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RESUMO

Polpas dos frutos chopé (Gustavia augusta L.) e sacha mangua
(Grias neuberthii Macbr.) e sementes dos frutos de macambo (Theobroma
bicolor) foram utilizadas na determinacdo da composicdo centesimal e da
atividade antioxidante de seus extratos. Na quantificagdo da composicéo
centesimal foram analisados os teores de umidade, proteinas, lipideos,
carboidratos, fibras e cinzas. Na avaliacdo da atividade antioxidante foram
utilizados os extratos etéreo, alcodlico e aquoso, os quais foram obtidos de
forma sequencial a partir das farinhas secas e peneiradas (32-mesh). Estas
farinhas também foram fracionadas para a obtencéo das fracbes ricas em
acidos fendlicos livres (AFL), acidos fendolicos de ésteres soluveis (AFES) e

acidos fenolicos de ésteres insoluveis (AFEI).

Tanto nos diferentes extratos como nas diferentes fracdes foi
determinada a atividade antioxidante “in vitro”, empregando-se o sistema
aquoso B-caroteno/acido linoléico e no meio lipidico através do método de
Rancimat a 110°C e o método da estufa a 60°C. Os compostos fendlicos
foram identificados por CG-EM. Tendo em vista que o0 extrato aquoso das
amostras apresentou melhor atividade antioxidante, este foi utilizado nas
avaliagcdes “in vivo” em ratos. Amostras de figado, plasma, cérebro, tecido
adiposo foram obtidas apd6s 29 dias de fornecimento dos extratos por
gavagem para os animais. Nestes tecidos foram avaliados os teores de
acidos graxos, onde pode ser observada uma certa protecdo dos acidos
graxos insaturados, a qual pode estar relacionada com os antioxidantes

naturais presentes nos extratos.

Palavras chaves: Chopé, Sacha mangua, Macambo, antioxidantes naturais,
compostos fenodlicos, atividade antioxidante, analise

bromatoldgica.
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ABSTRACT

The centesimal composition and antioxidant activity of Chopé
(Gustavia augusta L.) and Sacha Mangua (Grias neuberthii Macbr.) fruits
pulps and macambo (Theobroma bicolor) seeds were evaluated. The
moisture, proteins, lipids, carbohydrates, fibers and ashes contents were

determined for the centesimal composition.

The etheric, alcoholic and aqueous extracts from the fruits were
sequentially obtained from dried and 32-mesh-sifted floors and their
antioxidant activity were analyzed. The fractions of free-acid phenolics (FAP),
soluble ester of acid phenolics (SEAP) and unsoluble ester of acid phenolics

(IEAP) were obtained from the same floors.

The in vitro antioxidant activity was determined for all samples:
different extracts and fractions. The aqueous system [B-carotene/linoleic acid
was employed and in the lipidic medium was used the Rancimat system
(110°C) and stove (60°C) method. The phenolic compounds were identified
and quantified by GC-MS method. The highest antioxidant activity was
achieved in the aqueous extracts, these were used in vivo utilizing rats as
experimental animals. Liver, plasma, brain and fat tissues samples were
obtained 29-days after the animals had been received by gavagem. In these
tissues, the fatty acids contents were evaluated and it was observed a certain
protection to the unsaturated fatty acids, which can be related to the natural

antioxidant substances present in the extracts.

Key words: Chope, Sacha Mangua, Macambo, natural antioxidants, phenolic

compounds, antioxidant activity, centesimal analysis.
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1. INTRODUCAO

Os lipideos desempenham um papel importante na qualidade de certos
produtos alimenticios, particularmente em relacdo as propriedades
organolépticas que os tornam desejaveis, tais como: “flavor”, cor, textura. Por
outro lado, conferem valor nutritivo aos alimentos, constituindo uma fonte de
energia metabdlica, de &cidos graxos essenciais (&cido linoléico, acido
linolénico e &acido araquiddnico) e das vitaminas A, D, E e K, que sao
lipossoluveis. A oxidagao lipidica € um fendmeno espontaneo e inevitavel, com
uma implicagéo direta no valor comercial e nutritivo dos alimentos e de todos os
produtos que a partir deles séo formulados. A peroxidagéo lipidica constitui a
principal causa de deterioracdo dos acidos graxos, a qual pode ocorrer em
processos de transformacao e armazenamento. Alteracdes do tipo oxidativo, as
quais tém como principal consequéncia a modificagdo do “flavor” original e o
aparecimento de odores e sabores caracteristicos do ranco, representam para o
consumidor, ou para as industrias, uma importante causa de rejeicdo ou
depreciacao (SILVA, et al., 1999b).

Atualmente, nos alimentos processados, especialmente aqueles que
possuem na sua composicao compostos lipideos, devem ser tomadas medidas
gue permitam limitar o processo oxidativo durante as fases de processamento e
armazenamento dos produtos. Dentro dessas medidas a adicdo de
antioxidantes €, sem ddvida, uma pratica corrente, razdo que justifica o atual
interesse pela pesquisa de novos compostos com capacidade antioxidante
(HEINONEN et al., 1997).

Entre os antioxidantes sintéticos mais usados na industria de alimentos,
temos o hidroxibutiltolueno (BHT), o hidroxibutilanisol (BHA), os galatos de
propila (PG) a terciobutilidroquinona (TBHQ). Estudos recentes consideram que
estes compostos podem causar danos ao organismo, abrindo assim, um

b

caminho a pesquisa de novas fontes de antioxidantes naturais que possam
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substituir os sintéticos com a mesma ou melhor qualidade e que ndo produzam

danos no organismo.

Nos Estados Unidos a regulamentacao para o emprego de antioxidantes
em alimentos é controlado pelas instituicbes: Federal Food, Drug, Cosmetic Act,
Meat Inspection Act, Poultry Inspection Act e varias leis estaduais. Em geral a
maioria de paises, tem regulamentada a utilizacdo isolada ou combinada dos
antioxidantes sintéticos em quantidades nédo superiores a 200 ppm. No Brasil,
esta regulamentacéo, é controlada pela Resolucdo CNNPA de 24 de Novembro
de 1988, publicado no Diario Oficial da Unido de 19/12/1988.

Antioxidantes sdo substancias que apresentam a propriedade de inibir as
alteracdes oxidativas que podem sofrer uma molécula. Todas as moléculas
presentes na natureza sdo alvos potenciais do dano oxidativo: lipideos,
proteinas, acidos nucléicos, carboidratos entre outras (GUTTERIDGE &
HALLIWELL, 1994).

Entre os principais antioxidantes naturais tem-se os compostos fendlicos,
0 acido ascorbico, o a-tocoferol, os carotenoides, sendo encontrados com maior
freqiéncia nas fontes vegetais destacando-se os frutos, sementes e 0Oleos

vegetais.

A fim de incorporar novas fontes de antioxidantes naturais avaliou-se 0s
extratos dos mesocarpos do chopé (Gustavia augusta L.), sacha mangua (Grias
neuberthii Macbr.) e da semente do macambo (Theobroma bicolor), cujos frutos

foram coletados nos arredores da cidade de Iquitos-Pera.

Neste trabalho objetivou-se estudar, além das analises relativas a
composicao centesimal e a fracdo lipidica de trés frutas da Regido Amazobnica,
mas também a atividade antioxidante de seus extratos, tanto “in vitro” quanto “in
vivo”; tendo-se em consideracdo que estes constituem parte da dieta da

comunidade amazobnica e mais especificamente os da Amazénia peruana.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. CHOPE

2.1.1. Identificag&o e distribuicao

O Chopé (Gustavia augusta L.) é uma espécie originaria da
Amazbnia, da familia Lecytidaceae, distribui-se na bacia do Amazonas,
abrangendo o0s seguinte paises: Brasil, Coldmbia, Equador, Venezuela,
Guiana, Suriname e Perd. Os nomes populares sdo chope, chopé masha,
sacha chopé no Perd; cocora na Coldombia; jeniparana, jandiparana,
janiparandiba, japaranduba, japuaranduba, pau-fedorento, general, mucurao
no Brasil; tripa de pollo no Equador. Ocorre preferentemente na mata de
terra firme de solos argilosos ou arenosos e, ocasionalmente na varzea onde
atinge o maior porte. Apesar de ocorrer na mata primaria densa, pode ser
encontrada também em formacdes abertas e secundarias (LORENZI, 1992;
FLORES PAYTAN, 1997).

As condi¢cdes ambientais de adaptacdo do chopé sdo: temperatura
anual maxima de 25 °C e minima de 23,2 °C; precipitacdo pluvial anual
maxima de 3419 mm e minima de 1020 mm; desde o nivel do mar até 900 m
sobre o nivel do mar. Desenvolve-se em terrenos ndo inundaveis,
preferentemente em solos férteis, com abundante matéria organica e boa
drenagem (LORENZI, 1992; FLORES PAYTAN, 1997).

2.1.2. Descricao

O chopé é uma arvore grande, extremamente ornamental,
principalmente pelo perfume de suas flores; pode ser empregada com
sucesso no paisagismo em geral. Na floresta amazonica atinge 30 m. de
altura e 50 cm de diametro e quando cultivada é uma arvore pequena de até

8 m de altura e 20 cm de diametro. As folhas sédo simples e opostas.
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Os frutos em numero de 3 a 5 por inflorescéncia sdo pixideos nao
operculados, ovoides de 6-7 cm de diametro, o epicarpo é de cor verde claro
que torna-se marrom com o amadurecimento; 0 mesocarpo tem textura
macia, de cor alaranjada intensa, com sabor amanteigado; é comestivel,
consumido diretamente “in natura”. A polpa quando separada do fruto, pode
ser conservada sob refrigeracao até 60 dias ou mais, mantendo a qualidade
e o valor nutricional. O fruto apresenta de 2 a 10 sementes de forma coénicas,
com 3-5 cm de comprimento e 3 cm de largura. O chopé floresce durante
grande parte do ano, porém com maior intensidade nos meses de outubro a
dezembro. A maturacdo de seus frutos ocorre predominantemente nos
meses de marco a maio (LORENZI, 1992; FLORES PAYTAN, 1997).

2.1.3. Projecéo

O cultivo do chopé apresenta grande potencial econdmico na Regidao
Amazobnica. Apresenta facilidade de adaptacdo a ecologia; a polpa tem
potencial comercial como alimento natural nutritivo e como fonte de 6leo da
polpa comestivel de boa qualidade; a torta pode ser usada na industria de
alimentos balanceados para gado (FLORES PAITAN, 1997).
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2.2. SACHA MANGUA
2.2.1. Identificag&o e distribuicao

A sacha mangua (Grias neuberthii Macbr.) € uma espécie da familia
Lecythidaceae nativa da Amazonia, originaria do Sul da Coldémbia, Equador
e Norte do Peru. Os nomes populares deste fruto sdo: Sacha mangua,
Sacha mango, mangua (Peru); cocora, cocoro, pepeguara (Coldmbia); pitén
(Equador) (FLORES PAYTAN, 1997). Distribui-se na bacia amaz6nica nas
localidades de Porto Asis (Putumayo) na Colémbia; no rio Solimdes até
Caballo-cocha (Loreto) no Peri (MORI & PRANCE, 1990; DUKE &
VASQUEZ, 1994; FORES PAYTAN, 1997).

As condicbes ambientais de adaptacdo da sacha mangua s&o:
temperatura meédia anual maxima de 25.1°C e minima de 23,2°C;
precipitacdo pluvial maximo por ano de 3419 mm e minimo de 1020 mm;
altitude variavel, até 1000 m sobre o nivel do mar. Desenvolve-se
preferencialmente em terrenos férteis e temporariamente alagaveis
(FLORES PAYTAN, 1997).

