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RESUMO

Composicao fendlica e atividade antioxidante de frutas tropicais

As frutas sao conhecidas por serem fontes naturais de antioxidantes dentre os
quais estdo as vitaminas C e E, carotendides e compostos fendlicos, responsaveis pela
prevencao de varias doengas no homem quando consumidas. Os compostos fendlicos
apresentam forte relacdo com a atividade antioxidante em frutas e o estudo dessa
atividade biologica tem sido alvo de muitas pesquisas. O objetivo desse trabalho foi
avaliar a composicao fendlica e a atividade antioxidante de frutas tropicais. O extrato
etandlico de sete frutas foi utilizado para a quantificacdo dos compostos fendlicos,
avaliagcdo da atividade antioxidante, medida por meio dos métodos do radical livre
DPPH, do ABTS™, da auto-oxidacdo do sistema B-caroteno/acido linoléico e da
estabilidade oxidativa em Rancimat, e identificagdo quimica por meio da técnica de
cromatografia gasosa acoplada ao espectrdbmetro de massas. O teor de compostos
fendlicos expressos em miligramas equivalentes ao acido galico das frutas variou na
faixa de 0,128 — 15,8 mg AG/mL extrato. A acerola, pitanga, goiaba e manga
apresentaram as maiores quantidades destes compostos, enquanto que o melao foi a
fruta que apresentou o menor teor. Quanto a atividade antioxidante, a pitanga e goiaba
foram as frutas que apresentaram os melhores resultados em todos os métodos
utilizados. Os valores da atividade antioxidante para a pitanga e a goiaba foram maiores
que 70% pelo método do radical livre DPPH; 6,3 e 5,14 uM Trolox/g polpa (base seca),
respectivamente, pelo método do ABTS™, atividade antioxidante proxima a 60% no
método da auto-oxidagao do sistema B-caroteno/acido linoléico e fatores de protecao de
1,07 e 1,13, respectivamente, pelo Rancimat. Os compostos fendlicos identificados nos
extratos foram os ésteres trimetilsislii do acido benzoéico nos extratos do abacaxi,
manga, maracuja e pitanga e quercetina no extrato de acerola. O acido ascoérbico foi
identificado nos extratos de acerola e goiaba, além de acucares e outros acidos
organicos em todos os extratos das frutas. O estudo confirmou a boa atividade
antioxidante de frutas tropicais, fontes naturais de antioxidantes.

Palavras-chave: Frutas tropicais; Antioxidantes; Compostos fendlicos; CG-EM
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ABSTRACT

Phenolic composition and antioxidant activity of tropical fruits

The fruits are known to be natural sources of antioxidants such as vitamins C and
E, carotenoids and phenolic compounds. When they are consumed, the fruits are
responsible to prevent many diseases in humans beings. The phenolic compounds are
strongly correlated with the antioxidant activity in fruits and the biological activity study
has been the aim of many researches. The purpose of the present study was to
determine the phenolic content and the antioxidant activity in tropical fruits. The
ethanolic extract of seven fruits was used to determine the phenolic content, to measure
the antioxidant activity by DPPH free radical sacavenging, ABTS", B-carotene/linoleic
acid system oxidation and oxidative estability in Rancimat assays and, chemical
identification by gas chromatography with mass spectrometry technique. The phenolic
content expressed as milligram gallic acid equivalents of fruits ranged from 0.128 to 15.8
mg GA/mL extract. Acerola, pitanga, guava and mango had higher phenolic contents.
Melon had the smallest phenolic content among seven fruits. About the antioxidant
activity study, pitanga and guava showed good activity all the used assays. The two
fruits presented antioxidant activity higher up 70% in DPPH free radical scavenging; 6.3
and 5.14 puM Trolox/g pulp (dry basis), respectively, in ABTS™ assay; antioxidant acitivity
about 60% in B-carotene/linoleic acid system oxidation; protection factors values of 1.07
and 1.13, respectively, in Rancimat. The identified phenolic compounds in fruits extracts
were benzoic acid trimethylsilyl ester in pineapple, mango, passion fruit and pitanga
extracts and quercetin in acerola. The ascorbic acid was identified in acerola and guava
extracts besides sugars and others organic acids in all fruits extracts. This study
confirmed the good antioxidant acitivity of tropical fruits, natural sources of antioxidants.

Keywords: Tropical fruits; Antioxidants; Phenolic compounds; GC-MS
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1 INTRODUGAO

O Brasil, especialmente apds o século XVI, iniciou sua participacdo no comércio
internacional de frutas. Desde entédo, o cacau foi introduzido na Guiné, o maracuja na
india, o abacaxi no Caribe e a jabuticaba na Australia. Por outro lado, muitas frutas
novas adaptaram-se aqui: uva, morango, ameixa, nectarina, péssego, maca, péra,
laranja, tangerina, limdo, banana, carambola, lechia, papaia, kiwi, figo, manga,
melancia, meldo, dentre outras (CTENAS; CTENAS; QUAST, 2000).

A diversidade de climas e microclimas fizeram do Brasil um pais perfeito para a
producao de frutas. Atualmente, € um dos trés maiores produtores mundiais, com uma
producao que supera os 34 milhées de toneladas ao ano (IBRAF, 2005).

O consumo de fruta fresca é crescente em todo o mundo devido a varios fatores
que levam a modificagdes nos habitos alimentares, como o maior cuidado com a saude
e aspectos nutritivos dos alimentos; as campanhas publicitarias sobre os beneficios de
consumo de frutas e hortali¢cas; a tendéncia a desprendimento dos horarios e costumes;
a procura por ganho de tempo e por alimentos individualizados de facil preparo
(SIMARELLLI, 2006).

A acerola é conhecida por ser uma fruta rica em vitamina C, sendo uma das
principais fontes naturais dessa vitamina. A cor vermelha atrativa da fruta é devido as
antocianinas presentes na casca. Também ¢é fonte de carotendides e compostos
fendlicos (LIMA et al., 2005; VENDRAMINI; TRUGO, 2004) que participam como
antioxidantes no sistema biologico.

O abacaxi é uma fruta que apresenta excelente qualidade sensorial decorrente
do sabor e aroma caracteristicos que |he sao atribuidos por diversos constituintes
quimicos e vitaminicos (BOTREL; PATTO DE ABREU, 1994 apud ANTONIOLLI et al.,
2005). A fruta assim também como o suco possuem compostos fendlicos, importantes
para a saude (WEN; WROLSTAD, 2002).

A manga, uma das frutas mais populares do mundo, destaca-se como uma fruta
de alto valor comercial, pois além de excelentes qualidades de sabor e textura, possui
valor nutricional reconhecido, como fontes de vitaminas A e C e rica em acidos fendlicos
(SINGH et al., 2004; THARANATHAN; YASHODA; PRABHA, 2006).
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O maracuja é uma fruta tropical, difundida pelo mundo todo, cujo aroma faz do
mesmo um popular e importante aditivo na composicao de “blends” de sucos tropicais.
Flavonoides, glicosideos, alcaléides, compostos fendlicos e compostos volateis sao
considerados como fitoconstituintes majoritarios em espécies de maracuja (DHAWAN,;
DHAWAN; SHARMA, 2004).

O Brasil é o terceiro maior produtor de meldo da América Latina, sendo a Regiao
Nordeste responsavel por 97,7% da producéo nacional. O pais passou de importador a
grande produtor e, posteriormente, a exportador para os mercados europeus e norte-
americano, sendo cerca de 20% da produg¢ao nacional destinada a exportagdo (Anuario
Estatistico do Brasil, 2000 apud CASTILHO PIZARRO; BENEDETT; HAJ-ISA, 2006).
Aproximadamente 98% do meldo produzido no Brasil pertence ao grupo “amarelo”
(Inodorus) (GRANGEIRO et al., 1999 apud GOMES JUNIOR et al., 2001), no entanto, a
variedade Cantaloupensis possui boa qualidade comercial, alto valor nutritivo sendo
uma excelente fonte de vitamina A (MILLA, 1995 apud GOMES JUNIOR et al., 2001).

A goiaba é uma importante fruta tropical, geralmente consumida in natura, no
entanto, as industrias tém investido em produtos processados como bebidas, xaropes,
sorvetes, geléias, sucos e desidratados. A fruta € conhecida por ser uma 6tima fonte de
antioxidantes naturais (JIMENEZ-ESCRIG et al., 2001a).

A pitanga, muito utilizada pela industria brasileira para a produgdo de suco,
possui potencial econémico elevado por atrair o consumidor pela sua elevada
concentracdo de compostos como antocianinas, flavondis e carotendides, que fazem
desse fruto uma fonte promissora de compostos antioxidantes (LIMA et al., 1993 apud
OLIVEIRA et al., 2006).

Os antioxidantes naturais presentes na dieta aumentam a resisténcia aos danos
provocados pela oxidagao, apresentando assim um impacto significativo para a saude
humana. Além disso, o interesse na administragdo de antioxidantes naturais nos
produtos pelas industrias de alimentos esta aumentando, principalmente com relagao
aos alimentos ricos em gordura, ja que a seguranga dos antioxidantes sintéticos vem
sendo questionada (HUDSON, 1990 apud TERMENTZI; KEFALAS; KOKKALQOU, 2006).
No entanto, frutas e hortalicas ndao foram completamente estudadas devido a

complexidade das estruturas quimicas dos compostos naturais e a grande variedade
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desses compostos presentes nesses produtos (DIMITRIOS, 2006). Dentre os estudos ja
realizados e relacionados com a atividade antioxidante, a maior parte deles
compreende as frutas de clima temperado como magas, uvas, cerejas, (EBERHARDT;
LEE; LIU, 2000; ZHENG; WANG, 2003; CHUN, et al., 2005; LIYANA-PATHIRANA;
SHAHIDI; ALASALVAR, 2006; HAMAUZU et al.,2006; HUKKANEN et al., 2006), sendo
portanto, que poucos sdo os trabalhos relacionados com frutas tropicais (KONDO;
KITTIKORN; KANLAYANARAT, 2005). Assim, existe a necessidade de estudos sobre
as propriedades biolégicas e a composi¢ao quimica de frutas tropicais devido a sua
crescente comercializagdo e consumo, tanto no mercado brasileiro quanto no
internacional, e também a sua constante indicagdo como uma boa fonte de
antioxidantes naturais (KUSKOSKI et al., 2006).

Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade antioxidante de frutas
tropicais produzidas no Brasil e comercializadas no mercado nacional e internacional,
por meio de quatro métodos distintos bem como identificar os compostos presentes nas
frutas pela técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM).
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Revisao bibliografica
2.1.1 O Brasil e as frutas

O homem, desde os tempos pré histéricos, sempre teve as frutas como o seu
alimento, as quais sdo cultivadas desde 6000 a.C. Aléem de terem papel importante na
alimentacdo do homem pré historico, as frutas, além de outros fatores, foram
responsaveis pelo carater ndbmade das comunidades deste periodo devido a
sazonalidade. A descoberta de técnicas de cultivo de grdos e processos de
conservagao das frutas contribuiu para o surgimento dos primeiros grupos sedentarios
(CTENAS; CTENAS; QUAST, 2000)

O Brasil é o pais das frutas. A terra antiga desse pais continental &€ naturalmente
prédiga de delicias que nascem com facilidade em arvores, arbustos, trepadeiras,
palmeiras, bromélias e cactos de toda variedade. S&do milhares de plantas endémicas
que geram frutos tdo variados como o buriti, mandacaru, a pitanga, o caju, a sapucaia,
0 agai, 0 ing4, o guarana, o cupuagu, 0 pequi, a jabuticaba, entre outras. Encontram-se
ainda, por aqui muitos outros frutos originarios da quente e umida floresta tropical
amazoénica e das ilhas caribenhas, que se espalharam naturalmente pelo continente
americano por meio da acdo conjunta de animais e comunidades nativas humanas.
Nessa categoria estdo o abacate, o cacau, a pupunha, a goiaba, o maméao, a pinha, o
maracuja e a graviola, entre outros (SILVA; TASSARA, 2005).

Os europeus quando chegaram ao continente americano, e antes mesmo de
conhecerem as potencialidades econbmicas e se alimentarem dos frutos nativos,
comecaram a plantar os frutos conhecidos e consumidos ha séculos no velho
continente. E o caso, por exemplo, das frutas citricas, como as laranjas, as tangerinas,
as limas e os limdes, que, rapidamente, encontraram boas condicdes para se dispersar.
Algumas delas, inclusive, tornaram-se espécies selvagens (SILVA; TASSARA, 2005).

A historia relata que o portugués Pero Vaz de Caminha, membro da expedigao
de Pedro Alvares Cabral, em 1500 quando aportou em Porto Seguro na costa brasileira
da Bahia, em sua carta com informacdes ao Rei de Portugal, declarou que na terra
descoberta em se plantando tudo da (LORENZI et al., 2006).
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Essa, portanto, € uma terra que sabe receber e acolher frutos variados vindos de
muito longe. Muitos deles, assim como os citricos, adaptaram-se tdo bem que quase
ninguém mais lembra que s&o nativos de outra parte do planeta. Sdo frutas tao
conhecidas e utilizadas em todo o Brasil como o coco-da-baia, a jaca, a manga, o
tamarindo, o dendé, a fruta-pdo, o meldo e a melancia, todas elas introduzidas a partir
da colonizacdo européia ou com a chegada dos africanos. No inicio do século 21, o
Brasil ja4 € um dos maiores paises produtores de frutas do mundo, com vantagens sobre
os demais pela sua préopria natureza, condicbes climaticas, sol forte e constante e
abundancia de agua. O Brasil produz frutas doces e de altissima qualidade ao longo de
quase todo o ano. Inclusive aquelas de climas temperados, como a maca e a uva. Essa
condi¢ao natural, aliado ao desenvolvimento da pesquisa e de modernas tecnologias de
producdo, que envolvem a selecdo e o aprimoramento de cultivares, o controle de
pragas, a aceleracdo de ciclo produtivo, entre outras, permitira que o pais se torne, em
breve, no maior pomar comercial do planeta (SILVA; TASSARA, 2005).

Em numeros absolutos, o Brasil é o terceiro maior pais produtor de fruta, ficando
atras apenas da China e india. A Figura 1 apresenta as principais regiées produtoras de
algumas frutas tropicais no Brasil.

O comércio de fruta fresca no mundo foi estimado em 20 bilhdes de ddélares no
ano de 1999, sendo que a participagéo do Brasil nesse valor foi menos de 1%. E dificil
acreditar nesse resultado, considerando que o Brasil € um grande produtor, e fica ainda
pior quando se leva em consideracdo que metade das exportacdes € representada por
apenas duas frutas: manga e meldao. Até mesmo a laranja que, apesar da grande
importancia na exportagao do suco, ndo é uma fruta que esta frequentemente presente
nas mesas dos estrangeiros (CTENAS; CTENAS; QUAST, 2000).
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Figura 1 - Principais regides produtoras de frutas tropicais
Fonte: Ctenas; Ctenas; Quast (2000)

@ Abacaxi
O Acerola
O Manga

@ Maracuja
OMeldo

@ Goiaba
O Pitanga

2.1.2 Definicao, caracteristicas e composicao quimica das frutas

Do ponto de vista botéanico, fruta é definida como sendo a parte da planta que se
origina a partir do ovario fertilizado da flor onde as sementes estdo localizadas.
Entretanto, a definicdo comum considera como fruta somente o que é geralmente doce
e que pode ser utilizada para o consumo in natura (CTENAS; CTENAS; QUAST, 2000).
Segundo a ANVISA (1978), fruta € o produto procedente da frutificagdo de uma planta,

destinada ao consumo in natura.

Para a maioria das pessoas, a melhor forma de consumir uma fruta é no estado
in natura cujas caracteristicas de cor, textura, aroma, grau de maturagcéo e tamanho sao
muito importantes no momento da escolha. No entanto, existem outras maneiras de se
consumir uma fruta como, por exemplo, na forma de sucos, néctares, congeladas,

desidratadas, em conserva, cristalizadas, em xaropes e sobremesas, entre outras

(CTENAS; CTENAS; QUAST, 2000).



25

A Tabela 1 a seguir apresenta a porcentagem da parte comestivel de algumas
frutas tropicais.

Tabela 1 - Porcentagem da parte comestivel de algumas frutas tropicais

Abacaxi Acerola Manga Maracuja Meldao Goiaba Pitanga

Polpa 65% 60% 70% 48% 70%  77%  66%
Cascaelou 550, 40% 30% 52% 30%  23%  34%
Semente

Fonte: Ctenas; Ctenas; Quast (2000)

Compreendendo de 75 a 95%, a agua é o principal componente das frutas. Além
disto, também apresentam grande quantidade de carboidratos, geralmente na forma de
sacarose, glicose e frutose, com teores variando de 5 a 25%. Em uma dieta, frutas,
legumes e hortaligas contribuem com 15% da recomendagéao total de carboidratos e
menos que 10% do total de calorias, sendo insignificante a participacdo desse grupo de
alimentos no suprimento de gorduras e proteinas. Por outro lado, suprem 90% da
quantidade de vitamina C, 50% de vitamina A, 35% de vitamina Bs € de 10 a 20% de
outras vitaminas e minerais. As frutas também sao importantes fontes de potassio.
Assim, pode-se afirmar que é dificil obter uma dieta saudavel sem a ingestdo de uma
quantidade significante de frutas (200 a 400 g/dia) (CTENAS; CTENAS; QUAST, 2000).

