de β-glucosidase, 

medida em mmol/L de glicose, extraída de amêndoa de pêssego, determinado 

utilizando solução de amigdalina 10,9 mmol/L e pH 6, pela reação dos açúcares 

redutores liberados com o reagente 3,5-DNS 

Temperatura (ºC) Atividade (mmol de Glicose.L-1) Coeficiente de Variação 

10 3,27 e 0,03 

20 6,54 d 0,06 

30 9,26 c 0,08 

40 10,44 bc 0,04 

50 11,71 ab 0,05 

60 13,21 a 0,09 

70 10,70 bc 0,10 

Médias acompanhados de letras diferentes, comparando a atividade da enzima a temperaturas de 10 

a 70ºC, diferem significativamente na coluna ao nível de 5% pelo teste de Tukey. 
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Apêndice C – Curvas de Calibração Análises Cromatográficas de 

Amigdalina e Fitoesteróis 

 

 

Figura 3. Curva de Calibração Externa de Amigdalina 

 

  

Figura 4. Curva de Calibração Externa dos Fitoesteróis Beta-Sitosterol e 

Stigmasterol 
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Anexo A – Curvas de Calibração das Análises Cromatográficas de 

Compostos Fenólicos, Carotenoides e Tocoferóis 

 

 

Figura 5. Curva de Calibração Externa de Quercetina 

 

 

Figura 6. Curva de Calibração Externa de Catequina 
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Figura 7. Curvas de Calibração Externa dos Ácidos fenólicos elágico, Ferúlico e 

Hidroxibenzoico 

 

 

Figura 8. Curvas de Calibração Externa dos Ácidos Fenólicos Cafeico e 

Hidroxicinâmico 
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Figura 9. Curva de Calibração Externa de Luteína 

 

 

 

 

Figura 10. Curvas de Calibração Externa dos Tocoferóis 
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