2.2.2. Descricao

E uma arvore de 20 — 25 m de altura, o caule é reto pouco ramificado
cujo diametro varia entre 30 — 40 cm, as folhas sdo simples, grandes,
agrupam-se na parte terminal do caule e dos galhos, a inflorescéncia em
cachos sdo desenvolvidos no caule, as flores sdo bissexuais. A espécie
produz frutos quase o ano todo, sendo a maior producdo nos meses de
fevereiro até abril (FLORES PAYTAN, 1997). O fruto € de forma elipsoidal de
8 — 17 cm de comprimento e 5 — 9 cm de diametro de cor parda clara e peso
varia entre 152 — 783 gr, o epicarpo € fino de 1 — 2 mm de espessura,
mesocarpo de cor amarela quando maduro, de 0,5 — 1,0 cm de espessura;
contém uma semente grande com peso que varia entre 50-240g (FLORES
PAYTAN, 1997).
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2.2.3. Valor nutricional

A polpa do fruto maduro é comestivel tém sabor muito agradavel e
consome-se diretamente no estado natural podendo-se combinar com
farinha. O Oleo da polpa de alguns ecotipos oleosos € extraido fervendo o
mesocarpo. Os frutos coletados no inicio da maturacdo amadurecem apos 3
a 4 dias; mas sdo muito pereciveis. A polpa do fruto apresenta a analise
bromatolégica dado no quadro 1 (FLORES PAYTAN, 1997).

2.2.4. Projecéo

A sacha mangua € uma espécie em processo de domesticacao
tradicional que tém um potencial como cultura no trépico Umido;
apresentando vantagens de adaptacdo as condi¢cdes ecoldgicas do solo da
regido amazonica; existe um mercado local para os frutos e um potencial
industrial para a extracdo de 6leo da polpa comestivel. Na mata virgem e
nas localidades agricolas, dispde-se de germoplasma de boa qualidade, com
um potencial de melhoramento. As desvantagens séo: alta variabilidade de

espécie, alta tendéncia ao aborto de frutos; os frutos sdo pereciveis e nédo
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existe desenvolvimento agrondmico e tecnologico de conservacado e de
processamento do fruto; pouca difusdo da espécie e de seu potencial
produtivo e econdmico (FLORES PAYTAN, 1997).

Quadro 1. Andlise bromatoldgica da polpa do fruto da sacha mangua (Grias
neuberthii Macbr.) base seca (FLORES PAYTAN, 1997)

Determinacdes 100g de polpa
Proteinas 7,47%
Lipideos 18,30%
Cinzas 3,55%
Fibra 33,84%
Carboidrato 36,84%
Célcio 215,17 mg.
Fosforo 140,82 mg.
Ferro 1,52 mg.
Carotenodides totais 2,23 mg.
2.3. MACAMBO

2.3.1. Identificacéo e distribuicdo

O macambo (Theobroma bicolor) € uma espécie da familia
Sterculiacea nativa da América Tropical, sendo originada provavelmente, da
regido amazénica. Os nomes populares sdo macambo no Perl; cacau do
Perd no Brasil; macambo e bacau na Colémbia; e pataste (com algumas
variacfes), nos outros paises latino-americanos (CAVALCANTE, 1988;
DUKE & VASQUEZ, 1994;GENTRY, 1996; FLORES PAYTAN, 1997).

O macambo esta distribuido na bacia amazoénica, ndo se podendo,
entretanto, apontar com segurancga sua regiao de origem, pelo fato de ser
largamente cultivada desde o México, América Central, até o Norte da

América do Sul incluindo a Amazbénia. Em alguns desses lugares é
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encontrado também, em estado espontaneo, na floresta densa ou aberta.
Em Iquitos (Peru) e arredores € uma das arvores frutiferas mais comuns nos
quintais (CAVALCANTE, 1988; DUKE & VASQUEZ, 1994; GENTRY, 1996).

As condi¢cdes ambientais de adaptacdo do macambo séo: temperatura
anual maxima de 28 °C e minima de 25 °C; precipita¢éo pluvial maxima por
ano de 3000 mm e minimo de 900 mm; altitude variavel, até 1000 m sobre o
nivel do mar. Desenvolve-se em terrenos nado inundaveis (FLORES
PAYTAN, 1997).

2.3.2. Descricao

E uma éarvore de 25 — 30 m de altura na mata virgem e de 3 — 15 m
guando cultivada. O tronco reto cilindrico de 20 — 30 cm de diametro. Folhas
simples e alternadas. O fruto é volumoso, oblongo elipséideo, com até 35 cm
de comprimento e 15 cm de didmetro podendo atingir até 3 Kg de peso,
possui em média 40 sementes por fruto, sendo que a cor do fruto é parda
amarelada quando maduro o pericarpo € duro, lenhoso com 10 arestas
longitudinais e reticulacdo lenhosa entre as mesmas. O tamanho da
sementes varia de 16—30 mm de comprimento, 14-25 mm de largura e 8-13

mm de espessura; dispostas em 5 séries e envolvidas por uma polpa
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amarelada fibrosa, com odor incomum. A frutificacdo ocorre entre os meses
de agosto até abril (CAVALCANTE, 1988).

2.3.3. Valor nutricional

A polpa do fruto maduro é comestivel, podendo ser consumida em
seu estado natural e utilizada no preparo de sucos e sorvetes. Para o
consumo deve ser separada da semente e prontamente manipulada para
evitar perdas do valor nutricional decorrentes do processo do escurecimento.
As sementes sdo consumidas fervidas ou assadas; sdo empregadas na
culinaria de forma similar as nozes e também no preparo de chocolate
(CAVALCANTE, 1988; FLORES PAYTAN, 1997).

Quadro 2.- Anélise bromatologica da polpa e da polpa com a semente do
fruto de macambo (Theobroma bicolor) (FLORES PAYTAN,

1997)

Determinacdes 100g de Polpa 100g de
Polpa + Semente

Umidade 88,00% 61,00%
Proteina 2,10% 6,70
Lipideos 0,80% 9,20%
Fibras 0,70% n.r
Cinzas 0,80% n.r
Carboidratos 8,30% 21,50%
Célcio n.r 19,00 mg
Fosforog 44,00 mg 165,00 mg
Ferro 0,50 mg 1,70 mg
Vitamina A (retinol) 28,00 mg nr
Tiamina 0,08 mg 0,95 mg
Riboflavina 0,09 mg 1,05 mg
Niacina 3,10 mg 1,20 mg
Vit. C 22,80 mg 9,20 mg

Nota: n.r = ndo registrado.
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O macambo é um alimento que quando ingerido proporciona calorias,
alguns minerais e vitamina C. As andlises bromatoldgicas da polpa e da
polpa com a semente estdo apresentadas no quadro 2, segundo (FLORES
PAYTAN, 1997).

2.4. FIBRA ALIMENTAR

Como sera visto mais adiante, nossos resultados apresentaram um
teor expressivo de fibras nos trés frutos. Tendo em vista a importancia das
fibras na atualidade, decidimos acrescentar este item abordando as fibras e
sua importancia dietética dentro da revisao de literatura, apesar de nao ser o

objetivo central de nosso trabalho.

Até o final da década de sessenta, as fibras foram praticamente
ignoradas como parte dos alimentos, consideradas como contaminantes que
deveriam ser eliminados, ao invés de um componente valioso dos alimentos.
Quando foi comprovado que o baixo consumo de fibras estava relacionado
com os altos indices de doencas, tais como o cancer de célon, doencas
coronarianas e diabetes, aumentou, de um modo excepcional, o interesse
pelas dietas com fibras (CROGHAN, 1995).

A fibra € uma parte integrante da dieta diaria, e esta exerce efeitos
fisiolégicos diretos através do trato gastrointestinal, afetando de forma
indireta as atividades metabdlicas. A inter-relacdo destes efeitos €
responsavel pela possivel influéncia desejavel da fibra na regulacdo do
peso, metabolismo dos carboidratos e lipides e funcdo do cdélon
(SCHWEIZER & WURSCH, 1991).

2.4.1. Definicao

O termo fibra alimentar no inicio foi definido por TROWELL (1974)

como a parte das paredes celulares vegetais incluidas na dieta humana que
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resiste a acdo das secrec¢des do trato gastrointestinal. Esta definicdo foi
modificada por TROWELL et al., (1976) que conceituaram a fibra dietética
como a soma dos polissacarideos e ligninas que nao sdo digeridas pela
acdo das secrecfes endogenas do trato gastrointestinal. CUMMINGS (1981)
define a fibra em funcdo das substancias quimicas que a compde, sem
incluir aspectos fisiolégicos que ndo se conheciam exatamente. Uma
proposta mais ampla foi dada por ASP (1987), que define a fibra dietética
como polissacarideos, exceto amido e lignina que ndo sdo digeridos ou
absorvidos pelo intestino delgado humano. Os componentes da fibra
alimentar, segundo SCHWEIZER & WURSCH (1991) sdo apresentados na
figura 1.

( Proteina \

Lipideos Substancias
Nao < Cutinas associadas
Carboidratos Ceras > Parede as fibras

Silica celular

\ Lignina vegetal < N\

( Celulose

Hemicelulosas
Carboidratos Pectinas > Fibra
(polissacarideos < Gomas Polissacarideos dietética
nao amidicos) Mucilagens nao celuldsicos

Polissacarideos

\ Celulose modificada | J

Figura 1. Terminologia do complexo fibra dietética. (SCHWEIZER &
WURSCH, 1991)
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A fibra alimentar € um complexo formado por varios compostos de
natureza quimica diversificada. THEANDER & AMAN (1981) definiram a
fibra alimentar em funcao de sua solubilidade em agua em dois grupos:

e Fibra insoltvel inclui a celulose, hemicelulose, lignina, taninos, proteina,

cutina ,cera, produtos da reacéo de Maillard e amido resistente.

e Fibra soluvel compreende a pectina, algumas hemiceluloses, polifendis

sollveis, gomas, mucilagens e proteina.

O conceito mais recente estabelecido pela “American Association of
Cereal Chemists” (AACC) e reconhecido pela FDA, é que a fibra alimentar &
a parte comestivel de vegetais ou carboidratos analogos que sao resistentes
a digestao no intestino delgado humano e que sofrem fermentac&o parcial
ou completa no intestino grosso. Como fibra alimentar inclui-se
polissacarideos, lignina e substancias vegetais associadas. A fibra alimentar
promove efeitos fisiologicos benéficos, tais como efeito laxante e/ou
atenuacdo de colesterol sangiineo e/ou atenuacdo da glicose sanglinea
(PROSKY 2001).

2.4.2. Efeitos fisiologicos

Os efeitos fisiologicos da fibra alimentar vao estar em funcdo dos
componentes quimicos que a formam e, portanto, de suas caracteristicas
fisico-quimicas, assim como dos processos tecnolégicos que foram
submetidos os alimentos. As principais acoes fisioldgicas da fibra alimentar
estdo relacionadas com a sua degradacdo bacteriana, capacidade de
retencdo de agua, formacéao de solucdes viscosas e capacidade de retencao

de moléculas organicas e cations metalicos (HERNANDEZ et al., 1995).

A fibra dietética segundo SCHWEIZER & WURSCH (1991) pode

exercer efeitos fisioldgicos através do trato gastrointestinal. Muitos destes
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efeitos fisiologicos estdo inter-relacionados e s&o origem de muitas
consequéncias metabdlicas, como pode-se ver na figura 2

Requlacédo de ingestdo de alimento \
Velocidade de ingestdo )

Mastigacdo
Densidade energética
Satisfacdo

Regulacdo hormonal Regulacéo de
Digestéo e absorcéo Secrecao de insulina peso
Viscosidade do bolo alimenticio ) Hormanios intestinais
Vacuo gastrico Metabolismo de
Enzimas pancreéticas carboidratos
Secrecdo biliar
Adsorc¢éo Metabolismo de
Raz3o de digestdo J lipideos
> Metabolismo hepatico
Colesterol Funcao do cdlon
Metabolismo do célon Acidos biliares (cancer)
Diluicdo Glicdlise
Tempo de transito Gliconeogénese
Acidos biliares
Fermentacéo
Acidos graxos volateis ) j

Figura 2. Efeitos fisiologicos da fibra dietética (SCHWEIZER &
WURSCH, 1991)

2.4.3. Aspectos analiticos

A analise da fibra alimentar apresenta alguns problemas devido
fundamentalmente ao fato da falta de unanimidade na definicdo de fibra,
bem como a heterogeneidade dos seus componentes, que dificultam o
desenvolvimento de métodos especificos para todos analitos e aplicaveis a

todo tipo de alimento.