As frutas devem fazer parte das refeigcdes diarias. Para que se tenha uma vida
longa e saudavel, e também para se dar vida aos anos e n&do mais anos a vida, deve-se
ingerir, por dia, no minimo meio quilo delas, associadas ou ndo a legumes e verduras.
Recomenda-se o maior numero possivel, de cores diferentes entre si, com composi¢oes
e valores nutricionais relacionados a fibras, proteinas, carboidratos, vitaminas e sais
minerais (LORENZI et al., 2006).

A tabela brasileira de composicdo de alimentos (UNIVERSIDADE DE
CAMPINAS-UNICAMP, 2006) exemplificada na Tabela 2, apresenta as respectivas

composi¢des centesimais, minerais e de vitaminas por 100 g, de varias frutas tropicais.
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Tabela 2 - Valores nutricionais por 100 g da parte comestivel da fruta

Abacaxi Acerola Manga Maracuja Meldao Goiaba Pitanga

comows(L)  gebml. et ’: cuist meol. gl L.
Umidade (g) geér,"?) 90,5 85,8 la8vgar9pa 91,3 85,0 88,3
Proteina (g) 0,9 0,9 0,9 2,0 0,7 1,1 0,9
Lipideos (g) 0,1 0,2 0,2 21 Tr 0,4 0,2
Carboidrato (g) 12,3 8,0 12,8 12,3 7,5 13,0 10,2
Fibra
alimentar (g) 1,0 1,5 21 1,1 0,3 6,2 3,2
Cinzas (g) 0,4 0,4 0,3 0,8 0,5 0,5 0,4
Calcio (mg) 22 13 8 5 * * 18
Magnésio (mg) 18 13 7 28 6 7 12
Manganés (mg) 1,62 0,07 0,34 0,12 0,05 0,09 0,36
Fésforo (mg) 13 9 14 51 10 15 13
Ferro (mg) 0,3 0,2 0,1 0,6 0,2 0,2 0,4
Sédio (mg) Tr Tr Tr 2 11 Tr 2
Potassio (mg) 131 165 138 338 216 198 113
Cobre (mg) 0,11 0,07 0,06 0,19 0,04 0,04 0,08
Zinco (mg) 0,1 0,1 0,1 0,4 0,1 0,1 0,4
Riboflavina (mg) 0,02 0,04 0,04 0,05 Tr Tr 0,10
Piridoxina (mg) Tr Tr 0,03 0,05 0,02 0,03 Tr
Vitamina C (mg) * 9414 * 19,8 * * 24,9

Fonte: Tabela brasileira de composi¢ao de alimentos (UNICAMP, 2006)
* as analises estado sendo revalidadas
Tr: trago

Além da mudanca dos habitos alimentares, o consumo de frutas e hortaligas tem
aumentado principalmente em decorréncia do seu valor nutritivo e efeitos biolégicos
(KUSKOSKI et al., 2006). Estes alimentos contém muitos compostos que apresentam
propriedades antioxidantes, incluindo as vitaminas C e E, carotendides, clorofilas e
fitoquimicos tais como compostos fendlicos, flavonoides glicosideos e, em alguns
alimentos, taninos poliméricos complexos (WANG; CAO; PRIOR, 1996; PELLEGRINI et

al., 2007), que estdo relacionados com o retardo do envelhecimento (BEHL;
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MOOSMANN, 2002; AMES et al, 1993 apud BIANCHI; ANTUNES, 1999), com a
prevencao de certas doengas como o cancer (RAMESH et al., 1999; WANG; MAZZA,
2002) e enfermidades cardiovasculares e circulatérias (STOCLET et al., 2004). Estas
ultimas sao causadas pelo estresse oxidativo, o que promove danos as biomoléculas
como proteinas e DNA.

Feskanish et al. (2000) concluiram que o consumo regular de frutas e hortalicas
foram associados com o baixo risco de se contrair cancer de pulmdo em mulheres.

Frutas provenientes de climas tropicais e subtropicais sao conhecidas por
estarem associadas as muitas propriedades medicinais. Muitas dessas frutas sao
matérias-primas para a producado de remédios contra tosses, sangramentos intestinais,
diarréias e outros (MORTON, 1987 apud LEONG; SHUI, 2002).

Algumas frutas, por possuirem altos teores de compostos fendlicos e expressiva
atividade de sequestro de radicais livres, ganham importancia ndo somente pelos
beneficios proporcionados a saude, mas também pelo potencial de utilizagdo em

industrias processadoras de alimentos (NETZEL et al., 2007).

2.1.3 Antioxidantes

Uma definigdo ampla para compostos com atividade antioxidante é a seguinte:
“‘qualquer substancia que, presente em baixas concentragdes quando comparada a do
substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidagao desse substrato de maneira eficaz”
(SIES; STAHL, 1995). As industrias de alimentos utilizam os antioxidantes para evitar a
deterioragao dos produtos e manter o valor nutricional. Os antioxidantes também sao de
grande interesse para os bioquimicos e profissionais da saude, pois podem ajudar na
protecdo do organismo contra os danos causados pelas espécies reativas do oxigénio
(ERO’s) e doengas degenerativas (SHAHIDI, 1996).

Os antioxidantes sao conhecidos pela agao em diferentes niveis do processo de
oxidacédo envolvendo moléculas de lipideos. Podem agir diminuindo a concentracao de
oxigénio, interceptando o oxigénio singlete; evitando a fase de iniciagdo da oxidagao
pelo sequestro de radicais hidroxil; quelando ions metalicos; decompondo produtos

primarios a compostos que nao sao radicais (SHAHIDI, 1996).
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Uma das principais causas da deterioragcdo de alimentos é a oxidagcdo de dOleos e
gorduras que ocorre durante o processamento, distribuicdo, armazenamento e preparo
final dos alimentos. Quando esses alimentos entram em contato com o ar, inicia-se a
reagcao de oxidagao que leva a producédo de sabores indesejaveis, odores de rancgo,
descoloragdao e outros produtos de degradacao, além de outras alteragdes que iréo
afetar a qualidade nutricional, a integridade e a seguranca dos alimentos por meio da
formagado de compostos potencialmente téxicos (KUBOW,1993). O estudo realizado por
Kubow (1993) mostra que embora o consumo de acidos graxos insaturados traga
beneficios para saude, muitos deles podem nao estar devidamente protegidos por
antioxidantes e quando consumidos, essas substancias podem favorecer o
desenvolvimento de procesos aterogénicos.

Assim, para prevenir ou retardar a deterioragdo oxidativa em alimentos, varias
atitudes tem sido tomadas, entre elas, a utilizacdo de antioxidantes em 6leos, gorduras
e alimentos processados. Entre os antioxidantes mais comumente utilizados estdo os
naturais, principalmente os tocoferdis e 0 acido ascérbico. Entre os compostos fendlicos
sintéticos pode-se citar o butil-hidroxi-anisol (BHA), o butil-hidroxi-tolueno (BHT) e o
butil-hidroquinona-terciaria (TBHQ), os quais estdo ilustrados na Figura 2 (NAKATANI,
1996; RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996).
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CHs HO OH
HsC @) CHs
CieHas
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OH a-tocoferol OH OH
(CH3)3C C(CHj3)3 HO OH
C(CHjs)3
BHA BHT TBHQ

Figura 2 - Estrutura quimica de antioxidantes naturais e sintéticos

A oxidagao nos sistemas bioldgicos ocorre devido a agado dos radicais livres no
organismo. Os radicais livres sdo moléculas muito reativas devido ao elétron isolado,
livre para se ligar a qualquer outro elétron e por isso, causam danos aos tecidos pela
reagcao com lipidios das membranas celulares, nucleotideos do DNA e ligagdes sulfidril
em proteinas (MACHLIN; BENDICH, 1987). Os antioxidantes sao capazes de
neutralizar esses radicais livres, contribuindo para a prevencao de doengas como o
cancer, cataratas, reumatismos e as que estdo relacionadas ao cérebro (CLIFFORD,
1995 apud GARCIA-ALONSO et al., 2004).

Os antioxidantes sintéticos sdo muito efetivos e muito estaveis, entretanto, o uso
deles como aditivos é restrito em muitos paises devido a possibilidade de causarem
efeitos indesejaveis em enzimas dos 6rgaos humanos. Como resultado, ha um grande
interesse de se encontrar novos antioxidantes que sejam seguros e provenientes de
fontes naturais (NAKATANI, 1996).

Na maioria dos alimentos ndo processados os antioxidantes estdo presentes
naturalmente, conferindo a eles protecdo contra o ataque oxidativo. Entre os
antioxidantes presentes nos vegetais, os mais ativos e frequentemente encontrados sao
os compostos fendlicos, tais como os flavonoides. As propriedades benéficas desses

compostos podem ser atribuidas a sua capacidade de sequestrar os radicais livres
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(DECKER, 1997). Os compostos mais estudados sdo: o acido caféico, o acido galico e
o acido elagico. Esses compostos, de consideravel importancia na dieta, podem inibir o
processo de peroxidacgéao lipidica (HALLIWELL et al., 1995 apud BIANCHI; ANTUNES,
1999).

Os antioxidantes naturais incluem os tocoferdis, vitamina C, carotendides e
compostos fendlicos. Os compostos fendlicos provenientes de plantas atuam
protegendo-as contra injurias em seus tecidos, contra a acado de subprodutos
provenientes da fotossintese que podem causar danos e também contra a herbivoria.
Muitos desses compostos possuem similaridades quanto a estrutura molecular basica,
em que todos possuem pelo menos um anel aromatico com um grupo hidroxila ligado a
ele. Incluem, portanto, principalmente os acidos fendlicos e flavonoides. Juntos,
representam os antioxidantes que agem por diversos mecanismos de maneira a conferir

defesa contra o ataque de radicais livres (SHAHIDI, 1996).

2.1.4 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos podem ser definidos como substancias que possuem um
anel aromatico com um ou mais grupos hidroxilas e tém sido muito estudados devido a
sua influéncia na qualidade dos alimentos. Englobam uma gama enorme de
substancias, entre elas os acidos fendlicos, os quais, por sua composi¢cao quimica,
possuem propriedades antioxidantes (SOARES, 2002).

O composto fendlico mais comum é o fenol simples, que possui apenas uma
hidroxila diretamente ligada ao anel aromatico.

Quanto a existéncia dos compostos fendlicos na natureza, esses podem ser
clasificados em: pouco e largamente distribuidos na natureza. No grupo dos pouco
distribuidos na natureza, estdo um numero reduzido deles. Ja no grupo dos que sao
largamente distribuidos na natureza, estdo os fendlicos encontrados geralmente em
todo o reino vegetal. Esses compreendem os chamados flavonoides e derivados e os
acidos fendlicos (acidos benzdico, cindmico e seus derivados e cumarinas) (SOARES,
2002).

Os flavonoides compreendem um notavel grupo dentre os componentes de uma

planta na qual possuem fungdes no crescimento e desenvolvimento. Muitas dessas
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funcbes sdo essenciais para a sobrevivéncia tais como a atracdo de animais
polinizadores e dispersores de sementes, estimulagdo da bactéria Rhizobium para a
fixagdo do nitrogénio e assimilagdo de minerais provenientes das folhas. Os flavonoides
também s&o conhecidos por aumentarem a tolerancia das plantas frente a fatores
abidticos e sdao empregados como agentes de defesa contra herbivoros e patégenos
(GOULD; LISTER, 2005).

Os flavonoides possuem uma estrutura basica formada por Cg-C3-Cg, 0 difenil
propano (Figura 3), sendo os compostos mais diversificados do reino vegetal.
Consistem de dois anéis aromaticos interligados por trés carbonos que geralmente
forma uma estrutura heterociclica oxigenada (BRAVO, 1998).

Figura 3 - Estrutura geral de um flavonoide com os anéis A, B e C e sistema de numeracgao para
diferenciagado das posi¢des dos carbonos

No grupo dos flavonoides encontram-se as classes dos flavandis, flavanonas,
flavondis, flavonas e antocianidinas e ocorrem em géneros alimenticios como os

apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Algumas classes e fontes de flavonoides

CLASSES NOME FONTE

Epicatequina
Catequina

Flavanoéis . . Chas verde e preto, uvas,
Epigalocatequina . .
) ) vinho tinto
Epicatequina galato
Epigalocatequina galato
Naringina Casca de frutas citricas
Flavanonas . s
Taxofolina Frutas citricas
Brocolis, cha preto, alho-pord, rabanete
Canferol Cebola, alface, casca de maga, cerejas,
Flavonois Quercetina brdcolis, vino tinto
Mirecetina Uvas, vinho
Flavonas Crisina Casca de frutas
Apigenina Aipo, salsa
N Malvidina Uvas roxas, vinho tinto
Antocianidinas o .
Cianidina Morangos, uvas, cerejas
Apigenidina Frutas e casca de frutas coloridas

Fonte: Rice-Evans, Miller, Paganda (1996)

Os acidos fenolicos sdo metabdlitos aromaticos secundarios de plantas, uma
subclasse de um grande grupo de metabdlitos denominado “fendlicos” e estdo
distribuidos em todo o reino vegetal. O termo “fendlicos” abrange um grande numero de
compostos em que todos possuem uma caracteristica em comum: um anel aromatico
com pelo menos uma hidroxila como substituinte. O termo “acidos fendlicos”, em geral,
descreve os fendis que possuem um acido carboxilico funcional. Entretanto, quando se
trata de metabdlitos de plantas, refere-se a um grupo distinto de acidos organicos, os
quais sado subdivididos em outros dois grupos devido a caracteristica das estruturas
carbbnicas: os hidroxicindmicos (Xa) e os hidroxibenzdéicos (Xb) (Figura 4). Embora o
esqueleto basico seja o mesmo, os numeros e posigdes das hidroxilas no anel

aromatico favorecem a variedade desses compostos (Figura 5). Em muitos casos, os
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analogos de aldeidos (Xc) também sdo agrupados dentro dos chamados acidos
fendlicos (ROBBINS, 2003).

0
R, R, )L
Xc = iﬁi H

Rs

Figura 4 - Estruturas dos acidos fendlicos que ocorrem naturalmente
Fonte: Robbins (2003)

Os &acidos fendlicos podem ser divididos em trés grupos (Figura 5). O primeiro é
composto pelos acidos benzdicos, que possuem estrutura com sete atomos de carbono
(Ce-C4). O segundo grupo é formado pelos acidos cindmicos, que possuem nove
atomos de carbono (Cs-C3). As cumarinas compdem o terceiro grupo e sao derivadas
do acido cinamico por ciclizagdo da cadeia lateral do acido o-cumarico (SOARES,
2002).
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R, R4 A R4=0H: acido salicilico;
R1=R4=0H: acido gentistico;
R3=0H: acido p-hidroxibenzéico;
Rs COOH  R,=R3=0H: acido protocatequinico;
R,=0OCHj3; R3=0H: acido vanilico;
R>=R3=R4=0OH: acido galico;
R4 R>=R4=0CHj3; R3= OH: &cido siringico.

R1=R2=R3=R4=H: Acido cinamico; B R, R

R4=0H: Acido o-cumarico;

R,=0H: acido m-cumarico;

R3=OH: acido p-cumarico; Rs CH=CH=COOH
R,=R3=0H: acido caféico;

R,=0OCH3; R3=0H: acido ferulico;

R,=R4,=0CH3 Rs;= OH: acido sinapico. R4
@)
%
O0—C C
tH
CH

Figura 5 - Estruturas quimicas dos acidos fendlicos: A — acidos benzoicos; B — acidos cinamicos;
C — cumarinas
Fonte: Soares (2002)

A concentracdo dos acidos hidroxibenzdicos em plantas utilizadas para o
consumo é muito baixa, exceto para algumas frutas vermelhas, rabanetes e cebolas. O
cha é considerado uma importante fonte de acido galico. Devido a baixa concentragao
dessas substancias em plantas de interesse na alimentagdo humana, ndo séo alvo de
muito estudo e n&do sdo consideradas de grande interesse nutricional como os acidos
hidroxicinamicos. Esses, raramente sdo encontrados na forma livre, exceto em
alimentos processados que sao submetidos ao congelamento, esterilizagdo ou
fermentacado. O 4cido clorogénico pode ser encontrado em variados tipos de frutas e em
grande concentragédo no café (MANACH et al., 2004).

O acido caféico, tanto na forma livre quanto na forma esterificada, € em geral o

acido fendlico mais abundante e representa entre 75 e 100% do total do conteudo dos
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acidos hidroxicinamicos da maioria das frutas. Os acidos hidroxicinamicos podem ser
encontrados em todas as partes da fruta embora a maior concentragédo esteja na parte
externa de frutas maduras. A concentragdo desses acidos geralmente diminui com o
avanco da maturacdo. O acido ferulico € o acido fendlico mais abundante encontrado
em cereais e graos (MANACH et al., 2004).

Outros acidos fendlicos que ocorrem em outros alimentos estao apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4 - Grupos e fontes de acidos fendlicos

GRUPOS NOME FONTE
Acidos Acido galico
hidroxibenzédicos Acido protocatequinico Morango, framboesa, amora

Acido p-hidroxibenzéico

Acidos Acido caféico Kiwi, cereja, ameixa, berinjela,
hidroxicinamicos Acido clorogénico maca, péra, chicodria, alcachofra,
Acido cumarico batata, farinha de milho, trigo,
Acido fertlico arroz, aveia, cidra, café,
Acido sinapico aspargo, uva, vinho branco,

espinafre, couve, dleo de oliva

Fonte: Manach et al. (2004); Rice-Evans, Miller, Paganda (1996)

2.1.4.1 Compostos fendlicos em frutas

Os compostos fendlicos sao importantes constituintes de muitas frutas e
hortalicas sendo que a quantificacdo dessas substancias revela informacdes a respeito
da atividade antioxidante, qualidade do alimento e dos potenciais beneficios a saude
(TALCOTT et al., 2003).

Muitos sdo os estudos realizados com o objetivo de se determinar a composigao
fendlica em frutas e derivados, como sucos e bebidas (MOYER et al., 2002; WEN;
WROLSTAD, 2002; KIM; JEONG; LEE, 2003; MENDEZ et al., 2003; LIMA et al., 2005;
ARABBI; GENOVESE; LAJOLO, 2004; HARNLY et al.,, 2006; MULLEN; MARKS;
CROZIER, 2007; KIM; BRECHT; TALCOTT, 2007; VASCO; RUALES; KAMAL-ELDIN,
2008; LIU et al., 2008; FANG et al., 2009; ALOTHMAN; BHAT; KARIM, 2009) ja que

esses compostos tém sido responsabilizados pela atividade antioxidante presente
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nessas frutas, além da vitamina C. A atividade antioxidante também €& dada pelas
vitaminas A, B e E e carotendides. Os compostos fendlicos, a maioria flavonoides,
apresentam-se na forma de ésteres ou glicosideos (FLEURIET; MACHEIX, 2003 apud
LIM; LIM; TEE, 2007) e, dentre os flavonoides, os mais abundantes sédo os glicosideos
da quercetina (ARABBI; GENOVESE; LAJOLO, 2004). Na Tabela 5 pode ser observada
a ocorréncia de compostos fendlicos em algumas frutas.

No estudo realizado por Vinson et al. (2001), 86% dos compostos fendlicos
consumidos diariamente pela populagdo americana provém de oito frutas: banana,
maca, uva, melancia, péra, meldo, péssego e morango.

As moléculas tipicas de antioxidantes sao derivadas das formas isoméricas dos
polifendis e flavonas, isoflavonas, flavondis, catequinas, cumarinas, acidos fendlicos e
outras substéncias encontradas nos vegetais (MARINOVA; YANISHILIEVA, 1994).

Tabela 5 - Ocorréncia de compostos fendlicos em algumas frutas

(continua)
FRUTA FONTE COMPOSTOS FENOLICOS REFERENCIA
Acido protocatecuico,
guavina B, quercetina,
leucocianidina, canferol,
quercetina 3-a-L- Gutiérrez:
Goiaba (Psidium arabinofuranosideo, . .
) Polpa : Mitchell; Solis
guajava) quercetina 3-p-
) . (2008)
galactosideo, quercetina 3-
B-D-glucosideo, canferol-3-
glucosideo, mecocianidina,
quercetrina.
Acido p-cumarico, acido
Abacaxi (Ananas Polpa e/ou fer'ul.lco, aCI,d.O S|r?a.p 10, Wen; Wrolstad
acido caféico, acido
comosus L.) suco . . (2002)
siringico, acido p-
hidroxibenzdico.
Acido p-hidroxibenzéico,
acido caféico, acido p-
Maracuja Suco cumarico, acido o-cumarico, Talcott et al.
(Passiflora edulis) acido siringico, acido (2003)

ferulico, quercetina
glicosilada, acido sinapico.



37

Tabela 5 — Ocorréncia de compostos fendlicos em algumas frutas

(conclusao)

FRUTA FONTE COMPOSTOS FENOLICOS REFERENCIA

Malvidina 3,5-diglucosideo,
cianidina 3-glucosideo,
pelargonidina, acido
Polpa clorogénico, acido caféico,
acido p-cumarico, acido
ferulico, quercetina,
canferol.
Mangiferina, isomangiferina,
quercetina diglicosideo,

Acerola (Malpighia
punicifolia, L.)

Vendramini;
Trugo (2004)

Manga (Mangifera Berardini et al.

indica L.) Tommy Polpa efou qu?rcetlna 3-0_. (2005); Ribeiro
Atkins casca galactosideo, quercetina 3- et al. (2008)
O-glucosideo, canferol 3-O- ’
glucosideo.

Acido caféico, acido ferulico,
acido p-cumarico, narirutina,

Laranja Polpa hesperidina, conjugados de Pellegrini et al.

quercetina, conjugados de (2007)
antocianinas.
o - . Méndez et al.
Banana Polpa Acido galico, catequina. (2003)
Uvas Polba Cianidina-3,5-diglucosideo, Huang et al.
(Vitis rotundifolia) P malvidina-3,5-diglicosideo. (2009)

Estudos vém demonstrando que outros antioxidantes, além dos compostos
fendlicos tradicionais contribuem para a capacidade antioxidante total dos vegetais
(WANG, CAO, PRIOR, 1996; RICE-EVANS, MILLER, PAGANGA, 1996, KUSKOSKI et
al., 2006).

No estudo realizado por Lim, Lim e Tee (2007), relacionado as propriedades
antioxidantes de varias frutas tropicais, foi demonstrado que a goiaba e papaia
possuem maior conteudo de antioxidantes primarios, comparado com a da laranja.
Jiménez-Escrig et al. (2001a) concluiram que a casca e a polpa de goiaba
apresentaram altos niveis de fibra dietética e compostos fendlicos e, estes foram

responsaveis pela alta capacidade antioxidante da fruta. Este ultimo estudo também
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esta de acordo com os trabalhos de avaliacdo da atividade antioxidante feitos por
MEZADRI et al. (2008) para acerola e RIBEIRO et al. (2007) para mangas.

O conteudo de componentes que respondem por uma atividade bioldégica em
alimentos esta diretamente influenciada pelo estadio de maturagao, da regiao de cultivo
e da variedade como observado por Menezes e Alves (1995). Gao et al. (2000) que
concluiram que a capacidade de sequestro de radicais do extrato da fruta estudada por
eles diminuiu, devido a diminuicdo do conteudo de fendlicos como consequéncia do
avancgo da maturagao. A reducao dos compostos fendlicos no amadurecimento é devido
aos processos de complexacao e polimerizagcdo (MENEZES; ALVES, 1995). No estudo
realizado por Shwartz et al. (2009) foi observado que, durante o amadurecimento, os
niveis de compostos fendlicos, taninos hidrolisaveis e atividade antioxidante foram

reduzidos, enquanto que, o nivel de antocianinas aumentou em cascas de roma.

2.1.5 Métodos de avaliagao da atividade antioxidante

E de grande interesse para o publico em geral, especialistas da area médica e
nutricional e pesquisadores da area da saude, ciéncia, tecnologia e engenharia dos
alimentos, conhecer os constituintes e a acdo antioxidante dos alimentos que sé&o
consumidos. Devido a complexidade da composicédo desses alimentos, a separagéo e o
estudo individual de cada substancia antioxidante sao praticamente inviaveis além de
custosos. Por isso, espera-se dos pesquisadores que venham a ter métodos rapidos
para a determinacdo da eficiéncia dos antioxidantes na prevencdo de doencas.
Entretanto, muitos métodos ainda precisam ser aperfeicoados. Um teste de atividade
antioxidante com base em reagdes quimicas parece nao ser condizente com situagdes
reais, ainda que existam muitas publicacbes com medida de atividade antioxidante in
vitro (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

A atividade antioxidante ndo pode se diretamente medida, mas sim por meio dos
efeitos que os antioxidantes proporcionam no controle da extensao da oxidagao. Os
métodos utilizados para a medida dessa atividade sdo bastante diversificados. Alguns
procedimentos baseiam-se numa determinada etapa da oxidagéo seguida pela medida

do resultado, como por exemplo, a oxidagao do acido linoléico seguida da determinagao
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de dienos conjugados. Em outros casos, ndo ha uma clara distingdo entre as varias
etapas no procedimento (BECKER; NISSEN; SKIBSTED, 2004).

A determinacido da atividade antioxidante em alimentos torna-se cada vez mais
importante nas areas de tecnologia e de nutricio. Embora exista uma grande
diversidade de métodos, estes ndo sdo validados ou padronizados (GIADA; MANCINI-
FILHO, 2004). Esta grande gama de metodologias empregadas proporciona resultados
numéricos distintos e dificeis de serem comparados (MARTINEZ-VALVERDE;
PERIAGO; ROS, 2000).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade antioxidante in
vitro, de forma a permitir rapida sele¢cao de substancias e/ou misturas potencialmente
interessantes, na prevencdo de doencgas crbnico-degenerativas. Dentre os métodos
para se estimar a capacidade antioxidante em frutas e hortaligas incluem o ABTS (2,2-
azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico)) (LEONG; SHUI, 2002; NETZEL et al.,
2007; CHEN; YEN, 2007; CHUN et al., 2005; VASCO; RUALES; KAMAL-ELDIN, 2008),
DPPH (2,2-difenil-1- picrilidrazil) (HUKKANEN et al., 2006; LIYANA-PATHIRANA;
SHAHIDI; ALASALVAR, 2006; TERMENTZI; KEFALAS; KOKKALOU, 2006; VASCO;
RUALES; KAMAL-ELDIN, 2008), FRAP (Poder antioxidante de redugdo do ferro)
(HUKKANEN et al., 2006; JIMENEZ- ESCRIG et al., 2001a,b; JIANG et al., 2006;
VASCO; RUALES; KAMAL-ELDIN, 2008), autoxidagdo do sistema p-caroteno/acido
linoléico (HASSIMOTTO; GENOVESE; LAJOLO, 2007; JAYAPRAKASHA; SINGH;
SAKARIAH, 2001; DUARTE-ALMEIDA et al., 2006), Rancimat (MURCIA; JIMENEZ;
MARTINEZ-TOME, 2001; PESCHEL et al., 2006; BROINIZI et al., 2007), ORAC
(Capacidade de absorcao de radicais oxigénio) (WANG; CAO; PRIOR, 1996; MEZADRI
et al., 2008), entre outros.

Segundo Frankel e Mayer (2000), para uma escolha prudente dos testes de
atividade antioxidante é importante tomar como base a resposta de algumas questdes
que se referem as propriedades de protecdo dos antioxidantes, tais como onde vao se
localizar no sistema de acao, os produtos que serao inibidos, a interagdo com outros
componentes e os seus efeitos. Dessa forma, medidas da capacidade antioxidante para

frutas e outros produtos naturais requerem uma selegdo rigorosa na escolha dos
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meétodos de avaliacdo, o que vai depender dos tipos de compostos antioxidantes a
serem testados.

Segundo Leong e Shui (2002), os modelos ABTS e DPPH sao praticos e
recomendados para a avaliacdo da capacidade antioxidante total de frutas. Entre os
meétodos quimicos aplicados para determinar a capacidade antioxidante de um
composto em capturar radicais livres, o método DPPH é um dos mais utilizados por ser
considerado pratico, rapido e estavel (ESPIN et al., 2000).

Ozgen et al. (2006), no estudo de métodos apropriados para se determinar a
capacidade antioxidante total em frutas, concluem que o ABTS apresenta-se como um
método estavel e adequado quando associado aos métodos FRAP ou DPPH. O DPPH
apresenta vantagens quando os antioxidantes analisados sdo mais soluveis em
solventes organicos e, portanto, os trés testes mencionados representam uma boa
selecdo de métodos de medidas de atividade antioxidante em frutas e sucos de frutas.

Grandes esforgos estdo sendo despendidos em testes de compostos naturais
antioxidantes com a énfase em se melhorar os testes ja existentes. Varios testes e
modelos de sistemas n&o correspondem a realidade, ou seja, o verdadeiro efeito
protetor dos antioxidantes e os dados obtidos podem ser confundidos por muitos
fatores, incluindo a composicao do sistema do teste, o substrato alvo da protecéo e o
modo da indugcdo da oxidagdo. Como ja descrito, ha uma grande necessidade de
padronizagcado dos testes para minimizar as divergéncias nas metodologias utilizadas
para avaliar os antioxidantes. Métodos que sdo mais especificos podem ser utilizados
para obtencao de informacgdes quimicas que podem estar diretamente relacionadas
com a deterioracao de alimentos e de sistema biolégicos (FRANKEL; MEYER, 2000).

A medida da atividade antioxidante, especialmente de antioxidantes que
compdem misturas ou agem de uma forma mais complexa, ndo pode ser avaliada
satisfatoriamente por um simples teste sem a consideracdo das muitas variaveis que
influenciam os resultados (ANTOLOVICH et al., 2002).

A comparacdo de dados a partir de diferentes estudos é também dificil. E
preferivel a realizacido de uma bateria de ensaios com a medida de diferentes aspectos
quimicos dos antioxidantes e compara-los com compostos sintéticos consagrados como

antioxidantes. Isto gera, assim, um perfil antioxidante completo, sem perder de vista a
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relagdo com a potencial aplicagdo do produto. Devem-se escolher métodos comumente
aceitos, e se possivel validados, com informagdes acumuladas na literatura (OLIVEIRA
et al., 2009).

2.1.5.1 Atividade sequestrante do radical livre DPPH (DPPH?®)

O DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil) € um radical de nitrogénio organico, estavel,
de cor violeta e possui absorgcdo maxima na faixa de 515-520 nm. A reducao do radical
DPPH é monitorada pelo decréscimo da absorbancia durante a reagdo (BRAND-
WILLIANS; CUVELIER; BERSET, 1995).

O sequestro de radicais livres € um dos mecanismos reconhecidos pelo qual
ocorre a agao dos antioxidantes. O método de sequestro do radical livre DPPH pode ser
utilizado para avaliar a atividade antioxidante de compostos especificos ou de um
extrato em curto periodo de tempo. Segundo Leong e Shui (2002), esse método tem
sido uma ferramenta util para se avaliar a capacidade antioxidante de frutas.

Na presenca de um doador de hidrogénio ou elétron a intensidade de absorgao
diminui e a solugdo com o radical perde cor, tornando-se amarela, de acordo com o
numero de elétrons capturados, ou seja, quando o elétron desemparelhado do atomo
de nitrogénio no DPPH recebe um atomo de hidrogénio proveniente de compostos

antioxidantes, ocorre a mudanca de cor (Figura 6).

NO, NO,
N H
O,N N—N + AH 2> O,N N—N + Ae
antioxidante
NO, NO,
radical DPPH DPPH reduzido
(violeta) (amarelo)

Figura 6 - Estrutra quimica do DPPH- e reagcdo com um antioxidante
Fonte: Molyneux (2004)

O método do DPPH® é considerado um método facil e rapido para se avaliar a
atividade antirradical de antioxidantes. Assim, pela facilidade e rapidez € muito utilizado

em diversos estudos, o que resulta na diversidade de protocolos seguidos e
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divergéncias de resultados interlaboratoriais (SHARMA; BHAT, 2009). Os resultados
dos testes realizados com o radical livre DPPH sédo apresentados de varias maneiras
entre os quais estdo o ECsp, um dos mais utilizados, cujo valor representa a quantidade
de um antioxidante necessaria para levar a 50% a concentragdo do DPPH® inicial
(SIDDHURAJU; MANIAN, 2007; LIM; LIM; TEE, 2007; ATMANI et al., 2009 RUMBAOA;
CORNAGO; GERONIMO, 2009; LIU et al., 2008); porcentagem de descoloragéo = (1-
(absorbancia do composto ou extrato/absorbancia do branco)*100) (CHEEL et al., 2007,
AK; GULCIN, 2008); eficiéncia antiradical (AE = 1/ECs¢*Tecso) (JIMENEZ-ESCRIG et al.,
2001a); atividade de sequestro de radical (%) = ((absorbancia do controle —
absorbancia da amostra/absorbancia do controle)*100) (JAYAPRAKASHA; PATIL,
2007; BROINIZI et al., 2007; ATMANI et al., 2009); atividade antioxidante equivalente
ao acido ascorbico = (ECsopaayECsoamostra)*10° (LIM; LIM; TEE, 2007), entre outros. O
método do DPPH* também ja é utilizado em métodos on-line de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (NIEDERLANDER et al., 2008) a fim de discriminar as substancias
com atividade antioxidante.