Os métodos de analises de fibra alimentar podem ser classificados
em trés grupos: quimicos, enzimaticos—gravimétricos e enzimaticos—
guimicos. Todos eles tém em comum o pré tratamento da amostra, cuja

finalidade € conseguir que a amostra esteja em condi¢fes adequadas para a
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realizacdo da analise; nesta etapa a amostra é submetida a moagem para
assim assegurar a eficAcia dos tratamentos enzimaticos e facilitar a
centrifugacgéo ou filtracdo dos extrato (HERNANDEZ et al., 1995; PROSKY,
2001).

Os métodos quimicos sdo os métodos mais antigos e baseiam-se no
tratamento dos alimentos com reagentes que solubilizam todos seus
componentes, exceto a fibra, o qual é determinado gravimétricamente. Os
métodos quimicos utilizados sdo: fibra bruta e detergente neutro.

Os métodos enzimaticos-gravimétricos baseiam-se em submeter os
alimentos a diversos tratamentos enzimaticos que permitam isolar e
qguantificar gravimétricamente o residuo da fibra total ou da fibra solavel e

insoltvel.

Os métodos enzimatico-quimico sdo meéetodos desenhados para
determinar a fibra alimentar mediante a analise do seus constituintes. Nestes
métodos quantifica-se a fibra analisando, por um lado, 0os agUcares neutros e
acidos urénicos procedentes da fibra sollvel e, por outro analisando os

acucares neutros, os acidos urénicos e a lignina obtidos da fibra insolavel.

2.5. RADICAIS LIVRES

Radical livre € qualquer espécie quimica com capacidade de
existéncia independente, que contém um ou mais elétrons ndo pareados
ocupando orbitais atdbmicos ou moleculares. Os radicais livres sé&o
geralmente menos estaveis que os nado radicais, embora a sua reatividade
seja variavel (PRYOR, 1966; GUTTERIDGE & HALLIWELL, 1994;
ARUOMA, 1998).

Quando dois radicais livres encontram-se, seus elétrons
desemparelhados podem unir-se para formar espécies nao radicalares.

Porém, qualquer dos muitos radicais livres que sédo produzidos vao reagir
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com as espécies nao radicalares, formando novos radicais livres, e gerando
as "reacdes em cadeia". (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989; HALLIWELL
et al., 1995; DONNELLI & ROBINSON, 1995).

A reducdo do oxigénio pode produzir dois radicais livres, o superdxido
e o0 hidroxila, como pode-se ver nas reagbes apresentadas a seguir,
(GUTTERIDGE & HALLIWELL, 1994; ARUOMA, 1998).

1. O, + e _— 0O," ~ (radical superdxido)
2. 0" 4+ 2H" + & — > H, O, (perbxido de hidrogénio)
3. H O, + e — OH + OH’ (radical hidroxila)
4. OH® + e ——— OH™ (ion hidroxila)

5. 20H" + 2H" —mm 2H,0

Total O, + 4H" 4e° ————*> 2H,0

O papel das reacdes dos radicais livres nas doencas, na toxicologia e
na deterioragcdo de alimentos, tem resultado em uma éarea de grande
interesse. Considerando-se que nos alimentos estas reacdes sao
minimizadas pelo uso dos antioxidantes, os pesquisadores tem aumentado o
interesse pelos mesmos, visando a protecdo do organismo contra espécies
reativas do oxigénio (ERO’s) (FRANKEL, 1980; DIPLOCK, 1991; BLOCK et
al., 1992; ARUOMA, 1993; ARUOMA, 1998).

2.6. ESPECIES REATIVAS DO OXIGENIO (ERO’s)

A geracéo in vivo das espécies reativas de oxigénio séo realizadas no
citoplasma, mitocondrias, reticulo endoplasmatico, membrana celular e
nacleo de todas as células aerdbias (ABDALLA, 1993)
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Os humanos e outros seres aerobios, apresentam capacidade para
tolerar ao oxigénio (Oy), j& que ao mesmo tempo que os organismos foram
desenvolvendo cadeias de transporte de elétrons e outros sistemas
enzimaticos para utiliza-lo, também em forma paralela, desenvolveram-se
defesas antioxidantes como protecao contra os efeitos toxicos do O, (SIES,
1985; HALLIWELL, 1993; ARUOMA, 1998).

Os radicais livres de importancia no organismo incluem hidroxila
(OH"), superoxido (O," 7), 6xido nitrico (NO") e peroxila (RO;"). O
peroxinitrito (ONOO ), o acido hipocloroso (HOCI), peroxido de hidrogénio
(H20,), oxigénio singlete (*O,) e 0z6nio (Os), ndo sdo radicais livres mas
podem ser facilmente guiados as reacdes de radicais livres nos organismos.
O termo “espécies reativas do oxigénio” (ERO’s) é frequentemente utilizado
para incluir ndo somente as espécies radicalares OH", RO;", NO", e O,"
mas também as nao radicalares HOCI, 'O, ONOO ™, O3 e H,0, (ARUOMA,
1998).

Portanto, a toxicidade do oxigénio decorre da formacdo dessas
espécies reativas que podem interagir e lesar diversas biomoléculas e
estruturas celulares (SAES PARRA, 1993).

2.6.1. Radical hidroxila (OH")

O radical hidroxila OH" é um composto de alta reatividade com uma
vida média nas células estimada em 10~ ° segundos, reage em forma rapida
com inumeras biomoléculas, danificando o alvo mais proximo do local onde
foi gerado ou formando outras espécies de reatividade variada (HALLIWEL &
GUTTERIDGE, 1989; DIPLOCK, 1991; SPATZ & BLOOM, 1992; DE BONO,
1994; ARUOMA, 1998; ROSEN et al., 1995).

Existem duas principais vias de producao de radical hidroxila em

sistemas biolOgicos: radiacfes ionizantes e interagcbes entre metais de
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transicdo, radical superoxido e peroxido de hidrogénio (SAES PARRA,
1993).

2.6.2. Radical superéxido (0O5° )

O superoxido é um radical livre centrado no oxigénio que resulta pela
adicdo de um elétron a uma molécula de oxigénio com reatividade seletiva.
Esta espécie é produzida por certos sistemas de enzimas, pelas reacfes de
oxidacdo e por transferéncia ndo enzimatica de elétrons que reduzem em
forma univalente o oxigénio molecular. Em solugdes aquosas o O,"~ pode
oxidar o acido ascoérbico. Também pode reduzir certos complexos de ferro
tais como o citocromo e o 4cido etilenodiaminotetracético-Fe (Fe**-EDTA). A
superéxido dismutase (SOD) acelera a dismutacdo do O, , convertendo
este a H,O, e O, (Mc CORD & FRIDOVIC, 1969; MICHELSON et al., 1977;
GUTTERIDGE & HALLIWELL, 1994; ARUOMA, 1994).

2.6.3. Oxidos de nitrogénio (NO*, NO,")

Ambos sdo radicais livies o NO® é formado “in vivo” a partir do
aminoacido L-arginina. O NO;" é formado quando o NO* reage com o O, e
encontra-se no ar poluido e fumaca resultante da queima da matéria

organica, por exemplo fumaca de cigarro (HALLIWELL et al., 1995).

Deve assinalar-se que as células fagociticas incluindo os neutréfilos,
tém a capacidade de produzir éxido nitrico. A sua atividade poderia ser
mediada pela formacdo do grupo nitrosotiol nas cadeias enzimaticas, dos
grupos sulfidrilas, glutaniona oxidada ou reducdo de ferro, fazendo isto
disponivel, para a reacdo de Fenton. Muitas destas reacfes podem
incrementar a produgao de ERO’s (ARUOMA, 1993).
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2.6.4. Radicais peroxila (RO,")

Os radicais peroxila sdo espécies intermediarias que se formam nas
reacfes em cadeia da oxidacgéo lipidica, tais como a oxidacdo de gorduras
poliinsaturadas, resultando na deterioracdo dos alimentos que contém
lipides. A peroxidacdo lipidica pode ser iniciada por qualquer espécie que
tenha a reatividade suficiente para abstrair um atomo de hidrogénio da
cadeia de um acido graxo poliinsaturado (PUFA), tais como o acido
araquidonico e acido linolénico, nos lipideos das membranas. O acido
araquidénico € um precursor das prostaglandinas e leucotrienos. Este
contém na sua cadeia carbonos metilénicos entre as duas duplas ligacdes
0S quais sao propensos a perda de um atomo de hidrogénio (ARUOMA,
1998).

2.7. ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo ocorre em situagcdes nas quais existe um
desequilibrio entre os niveis de antioxidantes e a geracdo de espécies
oxidantes, sendo que ha predominio destes ultimos. Assim, a diminui¢cdo dos
sistemas de defesa antioxidante ou o aumento da geracdo de espécies
oxidantes, radicalares ou ndo, podem resultar em lesfes oxidativas em
macromoléculas e diversas estruturas celulares que, se ndo forem
reparadas, alterardo a funcionalidade de células, tecidos e orgaos (SAES
PARRA, 1993).

Os antioxidantes funcionam como o sistema de defesa contra os
efeitos potencialmente destrutivos das espécies reativas de oxigénio
(ERROQO’s) e diminuindo a sua acao (ARUOMA, 1993; GUTTERIDGE &
HALLIWELL, 1994; HALLIWEL et al., 1995).
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2.8. ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ERO’s) E AS
CONSEQUENCIAS BIOLOGICAS

Os organismos aerdbios desenvolveram mecanismos de defesa,
principalmente contra a acdo prejudicial, das espécies reativas de oxigénio

geradas pelos mais diversos motivos durante o metabolismo.

Uma primeira linha de defesa € constituida por sistema enzimético
composto pelas seguintes enzimas: catalase, superoxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase e algumas outras proteinas. A segunda linha de
defesa é representada por uma série de compostos quimicos de natureza
diversa, onde sem duvida se destacam os compostos fendlicos, desde os
tocoferGis onde se inclui a vitamina E (oa-tocoferol), até compostos

polifendlicos como os taninos (LARSON, 1988).

Muitas células podem tolerar um grau brando de estresse oxidativo,
pois estas apresentam um sistema de reparo que pode reconhecer e
remover as moléculas destruidas pela oxidagéo, e estas sdo entao repostas.
Os principais constituintes das membranas séo os lipideos e as proteinas, a
guantidade de proteina, aumenta com o numero de funcbes que
desempenha a membrana (GUTTERIDGE & HALLIWELL, 1994;
HALLIWELL et al., 1995).