Com o objetivo de diminuir essas divergéncias, alguns estudos objetivam a
padronizacao de métodos ou tentam estabelecer uma forma universal de apresentacao
dos resultados, como por exemplo, as pesquisas realizadas por Sharma e Bhat (2009),
Locatelli et al. (2009) e Sherer e Godoy (2009).

Alguns cuidados devem ser tomados com o método e com a interpretacdo dos
dados. Segundo Brand-Willians, Cuvelier e Berset, (1995), a interagdo do antioxidante
com o DPPH* depende de suas conformagdes estruturais. Para o melhor entendimento
dos mecanismos de reacédo dos substratos € interessante caracterizar os intermediarios
e os produtos da reacdo, sendo também necessaria a separagao dos compostos por

cromatografia e posterior identificagao.

2.1.5.2 Atividade antioxidante pelo método do ABTS™

Além do método do DPPH®, outro método que é muito utilizado para a
determinagéo da atividade antioxidante ¢ o método do ABTS"™ (2,2-azino-bis-(3-etil-
benzotiazolina-6-acido sulfénico). Ambos apresentam excelente estabilidade em certas

condigdes de analise, mas também mostram diferencas importantes frente aos
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antioxidantes e quanto a manipulagdo. O DPPH® é um radical livre que é adquirido
dessa forma, sem a necessidade de preparo; ja o radical ABTS™ deve ser gerado por
reacdes enzimaticas ou quimicas. Outra diferenca é que o ABTS™ pode ser solubilizado
em meios organicos e aquosos nos quais a atividade antioxidante pode ser
determinada, dependendo da natureza dos compostos antioxidantes, enquanto que o
DPPH* somente pode ser solubilizado em meios organicos (meios alcodlicos,
especificamente) (ARNAO, 2000).

O método ABTS™ & um dos testes de atividade antioxidante mais rapidos e que
oferece resultados reprodutiveis, além de outras vantagens como: oferecer varios
maximos de absorcdo e uma boa solubilidade, permitindo analises de compostos tanto
de natureza lipofilica como hidrofilica (KUSKOSKI et al., 2005).

Originalmente proposto por Miller et al. (1993), o procedimento baseava-se na
ativacdo da metamioglobina com peréxido de hidrogénio na presenca do ABTS para
gerar o ABTS™, com ou sem antioxidantes no meio. Mas, devido algumas criticas, o
método foi aperfeicoado sendo que o radical agora é gerado sem a presenga de
antioxidantes.

O método, segundo Re et al. (1999), baseia-se na geragdo do ABTS™, de cor
azul esverdeado, por meio da reagao do ABTS com perssulfato de potassio que possui
absorcdo maxima em 645, 734 e 815 nm. Com a adicdo de um antioxidante ocorre a
reducdo do ABTS™ a ABTS promovendo a perda da coloracdo do meio reacional
(Figura 7). Com a extens&o da perda de cor, a porcentagem de inibigdo do ABTS™ é
determinada em funcdo do Trolox, um padrao submetido as mesmas condi¢cdes de
analise do antioxidante. O método ¢é aplicavel ao estudo de antioxidantes hidrossoluveis

e lipossoluveis, compostos puros e extratos vegetais.
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Figura 7 - Redugdo do ABTS™ por um antioxidante e sua formag&o pelo perssulfato de potassio
Fonte: Moon; Shibamoto (2009)

2.1.5.3 Auto-oxidagao do sistema B-caroteno/acido linoléico

O método de auto-oxidagdo do B-caroteno/acido linoléico avalia a atividade de
inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidagao do acido linoléico. O método
estd fundamentado em medidas espectrofotométricas da descoloragao (oxidagéo) do B3-
caroteno induzida pelos produtos de degradagéo oxidativa do acido linoléico (MARCO,
1968). Por o sistema ser constituido de uma emulsédo (sistema aquoso-lipidico), a
atividade antioxidante é avaliada pela capacidade do extrato ou antioxidante isolado
inibir o processo de oxidacdo do sistema, avaliado durante certo tempo em que os
antioxidantes deverdo apresentar maior estabilidade para garantir maior atividade
antioxidante (SALDANHA, 2005). A habilidade em inibir a oxidacdo de substratos
lipidicos em testes in vitro é resultado da combinacdo de varios fatores como
temperatura, presencga de oxigénio em condi¢des que aceleram a reagao de oxidagao.

A atividade de diferentes tipos de antioxidantes pode variar dependendo dos
lipideos, ou seja, se sao triacilglicerdis, ésteres metilicos, acidos graxos livres entre
outros. Se os antioxidantes sédo ativos em sistemas aquosos, lipidicos ou em sistemas
de fases heterogéneas, isto deve ser considerado. A atividade antioxidante é bastante
afetada pela composicao fisica do sistema e a atividade relativa dos antioxidantes de
diferentes polaridades varia de acordo com diferentes fases de um sistema. Em
sistemas contendo apenas dleo foi observado que os antioxidantes polares sao mais
efetivos que os nao polares por estarem concentrados na interface 6leo-ar, onde atuam
eficientemente contra a oxidagdao. Em sistemas formados por emulsdes 6leo em agua,

os antioxidantes hidrofébicos estédo localizados no 6leo e na interface 6leo-agua, onde
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atuam protegendo o sistema contra a oxidagdo muito mais que os antioxidantes
hidrofilicos, que neste caso, estdo solubilizados na agua, onde ndo podem oferecer
alguma protecdo (FRANKEL; MEYER, 2000) (Figura 8).

Ar Agua
@ @ O
Oleo o

. Antioxidante hidrofilico
‘ Antioxidante hidrofébico

Figura 8 - Distribuicdo dos antioxidantes hidrofilicos e hidrofébicos nas interfaces dos sistemas contendo
6leo (a esquerda) e uma emulsao de 6leo em agua (a direita)
Fonte: Frankel; Meyer (2000)

2.1.5.4 Estabilidade oxidativa — Rancimat

A oxidacao lipidica € um fendbmeno espontaneo e inevitavel que tem implicagao
direta no valor comercial quer dos corpos graxos, quer de todos os produtos a partir
deles formulados. Assim, a avaliagdo do estado de oxidacéo de 6leos e gorduras é uma
determinacdo importante em nivel industrial, seja para controle da qualidade da
matéria-prima ou dos produtos comercializados (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

Os testes acelerados, recorrendo a condigdes padronizadas de oxidacao
acelerada (oxigenagao intensiva, tratamento térmico e/ou catalise metalica), permitem
estimar de forma rapida a estabilidade oxidativa de uma matéria graxa ou a eficacia
tedrica de um antioxidante, isolado ou em associagado, assumindo importancia na rotina
analitica (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999). Os testes de Swift ou Método do
Oxigénio Ativo, de estufa de Schaal e o Rancimat sdo testes acelerados de

deterioragdo que avaliam a estabilidade de oleos e gorduras.
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O método do Rancimat baseia-se na determinagdo automatica do tempo
decorrido para se atingir a taxa maxima de oxidagado de um oleo. Esse tempo, também
chamado de tempo de inducio ou indice de estabilidade do 6leo, € determinado pela
medida do aumento da condutividade da agua deionizada, devido aos compostos finais
de oxidagao que nela séo borbulhados (FARHOOSH, 2007) (Figura 9).

Entrada de ar

(oxigénio) ®»___ Registro do sinal
(tempo de indugéo)

\ Condutimetro [
Acidos —
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volateis
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Figura 9 - Esquema do funcionamento do Rancimat
Fonte: Silva; Borges; Ferreira (1999)
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2.2 Material e métodos
2.2.1 Aquisicao da matéria-prima

As frutas foram adquiridas da Companhia de Entrepostos de Armazéns Gerais de
Sao Paulo (CEAGESP) e da Central de Abastecimento de Campinas S.A. (CEASA), a
saber: abacaxi (Ananas comosus L.), acerola (Malpighia glabra L.), manga (Mangifera
indica L.), maracuja (Passiflora edulis Sims), melao (Cucumis melo L.), goiaba (Psidium
guajava L.) e pitanga (Eugenia uniflora L.). A escolha dos cultivares se deu conforme a
disponibilidade no mercado de cada uma das frutas, na época da aquisicdo das

mesmas, como mostra a Tabela 6.

Tabela 6 - Periodo de aquisicao das frutas tropicais

Fruta Perido (més/ano)
Abacaxi (Ananas comosus L.) Margo/2008
Acerola (Malpighia glabra L.) Novembro/2007
Manga (Mangifera indica L.) Janeiro/2008
Maracuja (Passiflora edulis Sims) Julho/2008
Meldo (Cucumis melo L.) Fevereiro/2008
Goiaba (Psidium guajava L.) Abril/2008
Pitanga (Eugenia uniflora L.) Agosto/2008

2.2.2 Tratamento e obtencao da polpa das frutas

Apods a lavagem das frutas em agua corrente, procedeu-se a retirada das cascas
e sementes. A polpa de acerola foi obtida por meio da despolpadeira, enquanto que as
demais frutas foram cortadas em pedagos e trituradas em liquidificador.
Aproximadamente 5,0 litros de polpa foram obtidos de cada uma das frutas, sendo em
seguida dispostas em bandejas, submetidas ao congelamento a temperatura de -20°C
e a liofilizagdo com vacuo na faixa de 60-100 uHg e temperatura de -45°C. As polpas
liofiizadas foram acondicionadas em embalagens feitas com folha de aluminio e
plasticas, para a protegdo contra umidade e luz, e armazenadas a -20°C até o momento

das analises.
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Para o calculo de rendimento foram utilizados os valores das pesagens das
bandejas, contendo a polpa das frutas, antes e apos o processo de liofilizago.

2.2.3 Caracterizagao da matéria-prima
2.2.3.1 Umidade

A umidade da polpa das frutas foi medida em determinador de umidade por
infravermelho, marca Tecnal, em temperaturas de 85°C para o meldao, 80°C para
acerola, manga, maracuja e pitanga e 75°C para goiaba e abacaxi cujos valores foram
estabelecidos quando n&o houve caramelizagdo das amostras. Todas as medidas

foram realizadas em triplicata.

2.2.3.2 Cor

A cor da casca foi determinada por meio de duas leituras na superficie das frutas,
em lados opostos da regido equatorial utilizando-se o colorimetro Minolta, modelo
Chroma-Meter-200b. Os resultados foram expressos em angulo de cor (°h), de acordo
com McGUIRRE (1992).

A cor da polpa foi determinada apds a obtengdo da mesma (item 2.2.2) por meio

de duas leituras. Os resultados foram expressos em cromaticidade (C).

2.2.3.3 Sdlidos soluveis totais (SST)
O teor de solidos soluveis totais das polpas das frutas foi obtido por meio da
leitura direta em refratbmetro marca Atago n.1 (0~32 Brix) e, os resultados expressos

em Brix.

2.2.3.4 Acidez titulavel (AT)
A acidez titulavel foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Pregnolato e Pregnolato (1985). Os resultados foram expressos em porcentagem de

acido citrico na polpa (% acido citrico).

2.2.3.5 Relagao SST/AT (R)
A relacao SST/AT foi determinada por meio da eq. (1):
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SST
"= g
Onde:
SST = Sdlidos soluveis totais (Brix)
AT = Acidez titulavel (% Acido Citrico)
2.2.3.6 pH

O pH das polpas liquefeitas das frutas foi determinado por meio de duas leituras
das amostras, segundo metodologia indicada pela AOAC (2005). O equipamento
utilizado foi o potencidmetro da marca Tecnopon.

2.2.4 Preparo do extrato das frutas

Varios métodos e solventes sdo utilizados em estudos de composigao fendlica e
atividade antioxidante de frutas e plantas em geral. Muitos fatores influenciam a
eficiéncia de extragdo como: tipo de solvente, pH, temperatura, numero de etapas da
extragao, volume do solvente e tamanho das particulas da amostra.

A maior parte dos acidos fendlicos em plantas esta localizada nos vacuolos e é
extraida utilizando-se solventes alcodlicos ou organicos. Os mais comumente utilizados
sdo o metanol ou metanol/agua (MEZADRI et al., 2008; QUEIROZ et al., 2009;
RUMBAOA et al., 2009; STANGELAND; REMBERG; LYE, 2009; MANIAN et al., 2008;
VASCO; RUALES; KAMAL-ELDIN, 2008; HUANG et al., 2004), acetato de etila
(ARNAO; CANO; ACOSTA, 2001;), etanol ou etanol/agua (BAE; SUH, 2007; LIM; LIM;
TEE, 2007; LIMA et al., 2005; JIANG et al., 2006; MENDEZ et al., 2003; LEONG; SHUI,
2002), acetona ou acetona/agua (MANIAN et al., 2008; VASCO; RUALES; KAMAL-
ELDIN, 2008; JIMENEZ-ESCRIG et al., 2001b) e acetona/agua/acido acético (KEVERS
et al., 2007).

A etapa de extragdo é uma etapa muito importante no estudo de compostos
fendlicos, pois os resultados das analises que sao realizadas posteriomente a extracao,
seja de quantificacdo ou medida de atividade, s&o obtidos em fungdo do conteudo de
substancias presentes nos extratos, seja de qual natureza forem as substancias. Devido

a essa importancia, alguns estudos tém sido voltados somente na investigacao da
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eficiéncia de solventes de extragdo, como por exemplo, os realizados por Pellegrini et
al. (2007) e Rockenbach et al. (2008).

Neste estudo foi utilizado a mistura de solventes etanol:agua (80:20 v/v) para a
extracdo, por ser um bom solvente de extragdo, apresentar facilidade de manipulacao e
a toxicidade.

Os extratos das frutas foram obtidos em triplicata, como descrito por RIBEIRO et
al. (2007), com algumas modificagdes. 3,0 g da fruta liofilizada foram transferidas para
erlenmeyers onde foram adicionados 30 mL da mistura etanol:agua (80:20 v/v). Os
erlenmeyers contendo a fruta liofilizada e o solvente foram submetidos a agitagao a 200
rom, durante 50 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, os extratos foram
transferidos para tubos tipo Falcon e centrifugados a 5000xg durante 15 minutos. Na
sequéncia os extratos foram filtrados e armazenados em frascos escuros, sob
atmosfera de nitrogénio e a temperatura de 8°C, até o momento das analises, e por um
periodo nao superior a uma semana.

A Figura 10 apresenta as analises que foram realizadas nas frutas in natura e

nos seus respectivos extratos.
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Caracterizagao
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Figura 10 - Esquema da obtengéo do extrato das frutas e analises realizadas

2.2.5 Espectrofotometria da regidao ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Os espectros de absorgao foram obtidos de acordo com o método descrito por
ALENCAR et al. (2005) com algumas modificagbes. Os extratos das polpas das frutas,
obtidos de acordo com o item 2.2.4, foram diluidos em etanol:agua (80:20 v/v) na razao
de 1:10 para os extratos de abacaxi, manga e meldo, 1:20 para os extratos de goiaba e
maracuja, 1:50 para o extrato de pitanga e 1:400 para o extrato de acerola, e os
espectros de absor¢do na regido UV-Visivel foram determinados na faixa de
comprimento de onda de 200 a 500 nm, porém foi considerada a faixa de 220 a 350 nm,

na qual as substancias de interesse absorvem luz.

2.2.6 Compostos fendlicos totais
A analise do teor de compostos fendlicos totais dos extratos das frutas foi
realizada de acordo com o método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau descrito por

Singleton, Orthofer e Lamuela (1999), utilizando o acido galico como padrdo. O
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reagente de Folin-Ciocalteau € uma solugdo complexa de ions poliméricos formados a
partir de heteropoliacidos fosfomolibdicos e fosfotungsticos. Esse reagente oxida os
fenolatos, reduzindo os acidos a um complexo azul Mo-W.

Os extratos obtidos foram diluidos e uma aliquota de 0,5 mL da amostra foi
transferida para um tubo de vidro e adicionado 2,5 mL da solugao Folin-Ciocalteau:agua
(10:90 v/v). A mistura permaneceu em repouso durante 5 minutos. Em seguida, foram
adicionados 2,0 mL da solug¢ao carbonato de sddio:agua (4:96 m/v) e os tubos deixados
em repouso por 2 horas, ao abrigo da luz. A absorbancia foi medida em
espectrofotdometro UV-mini 1240 (Shimadzu-Co) a 740 nm. Uma amostra em branco foi
conduzida nas mesmas condigdes e os resultados dos compostos fendlicos totais foram
expressos em equivalente de acido galico (mg AG/g polpa) calculados por meio do
ajuste da curva de calibragdo do acido galico com concentragdes que variaram de 5 a

80 ug/mL (apéndice 1).

2.2.7 Determinacgao da atividade antioxidante
2.2.7.1 Atividade sequestrante do radical livre DPPH

A medida da capacidade sequestrante foi determinada pelo método DPPH’, o
qual se baseia no principio de que o DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil), sendo um radical
estavel de coloragdo violeta, aceita um elétron ou um radical hidrogénio para tornar-se
uma molécula estavel, sendo reduzido na presenga de um antioxidante e adquirindo
coloracdo amarela. Na forma de radical, o DPPH possui uma absor¢ao caracteristica a
517nm, que desaparece a medida que ele vai sendo reduzido pelo hidrogénio doado
por um composto antioxidante (MENSOR et al., 2001).

Foram utilizados os padrbées de a-tocoferol, BHT (Butil hidroxitolueno) e Trolox
((+/-)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico) nas concentra¢cdes de 100,
200 e 50 ppm, respectivamente. A mistura de reagcdo em tubos de vidro foi constituida
pela adicao de 0,5 mL dos padrbes ou extratos diluidos das frutas, 3,0 mL de etanol
99% e 0,3 mL do radical DPPH 0,5 mM em solugédo de etanol e incubada por 45
minutos, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apds esse tempo as
absorbancias foram lidas em espectrofotdbmetro a 517 nm. A atividade anti-radical foi

determinada na forma de atividade antioxidante (AA), pela eq.(2):
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AA(%) =100 _(((Aa — Ab)xl 00))

Ac

(2)

Onde:
Aa = absorbéancia da amostra
Ab = absorbancia do branco
Ac = absorbancia do controle negativo

O controle negativo foi feito substituindo-se o volume do extrato por igual volume
do solvente utilizado na extragdo. O branco foi preparado substituindo o volume da
solucado de DPPH por igual volume de solvente.

Uma das maneiras de se expresar a atividade antioxidante pelo método do
sequestro do radical livre DPPH, também muito utilizada em pesquisas que envolve o
estudo da atividade antioxidante de algum material, € por meio do ECsy, ou seja, a
concentracdo minima necessaria para o antioxidante reduzir em 50% o radical DPPH
inicial da reagao.

Os valores do ECsg foram calculados por regressao linear dos graficos em que o
eixo das abscissas representou a concentragdo dos extratos e o eixo das ordenadas a
atividade antioxidante (%) calculada segundo a eq. 2.

A cinética dos extratos de frutas foi determinada por meio do monitoramento, a
cada 20 minutos durante 120 minutos, do declineo da absorbancia da solugdo de DPPH
a 517nm. As concentracgdes utilizadas na reacao foram calculadas a partir do extrato

bruto 10% (3,0 g fruta/30 mL de solvente) e submetidas a reagao.

2.2.7.2 Atividade antioxidante pelo método do ABTS™

A atividade antioxidante pelo método do ABTS [2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-
6-acido sulfénico)] foi realizada conforme a metodologia descrita por RE et al. (1999),
com algumas modificagdes. O radical ABTS™ foi formado pela reagdo de 140 mM de
persulfato de potassio com 7 mM de ABTS e, armazenado no escuro e a temperatura
ambiente, por 16 horas. Uma vez formado, o radical foi diluido com etanol até a

obtencao do valor de absorbancia de 0,700 + 0,020 em comprimento de onda 734 nm.
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A partir do extrato de cada fruta, obtido no item 2.2.4, foram preparadas trés
diluigbes diferentes (apéndice 2). Em ambiente escuro transferiu-se uma aliquota de 30
ML de cada diluicdo do extrato para tubos de ensaio e adicionou-se 3,0 mL do radical
ABTS™. As absorbancias foram lidas a 734 nm, apos 6 minutos da reacéo, utilizando o
etanol como branco. Como referéncia utilizou-se o Trolox, um antioxidante sintético
analogo a vitamina E, nas concentragdes de 100 a 2000 pM (apéndice 3). Os
resultados da atividade antioxidante foram expressos em uM trolox/g polpa (atividade

antioxidante equivalente ao Trolox).

2.2.7.3 Auto-oxidagao do sistema B-caroteno/acido linoléico

A medida da atividade antioxidante pela oxidagdo acoplada do B-caroteno e do
acido linoléico foi realizada de acordo com o método descrito por Emmons, Peterson e
Paul (1999), com algumas modificagbes. Foram pesados 10 mg de B-caroteno, os quais
foram dissolvidos em 100 mL de cloroféormio. Apds isto, foi retirada uma aliquota de 3,0
mL da solugdo cloroférmio/beta-caroteno e adicionado 40 mg de acido linoléico e 400
mg de Tween 40. Em seguida, o cloroférmio foi removido com a utilizagdo de uma
corrente de gas nitrogénio e o residuo obtido redissolvido em 100 mL de agua aerada
por 30 minutos. Aliquotas de 3,0 mL da emulsdo B-caroteno/acido linoléico foram
misturadas com 50 uL dos extratos das frutas, devidamente diluidos, e incubadas em
banho-maria a 50°C. A oxidacdo da emulsdo foi monitorada em espectrofotbmetro a
470 nm, no tempo inicial e em intervalos de 20 minutos durante 2 horas. Para a amostra
controle foi utilizado o solvente de extragdo no lugar do extrato da fruta. Foram
utilizados os padrbes a-tocoferol, BHT e Trolox em concentragdes de 100, 200 e 100
ppm, respectivamente. A atividade antioxidante (AA) foi expressa como porcentagem de

inibicao relativa comparada ao controle, apds 120 minutos, usando a eq. (3):

(DRc— DRs)

Rc

AA(%) = 100 (3)

Onde:
DRc = taxa de degradagao do controle (= In(a/b)/120)

DRs = taxa de degradagao na presenca do padrao ou extrato (= In(a/b)/120)
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a“ e “b” sdo as absorbancias no tempo inicial (O min) e no tempo final (120min),

respectivamente.

2.2.7.4 Estabilidade oxidativa — Rancimat

Amostras de 5 g de 6leo de soja (fornecido pela empresa Cargill sem adigéo de
antioxidantes) foram misturados com extratos das frutas na concentragédo de 100 ppm,
com base no teor de compostos fendlios. Em seguida a mistura foi submetida a uma
temperatura de 110+ 1°C sob fluxo de ar seco a taxa de 9 L/h, conforme o método cd
12b-92 (AOCS, 2003), em equipamento Rancimat 743 (Metronm AG, CH-9100 Herisau
Switzerland). As leituras de condutividade crescente em funcdo do acumulo de
compostos de oxidacdo compuseram a curva que tracada em funcdo do tempo de
reacgao, permitiu o calculo do periodo de indugao (PIl). Um controle preparado com 6leo
de soja sem antioxidante e amostras contendo antioxidante sintético BHT na
concentracdo de 100 ppm também foram submetidas a essa analise. O Fator de

Protecao (PF) foi calculado usando a eq.(4):

PF = & (4)
Plc

Onde:

Pla = Periodo de indugao do 6leo de soja com adicdo das amostras ou padrbes

Plc = Periodo de indugéo do controle (6leo de soja sem adigdo das amostras ou
padrdes)

Os extratos das frutas que exibiram maiores fatores de protecdo foram
submetidos ao teste do Rancimat em mais trés concentragbes diferentes (25, 50 e 75
ppm) e os resultados foram comparados por meio do ajuste dos dados de uma

regressao polinomial de segunda ordem.

2.2.8 Identificagdao quimica dos extratos das frutas
2.2.8.1 Purificagao dos extratos em resina hidrofébica
Inicialmente os extratos alcoodlicos das frutas foram submetidos a vacuo e

temperatura de 40°C para a evaporacao da maior parte do etanol, em rotaevaporador.
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Em seguida, cada um dos extratos alcodlicos de frutas foi levado ao volume de 100 mL
com agua destilada, acidificado a pH 2 e misturado com 100 g de resina Amberlite
XAD2 (Supelco, Bellefonte, PA — poros de 9nm e particula de 0,3-1,2mm). Na
sequéncia, os extratos junto com a resina foram homogeneizados durante 10 minutos e
uma coluna de vidro foi empacotada com esta mistura. A coluna foi eluida com 400 mL
de agua acidificada (pH 2), 400 mL de agua destilada (pH 7) e com metanol P.A até o
momento em que este solvente foi recolhido sem alguma coloragdo. Todo o metanol
recolhido foi parcialmente evaporado sob vacuo a temperatura de 40°C. A fracao

aquosa resultante foi congelada e em seguida lioflizada.

2.2.8.2 Derivatizagao — formagao de derivados do trimetilsilil (TMS)

Aproximadamente 20 mg da fracao liofilizada de cada um das frutas foi rediluida
com 1,0 mL de metanol P.A e transferida para um “vial”’, previamente seco em estufa
durante 10 horas a temperatura de 120°C. O solvente foi evaporado sob fluxo de
nitrogénio e o “vial”, contendo a massa da fragao recuperada da coluna foi colocado em
estufa a 70°C durante 5 minutos, para remogéo de toda agua residual. Em seguida,
foram adicionados 100 uL do reagente derivatizante (N-metil-N-(trimetilsilil)-
trifluoroacetamida) e a mistura homogeneizada. O “vial’ foi devidamente fechado, e
colocado em estufa a 70°C, durante 30 minutos, periodo em que ocorreu a
derivatizacdo da amostra. Apos esse tempo, o reagente derivatizante foi evaporado sob
fluxo de nitrogénio e o produto da derivatizacao (derivados do trimetilsilil —=TMS) foram
rediluidos em hexano (400 a 1600 ulL). A amostra silanizada foi homogeneizada e
utilizada para a injegdo em um cromatografo gasoso com espectrometria de massas
(CG-EM). O mesmo procedimento foi realizado para padrdes auténticos, entretanto
utilizando a quantidade de 1,0 mg. Os padrdes utilizados foram: os acidos ferulico,
caféico, vanilico, sinapico, o-cumarico, p-cumarico, m-cumarico, (-)-epicatequina e
quercetina.

O processo de derivatizacdo foi realizado sob condi¢cbes anidras devido a alta
sensibilidade dos derivados TMS quando em contato com a umidade, conforme descrito
por Zuo, Wang e Zhan (2002).
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2.2.8.3 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

As analises em CG-EM foram conduzidas em cromatografo gasoso Shimadzu,
modelo GC 2010 acoplado ao espectrdmetro de massas Shimadzu, modelo QP 2010
Plus. As amostras foram separadas em uma coluna capilar (RTX5MS 30m x 0,25mm x
0,25 um). A temperatura inicial da coluna foi de 80°C, durante 1 minuto; e atingiu 250°C
a taxa de 20°C/min permanecendo nesta temperatura por 1 minuto, de 250 a 300°C a
taxa de 6°C/min, durante 5 minutos; de 300 a 310°C a taxa de 15°C/min durante 5
minutos; de 310 a 320°C a taxa de 20°C/min durante 10 minutos, somando 40 minutos
de analise. O gas hélio foi utilizado como gas de arraste. A temperatura do injetor foi de
280°C e o volume de injecao foi de 0,2 uL no modo “splitless”. A interface foi mantida a
temperatura de 280°C. O detector de massas operou no modo “scanning” m/z de 40 a
800.

A integracéo foi feita no “software” LabSolutions-GCMS solution e a identificacao
dos compostos detectados foi realizada por comparagédo com os dados dos espectros
de massas das bibliotecas Wiley8 e “fendlicos”, a qual foi elaborada, no Laboratério de
Bioquimica do Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutricdo (LAN/ESALQ), a
partir de padrdes auténticos injetados. Os compostos que nao foram identificados,
caracterizaram-se os ions moleculares principais, de acordo com a relagdo massa-

carga (m/z).

2.2.9 Analise estatistica

As anadlises estatisticas dos resultados foram realizadas por meio do software
SAS (STATISTICAL ANALYSIS SYSTEM, 2002), com a analise de variancia por meio
do procedimento “GLM”. Para a comparacao das médias, utilizou-se o teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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2.3 Resultados e discussao
2.3.1 Aquisicao da matéria-prima e processamento das polpas

O aspecto das frutas adquiridas no CEAGESP e no CEASA pode ser visualizado
na Figura 11. As frutas foram adquiridas em caixas de papeldo ou madeira, onde
permaneceram até serem transportadas ao laboratério para a lavagem, caracterizagao
e processamento.

Segundo a ANVISA (1978), a polpa de fruta é definida como um produto néo
fermentado, ndo concentrado e nao diluido, obtida pelo esmagamento das partes
comestiveis de frutas polposas, através de um processo adequado. As polpas devem
ser preparadas com frutas completamente maduras, sem injurias mecanicas e isentas
de material estranho. Nao deverdo conter fragmentos das partes ndo comestiveis da
fruta, nem substancias diferentes a sua composicdo normal. Tais caracteristicas foram
observadas nas frutas adquiridas nos entrepostos, o que permitiu obter polpas de boa
qualidade visual (Figura 12).
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Figura 12 - Polpas: abacaxi (A), acerola (B), manga (C), maracuja (D), meldo (E), goiaba (F) e pitanga (G)
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ApoOs a obtencgdo da polpa, esta foi liofilizada, com o intuito de conserva-la para
viabilizar as extragbes e analises, conforme descrito no item 2.2.2. A liofilizagdo € uma
técnica em que a agua é removida de materiais congelados pela sublimagao do gelo,
que resulta em produtos desidratados de alta qualidade (conservagao de nutrientes
como as vitaminas), devido a baixa temperatura utilizada no processo (RATTI, 2001).
Muitos autores também tem utilizado o processo de liofilizagdo no tratamento de
amostras (RIBEIRO et al., 2007; NETZEL et al., 2006; HARNLY et al., 2006; KIM;
JEONG; LEE, 2003; VASCO; RUALES; KAMAL-ELDIN, 2008; WOJDYLO;
OSZMIANSKI; CZEMERYS, 2007; RIBEIRO et al., 2008; RUMBAOA; CORNAGO;
GERONIMO, 2009; GARCIA-ALONSO et al., 2004).

Apods a liofilizagdo calculou-se o rendimento do processo de cada uma das
polpas de fruta. As polpas que tiveram os maiores rendimentos foram as polpas de
abacaxi e maracuja, as quais apresentaram valores de 15,4 e 13,7%, respectivamente.
A polpa que teve o menor rendimento, a acerola (6,74%), foi a que apresentou a maior
umidade (Tabela 8), o que explica em parte o baixo rendimento. As demais polpas de
frutas apresentaram valores intermediarios de rendimento, conforme descrito na Tabela
7.

Tabela 7 - Rendimento das polpas das frutas apds a liofilizagdo

Polpa de Rendimento
Frutas (%)
Abacaxi 15,4
Acerola 6,74
Manga 11,7
Maracuja 13,7
Melao 9,08
Goiaba 9,94
Pitanga 10,9

A umidade de um alimento esta relacionada com sua estabilidade, qualidade e
composicdo. A agua esta presente em trés formas diferentes nos alimentos: agua livre,

agua absorvida e agua ligada. A determinacdo da umidade ou a agua que sera
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efetivamente medida depende do método analitico, sendo que em todos os métodos a
agua livre € medida (CECCHI, 2003). A umidade teve relagéo direta com o rendimento
no processo de liofilizagdo. A polpa de abacaxi, cuja umidade foi a menor dentre as
polpas de frutas analisadas (85,9+0,8%), conforme apresentado na Tabela 8, foi a que

apresentou o maior rendimento (15,4%).

2.3.2 Caracterizagao da matéria-prima

A caracterizacdo fisico-quimica, que esta relacionada com os estadios de
maturacao, deve ser baseada em um conjunto de valores que permitam expressar a
fase do desenvolvimento da fruta, remetendo cada estadio a uma qualidade sensorial.
Assim, € importante caracterizar o material analisado cujo conteudo das substancias
nele presentes sao influenciadas pelo estadio de maturacéo, tempo e regido de cultivo e
variedade.

A Tabela 8 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas das frutas analisadas.