Os antioxidantes naturais estdo ligados diretamente a processos de
envelhecimento, por diminuicdo ou inibicdo de processos degenerativos,
como estresse oxidativo, cancer e aterosclerose. Assim, varios nutrientes
antioxidantes, principalmente os compostos fendlicos, contribuem para
atividade antioxidante de membranas, e outros compartimentos celulares do
corpo. Além do mais, uma combinacdo de antioxidantes com diferentes
sitios de acdo podem fornecer uma inibicdo mais efetiva do que um
antioxidante utilizado isoladamente, sendo assim, um inibidor muito mais
efetivo de doencas cronico-degenerativas (RAVEN & WITZUM, 1995;
OWEN, et al., 1997)
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2.8.1. Lipides

Lipide € o termo utilizado para descrever qualquer composto bioldgico
que é soluvel em solventes orgéanicos, tais como: éter etilico, cloroférmio,
hexano. O termo inclui tanto moléculas que contém &cidos graxos, como 0S
triglicerideos e fosfolipideos, e moléculas que contém estruturas de
hidrocarbonetos ciclicos, como o colesterol, hormbdnios esterdides e algumas
vitaminas lipossoluveis (HALLIWEL, 1994). A destruicdo das moléculas
lipidicas manifesta-se pela peroxidacdo, a qual é definida como a
deterioragdo oxidativa dos lipideos poliinsaturados (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1989; SPATZ & BLOOM, 1992).

A oxidagéo lipidica esta na origem do desenvolvimento do rango, da
producdo de compostos responsaveis por “off flavor” e “off odors”, e da
ocorréncia de um elevado numero de reacdes de polimerizacdo e de cisao.
Estas reacfes ndo sO diminuem o tempo de vida e o valor nutritivo dos
produtos alimenticios, como podem gerar compostos nocivos ao organismo
(SILVA et al.,1999Db).

Os fendbmenos de oxidacdo dos lipides dependem de mecanismos
reacionais diversos e extremadamente complexos, 0S quais estdo
relacionados com o tipo de estrutura lipidica e o meio onde os lipides se
encontram. O namero e a natureza das insaturacdes presentes, o tipo de
interface entre os lipides e o oxigénio, a exposicdo a luz e ao calor, a
presenca de pro-oxidantes ou de antioxidantes, sdo fatores determinantes
para a estabilidade oxidativa dos lipides (SILVA et al.,1999b). O mecanismo
para explicar a oxidacéao lipidica devido a reacdo com os ERQO's, pode seguir
0 seguinte esquema (FARMER et al., 1942; HALLIWELL & GUTTERIDGE,
1989; ESTERBAUER et al., 1992):
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Iniciacéo

Pelo ataque dos ERO's é removido um &tomo de hidrogénio da
cadeia poliinsaturada formando um radical livre, esta etapa é a

iniciacao.
L—H + R® ——» L°

Esta reacao refere-se ao ataque de qualquer espécie que tenha
suficiente reatividade para retirar um atomo de hidrogénio de um
grupo metileno (-CH»-), o radical hidroxila pode desencadear esta

reacao:
— CH,; — + OH' — — 'CH— + H.O

Nesta etapa existe também um rearranjo da posicao das duplas
ligacbes formando dienos conjugados, quer dizer duas duplas
ligacbes intercaladas por uma ligacdo simples. A retirada do
hidrogénio alilico é energicamente favorecida sobre o hidrogénio
metilico devido a baixa energia de ligacao e, devido a ressonancia de

estabilizacdo do radical intermediario.
Propagacao

A reacdo com o oxigénio gera o radical peroxila ROO" (ou

RO,") sob condigGes aerdbicas.

CH® + 0, — —* . CHO,®

No entanto, baixas concentracbes de O, podem favorecer a
reacao dos radicais centrados no carbono ou talvez a sua reagcao com

outros componentes de membrana como protel'nas.
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Os radicais peroxila formados também podem reagir com um
acido graxo poliinsaturado intacto retirando um atomo de hidrogénio,
gerando uma nova molécula de hidroperéxido e um radical de acido

graxo insaturado, resultando uma reagéo em cadeia.

AN AN AN AN
/ CHOZ. + / CH2 —>/ CHOQH + / CH *

O radical carbonil formado pode reagir com o O, para formar
outro radical peroxila e assim, a reagdo em cadeia da peroxidagdo

lipidica pode continuar.
Término

Nesta fase da peroxidacdo os radicais peroxila (RO."), e
alcoxila (RO ") podem: a) sofrer uma clivagem B formando aldeidos,
gque podem formar uma ligacdo covalente com residuos de
aminoacidos da apoproteina-B; b) levar a fragmentacdo da
apoproteina-f; c) Sofrer um rearranjo formando produtos secundarios
da lipoperoxidacéo (exemplo: derivados hidroxi-, ceto-, ceto-hidroxi- e
epoxi-hidroxi-acido graxo) ver Figura 3. A velocidade da peroxidacao
lipidica € limitada pela reacdo de propagacdo (HSIEH & KINSELLA,
1989; SPITELLER & SPITELLER, 1998).

O mecanismo de peroxidacdo pode ocorrer nos tecidos animais e

vegetais e em produtos obtidos dos mesmos como os 6leos e gorduras.

2.8.2. Peroxidacao de outras moléculas lipidicas

Os &cidos graxos da fracdo lipidica das membranas ndo séo as
Unicas moléculas encontradas nas células que contém ligacdo >C=C<. Tém

outras estruturas que podem sofrer peroxidagéo sob condi¢Ges apropriadas.
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Na corrente sangulinea tem-se muitos complexos de moléculas de proteinas
com os lipides como sdo as lipoproteinas, como a LDL (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1989).

l -H® Retirada de um atomo de Hidrogénio

Rearranjo molecular

\—\___~__A_ Dieno conjugado absorbancia no UV
’ a 234 nm.

O, Combinagdo com oxigénio
v

——__"__ A O radical peroxila retira um atomo de
H de outro acido graxo causando uma

|

0] reacao auto catalitica em cadeia.

|

0]
Hidroperéxido )

\/:\:/\:/\ Iipidico
| Fragmentacéo a al-

0] deidos (incluindo

| Perdxido lipidico malonaldeido) e
f produtos de

| Endoperéxido polimerizacao.

H ciclico.

Figura 3. Peroxidacdo do &cido graxo com 3 duplas ligacdes
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A oxidacdo da LDL tem sido aceita como um importante evento no
desenvolvimento da aterosclerose. O aumento do nivel de colesterol-LDL
circulante no plasma, facilita os processos de oxidacdo n&o controlada,
aumentando a carga negativa da apoproteina-100, a qual seria determinante
no reconhecimento da lipoproteina modificada pelos receptores. Estas
reacoes conduzem a uma variedade de novos compostos, tado diversos nos
seus efeitos bioldégicos, que incluem propriedades aterogénicas
(HENRIKSEN et al., 1981; RAVEN & WITZTUM, 1995).

2.8.3. Proteinas

O dano oxidativo nas proteinas “in vivo” pode afetar a funcdo dos
receptores, enzimas, transporte (de proteinas), e gerar novos antigenos que
provoquem respostas imunes. O dano nas proteinas pela exposicdo aos
radicais livres produz espécies relativamente inertes, e os produtos deste
dano oxidativo pode contribuir para degeneracdes secundarias de outras
biomoléculas (SIMPSON et al., 1992; STADTMAN, 1993; FU et al., 1995;
HALLIWELL, 1996; ARUOMA, 1998).

As reaclOes quimicas que resultam do atague dos ERO's nas
proteinas sdo complexas, o ataque gera radicais a partir dos residuos dos
aminoacidos e os elétrons podem transferir-se entre os diferentes
aminoéacidos, como pode ser observado na Figura 4 (DEAN et al., 1991;
HALLIWELL, 1996; HALLIWELL & ARUOMA, 1997; ARUOMA, 1998)

2.8.4. DNA

O tipo do dano no DNA, resulta em mudancas dos nucleotideos da
purina (adenina, guanina) ou da pirimidina (citosina, timina), assim como
ataque no carboidrato (deoxiribose). A quebra da cadeia de DNA pode se

dar em uma fita (rompimento fita-simples) ou em ambas (rompimento fita-
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dupla) da dupla hélice do DNA (EZE et al., 1993; RAMOTAR & DEMPLE,
1993; GUTTERIDGE & HALLIWELL, 1994).

Todos os componentes do DNA, podem ser atacados pelo OH®, o
oxigénio singlete ataca de preferéncia a guanina; enquanto que o H;O, e 0
O," ~ ndo atacam o DNA (HALLIWELL et al., 1995).

R
OH
ERO's
R
y \
OH
Tirosina

HOC/ \?NS R
OH

L-DOPA i i 0,0 -ditrosina

3-clorotirosina 3-nitrotirosina

Figura 4. Ataque dos ERO's a proteina

DOPA = Diidroxifenilalanina.
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2.9. ANTIOXIDANTES

A deterioracdo dos alimentos com o tempo € inevitavel. Além do mais
durante a producdo, processamento, distribuicdo e armazenamento, 0S
alimentos apresentam varios modos de deterioracdo que incluem mudancas
biolégicas provocadas pelos microorganismos normalmente encontrados no
meio ambiente, como também pelas mudancas quimicas e bioquimicas
intrinsecas do alimento. Estas Ultimas representadas pelas oxidacdes
enzimatica e ndo enzimatica de lipideos e das substancias fendlicas, as
guais podem causar mudancas indesejaveis no aroma, sabor, aparéncia,
estrutura fisica, valor nutricional e toxicidade. A desoxigenacao, embalagem
impenetravel ao ar e outras técnicas tem resolvido alguns destes problemas,
mas o0 papel dos antioxidantes é preponderante, quer como constituintes do

préprio alimento ou como aditivo (NAMIKI, 1990).

Entende-se como antioxidantes as substancias que, quando
presentes em baixas concentracbes em relacdo ao substrato oxidavel,
retardam ou inibem de forma significativa a oxidacdo do mesmo
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989)

A regulamentacao no Brasil para uso de antioxidantes em alimentos é
controlado pela Resolucdo do Conselho Nacional de Vigilancia Sanitaria
(CNS) N° 04/88, de 24 de Novembro de 1988, publicado no Diario Oficial da
Unido de 19/12/1988; no quadro 3 apresenta-se 0s limites maximos de uso

de antioxidantes permitido, segundo esta resolucéo.

2.9.1. Antioxidantes em alimentos e sistemas biologicos

Os lipides presentes ao nivel dos sistemas biolégicos e alimentos sédo
constituidos por uma mistura de tri-, di- e monoglicerideos, acidos graxos
livres, glicolipideos, fosfolipideos, esterdis, etc. A maior parte destes

7

constituintes € oxidavel em diferentes graus, os acidos graxos possuindo
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uma ou duas duplas ligacbes ndo originam de partida os mesmos produtos
de decomposicdo que os acidos graxos poliinsaturados (BERSET &

CUVELIER, 1996).

Quadro 3. Limite Maximo de uso de aditivo em alimentos no Brasil

ADITIVOS ALIMENTOS EM QUE PODEM SER ADICIONADOS LIMITE MAXIMO
g/100g — g/100mL
ACIDO ASCORBICO (ACIDO | Margarina 0,30
L-ASCORBICO E SEUS SAIS | Oleos e gorduras 0,03
DE POTASSIO, SODIO E
CALCIO)
ACIDO CITRICO Margar|nas 4:5:P
Oleos e gorduras g.s.p
ACIDO ISOASCORBICO OU | Margarinas 0,20
ERITORBICO E SEU SAL Oleos e gorduras 0,03
DE SODIO
ACIDO FOSEORICO Gorduras e compostos gordurosos 0,01
Margarina 0,01
BUTIL HIDROXIANISOL Margarina 0,02
(BHA) Oleos e gorduras 0,02
BUTIL HIDROXITOLUENO Margarina 0,02
(BHT) Oleos e gorduras 0,01
CITRATO DE MONOGLICERI | Margarinas 0,01
DEOS Oleos e gorduras 0,02
CITRATO DE Margarinas 0,01
MONOISOPROPILA Oleos e gorduras 0,01
EDTA - CALCICO Gorduras e compostos gordurosos 0,01
DISSODICO Margarinas 0,01
(ETILENODIAMINOTETRAC
ETATO CALCICO E
DISSODICO)
GALATO DE PROPILA DE Margarina 0,01
DUODECILA OU DE OCTIL | Oleos e gorduras 0,01
LECITINAS Margarinas 0,50
(FOSFOLIPIDEOS, Oleos e gorduras 0,20
FOSFATIDEOS E
FOSFOLUTEINAS)
PALMITATO DE ASCORBILA | Margarinas 0,02
E ESTEARATO DE Oleos e gordura 0,05
ASCORBILA
TERCI-BUTIL- Oleos e gorduras 0,02
HIDROQUINONA (TBHQ)
TOCOFEROIS Margarmas 0.03
Oleos e gorduras 0,03

Fonte: Diério Oficial da Unido de 19/12/1988.
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No quadro 4 resumem-se as fun¢des dos antioxidantes em relagcéo a
formacéo e acdo dos ERO's. Como radicais que atuam como quelantes, 0s
antioxidantes fendlicos estao largamente distribuidos nas plantas e reagem
como doadores de hidrogénio ou de elétrons (NAMIKI, 1990).