Tabela 8 — Caracteristicas fisico-quimicas das frutas tropicais analisadas

(continua)
Variaveis Abacaxi Acerola Manga Maracuja
Umidade (%) 85,9+0,8 94,6+0,3 86,1+0,8 87,210,3
Cor da casca (°h) 88,3+0,4 35+3 51+3 97+3
Cor da polpa (C) 10,6+0,6 27,5+0,3 47,824+0,008 19,6+0,1
SST (Brix) 13,1+0,1 5,1+0,1 13,7+0,6 11,1+0,1
ATT (% acido citrico) 1,651+0,007 2,4+0,1 0,594+0,004 4,806+0,004
Relagdo SST/ATT 8,3+0,3 2,11+0,08 23+1 2,32+0,02
pH da polpa 3,65 3,51 3,92 2,86
Melao Goiaba Pitanga
Umidade (%) 93,1+0,1 88,2+0,1 92+1
Cor da casca (°h) 92,0+0,4 101+2 24,1+0,3

Cor da polpa (C) 3,0+0,1 18,8+0,3 26,51+0,07
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Tabela 8 — Caracteristicas fisico-quimicas das frutas tropicais analisadas

(concluséao)
Variaveis Melao Goiaba Pitanga
SST (Brix) 7,07+0,06 8,1+0,2 8,210,2
ATT (% acido citrico) 0,135+0,003 0,81+0,01 1,239+0,004
Relagdo SST/ATT 52+1 9,9+0,2 6,6+0,2
pH da polpa 5,79 4,16 3,39

* Os resultados expressam a média das triplicatas + desvio padrio, exceto para os valores do pH

O angulo de cor (°h) pode variar de 0 a 360°, sendo que 0° corresponde a cor
vermelha, 90° corresponde ao amarelo, 180° ao verde e 270° ao azul. As cores da
casca do melao, do abacaxi, da goiaba e do maracuja ficaram préximas do amarelo,
enquanto que as da acerola, manga e pitanga ficaram entre as cores vermelho e
amarelo.

A cromaticidade ou croma (C), a qual mede a intensidade da cor da polpa,
demonstrou que a cor da polpa mais intensa foi a da polpa de manga, com o valor de
47,824+0,008 e a menos intensa foi a cor da polpa de melao, com o valor de 3,0+0,1.

Os solidos soluveis totais representam os compostos soluveis em agua
presentes nas frutas, como agucares, vitaminas, acidos, aminoacidos e algumas
pectinas. Geralmente, o teor de sélidos soluveis aumenta durante a maturagcdo pela
biossintese ou degradacdo de polissacarideos (CHITARRA; CHITARRA, 1990). As
polpas das frutas que apresentaram maior teor de sélidos soluveis foram as polpas de
manga e abacaxi com valores de 13,7+0,6 e 13,1+0,1 Brix, respectivamente. O menor
valor foi encontrado na polpa de acerola (5,1+0,1 Brix).

A acidez titulavel de uma fruta é dada pela presenca de acidos organicos que
decresce em funcdo do avango da maturagdo devido a oxidagcado no ciclo dos acidos
tricarboxilicos, sendo fundamentais na sintese de compostos fendlicos, lipideos e
aromas volateis (CHITARRA; CHITARRA, 1990). O maior e o menor valor da
porcentagem de acido citrico (4,806+0,004 e 0,135+0,003%) foram encontrados nas
polpas de maracuja e melao, respectivamente.

A relacao entre solidos soluveis totais e acidez titulavel fornece um indicativo do

sabor da fruta, pois relaciona a quantidade de acucares e acidos presentes. Esta
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relagcdo tende a aumentar durante a maturagdo, devido ao aumento nos teores de
agucares e a diminuicdo no dos acidos. O maior valor da relagcdo SST/AT foi atribuido a
polpa de meldo (52+1), no entanto, trata-se de uma fruta com baixo teor de sdlidos
soluveis e acidez titulavel o que confere alto valor da relagcdo SST/AT. O menor valor foi
atribuido a polpa de acerola (2,11+0,08).

O pH é inversamente proporcional a atividade dos ions hidrogénio, sendo que a
atividade é o teor de ions H* efetivamente dissociados. Porém, em alimentos, pode-se
considerar a atividade igual a concentragdo de H". O maior e o menor valores de pH

(5,79 e 2,86) foram encontrados nas polpas de melao e maracuja, respectivamente.

2.3.3 Espectrofotometria da regiao ultravioleta-visivel (UV-Visivel)

Os espectros de absor¢ao na regido ultravioleta-visivel dos extratos das frutas
estao ilustrados na Figura 13. A absor¢do maxima dos espectros variou de 245,5 a
271,5 nm. De acordo com Mabry, Markham e Thomas (1970) apud Oldoni (2007), a
faixa de comprimento de onda (1) entre 220 e 350 nm corresponde a regido do ultra-
violeta visivel em cuja faixa os flavonoides e compostos fendlicos absorvem luz.

Os fatores de diluigao utilizados para gerar os espectros de absorgao foram: 1:10
para os extratos de abacaxi, manga, meldo, 1:20 para os extratos de goiaba e
maracuja, 1:50 para o extrato de pitanga e 1:400 para o extrato de acerola, sendo esse
ultimo espectro o que apresentou maior pico de absorgao na regiao de interesse (220 a
350 nm). Isto sugere uma maior concentragdo de compostos fendlicos nesse extrato,
seguido pelo extrato de pitanga. O espectro do extrato do meldo sugere que essa fruta
contém a menor concentracdo de compostos fendlicos dentre as demais, pois além do
espectro ter sido obtido com um extrato menos diluido, apresentou um menor pico de

absor¢ao na regido UV de 220 a 350 nm.



64

35 35
Acerola Abacaxi
30 amax = 245,5nm 304 amax = 257,0nm|
25 25
®©
T 204 ‘S 204
c =
«© «0
2 2
S 159 3 154
e Q
< <
1,0 1,04
0,54 0,5
00 T T T T T 00 T T T T
200 250 300 350 400 450 500 200 250 300 350 400 450 500
Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)
35 35
Manga Maracuja
304 Améx = 271,5nm 304 Amax = 255,5nm
25 254
© ®
5 204 S 20
= =
«0 «©
= 2
S5 15 S 1,5
2] 2]
Qo Q
<< <
1,04 1,0
05- 05
00 T T T T T 0,0 T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 200 250 300 350 400 450 500
Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)
35 35
Meldo Goiaba
304 amax = 259,0nm 304 amax = 262,0nm
25 25
S 20 3 204
= =
«0 «@
2 2
o 15 o 15
%] 1]
Qo Q
< <
1,04 1,04
054 05
0,0 T T T T T 0,0 T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 200 250 300 350 400 450 500
Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)
35
Pitanga
304 Amax = 258,5nm
25
2 20
=
«0
2
S 15
1]
Q
<
1,04
05
00 T T T T T
200 250 300 350 400 450 500
Comprimento de Onda (nm)

Figura 13 - Espectros de absorgao na regido ultravioleta-visivel dos extratos de frutas
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2.3.4 Compostos fendlicos totais

A atividade antioxidante de plantas esta correlacionada a quantidade de
compostos fendlicos (CHEUNG; CHEUNG; OOI, 2003). Assim, a importancia de se
quantificar esses compostos. A Tabela 9 apresenta os valores dos compostos fendlicos
totais equivalentes ao acido galico no extrato etandlico das frutas e na polpa, com base
no volume do solvente e na quantidade de fruta liofilizada utilizada na extragdo. Os
valores foram expressos em base seca.

Com base nos resultados obtidos, foi observada diferengca significativa na
quantidade de compostos fendlicos na maioria das frutas. Somente nao foi observada
diferengca entre a manga e a goiaba que apresentaram valores de 5,57+0,06 e
5,60+0,01 mg AG/g polpa, respectivamente, e também entre o abacaxi (3,62+0,05) e o
maracuja (3,67+0,05). A maior concentracédo de compostos fendlicos foi da acerola cujo
valor foi de 156+1 mg AG/g polpa, seguida pela pitanga (11,5 mg AG/g polpa). A polpa
de meldo apresentou menor concentragdo de compostos fendlicos (1,26+0,05 mg
AG/g). Esses resultados estdo de acordo com os espectros de absor¢cdo na regido
ultravioleta-visivel dos extratos (Figura 13). Isso confirma que a regido onde houve pico

de absorg¢ao, maior ou menor, pertence a regidao de absorgdo dos compostos fendlicos.

Tabela 9 - Teor de compostos fendlicos equivalentes ao acido galico nos extratos (mg AG/mL extrato) e
nas polpas das frutas (mg AG/g polpa), em base seca

Fendlicos totais Fendlicos totais

Fruta (mgAG/mL extrato)’ (mgAG/g polpa) *
Abacaxi 0,370+0,006 3,62+0,05¢
Acerola 15,8+ 0,1 156+1°

Manga 0,564+0,003 5,57+0,06°
Maracuja 0,372+0,004 3,67+0,05¢

Melao 0,128+0,002 1,26+0,05°
Goiaba 0,564+0,002 5,60+0,01°
Pitanga 1,16+0,01 11,5+0,1°

*Valores das médias das triplicatas+desvio padrdo/ Médias seguidas de letras diferentes na mesma
coluna diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey
“Base seca
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No estudo sobre atividade antioxidante em acerola e derivados, Mezadri et al.
(2008) encontraram valores de compostos fendlicos totais que variaram de 8,05 a 11,50
mg AG/g para a polpa de acerola, em base umida. Esses autores consideraram essa
fruta como sendo de alto conteudo de fitoquimicos, os quais sdo responsaveis pela
atividade antioxidante.

O método para medir o conteudo total de fendlicos utilizando o reagente Folin-
Ciocalteau, apesar de muito utilizado, possui algumas limitagdes, segundo Oliveira et al.
(2009) relacionadas a superestimagcao do conteudo fendlico em larga extensdo. A
vitamina C é considerada como um dos interferentes nao fenodlico. Em pesquisa
realizada por Oliveira et al. (2009) foi verificado que a adi¢gao de acido ascérbico a acido
galico em diferentes proporgdes provocou aumento de absorbancia, uma interferéncia
de 20% quando a razdo ascorbato/galato foi maior ou igual a 1. Esta € uma importante
observacao a ser considerada, principalmente se tratando do estudo de frutas com alto
teor de vitamina C, como a acerola.

Ribeiro et al. (2007) estudaram a atividade antioxidante em mangas e
encontraram para quatro variedades diferentes dessa fruta valores de fendlicos totais
que variaram de 0,5 a 20,00 mg AG/g polpa, em base umida. A variedade T. Atkins foi a
que apresentou o menor teor de compostos fendlicos, proximo ao valor encontrado
nesse estudo (0,74 +0,01 mg AG/g polpa, em base umida), em que foi utilizada a
mesma variedade de manga.

Sun et al. (2002), no estudo da atividade antioxidante de algumas frutas,
encontraram o valor de 0,40mg AG/g polpa para o abacaxi, valor semelhante ao
encontrado nesse estudo com a mesma fruta (0,41+0,01 mg AG/g polpa, em base

umida).

2.3.5 Determinacgao da atividade antioxidante
2.3.5.1 Atividade sequestrante do radical livre DPPH

Os resultados da atividade antioxidante, obtidos por meio da analise dos extratos
das frutas e das substancias de referéncia (a-tocoferol, BHT e Trolox), estdo
apresentados na Figura 14. Para tornar possivel a comparag¢ao dos resultados entre os

valores da atividade antioxidante obtidos dos extratos das frutas, todos foram diluidos a
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mesma concentragdo de 0,0250 mg AG/mL extrato, com base no teor de compostos
fendlicos determinados em cada uma das frutas. As concentragdes utilizadas para as
substancias de referéncia foram 100, 200 e 50 ppm para o a-tocoferol, BHT e Trolox,

respectivamente.

Abacaxi

Acerola

Manga

Maracuja c

Melao

Goiaba

Amostras

Pitanga

a-tocoferol

BHT

Trolox

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Atividade Antioxidante (%)

Figura 14 - Atividade antioxidante (%) dos extratos das frutas e das substancias de referéncia pelo
método do sequestro do radical livre DPPH
Médias das ftriplicatas € o desvio padrdo estdo indicados. Letras diferentes indicadas nas
barras diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey

Conforme apresentado na Figura 14, quatro dos sete extratos de frutas
analisados apresentaram atividade de sequestro do radical livre DPPH acima de 60%.
Um estudo semelhante foi realizado por Melo et al. (2006) com hortalicas e, os extratos
que apresentaram atividade de sequestro do radical DPPH superior a 70% foram
considerados eficazes. Os extratos que exibiram atividade entre 60-70% apresentaram
acdo moderada e aqueles que apresentaram atividade inferior a 60% foram

considerados com fraca agao antioxidante.
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O extrato de goiaba foi o que apresentou maior atividade (83,6+0,2%), no
entanto, ndo diferiu estatisticamente da atividade do extrato da pitanga (81+1%). Os
extratos de acerola e abacaxi também n&o diferiram estatisticamente entre si e
apresentaram valores de atividade de 71+2% e 67,8+0,7, respectivamente. Os extratos
de maracuja, melédo e manga apresentaram resultados de atividade menor que 60% os
quais foram 58+1, 43,5+0,5% e 35,8+0,3%, respectivamente. Dentre as substancias de
referéncia, o Trolox e o a-tocoferol apresentaram os maiores valores de atividade,
maiores que os encontrados para os extratos das frutas. Nas condicdes que a analise
foi conduzida, o BHT apresentou uma atividade de 36+2%, assemelhando-se com o
resultado obtido do extrato de manga.

Segundo Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), apesar da praticidade do
método, alguns cuidados devem ser tomados na interpretagéo dos resultados obtidos
devido ao mecanismo de reagdo do DPPH® com outras substancias, mecanismo esse
dependente da conformacgado estrutural dos compostos envolvidos na reagdo. Alguns
reagem rapidamente com o DPPH®, enquanto que outros, a maioria, a reagdo € mais
complexa, devido a isso, € importante construir uma cinética de reacdo das
substancias.

Com a observagao dos graficos da cinética (Figura 15), percebe-se que em
baixas concentracdes dos extratos, a estabilidade da reagcdo com o radical livre DPPH
comeca a ser estabelecida a partir dos 80 minutos do inicio da reacéo, exceto para o
extrato da acerola cuja reacdo parece estar estabilizada desde os 30 minutos da
reagao, ou seja, a caracteristica do extrato foi reduzir rapidamente o radical livre DPPH
antes dos 10 minutos do inicio da reagéao.

O acido ascorbico, isoascérbico e isoeugenol reagem rapidamente com o
DPPH®, fazendo a reacgdo atingir a estabilidade imediatamente apdés o seu inicio
(BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). Sendo a acerola uma fruta cujo
conteudo de vitamina C é elevado, o comportamento da reagao pode ser explicado pela

presenca dessa vitamina no extrato.
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Outra observacdo, a partir dos graficos da cinética, refere-se as baixas
concentragbes dos extratos de pitanga (1,66 mg/mL) e goiaba (2,50 mg/mL) que
reduziram a absorbancia inicial até uma faixa de 0,15-0,21 ao final dos 120 minutos. Os
demais extratos, ao final desse tempo, mesmo em concentragdes maiores, reduziram a
absorbancia até um valor proximo ou maior dos valores atingidos pelos extratos de
pitanga e goiaba. Por exemplo, o extrato de abacaxi na concentragdao de 6,67 mg/mL
atingiu o valor de absorbéancia de 0,20 ao final de 120 minutos. Os extratos de manga e
melao, em maiores concentragdes, atingiram valores um pouco menores comparados
aos extratos de pitanga e goiaba. No entanto, as concentragdes dos extratos daqueles
estavam, no minimo, oito vezes mais elevadas que os extratos destes. Isso pode ser
explicado pelo fato dos compostos com atividade presentes na pitanga e goiaba
interagirem melhor com o radical livre DPPH. Os compostos das demais frutas
interagem com o DPPH® mas numa reagdo mais lenta devido a baixa interagdo com o
radical livre DPPH ou pelo baixo teor dos compostos fendlicos, principalmente no
melao, de acordo com a Tabela 9.

Em geral, apos 100 minutos, a estabilidade da reagdo dos extratos com o radical
livre DPPH foi estabelecida ou a taxa da reacédo diminuiu lentamente. Desta forma, este
tempo foi escolhido para o calculo da concentragdo minima necessaria do extrato para
as substancias nele presentes reduzir em 50% o radical DPPH inicial da reagdo. Os

resultados do ECsp foram expressos em mg/mL, e estdo mostrados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Valor do ECsy (mg/mL) dos extratos das frutas

Frutas ECso (mg/mL)"
Abacaxi 7+2
Acerola 0,106+0,002

Manga 8,0+0,7
Maracuja 1,62+0,04

Melao 6,14+0,04
Goiaba 2,36+0,09
Pitanga 1,19+0,06

*Média das duplicatas+desvio padrao

Os menores valores das concentragdes dos extratos necessarias para reduzir em
50% o radical DPPH foram referentes aos extratos de acerola, pitanga, maracuja e
goiaba e os maiores foram exibidos pelos extratos de manga, abacaxi e melao, ou seja,
foi necessaria uma menor diluicdo daqueles extratos para reduzir a mesma quantidade
do radical livre DPPH em comparagao com estes. Assim, os extratos que apresentaram
os menores valores do ECsy podem ser considerados os melhores. Nao ha relagao do
ECso com a porcentagem de inibicao apresentada na Figura 14, em que o resultado foi
obtido a partir de concentragdes iguais dos extratos no tempo de 45 minutos.

Algumas frutas ja sdo muito conhecidas pelas suas propriedades antioxidantes e
por serem fontes de substancias que exercem essa atividade. Como exemplo tem-se a
goiaba cuja polpa, além da casca, possui altos teores de compostos fendlicos, conforme
observado por Jiménez-Escrig et al. (2001a), e que estes compostos contribuem
significativamente com a alta atividade antioxidante da goiaba.

A pitanga, apresenta consideraveis teores de fendlicos e carotendides totais que
fazem dessa fruta uma fonte promissora de compostos antioxidantes (LIMA; MELO;
LIMA, 2002).

Mezadri et al. (2008) verificaram, com base em estudos de atividade antioxidante
em acerola e seus derivados, que estes produtos contém elevado potencial antioxidante

e podem ser considerados como ingredientes funcionais.
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Kuskoski et al. (2005), no trabalho sobre atividade antioxidante em polpas de
frutas, concluiram que as polpas de frutas tropicais congeladas e comercializadas no
Brasil possuem elevados valores de atividade antioxidante, especialmente as polpas de

acerola e manga.

2.3.5.2 Atividade antioxidante pelo método ABTS™
Na Tabela 11 estdo apresentados os resultados obtidos pelo método ABTS™
dos extratos das polpas das frutas, apresentados em atividade antioxidante equivalente

ao Trolox (uM Trolox/g polpa) em base umida e seca.

Tabela 11 - Atividade antioxidante equivalente ao trolox dos extratos das polpas das frutas

Atividade antioxidante Atividade antioxidante
Frutas (MM Trolox/g polpa) (MM Trolox/g polpa)
(base umida)” (base seca)”

Abacaxi 2,62+0,03 18,7+0,2 °
Acerola 39+3 788+55 @

Manga 2,7+0,1 18,7+0,8 ©
Maracuja 3,34+0,08 25+1 ¢

Melao 0,46+0,04 6,7+0,7 "
Goiaba 5,14+0,06 46+1 ¢

Pitanga 6,3+0,1 82+2 P

*Valores das médias das triplicatas+desvio padrdo/ Médias seguidas de letras diferentes na mesma
coluna diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey

A maior atividade antioxidante, dentre as frutas analisadas foi, da acerola
(788+55), cujo valor foi muito maior em comparagdo com os demais, quase cento e
vinte vezes maior em comparagdo com o menor valor, exibido pelo meldo (6,7+0,7 yM
trolox/g polpa).

O valor da atividade antioxidante obtido do extrato da acerola apresentou-se
menor quando comparado com o estudo realizado por Mezadri et al. (2008). Os valores
encontrados pelos autores para a polpa de acerola variou de 74,30-94,28 uM Trolox/g
polpa, em base umida, e a porcentagem da contribuicdo da vitamina C no resultado foi

acima de 60% para a maior parte das polpas analisadas. No entanto, houve também a
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contribuigdo da fragcdo constituida por acidos fendlicos, antocianinas, flavandis e
flavonois que variou de 10 a 40%. A acerola foi considerada uma excelente fonte de
fitoquimicos e a contribuicdo da atividade antioxidante pelos antioxidantes hidrofilicos
situou-se entre 40-83%, com base em nos testes de atividade antioxidante realizados.
O restante da atividade foi devido a acao dos polifendis, principalmente a dos acidos
fendlicos.

A Tabela 11 mostra que a fruta que exibiu o melhor resultado da atividade
antioxidante apos a acerola foi a pitanga com 82+2 uM trolox/g polpa, seguida pela
polpa de goiaba (46+1uM trolox/g polpa), maracuja (25 uM trolox/g polpa) abacaxi e
manga (18,7 uM trolox/g polpa) e meldo, com o menor valor de atividade de
6,7+0,7uMtrolox/g polpa.

Os resultados obtidos neste trabalho para algumas frutas estdo de acordo com
os encontrados no estudo realizado por Kuskoski et al. (2005) com polpas de frutas
tropicais. Para as frutas goiaba e maracuja os valores da atividade antioxidante foram
8,2 e 2,7 uM trolox/g polpa, em base umida e os das mesmas frutas, pela Tabela 9,
foram 5,14 e 3,34, respectivamente.

Em ordem decrescente, as frutas que apresentaram melhor atividade
antioxidante pelo método ABTS foram: acerola > pitanga > goiaba > maracuja > abacaxi
= manga > melao e, goiaba > pitanga > acerola > abacaxi > maracuja > manga > melao
pelo método do sequestro do radical livre DPPH. Percebe-se que as frutas que
apresentaram melhor atividade antioxidante, em ambos os métodos, foram as mesmas,
indicando a semelhanga do mecanismo de reagdo quanto ao sequestro de radicais
livres. No entanto, as poucas diferengas podem estar relacionadas com a natureza dos
compostos e com a quantidade desses compostos presentes nas frutas.

Segundo Du et al. (2009), a atividade antioxidante pelos métodos ABTS e DPPH
teve forte correlacdo com o conteudo de polifendis e vitamina C em kiwi. Assim, pode-
se dizer que a presencga da vitamina C no extrato da acerola também contribuiu com os

resultados da atividade antioxidante.
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2.3.5.3 Auto-oxidagao do sistema 3-caroteno/acido linoléico

Os valores obtidos para a atividade antioxidante, em porcentagem, utilizando o
método da auto-oxidagao do sistema B-caroteno/acido linoléico, estao apresentados na
Tabela 12. Para a comparagao entre os resultados, os extratos das frutas, submetidos a
analise, foram levados a mesma concentracdo de 0,125 mg AG/mL de extrato, com
base no teor de compostos fendlicos totais. As substancias de referéncia, BHT e a-
tocoferol foram analisadas na concentragcao de 200 ppm e o Trolox, na concentragao de
100 ppm. Como mostrado na Tabela 12, nenhum dos extratos exibiu 70% de atividade
antioxidante, valor considerado muito bom por Melo et al. (2006). Apenas quatro dos
sete extratos de frutas exibiram valores de atividade antioxidante proximo aos 60% que
foram, em ordem decrescente de atividade, a pitanga, maracuja, meldo e goiaba (59+7,
58+4, 58+2 e 55+9%, respectivamente). As frutas abacaxi e manga apresentaram
atividade de 34,3+0,6 e 24+3%, respectivamente e a acerola nao exibiu atividade
antioxidante, ao contrario, contribuiu com a oxidagcdo ou com o rapido declinio da

absorbancia da emulsado ao longo do tempo, como pode ser observado na Figura 16.

Tabela 12 - Atividade antioxidante (%) dos extratos das frutas e substancias de referéncia pelo método da
autoxidagao do sistema B-caroteno/acido linoléico

Frutas Atividade antioxidante (%)
Abacaxi 34,3+0,6 °
Acerola *% %
Manga 24+3 ¢
Maracuja 58+4 2
Meldo 58+2°2
Goiaba 55+9 2
Pitanga 59+7 2
BHT 93,9+0,2
a-tocoferol 88+1
Trolox 85+4

*+xx No exibiu atividade antioxidante.
Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de
Tukey
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Figura 16 - Redugdo da porcentagem da absorbancia inicial da emulsdo contendo (3-caroteno/acido
linoléico adicionada dos extratos de frutas e padrdes durante 120 minutos

Observa-se na Figura 16 o comportamento dos extratos das frutas e das
substancias de referéncia quanto a protecao contra oxidacdo da emulsdo. Percebe-se
que a partir dos 80 minutos, todos os extratos das frutas, exceto o extrato de acerola,
agiram a favor da protecdo da emulsdo, ou seja, nao favoreceram o decréscimo da
absorbancia como aconteceu com o controle.

Dentre os extratos, o que melhor contribuiu para a preservagdao da emulsao
contra a oxidacao foi o extrato de pitanga, seguido do extrato de maracuja. O extrato de
manga foi o que menos contribuiu contra a oxidagdo do sistema, seguido pelo extrato
de abacaxi cujo comportamento, até aproximadamente 70 minutos, foi de oxidagédo da
emulsdo, mas que ao final dos 120 minutos comportou-se como antioxidante.

O mesmo comportamento nao foi observado com o extrato de acerola, que ao
contrario da acdo dos demais extratos, ndo atuou protegendo a emulsédo e sim
favorecendo a oxidagao, confirmada pelo rapido declineo da absorbancia ao longo dos
120 minutos.

Duarte-Almeida et al. (2006) também observaram o comportamento pré-oxidante

do extrato de acerola quando submetido ao método de autoxidagéo do B-caroteno/acido
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linoléico, comportamento esse relacionado ao conteudo de acido ascoérbico na fruta. O
acido ascorbico, apos doar seus hidrogénios redutores, ficou passivel de receber
elétrons, devido ao radical ascorbila formado, que € um agente oxidante.

A analise da atividade antioxidante pelo sistema de auto-oxidacdo do -
caroteno/acido linoléico recebe influéncia de uma série de fatores, dentre os quais, o
mais importante deve-se a polaridade das substancias presentes nos extratos das
frutas, j@ que o meio de reagédo € caracterizado por ser uma emulsdo, apresentando
simultaneamente, regides polares e apolares. Os extratos das frutas que apresentaram
melhor atividade antioxidante foram as que contém substancias capazes de interagir
com a emulsdo, que agem nas interfaces agual/lipideo, onde se inicia o0 processo
oxidativo.

Maiores valores de atividade antioxidante poderiam ser conseguidos se maiores

concentracdes dos extratos fossem utilizados na analise.

2.3.5.4 Estabilidade oxidativa — Rancimat

O tempo necessario para a ocorréncia da taxa maxima de oxidagao do dleo de
soja, sem adicao de fontes de antioxidantes (controle), foi de 7,04 h, como mostra a
Tabela 13. O tempo requerido para a formagao de radicais livres, moléculas altamente
reativas, que desencadeiam o processo de oxidacado (fase de iniciagao), foi maior no
Oleo de soja adicionado dos extratos das frutas, o que atrasou o inicio da fase de

propagacgao e consequentemente, a fase de terminagéo da oxidagao.
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Tabela 13 - Periodo de indugdo das amostras analisadas no Rancimat (controle, 6leo adicionado de BHT
e extrato de frutas)

Amostras * Periodo de Indugéo (h) **
Controle 7,04+0,02
BHT 7,58+0,09
Abacaxi 7,55+0,08
Acerola 7,94+0,04
Manga 7,45+0,04
Maracuja 7,15+0,07
Melao 7,17+0,20
Goiaba 7,82+0,05
Pitanga 7,57+0,09

* Oleo de soja adicionado do BHT e extratos das frutas citados, na concentragdo de 100 ppm, exceto o
controle, livre de antioxidantes.
" Médias das triplicatas+desvio padrédo

Sendo assim, os extratos protegeram o 6leo e cada um deles exibiu um fator de
protecdo, apresentados na Figura 17.

O extrato da fruta que exibiu maior fator de protecdo no 6leo de soja foi o da
acerola cujo valor foi de 1,13; no entanto, nao diferiu estatisticamente com o fator de
protecdo do extrato de goiaba (1,11), este, por sua vez, ndo apresentou diferenca
estatistica quando comparado com os valores do fator de protecdo do extrato de
pitanga e do 6leo acrescido de 100 ppm do BHT que foram iguais a 1,08. Os extratos
de abacaxi e manga apresentaram fatores de protecéo iguais a 1,07, os quais nao
exibiram diferenca significativa com os valores do extrato de pitanga a do 6leo com
BHT. Os menores valores do fator de prote¢cao foram dos extratos de maracuja e meléo,

ambos iguais a 1,02.
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Figura 17 - Fator de protecao obtido a partir da andlise de estabilidade oxidativa (Rancimat) do éleo de
soja adicionado dos extratos das frutas
Médias das triplicatas e o desvio padrao estao indicados. Letras diferentes indicadas nas
colunas diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey

No estudo com frutas tropicais realizado por Murcia, Jiménez e Martinéz-Tomé
(2001), dentre as onze frutas analisadas pelo método do Rancimat, o maméao papaia e
a carambola foram as frutas que protegeram melhor o 6leo de oliva refinado,
apresentando fator de prote¢cdo maior que 1,2. Os autores também concluiram que as
frutas tropicais possuem boa atividade antioxidante quanto ao sequestro das espécies
reativas ao oxigénio.

Os extratos de acerola e goiaba, os quais apresentaram maiores valores do fator
de protecdo e o extrato de pitanga, por ndo apresentar diferenca significativa desse
valor quando comparado com o extrato de goiaba, foram submetidos a novos testes em
Rancimat, em concentragdes diferentes (75, 50 e 25 ppm) no 6leo de soja. A Figura 18,
a seguir, apresenta os valores do periodo de indugdo das frutas em fungédo da

concentracao.
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Figura 18 - Periodo de indugédo em fungao da concentragédo dos extratos de acerola, pitanga e goiaba

De acordo com o que mostra a Figura 18, todos os extratos tiveram acao
protetora no 6leo de soja em todas as concentragdes testadas, sendo que a melhor
dose, comum a todos os extratos, foi na concentracao de 100 ppm. No entanto, cada
um dos extratos de frutas exibiu comportamento particular quando adicionado no éleo
em diferentes concentragdes (25 a 100 ppm). Observa-se que na concentragcédo de 25
ppm, o extrato de pitanga foi o que respondeu com maior valor do periodo de indugao
do dleo, sendo o que mais protegeu o 6leo de soja nessa concentragcdo e, 0 que menos
protegeu o Oleo foi o0 extrato de goiaba. A mesma observacéo é valida quando o dleo foi
adicionado de 50 ppm dos extratos; no entanto, a diferenca de periodo de indugao do
Oleo adicionado dos extratos foi menor quando comparada com a concentragao anterior
(25 ppm). O mesmo nao se observou a partir da concentracao de 55 ppm. A taxa do
aumento do periodo de indugdo do d6leo adicionado do extrato de acerola foi maior
quando comparada com a dos extratos de goiaba e pitanga, sendo a taxa desse
aumento da pitanga menor que a da goiaba. Assim, quando a concentragdo dos

extratos no 6leo foi de 100 ppm, o periodo de indugao do 6leo de soja adicionado do
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extrato de acerola foi maior que o da goiaba, e esse, maior que o da pitanga, o que
resultou nos fatores de protecao diferentes, apresentados na Tabela 13.

2.3.6 Identificagdao quimica dos extratos das frutas por CG-EM

A utilizacdo da técnica CG-EM é muito empregada em analise da composigao
quimica de frutas, principalmente na determinagdo de compostos volateis como
aromas, por exemplo, mostrado nos estudos feitos por Oliveira et al. (2006), Pino e
Marbot (2001) e Boulanger e Crouzet (2001). Entretanto, os estudos também estao
direcionados para a identificacdo de outros componentes, como os acidos fendlicos e
flavonoides, além de agucares e aminoacidos, conforme mostrado nos trabalhos feitos
por Fuzfai e Perl (2007), Zadernowski, Naczk e Nesterowicz (2005) e Zuo, Wang e Zhan
(2002) e no presente trabalho cujos perfis cromatograficos das fracées dos extratos das
frutas analisadas estdo apresentados nas Figuras 19 a 25, seguidas das repectivas
identificagbes dos picos e dos principais fragmentos dos ions dos compostos nao
identificados (Tabelas 14 a 20).

Os perfis cromatograficos obtidos das fragcdes dos extratos das frutas mostraram-
se distintos, sendo que os perfis dos extratos de abacaxi, manga, maracuja, melao e
goiaba apresentaram maior quantidade de picos os quais representaram a maior
porcentagem de area nos cromatogramas, quando comparado com os perfis dos
extratos de acerola e pitanga. Isso se deve a presenga de maior quantidade de
compostos nos extratos que apresentaram cromatogramas com maior quantidade de
picos e as substancias passiveis ou nao de sofrerem derivatizacao, ja que essa técnica
envolve condi¢des (alta temperatura, reagdo com o reagente derivatizante) que podem
levar a decomposicdo dos compostos e consequentemente, a ndo deteccdo dos
mesmos.