Entre os compostos com capacidade de decompor os peréxidos tém-
se alguns fendis, aminas e &cido ditiopropiénico. Alguns aminoacidos tais
como o triptofano, histidina e metionina também atuam como antioxidantes,
provavelmente como doadores de elétrons pelos atomos de nitrogénio ou
enxofre e pela atividade quelante parcial de metais (NAMIKI, 1990;
THOMAS, 1995; DONNELLI & ROBINSON, 1995).

Quadro 4 - Funcgdes dos antioxidantes (NAMIKI, 1990)

Funcoes

1. Sequestradores de radicais

e Doador de hidrogénio

e Doador de elétron
Decompor os peréxidos
Supressor do oxigénio singlete

Inibidor de enzimas

o &~ w0 N

Sinergista

e Agente quelante de metal: Agente de reducéo

O B-caroteno, o tocoferol e outros compostos podem eliminar oxigénio
singlete. O acido citrico, &cido ascorbico e outros componentes de alimentos
sdo quelantes de ions metélicos e reprimem a peroxidacao catalisada pelos
ions metélicos. O acido ascérbico pode ser associado com tocoferol nos
sistemas de reacdes bioquimicas redox e aumentar a acdo antioxidante.
Como é freqliente, o B-caroteno parece manter uma capacidade antioxidante
maior que o a-tocoferol quando a concentracdo de oxigénio aproxima-se dos

niveis fisioldgicos. Outros compostos lipossoliveis como o ubiquinol e a
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bilirrubina também tém demostrado ter boa atividade antioxidante. Os
antioxidantes naturais, frequentemente, apresentam multiplas formas de
acdo que ainda nao foram completamente elucidadas (NAMIKI, 1990;
THOMAS, 1995).

2.9.2. Avaliacéo dos antioxidantes nos sistemas biolégicos

A atividade de muitos antioxidantes nos alimentos tem sido
examinada e avaliada, utilizando entre outros métodos o do valor de
peroxido, TBA e/ou a formacdo de dienos conjugados, mas a sua atividade
nos sistemas biologicos depende dos animais de teste e segundo NAMIKI,
(1990), pode ser feita:

e No modelo da membrana eritrocitica, mede-se o0 efeito supressivo dos
antioxidantes na peroxidacao induzida, por exemplo, por compostos
oxidados das membranas, dos eritrocitos, dos acidos graxos das
membranas dos ratos, através da medida com o &cido tiobarbiturico
(TBA).

e No sistema microssomal de figado do rato € utilizado por conter alto
teor de acidos graxos insaturados, onde é possivel medir a formacao
de produtos secundarios da oxidacdo em malonaldeido. Neste caso a

avaliacdo também pode ser realizada pelo método do TBA.

e Através das avaliacdes dos lipossomos das lipoproteinas, etc.

2.9.3. Natureza dos antioxidantes

Existem inUmeros compostos que apresentam atividade antioxidante,
tanto naturais como sintéticos. Tendo em vista a importancia que estes
compostos apresentam tanto “in vitro” como “in vivo”, inUmeras pesquisas

tém sido realizadas visando a identificacdo de substancias com propriedades
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antioxidantes. O seu uso em alimentos, como é frequente, esta limitado por
certos requerimentos, ja que, nem todos apresentam nivel adequado de
seguranca. Entre os principais antioxidantes lipidicos usados em alimentos,
destacam-se os fenois monohidricos com variadas substituicdes nos anéis
que, para uma melhor eficiéncia, estes antioxidantes primarios sao
freqientemente utilizados em combinagdo com outros antioxidantes
fendlicos ou com vérios agentes sequestradores de metais (DONNELI &
ROBINSON, 1995; NAWAR, 1996).

O hidroxibutiltolueno (BHA), o hidroxibutilanisol (BHT) e propilgalato
(PG), sao os antioxidantes sintéticos que tém demostrado eficacia em varios
sistemas alimenticios, além de alta estabilidade, baixo custo e outras
vantagens praticas. No entanto, a utilizacdo destes compostos em alimentos
tém decrescido devido a suspeita de serem agentes nocivos ao organismo,
somado a rejeicdo dos consumidores pelos aditivos sintéticos nos alimentos.
Os derivados do tocoferol e acido ascorbico, utilizados como substitutos dos
antioxidantes sintéticos, sdo menos efetivos como antioxidantes de
alimentos e, a descoberta de novos antioxidantes naturais € desejavel,
embora até o momento estes ndo sejam ainda comparaveis com 0sS
sintéticos (NAMIKI, 1990; CHEN et al., 1992).

2.9.4. Fontes dos antioxidantes naturais

Os antioxidantes naturais sdo encontrados nas diversas partes das
plantas, como sementes, frutos, folhas, casca do caule e na raiz; nas
especiarias, algas, produtos microbianos de fermentacdo e da reacdo de
Maillard, entre outros. Sendo que as principais fontes de antioxidantes,
foram inicialmente pesquisadas nas especiarias (CHIPAULT et al., 1952;
INATANI et al., 1982; 1983; NAKATANI & INATANI, 1984; HOULIHAN et al.,
1984, 1985; NAMIKI, 1990; CINTRA, 1999).
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As moléculas tipicas de antioxidantes sdo derivadas das formas
isoméricas dos polifendlicos, flavonas, isoflavonas, flavondis, catequinas,
eugenol, cumarina, tocoferdis, acido cinamico, fosfatideos, ascorbatos,
acidos organicos e outros (MARINOVA & YANISHLIEVA, 1994; JOHNSON,
1995).

Os flavonéides ocorrem em muitos frutos, hortalicas, folhas e flores e,
consequentemente nos constituintes da dieta diaria (HSIEH & KINSELLA,
1989). Entre estes a quercitina € um dos mais importantes, ocorrendo no cha
da india, macds e cebolas, entre os alimentos mais comuns. A mircitina
ocorre menos nestes alimentos, estando presente geralmente em alimentos
de cor escura como uvas pretas, favas, bem como em algumas bebidas
como vinhos tintos, cervejas e sucos de uva (HERTOGH, et al., 1992,
HERTOGH, et al., 1993).

As fracOes fendlicas, como fracdes da familia da catequina, presentes
nos vinhos tintos, cervejas e sucos de frutas, fazem com que estas bebidas
apresentem possiveis efeitos antioxidantes (ABU-AMSHA et al.,, 1996;
TEISSEDRE et al., 1996).

KAHKONEN et al., (1999), pesquisaram a atividade antioxidante de
92 extratos fendlicos usando materiais de plantas comestiveis e néo
comestiveis, entre estas estudaram 18 frutos e bagas, que apresentaram um
teor total de fendlicos, que variava de 11,9 a 50,8 mg de GAE (conteudo de

fendlicos expressos como equivalente em acido galico/material seco).

As pesquisas na area de antioxidantes naturais tem como objetivos a
identificacdo de novas fontes de antioxidantes e identificacdo quimica dos
compostos responsaveis por essa propriedade, com a perspectiva de se
ampliar a utilizacdo dos antioxidantes naturais em alimentos (LOLLIGER,
1991).

Os compostos fendlicos de plantas superiores podem atuar como

antioxidantes, contribuindo como agente de mecanismos anticarcinogénicos
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ou acdo cardioprotetora. Os flavondides constituem uma classe de
compostos amplamente distribuidos em plantas, contendo grupos fendlicos
hidroxilados anexados a estrutura do anel, conferindo-lhe a atividade
antioxidante (RICE-EVANS et al., 1996).

FRANKEL et al., (1995); TEISSEDRE et al., (1996); MAYER et al.,
(1997) trabalhando com os compostos fendlicos extraidos de diferentes
variedades de uvas identificaram elevada atividade antioxidante “n vitro”
sobre a oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) de humanos.
SAITO et al., (1998) destacam que os compostos fendlicos presentes nas

sementes de uva, atuam como agentes antimutagénicos e antivirais.

LIBERATORE et al., (2001) trabalhando com extrato metandlico/agua
(60:40) de 10 amostras de oOleo de oliva virgem, procedentes da regido de
Abruzzo (Italia) identificaram pelo método da cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massa, oito compostos fendlicos que séo o tirosol, acido
p-hidroxibenzéico, acido vanilico, acido protocatequinico, acido siringico,

acido p-cumarico, acido ferulico e acido caféico.

QUETTIER-DELEU et al., (2000) identificaram nos extratos
metanol:acetona:agua (70:70:30; v/v/v) e metanol:agua 2/8 (v/v) da casca e
farinha da semente do cereal “buckwheat’” os seguintes compostos: a
epicatequina (1,143; 3,395 mg/100g); a rutina (5,205; 2,275 mg/100g); a
guercitina (0,608; 0,153 mg/100g) e a procianidina (48,943; 51,881
mg/100g). IHME et al., (1996) demostraram que a rutina e seus derivados
hemisintéticos exercem diferentes efeitos farmacologicos como:

normalizacdo da permeabilidade vascular e protecdo contra o edema

CZINNER et al., (2000) afirmam que as propriedades farmacolégicas
gue possui a infusdo da inflorescéncia da Helichrysum arenarium (L) Moench
sdo atribuidas aos compostos fendlicos que possuem, entre eles: o acido
caféico,o acido clorogénico, a quercetina e outros. WOJCICKI et al., (1995);
VAN ACKER et al., (1996) descrevem que a rutina € um bom antioxidante e

tem efeito hipotensivo e antinflamatario.
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DELIORMAN et al., (2000) demonstraram o efeito protetor sobre o
sistema vascular que possuem os extratos etanolico, etéreo, butandlico, e os
compostos fendlicos isolados através do extrato butandlico das folhas de
V.album ssp. Album. OWEN et al., (2000) demonstraram que o0s
antioxidantes fendlicos presentes no 6leo de oliva, sdo potentes inibidores
de geracgédo de radicais livres pela matriz fecal; e indicam que este resultado
mostra que estudos da inter-relacdo entre espécies reativas de oxigénio e
antioxidantes dietéticos € uma area promissora para elucidar mecanismos
de carcinogénese coloretal e  possiveis futuras  estratégias

guimiopreventivas.

2.10. COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos séo geralmente encontrados tanto em plantas
comestiveis como nas ndo comestiveis, entre 0os quais sdo conhecidos mais
de 8000 compostos, e tém sido relatado que apresentam multiplos efeitos
bioldgicos, incluindo a atividade antioxidante. Os extratos de frutas, ervas,
vegetais, cereais e outras partes das plantas ricas em compostos fendlicos,
tem despertado interesse na industria de alimentos, devido a propriedade de
retardar a degradacao oxidativa dos lipides e consequentemente aumentar a
gualidade e o valor nutricional do alimento. Assim mesmo, estes compostos
estdo estreitamente associados com os atributos sensoriais dos alimentos
frescos e processados (MEYER, et al 1998; PETROVIC, et al., 1999;
HAKKINEN, et al.,, 1999; HASLAM, 1999; JU & BRAMLAGE, 1999;
KAHKONEN, et al., 1999; DREOSTI, 2000).

Segundo BRAVO (1998) e WOLLGAST & ANKLAM (2000), os
polifendis podem ser divididos pelo menos em 10 diferentes classes
dependendo de sua estrutura basica. Os flavondides, os quais constituem
um grupo simples mas de grande importancia, apresenta mais de 5000
compostos tém a estrutura basica de difenilpropano (CsCs Cg), dois anéis

aromaticos ligados a trés atomos de carbono.
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Para mencionar alguns compostos fendlicos tém-se as flavonas e
flavononas que geralmente encontram-se juntos em frutos citricos; as
antocianinas, considerado um importante grupo de pigmentos sollUveis em
agua, responsaveis pela cor vermelha do vinho; as catequinas no cha e
procianidinas na semente de cacau entre outras (WOLLGAST & ANKLAM,
2000; DREOSTI, 2000). Os acidos fendlicos, que apresentam a estrutura
basica Cs-Cy, pertencem a outro grupo também importante junto aos
flavonoides por suas propriedades antioxidantes, por exemplo tém-se 0s
acidos gdlico, elagico e p-hidroxibenzoico encontrados em bagas e frutos de
diferentes espécies (HAKKINEN, et al., 1999; JU & BRAMLAGE, 1999).

2.11. METABOLISMO DOS POLIFENOIS

Muitos estudos tém assinalado que os flavondides glicosidicos podem
passar diretamente ao sistema circulatorio intatos, incluindo as antocianinas,

com os efeitos terapéuticos correspondentes (KURESH et al. 2000).

Segundo BRAVO (1998) parece evidente que alguns compostos
polifendlicos sdo metabolizados no trato gastrointestinal. As agliconas e
compostos fendlicos simples, flavonéides (quercitinas, genisteina) e acidos
fendlicos podem ser absorvidos diretamente através da mucosa do intestino
delgado. WOLFFRAM et al., (1995) demonstraram, em experimentos
realizados com ratos tanto “in vitro” como “in vivo”, que 0S compostos
fendlicos livres sdo absorvidos através do trato gastrointestinal. WILLIAMS,
(1964) afirma que os glicosideos dos polifendis podem ser hidrolisados a
suas correspondentes agliconas antes da absorcdo. Tém-se demonstrado
gue a absorcéo parcial dos glicosideos da quercitina ocorre na parte superior
do intestino, provavelmente devido a acdo das glicosidases das bactérias
presentes na porcao terminal do ileo (HACKETT, 1986; KING et al., 1996;
HOLLMAN, 1997). Muitos glicosideos dos polifendis, como é frequente,
passam através do intestino onde eles sao hidrolisados pela microflora cecal

produzindo agliconas livres. A fermentacéo bacteriana dos carboidratos pode
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também liberar compostos fendlicos unidos a fibra da dieta, os quais podem
ser metabolizados em forma parecida aos polifendis extraiveis (SIMIC &
JAVANOVIC, 1994; BRAVO, 1998).

No célon as agliconas sao absorvidas através do epitélio do intestino
e metiladas e/ou conjugadas com acidos glicurdnicos ou com sulfato no
figado. O principal 6rgao envolvido no metabolismo dos polifendis é o figado,
embora a participacdo de outros 6rgdos tais como 0s rins ou a mucosa
intestinal ndo podem ser deixados de lado, ja que eles contém as enzimas

envolvidas no metabolismo dos polifen6is (HACKETT, 1986).

Os compostos fendlicos conjugados e derivados dos 3’-O- metilados
tém sido detectados no plasma de ratos alimentados com flavondis (como
catequina, quercetina, rutina) e isoflavonas (como a genisteina). Estes
metabolitos sdo secretados na urina ou na bile. Neste caso, eles podem
entrar no ciclo enterohepético, quando desconjugados, pela acdo da
microflora colbnica e reabsorvidos. Alternativamente, eles podem ser
completamente metabolizados e convertidos em acidos fendlicos simples
depois da hidrdlise da estrutura correspondente a flavona (abrindo o
heterociclo) mediado pelas enzimas bacterianas. Os acidos fendlicos
formados como produtos de fissdo, tais como fendlicos livres, sé&o
absorvidos através da mucosa intestinal e excretados pela urina (MARTIN,
1982; HACKETT, 1986; HOLLMAN, 1997).

Pesquisas com ratos sobre a absorcédo e metabolismo dos polifendis,
indicam que sO ocorre absorcdo parcial. Utilizando marcadores fendlicos-
“C, como a quercitna —*C, observou-se 20% da absorcdo, 30% foi
excrecao e 50% foi metabolizado, produzindo &cidos fendlicos e CO, (UENO
et al.,, 1983). KING et al.,, (1996) reportaram absorcdo de 20% das
isoflavonas de soja administradas em ratos, com excrecdo nas fezes de
aproximadamente 21% da dose ingerida. Em pesquisas com humanos,
também obtiveram-se resultados similares. HOLLMAN et al.,(1995)
trabalhando com individuos sadios encontrou que a absor¢ao variou entre 24

a 52% para a absorcdo de agliconas e glicosideos respectivamente. As
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isoflavonas da soja administradas a voluntérios sadios apresentaram uma
variacao na absorgao na faixa de 9 a 21%, dependendo do tipo de isoflavona
(XU et al. 1994). VAN HET HOF KH et al., (1998) encontraram teores de
catequina de 0,17umol/Lt. apds a ingestdo de cha preto e até 0,55 umol/lt
apos a ingestdo de cha verde. Estes pesquisadores encontraram que 0S
niveis maximos ocorreram 2 horas depois da ingestdo do cha e que a vida
média de eliminacao variou entre 4, 8 e 6, 9 horas para as catequinas do cha

verde e preto respectivamente.
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Objetivos

3. OBJETIVOS

H

N

. Objetivos Gerais:

Caracterizacao bromatolégica das polpas dos frutos do chope (Gustavia
augusta L.), da sacha mangua (Grias neuberthii Macbr.) e da semente do

macambo (Theobroma bicolor).

Avaliacdo dos extratos e das fragOes fendlicas da farinha dos frutos em

estudo como novas fontes de antioxidantes naturais.

. Objetivos Especificos:

Andlise bromatologica das farinhas dos frutos, com destaque das fracdes

fibras.
Perfil de acidos graxos da fracéo lipidica das respectivas amostras.

Avaliacdo da atividade antioxidante “in vitro” dos extratos etéreo,
alcodlico, aquoso e das fracdes fendlicas obtidas das farinhas do chope,

da sacha mangua e da semente do macambo

Avaliagdo da atividade antioxidante “in vivo” dos extratos que

apresentaram maior atividade antioxidante.

Identificacdo e quantificacdo das substancias antioxidantes nos extratos

e nas fracdes fendlicas das amostras.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material

4.1.1. Frutos

Os frutos de chope(Gustavia augusta L.), da sacha mangua (Grias
neuberthii Macbr.) e do macambo (Theobroma bicolor) tém sido coletados de
diferentes locais da cidade de Iquitos-Peru. Estes frutos foram descascadas
e de eles retiradas as sementes manualmente, as polpas de chopé e da
sacha mangua foram fatiadas com a finalidade de favorecer o processo de
secagem e com 0 mesmo obijetivo foi retirado o tegumento das sementes do
macambo. O material assim obtido foi colocado em estufa ventilada a 60°C
até que todas as amostras estiveram secas, depois foram acondicionadas
em frascos ambar de boca larga sob atmosfera de nitrogénio e estocadas

em freezer a uma temperatura de - 18°C.

4.1.2. Animais

Foram utilizados 32 ratos machos albinos da linhagem Wistar, (Rattus
novergicus variedade Albinus Rodentia), recém desmamados obtidos a partir
da colbnia mantida no biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sao Paulo (FCF/USP).

4.1.3. Reagentes
e Os reagentes Sigma® e Merck® utilizados foram:

o-amilase termoressistente, A-3306; protease, P-3910; |& de vidro;
amiloglicosidase, A-9913; B-caroteno, C-9750; acido linoléico L-2376; &cido

heptadecandico H-3500; &cido salicilico; acido t-cinamico; acido vanilico
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acido p-hidroxibenzéico; &acido o-cumérico; &cido protocatequinico; &cido
quinico; acido p-cumérico; &cido gdlico; acido ferulico; acido caféico; acido
sinapico; catequina; clorogénico; chrisitina; quercetina; daidzeina; daidzina;
catecol; glicitina; gliciteina; hidroquinona; rutina; resveratrol; N,O-bis
(trimetilsilil)-acetamida (BSA) T-4377; 1,1,3,3-tetramethoxipropano (TMP) T-
1642; albumina sérica bovina; &cido tiobarbitlrico (TBA) t-5500; extran
MAO1-alcalino Art. 7555; ciclohexano; bicarbonato de sodio Art. 6329; cloreto
de amonio Art. 21503; etilendiamino tetraacético (EDTA).

e Os demais reagentes foram de grau analitico:

Hexano; tetraidrofurano; metanol; acetato de etila; hidroxido de sodio;
acido cloridrico; sulfato de sédio anidro; n-butanol; tartarato duplo de sodio e
potassio; sulfato de cobre penta hidratado; carbonato de sodio; reativo de
Bradford; éter etilico; acido sulfurico; éter de petréleo; etanol absoluto;
acetona; Na,HPO,, NaH,PO, e o dleo refinado de soja sem antioxidante,

fornecido pela Cargill Agricola S/A.

4.2. Métodos

4.2.1. Obtencéo da farinha para as analises

Os frutos foram descascados, despolpados e retiradas as sementes,
manualmente. As polpas dos frutos de chope, sacha mangua e as sementes
do macambo, foram secas a 60°C em estufa ventilada. Parte deste material
foi colocada em frascos com atmosfera de nitrogénio e armazenada em
freezer a -18°C; a outra parte foi triturada em mixer a temperatura ambiente
(24 £ 1°C) e tamisada (Tamis 32-Mesh). As farinhas assim obtidas foram
acondicionadas em frascos ambar sob atmosfera de nitrogénio e estocadas

em freezer a -18°C, até a realizacdo de cada uma das determinacdes.
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4.2.2. Determinagcdo da composicao centesimal

4.2.2.1. Determinacao da umidade

O teor de umidade foi determinado em triplicata por gravimetria,
segundo as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1976). Foram
pesados 5g de cada amostra em capsula de porcelana que, posteriormente,
foi colocada em estufa ventilada a 105°C, seguido de pesagens regulares
até peso constante. Os resultados foram expressos em g/100g de amostra.

4.2.2.2. Determinacgdao de lipides totais

Esta determinacéao foi realizada em triplicata pelo método de Soxhlet
de acordo com as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1976). Os
balGes coletores previamente limpos, desengordurados e mantidos por uma
hora em estufa a 105°C, foram resfriados em dessecador, para fazer as
taras respectivas. Apos pesagem das amostras secas (2g) em cartuchos
previamente tarados, os lipides foram extraidos utilizando-se o éter etilico
como solvente. Os resultados foram expressos em g/100 g de amostra

integral.

4.2.2.3. Determinacgao da proteina total

Foi determinada pelo método de microkjeldahl segundo AOAC,
(1984). Pesou-se 0,1 g da farinha seca e desengordurada de cada amostra,
foram adicionadas 2 g de sulfato de potassio, 50 mg de sulfato de cobre e 3
mL de &cido sulflrico concentrado. Nesta etapa se realizou o processo de
digestdo protéica, catalisada a 350°C, até obter-se uma coloragéo
esverdeada, a qual indica a fase final da digestdo. Apds resfriado ao
sistema, foi adicionado agua destilada para dissolver os sélidos presentes.