Dentre os compostos identificados observam-se os acgucares, de ocorréncia em
todas as frutas, acidos organicos, como o acido malico nas frutas abacaxi, acerola,
maracuja, goiaba e pitanga; acidos hexadecanoico e hexanodico em forma de ésteres
nas frutas melédo, goiaba e pitanga; acido ascorbico na acerola e goiaba, sendo que na
acerola representou 35,79% da éarea total dos picos indicados; acido aspartico na

goiaba, acido fosférico no maracuja, éster do acido benzdico no abacaxi, manga,
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maracuja; acido galico na pitanga; quercetina na acerola, estes ultimos que podem ser
0s responsaveis pela atividade antioxidante das frutas. O acido ascoérbico identificado
nas polpas de acerola e goiaba e os picos nao identificados, cujos fragmentos dos
respectivos ions (m/z) em porcentagem estdo indicados nas Tabelas 14 a 20,
representaram a maior parte dos picos indicados nos cromatogramas. Desta forma os
compostos nao identificados, e por se apresentarem em alta porcentagem, podem ser
responsaveis pela atividade antioxidante das frutas analisadas, bem como pertencerem
a classe dos compostos fendlicos. Sendo assim, estudos mais aprofundados de
fracionamento e isolamento bioguiado sdo necessarios para elucidacao estrutural das
moléculas bioativas. A analise de compostos fendlicos em frutas por CG-EM exige
alguns cuidados quanto ao tratamento das amostras, entre eles, a necessidade de se
realizar o procedimento de hidrélise dos extratos, o que nao foi feito neste estudo, ja
que a maioria dos compostos fendlicos em frutas apresenta-se glicosilados. Por
exemplo, a rutina, apés a hidrdlise, pode ser identificada por meio da presenca da
quercetina juntamente com o sacarideo correspondente, de acordo com o estudo

realizado por Fuzfai e Perl (2007).
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Figura 19 - Perfil cromatografico da fragao recuperada do extrato de abacaxi

Tabela 14 - Compostos identificados e fragmentos dos ions (m/z em %) da frag&o recuperada do extrato

de abacaxi
- Compostos identificados e A o
Pico fragmentos dos ions (m/z em %) Area (%)
1 éster trimetilsilil do acido benzadico 4,16
2 éster tri-trimetilsilil do acido malico 3,01
3 207(100), 73(56), 147(18), 345[M] 1,84
4 1,3,4,5,6-pentaquis-o-(trimetilsislil) D-frutose 1,59
5 73(100), 273(81), 147(46), 363(27), 553[M"] 5,93
6 éster trimetilsilil do acido hexadecanodico 444
7 265(100), 234(55), 161(56), 298(46), 327[M"] 3,41
8 79(100), 73(99), 75(98), 423[M] 4,73
9 117(100), 73(82), 75(54), 129(39), 587[M] 2,40
10 éster trimetilsilil, N, 1,bi-trimetilsilil triptofano 2,20
11 129(100), 57(36), 147(30), 70(29), 73(25), 635[M"] 6,22
12 361(100), 217(72), 73(64), 437(42), 103(22), 563[M"] 7,88
13 73(100), 361(93), 217(90), 103(49), 129(31), 539[M"] 2,58
14 éster 2,3-bi-(trimetilsilil)-oxi propil do acido hexadecandico 3,58
15 361(100), 73(84), 217(68), 289(31), 620[M™] 6,37
16 361(100), 73(58), 217(24), 169(17), 666[M™] 5,19
17 361(100), 73(88), 217(53), 289(52), 723[M"] 16,57
18 105(100), 218(97), 73(64), 265(58), 529[M™] 2,74
19 146(100), 116(26), 201(16), 500(16), 611[M"] 2,03
20 354(100), 73(99), 217( 34), 355(26), 627[M] 2,78
21 129(100), 382(78), 382(78), 73(65), 555[M"] 1,95
22 129(100), 396(78), 357(70), 486[M"] 6,53

23 217(100), 397(44), 73(29), 523[M"] 1,88
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Figura 20 - Perfil cromatografico da fragao recuperada do extrato de acerola

Tabela 15 - Compostos identificados e fragmentos dos ions (m/z em %) da fragdo recuperada do extrato

de acerola
. Compostos identificados e A o
Pico fragmentos dos ions (m/z em %) Area (%)
1 Glicerol derivado do tri-trimetilsilil 36,28
2 Isoleucina 2 trimetilsilil 0,37
3 éster tri-trimetilsilil do acido malico 4,18
4 73(100), 217(66), 147(26), 437(18), 465[M"] 1,63
5 a-D-galactopiranose 1,2,3,4,6-pentaquis-O-(trimetilsilil) 3,73
6 acido ascorbico derivado do trimetilsilil 35,79
7 1,2,3,4,6-pentaquis-O-(trimetilsilil) hexopiranose 5,12
8 éster trimetilsilil do acido hexadecanodico 2,08
9 204(100), 73(83), 235(24), 117(16), 396[M™] 2,51
10 73(100), 75(96), 55(56), 117(52), 339[M"] 1,81
11 acido 1,2-benzeno dicarboxilico 2,39
12 quercetina 0,80
13 129(100), 43(66), 396(65), 73(54), 486[M™] 3,30
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Tabela 16 - Compostos identificados e fragmentos dos ions (m/z em %) da frag&o recuperada do extrato

de manga
. Compostos identificados e A o
Pico fragmentos dos ions (m/z em %) Area (%)
1 éster trimetilsilil do acido benzdico 0,21
2 acido fosforico derivado do trimetilsilil 1,53
3 éster dietil do acido 1,2-benzenodicarboxilico 1,55
4 207(100), 73(32,7), 149(23,3), 310[M™] 2,99
5 1,3,4,5,6-pentaquis-o-(trimetilsislil) D-frutose 6,69
6 1,2,3,4,6-pentaquis-O-(trimetilsilil) hexopiranose 1,05
7 éster trimetilsilil do acido hexadecanodico 8,21
8 105(100), 117(96), 327(93), 73(60), 342[M"] 1,94
9 105(100), 73(82), 337(69), 117(52), 401[M™] 3,40
10 341(100), 117(88), 73(51), 132(51), 587[M"] 6,49
11 135(100), 105(32), 219(30), 343(24), 431[M"] 0.94
12 129(100), 57(31), 112(28), 147(28), 635[M"] 2,01
13 361(100), 217(65), 73(39,7), 437(36,1), 467[M"] 5,61
14 Sacarose octa-trimetilsilil 12,99
15 146(100), 116(24) 472(22), 354(19), 487[M"] 3,91
16 268(100), 269(24), 73(15), 488[M"] 2,32
17 105(100), 268(58), 269(14), 490[M"] 4,27
18 105(100), 252(17), 131(13), 523[M"] 3,91
19 146(100), 116(23), 500(22), 382(21), 611[M"] 7,84
20 467(100), 468(36), 75(15), 603[M™] 4,59
21 219(100), 453(52), 129(46), 382(39), 556[M"] 7,71

22 396(100), 129(78), 357(73), 486(60), 572[M"] 9,92
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Tabela 17 - Compostos identificados e fragmentos dos ions (m/z em %) da frag&o recuperada do extrato

de maracuja

Compostos identificados e

0,
Pico fragmentos dos ions (m/z em %) Area (%)

1 éster trimetilsilil do acido benzdico 0,8
2 acido fosforico derivado do trimetilsilil 4,06
3 éster tri-trimetilsilil do acido malico 2,69
4 éster trimetilsilil do acido 1,1-difenil-4-carboxilico 9,95
5 281(100), 400(41), 73(36), 440[M"] 1,23
6 2,3,4,5,6-pentaquis-O-(trimetilsilil) D-glicose 1,89
7 éster trimetilsilil do acido hexadecanodico 417
8 73(100), 75(84), 105(69), 337(43), 436[M"] 1,60
9 73(100), 117(79), 341(68), 132(45), 587[M"] 4,15
10 129(100), 73(36),361(33), 147(32), 635[M] 6,68
11 204(100), 217(97), 73(90), 116(43), 568[M"] 6,57
12 204(100), 217(91), 73(90), 116(40) 568[M™] 4,18
13 Sacarose octa-trimetilsilil 6,01
14 204(100), 73(48), 217 (37), 363(29), 741[M"] 2,18
15 146(100), 116(27), 500(19), 382(18), 611[M"] 4,75
16 204(100), 73(29), 217(18), 753[M] 9,91
17 129(100), 382(92), 343(77), 472(50), 528[M"] 7,75
18 396(100), 129(95), 357(83), 486[M"] 13,45
19 73(100), 361(71), 532(59), 460(49), 715[M"] 6,52
20 73(100), 532(50), 460(45), 361(40), 715[M™] 1,46
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Figura 23 - Perfil cromatografico da fragao recuperada do extrato de melao

Tabela 18 - Compostos identificados e fragmentos dos ions (m/z em %) da fragéo recuperada do extrato

de melao
. Compostos identificados e ; o
Pico fragmentos dos ions (m/z em %) Area (%)
1 éster trimetilsilil da L-prolina, 5-oxo-1-(trimetilsilil) 1,52
2 fenilalanina di-trimetilsilil 5,46
3 1,3,4,5,6-pentaquis-o-(trimetilsislil) D-frutose 10,25
4 1,2,3,4,6-pentaquis-O-(trimetilsilil) hexopiranose 5,65
5 2,3,4,5,6-pentaqis-O-(trimetilsilil) D-glicose 5,68
6 éster trimetilsilil do acido hexadecandico 5,46
7 117(100), 73(99), 341(72), 202(52), 587[M"] 5,28
8 éster trimetilsilil, N, 1,bi-trimetilsilil triptofano 3,86
9 204(100), 73(50), 217(18), 639[M"] 5,25
10 éster bi-(2-etilexil) do acido hexanodidico 4,55
11 204(100), 73(56), 91(50), 467[M"] 3,03
12 193(100), 276(32), 73(25), 393[M"] 1,46
13 361(100), 73(62), 103(28), 756[M"] 6,14
14 Sacarose octa-trimetilsilil 18,82
15 73(100), 298(63), 361(53), 217(31), 571[M"] 1,90
16 146(100), 73(26), 116(25), 472(19), 627[M"] 2,48
17 146(100), 116(26), 73(20), 500(20), 611[M"] 6,22
18 343(100), 255(70), 81(69), 55(66), 572[M"] 2,32

19 486(100), 255(74), 213(39), 73(29), 740[M"] 4,66
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Figura 24 - Perfil cromatografico da fragao recuperada do extrato de goiaba
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Tabela 19 - Compostos identificados e fragmentos dos ions (m/z em %) da fragéo recuperada do extrato

de goiaba
. Compostos identificados e A o
Pico fragmentos dos ions (m/z em %) Area (%)
1 acido fosforico derivado do trimetilsilil 5,43
2 éster tri-trimetilsilil do acido malico 6,85
3 acido aspartico derivado do tri-trimetilsilil 1,47
4 73(100), 217(86), 437(52), 525[M"] 13,43
5 1,3,4,5,6-pentaquis-o-(trimetilsislil) D-frutose 3,48
6 1,2,3,5,6- pentaquis-o-(trimetilsislil)- B-D-galactofuranose 1,09
7 345(100), 73(76), 255(34,4), 147(25,2), 537[M"] 5,01
8 1,2,3,4,6-pentaquis-O-(trimetilsilil) hexopiranose 9,61
9 acido ascorbico derivado do trimetilsilil 0,73
10 éster trimetilsilil do acido hexadecandico 4,96
11 190(100), 73(71), 183(64), 134(58), 359[M"] 2,96
12 73(100), 117(99), 341(76), 587[M] 4,47
13 73(100), 253(39), 183(32), 535[M"] 0,82
14 éster bi-(2-etilhexil) do acido hexanodidico 1,79
15 149(100), 167(41), 57(30), 451[M"] 3,36
16 361(100), 73(48), 217(35), 437(28), 743[M"] 2,12
17 146(100), 116(26), 500(18), 382(18), 612[M"] 3,46
18 481(100), 117(99), 73(70), 635[M"] 1,01
19 396(100), 129(91), 357(76), 381(37), 486[M"] 24,04
20 386(100), 296(79), 129(60), 281(47), 590[M"] 3,93
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Tabela 20 - Compostos identificados e fragmentos dos ions (m/z em %) da fragao recuperada do extrato

de pitanga
. Compostos identificados e A o
Pico fragmentos dos ions (m/z em %) Area (%)
1 acido fosforico derivado do trimetilsilil 2,38
2 éster tri-trimetilsilil do acido malico 0,49
3 73(100), 218(88), 192(51), 147(22), 318[M"] 0,39
4 ester tri-(trimetilsilil) do acido 1-propeno-1,2,3-tricarboxilco 0,65
5 1,3,4,5,6-pentaquis-o-(trimetilsislil) D-frutose 12,13
6 73(100), 273(85), 147(50), 363(26), 553[M"] 25,93
7 1,2,3,4,6-pentaquis-O-(trimetilsilil) hexopiranose 10,87
8 acido galico derivado do trimetilsilil 0,63
9 2,3,4,5,6-pentaquis-O-(trimetilsilil) D-glicose 13,87
10 éster trimetilsilil do acido hexadecandico 5,46
11 202(100), 73(71), 291(13), 405[M"] 0,95
12 éster bi-(2-etilhexil) do acido hexanodidico 14,35
13 149(100), 167(40), 57(32), 279(15), 450[M™] 2,69
14 73(100), 345(73), 369(69), 255(40), 787[M"] 0,71

15 129(100), 396(88), 357(62), 73(47), 486[M"] 8,51
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3 CONCLUSOES

- Os métodos de atividade antioxidante utilizados possibilitaram o estudo das
substancias bioativas presentes nos extratos das frutas bem como obter diferentes
respostas dessas substancias em cada um dos métodos.

-> Os extratos etandlicos de frutas que apresentaram os maiores, os
intermediarios e os menores resultados de atividade antioxidante nos métodos do
DPPH* e ABTS™ foram as mesmas, indicando a semelhanca do mecanismo de reacao
quanto ao sequestro de radicais livres em ambos os métodos e a acdo das mesmas
substancias presentes nos extratos que contribuiram com a atividade antioxidante.

-> No método da auto-oxidagcdo do sistema [-caroteno/acido linoléico, os
extratos etandlicos de pitanga, maracuja, meldao e goiaba interagiram melhor com a
emulsdo evidenciando as diferentes naturezas dos compostos fendlicos presentes
nesses extratos que foram capazes de interagir com o sistema.

- Na estabilidade oxidativa em Rancimat os compostos fendlicos nos extratos
etandlicos de acerola, goiaba e pitanga interagiram melhor com o sistema lipidico,
retardando o avanco da oxidagao desse sistema. A interacdo dos compostos fendlicos
dos extratos com o 6leo de soja foi diferente para cada um dos extratos, evidenciando
as diferentes naturezas desses compostos nos extratos.

-> A técnica de CG-EM permitiu a identificacdo de alguns compostos de
natureza fendlica que podem ser associados a atividade antioxidante das frutas,
apresentada nos diferentes métdodos utilizados, como o éster do acido benzdico no
abacaxi, manga e maracuja; o acido galico na pitanga e quercetina na acerola.

- Os extratos etandlicos de pitanga e goiaba apresentaram boa atividade
antioxidante em todos os métodos utilizados. Essas frutas devem ser alvo de futuras
pesquisas visando o isolamento de compostos bioativos para aplicagédo em sistemas in

vivo e/ou em alimentos.
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APENDICE 1
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Figura 26 - Curva de calibragdo do acido galico para o calculo do teor de compostos fendlicos totais



APENDICE 2

0,65
Abacaxi 0,60 4 Acerola
y=0,66785-0,00498x y=0,689-0,21389x
2_
0,601 R’=0,999 0,55 R=0,999
0,50
o 0557 © o5
2 g
8 b
2 8 0,40
£ 050 £
0,354
0454 ?;:tgcoes do extrato (v/v) 0.30 - Diluigdes do extrato (v/v)
15 1/200
102 1/100
0254 450
0,40 T T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 14 1,6 1,8 2,0 22
Concentragéo do extrato (g/L) Concentragao do extrato (g/L)
Manga 0654 Maracuja
0,654 y=0,6839-0,00523x y=0,70544-0,00723x
2_ 2_
R™=0,999 0,60 R"=0,999
0,60
0,55
8 ©
g 0,55 2 0,50
«© «©
£ £
o o
2 2
E 2 045
< 0,50 2
0,40
0454 Diluigdes do extrato (v/v) Diluigdes do extrato (v/v)
} 110 110
115 0357 45
12 12
0,40 T T T T T 0,30 T T T T T
10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
Concentragao do extrato (g/L) 0.68 Concentragéo do extrato (g/mL)
Goiaba ' Melao
067 y=0,67355-0,01105x . y=0,68881-0,00185
R*=0,999 R*=0,999
0,66 —
0,5 )
0,44
3 2 0,64
2 2
g g
5 5 g
§ 0,3 §
0,62
0,24 4
Diluigdes do extrato (v/v) Diluigbes do extrato (v/v)
110 110
044 115 0607 45
12 12
T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
Concentraggo do extrato (g/L) Concentrag&o do extrato (g/L)
0,60
Pitanga
0,55 y=0,6775-0,02228x
R’=1
0,50
0,45
K]
2
g 0,40
3
3
< 0,35
0,30
Diluigdes do extrato (v/v)
1/20
0259 410
1/5
0,20 T T T T T T T T T
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Concentragéo do extrato (g/L)

Figura 27 - Diluigbes e ajuste das curvas dos extratos de frutas pelo método ABTS™
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APENDICE 3
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Figura 28 - Curva de calibragdo do Trolox