Logo, foi realizado o processo de destilacdo, com 15 mL de hidroxido de
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sédio a 40%. O destilado foi coletado em um erlenmeyer de 125 mL,
contendo 5 mL de &cido bdrico saturado e 4 gotas da solugcdo indicadora
para proteina (vermelho de metila + azul de metileno), até atingir um volume
total de 50 mL. O destilado foi, titulado com HCI 0,02 N até obter a viragem
da cor da solucédo, de verde a violeta. Os resultados foram expressos em
0/100g de amostra integral, e o fator conversao foi de 6,25.

4.2.2.4. Determinacao das cinzas

A fracdo das cinzas foi determinada por gravimetria e em triplicata,
segundo as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1976). Em cadinhos
previamente tarados pesou-se 1 g da farinha de cada uma das trés amostra
secas, as quais foram submetidas a incineracdo em mufla a 550°C por uma
noite. Os cadinhos com as cinzas foram resfriados no dessecador para
finalmente serem pesados. Os resultados foram expressos em g/100g de

amostra integral.

4.2.2.5. Determinacgao das fragdes fibra

Nas farinhas secas e desengorduradas do chope, sacha mangua e
macambo, foram determinadas as fibras alimentares: Insoluvel (FAI) e
soluvel (FAS), de acordo com o método enzimatico—gravimétrico (985.29) da
AOAC (1995); Filisetti, T.M.C.C. (1998).

4.2.2.5.1. Tratamento dos cadinhos

Os cadinhos, antes de iniciar a andlise, foram lavados com agua
destilada, deixados em extran a 2% por 24h, enxaguados com &gua
destilada e, posteriormente com mais agua destilada no sentido oposto ao

da filtracdo com o auxilio de vacuo, secos em estufa, e a seguir foram
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incinerados em mufla a 525°C por 5h. Apds o resfriamento foram lavados
com 5 x 20 mL de &cido cloridrico 0,5N, e com &gua destilada até
neutralizacdo. Em seguida, filtrou-se 3 x 20mL de &gua destilada no sentido
oposto ao da filtracdo, secou-se em estufa a 105°C por uma noite, resfriou-
se no dessecador e pesou-se. Apds todo tratamento os cadinhos foram
revestidos com uma camada de 1 g de |a de vidro tratada, novamente foram
dessecados em estufa a 105°C por uma noite, resfriados em dessecador e

pesados.

4.2.2.5.2. Tratamento da |a de vidro

A |& de vidro foi incinerada a 525°C durante 5h., lavada com 5
porcdes de 20 mL de HCI 0,5N e enxaguada com agua destilada em funil de
Blchner com auxilio de vacuo até a neutralizacéo e seca em estufa a 105°C

por uma noite.

4.2.2.5.3. Preparo do hidrolisado

Em um béquer de 250mL., pesou-se exatamente 1g. de cada amostra
seca e desengordurada na qual foram adicionados 50 mL de tampéao fosfato
pH 6,0 + 0,2 e 0,1mL de alfa-amilase termoressistente. Os béqueres foram
tampados com folha de aluminio e colocados em banho-maria em ebuli¢ao,
por 30 minutos, com agitacdo a cada 5 minutos. As amostras foram
resfriadas a temperatura ambiente, acertando-se o pH para 7,5 + 0,1. Em
seguida foi acrescentado 0,1 mL de protease (5mg/0,1mL). Os béqueres
com as amostras foram novamente tampados e incubados a 60°C por 30
minutos com agitacao horizontal (100 rpm.). Logo resfria-se a temperatura
ambiente ajustou-se o pH em 45 + 0,3, acrescentou-se 0,3 mL de
amiloglicosidase, tampou-se com folha de aluminio e incubou-se a 60°C por

30 minutos com agitacao horizontal (100 rpm.). A partir deste hidrolisado
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foram determinados os teores de fibra alimentar insoluvel (FAI) e a fibra
alimentar soltvel (FAS). Para cada ensaio foi realizado paralelamente, em

guadruplicata, uma prova em branco.

4.2.2.5.4. Determinacé&o da fibra alimentar insoluvel

Lavou-se, com agua destilada e com o auxilio de vacuo, 8 cadinhos
(sendo 4 para as amostras e 4 para 0s ensaios em branco). Transferiu-se
guantitativamente o hidrolisado contendo o residuo para os cadinhos com
auxilio de vacuo, lavou-se os residuos com 2 x 20mL de agua. O filtrado e a

agua de lavagem, foram reservados para posterior determinacao da (FAS).

Os residuos foram lavados com 2 x 20mL de etanol a 95% e 2 x 20mL
de acetona, secos em estufa a 105 °C durante a noite e finalmente, estes
residuos resultantes da analise da amostra e do ensaio em branco,
corresponderam respectivamente ao Residuo Insoluvel (RI) e ao Residuo
Insoltuvel do Branco (Blg). Apds, dois cadinhos da amostra e dois do ensaio
em branco foram levados a mufla a 525 °C por 5 h para determinar a cinza
no RI e Rlg. Os outros quatro cadinhos (dois para amostra e dois para o
ensaio em branco) foram utilizados para determinar a proteina do Rl e Rlg

Os resultados foram expressos em g/100g de amostra.

4.2.2.5.5. Determinacao da fibra alimentar soltvel

O filtrado e as aguas de lavagem, tanto da amostra quanto do branco,
contidas no Kitasato foram transferidas quantitativamente para uma proveta
onde mediu-se o0 volume. Em seguida, foram transferidos para béquer de
600mL e adicionados 4 volumes de etanol 98% a 60 °C, (o volume do etanol
foi medido antes de ser aguecido). As amostras foram deixadas em repouso

a temperatura ambiente por 1 h para que toda a FAS se precipitasse.
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Lavou-se com etanol a 78% com auxilio de vacuo 8 cadinhos
revestidos com |& de vidro e tarou-se (4 para a amostra e 4 para 0 ensaio
em branco). Filtrou-se quantitativamente o hidrolisado contendo o
precipitado formado, em seguida este precipitado foi lavado com 2 x 20mL
de etanol a 78%, 2 x 20mL etanol a 95% e 2 x 20mL de acetona e secou-se

em estufa a 105 °C durante a noite.

Os residuos assim obtidos, corresponderam ao Residuo Soluvel (RS)
e Residuo Solavel do Branco (RSg). Ap6s, dois cadinhos da amostra e dois
do ensaio em branco, foram levados a mufla a 525 °C por 5 h para

determinar a cinza no RS e RSg.

Os outros quatro cadinhos (dois para amostra e dois para o ensaio em
branco) foram utilizados para determinar a proteina do RS e RSg. Os

resultados foram expressos em g/100g de amostra.

4.2.2.6. Determinacgao dos carboidratos

O teor de carboidratos foi obtida por diferenca através da somatoria
das determinacGes de umidade, lipides, proteina, cinzas e fibra alimentar,

subtraidas de 100, completando a analise da composi¢cao centesimal.

4.2.3. Obtencao dos extratos

Os extratos etéreo, etandlico e aquoso, das farinhas de chope, sacha
mangua e macambo, foram obtidos através do processo de extracao

sequencial, (ver esquema 1).

Foram pesados 20 gramas de farinha de cada uma das trés amostras
adicionados 100 mL de éter etilico e agitados no homogeneizador por uma
hora, a temperatura ambiente (24 + 1°C). Em seguida a solucéo foi filtrada

em funil de Bichner, e completado o volume até 100 mL com éter
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| 20 g de farinha integral |

+ 100mL de éter etilico

+ 1 h. de agitacdo

+ filtrac&o no funil de Buchner

| Extrato Etéreo | l
[ Residuo |
Completar o volume para + secagem a temperatura ambiente
100 mL com éter etilico + secagem em estufa a 60°C
Farinha

+ 100 mL de alcool etilico
+ 1 h. de agitacdo
+ filtrac&o no funil de Buchner

Extrato Alcodlico | l
i | Residuo |
Completar o volume par + secagem a temperatura ambiente
100 mL com &lcool etilico + secagem em estufa a 60°C

| Farinha |

+ 100 mL de 4gua destilada

+ 1 h. de agitacdo

+ filtrac@o no funil de Bluchner

Extrato Aquoso

l Residuo

Completar o volume para desprezar
100 mL com &gua destilada

Esquema N° 1. Obtencao dos extratos etéreo, alcodlico e aquoso da farinha

dos frutos de chope, sacha mangua e macambo

etilico. Os residuos foram recuperados através da secagem em estufa a
60°C, foram pesados e calculado para a obtencdo dos demais extratos
alcodlico e aquoso, seguindo o mesmo procedimento da obtencéo do extrato
etérico, na mesma propor¢cdo de 1:5. Os extratos foram colocados em
frascos ambar, com atmosfera de nitrogénio e armazenados no freezer a -

18°C para a realizagdo das respectivas andlises.
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4.2.4. Determinacdo do teor de matéria seca dos extratos e das

fracOes

Essa determinacdo tem por objetivo avaliar o teor de soélidos nos
extratos e nas fracdes fendlicas das amostras. Para tal utiliza-se vidros
relégios bem lavados, colocados na estufa a 105°C, resfriados no
dessecador e tarados. Em seguida, foram colocados 1 mL de extrato e 1 mL
das fracdes fendlicas de cada amostra nos vidro reldgios tarados e
colocados em estufa a 105°C por 2 horas para a evaporacao do solvente.
Em seguida os vidros relogios foram resfriados no dessecador e pesados até

peso constante (Adolfo Lutz, 1976).

4.2.5. Obtencéao da fracao lipidica

A obtencéo da fracao lipidica das farinhas das amostras e do material
bioldgico, foi realizada de acordo com o método descrito por FOLCH et al.,
(1957).

Foram pesadas 1g das amostras para ser homogeneizada por 2
minutos com 10 mL de metanol. Em seguida foram adicionados 20 mL de
cloroféormio e a mistura € novamente homogeneizada por 5 minutos. A parte
sobrenadante foi filtrado em funil de Bichner e o residuo foi extraido
novamente por 1 minuto com 30 mL da mistura de cloroférmio/metanol (1:1).
O filtrado foi recolhido em proveta de 250 mL e Y deste volume foi
adicionado solucdo aquosa de KCI 0,88% agitado manualmente e deixado
em repouso até separacao das fases. A parte superior foi aspirada a vacuo e
desprezada. O volume foi mais uma vez medido para ser adicionado ¥ da
mistura de metanol/agua (1:1). A mistura foi novamente homogeneizada
manualmente e deixada em repouso até separacdo das fases. A fase
superior foi eliminada por aspiracdo a vacuo, sendo que a fase inferior foi

filtrada em sulfato de sédio anidro com a utilizagdo de um baldo com fundo
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redondo e levado ao rota evaporador a temperatura de 40°C para a

evaporacao do solvente.

A fragdo lipidica foi ressuspensa em 5 mL de cloroférmio, colocada
em frasco ambar e armazenada no freezer a —-18 °C para posterior

esterificagéo.

4.2.6. Esterificagao e identificagéo dos acidos graxos

A esterificacdo dos acidos graxos, foi realizada segundo a técnica
proposta por HARTMAN & LAGO, (1973).

Em tubos de esterificacdo foram colocados 0,1 mL das fracOes
lipidicas obtidas no item (4.2.5.) e o solvente foi evaporado sob atmosfera de
nitrogénio. Em seguida foram adicionados 2 mL de NaOH metandlico 0,5N e
levados ao banho maria a 100°C por 5 minutos. Apds esfriados foram
adicionados 6 mL da mistura de esterificacdo e levado novamente ao banho
maria a 100°C por 3 minutos. Apods esfriados foram adicionados 5 mL de
agua destilada e agitados. A fracdo dos ésteres metilicos foi extraida com
trés porcbes sucessivas de 2 mL de hexano. Na fase organica superior
extraida foram adicionados 5 mL de uma solucédo de bicarbonato de sodio
saturada onde ocorreu separacdo em duas fases. A fase superior foi
transferida a outro tubo e evaporado o solvente em rota evaporador com
temperatura monitorada a 40°C, o residuo foi ressuspenso em 1 mL de

hexano.

A identificacdo dos &cidos graxos das amostras foi realizada em um
cromatografo a gas marca VARIAN GC modelo 3400CX equipado com
detector de ionizacdo de chama, conectado a um integrador CG modelo 300,
com coluna capilar de silica fundida VA-WAX (polietilenoglicol) de 30m. de
comprimento e 0,25 mm de diametro interior, o gas de arraste foi o hélio com
fluxo de 1mL/minuto. A programacéo de temperatura na coluna foi isotérmica

a 150°C por 11 minutos e a velocidade de aquecimento 3°C/min até 210°C,
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permanecendo por 5 minutos; sendo que a temperatura de vaporizacgéo foi
de 250°C e a do detector 280°C. A identificacdo do acidos graxos foram
realizadas com base na comparacdo dos tempos de retencdo com padrdes
de é&cidos graxos (Sigma®) e a quantificacdo foi realizada em base ao
percentagem de &area dos picos, consequentemente os resultados foram
expressos em percentagem. Para o perfil de acidos graxos do material
biolégico foi utilizado o cromatégrafo a gas marca Shimadzu, modelo
CG17A, nas mesmas condi¢cdes que no cromatdégrafo marca VARIAM CG
modelo 3400CX.

4.2.7. Determinacdo de compostos fendlicos

4.2.7.1. Obtencao de acidos fendlicos livres e seus ésteres

Para a obtencado dos acidos fendlicos livres, soluveis e insoluveis de
acidos fendlicos, seguiu-se a metodologia propostas por KRYGIER, et al.,

(1982) ver detalhes no esquema 2.

4.2.7.1.1. Extracao de acidos fendlicos livres

Para a obtencéo da fracdo de acidos fendlicos livres (AFL) foi pesada
1g de cada amostra de farinha previamente seca e desengordurada. Os
fendlicos livres foram extraidos 6 veces com porcbes de 20mL de
tetraidrofurano, através de homogeneizacdo por 5 minutos em vortex. Os
sobrenadantes das 6 extracfes foram recombinados e filtrados através de
sulfato de sodio anidro. A fracao resultante do filtrado foi evaporada em rota
evaporador sob vacuo a 40°C e ressuspensa em 5mL de tetraidrofurano. O
extrato contendo a fracdo de acidos fendlicos livres foi colocado em frasco
ambar com atmosfera de nitrogénio, e armazenado no freezer a -18°C para

as realizagfes das andlises cromatografica e atividade antioxidante.
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[ FARINHA DESENGORDURADA J

+ Filtrag&o no funil de Buchner

CSOBRENADANTE ) <

\ RESIDUO

A
CSOBRENADANTE )

<

+ Concentragdo sob vacuo

+ Hidrolise alcalina por 3 h

+ Acidificagdo até pH 2

+ Centrifugar (10" a 10.000 rpm).

+ Extracao com THF (tetrahidrofurano) 6x20 mL.

+ Extragdo com metanol:acetona:agua (7:7:1)
+ Centrifugar (10" a 10.000 rpm).

RESIDUO

+ Hidrdlise alcalina por 3 h
+ Acidificagdo até pH 2
+ Centrifugar (10' a 10.000 rpm).

\ 4

\ 4

CFASE AOUOSA )

CSOBRENADANTE

Residuo

Extracdo com hexano

\ 4

Hexano
esprezar FASE AOUOSA

Extracdo com hexano

v

EXTRATOS THF

Desidratagdo com
Sulfato de sédio
anidro

CFASE AOUOSA

Hexano
esprezar

Extracdo DE/EA/THF

A 4

Extracdo DE/EA/THF

A 4

EXTRATOS
DE/EA/THF

EXTRATOS
DE/EA/THF

Desidratagcdo com
Sulfato de sédio
anidro

A 4

A 4

ACIDOS
FENOLICOS

LIVRES (AFL)

Desidratagdo com
Sulfato de sdédio
anidro

A 4

AcCIDOS
FENOLICOS DE

ESTERES
SOLUVEIS (AFES)

ACIDOS
FENOLICOS DE
ESTERES
INSOLUVEIS (AFEI)

Esquema 2- Extracdo e separacao das fracdes dos 4cidos fendlicos, nas farinhas de chope,
sacha mangua e macambo: acidos fendlicos livres, acidos fendlicos de ésteres

soliuveis e acidos fenodlicos de ésteres

insoliveis para analises em

cromatografia gasosa. (éter etilico - acetato de etila - tetraidrofurano, 1:1:1 =

DE/EA/THF)



Material e Métodos 50

4.2.7.1.2. Tratamento do residuo dos acidos fendlicos livres

O residuo dos acidos fendlicos livres foi submetido a 6 extracées com
adicao de 20mL da mistura metanol-acetona-agua (7:7:6) em cada extragao,
através de homogeneizacdo por 5 minutos em vortex. Em seguida a mistura
foi centrifugada por 10 minutos a 10.000 rpm obtendo-se o sobrenadante e o

residuo.

4.2.7.1.3. Extracdo de 4cidos fendlicos de ésteres soluveis

Para a obtenc&o dos acidos fendlicos de ésteres soluveis (AFES) foi
utilizado o sobrenadante do residuo dos acidos fendlicos livres. Inicialmente
foi feita a evaporacdo, em rota evaporador, sob vacuo a 40°C dos solventes
presentes no sobrenadante até a obtencdo da fase aquosa. Foi medido o
volume e adicionado igual volume de hidroxido de sodio 4N. Apés 3 horas de
hidrolise alcalina a temperatura ambiente, ao abrigo da luz e com agitacéo o
pH foi corrigido para 2 com acido cloridrico 6N, seguido de centrifugacdo a

10.000rpm por 10 minutos.

Para a eliminacdo dos acidos graxos livres e outros contaminantes, o
sobrenadante foi transferido para um funil de separacao e tratado com igual
volume de hexano seguida de agitacdo manual esta operacéo foi repetida
por 6 vezes. Para a extracdo dos fendlicos da fase aquosa foi adicionado
igual volume da mistura de éter etilico-acetato de etila-tetraidrofurano (1:1:1).
Foi feita a agitacdo manual no préprio funil de separacdo e retirado o
sobrenadante e colocado em erlenmeyer. Essa operacédo foi repetida por 6
vezes. A parte inferior foi filtrada com auxilio de um funil revestido com papel
de filtro contendo sulfato de sédio anidro, para um erlenmeyer de 250mL
coberto com papel aluminio. Essa fracdo extraida foi evaporada em rota-
evaporador a 40°C e, ressuspensa em 5mL de tetraidrofurano. O
procedimento de armazenamento e identificacdo dos acidos fendlicos de
ésteres soluvel das amostras seguiu 0 mesmo protocolo dos acidos fendlicos

livres.
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4.2.7.1.4. Extracdo de acidos fendlicos de ésteres insoluveis

Para a obtencdo desta fracdo fendlica das amostras usou-se 0
residuo da extracdo dos fendlicos de ésteres sollveis o qual foi hidrolisado
diretamente com 20 mL de hidroxido de s6dio 4N. A partir desta fase seguiu-
se 0 mesmo procedimento para a obtencao dos ésteres sollveis dos acidos
fendlicos da farinha das amostras (item 4.2.7.1.3).

4.2.7.2. Padrbes dos compostos fendlicos

Os padrées dos compostos fendlicos utilizados no CG-EM para a
identificacdo dos compostos fendlicos presentes nas amostras foram obtidas
da Sigma® e sdo os seguintes: acido salicilico, acido t-cinamico, &cido p-
hidrobenzéico, acido vanilico, acido gentisico, acido protocatequinico, acido
guinico, acido o-cumarico, acido p-cumarico, acido galico, acido ferulico,
acido caféico, acido sinapico, catequina, acido clorogénico, quercetina,
rutina, chrisina, catecol, hidroquinona, glicitina, genisteina, gliciteina,

genistina, resveratrol, daidzina, daidzeina, pruretina, equol.

4.2.7.3. Silanizacdo dos padrdes, das fracOes fenodlicas e dos

extratos

Para o processo de silanizacdo foram tomadas aliquotas de 1 mL de
cada solucao padréo, dos extratos e das fracdes fendlicas em seguida foi
adicionada 0,5 mL do padrdao interno (éster metilico do acido
heptadecanoato Sigma® 0,25 mg/mL) o solvente foi evaporado sob
atmosfera de nitrogénio. Adicionou-se 0,5 mL de BSA [N, O-bis (trimetilsilil)-
acetamida] (Sigma®). A seguir, as amostras foram mantidas em banho maria
a 60°C por 30 minutos. Apds este procedimento as amostras foram injetadas

no cromatografo em fase gasosa.
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4.2.8. ldentificacdo dos compostos fendlicos nas amostras

Para a identificacdo dos compostos fendlicos nos extratos e nas
fracOes fendlicas das amostras utilizou-se o cromatégrafo a gas marca HP
modelo 6890 versdo A 03.03, e o cromatégrafo a gads marca Shimadzu
modelo GC17A acoplados aos espectros de massa HP modelo 5973, e
Shimadzu QP5000 respectivamente. A coluna capilar empregada foi a
semipolar DB5 estrutura quimica de polimetilfenilsiloxana com 30 metros de
comprimento e 0,25mm de diametro interior. As condi¢cdes cromatogréficas

utilizadas foram:

v' A temperatura inicial de 150°C isotérmica por 3 minutos, seguida de
aquecimento de 5°C por minuto até 300°C permanecendo nesta

temperatura por 3 minutos.
v' A temperatura do injetor foi de 310°C.
v' A temperatura do detetor foi de 320°C.
v' Arazdao da divisdo da amostra no injetor foi de 1:50.
v' Gas de arraste: hélio (ImL/min)
v" Volume de injecao da amostra: 1uL

A identificacdo dos acidos fendlicos presentes nas amostras foi realizada
com base nas bibliotecas (NIST12.LIB, NIST62.LIB E USP.LIB) incorporadas
ao programa e confirmada pelo tempo de retencdo dos padrdoes dos

compostos fendlicos do item 4.2.7.2.

A quantificacdo dos acidos fendlicos foi feita por padronizacao interna e

os resultados foram expressos em mg/g de amostra.
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4.2.9. Atividade antioxidante em sistema aquoso

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada “in vitro”
segundo MARCO (1968) e modificado por MILLER (1971) empregando-se
como substrato a solugdo de B-caroteno/acido linoléico preparada com 0,2
mL de B-caroteno (20 mg/mL) + 0,8 mL de cloroformio + 20 mg de &cido
linoléico (1 gota) e 3 gotas de Tween 60 como emulsificante, em seguida foi
evaporado o solvente sob atmosfera de nitrogénio e adicionou-se agua
destilada tratada com O, durante 30 minutos. Esse sistema foi mantido a
50°C e medidas espectrofotométricas de absorbancia foram realizadas em
espectrofotobmetro Bausch & Lomb, modelo Spectronic 20 D, a 470nm, a
cada 15 minutos, durante 2 horas; sendo que a primeira leitura foi realizada

a temperatura ambiente (24 + 1°C).

Diferentes volumes de extratos e das fracdes fendlicas das amostras
foram medidos para que ao serem colocados em 5mL de solucdo de pB-
caroteno/acido linoléico atinjam uma concentracdo de 50 e 100 ppm. Todas
as determinacdes foram feitas com repeticdo e acompanhadas por um
controle sem antioxidante e outro com solucdo de BHT nas mesmas
concentragdes. A avaliacdo do efeito sinergista da atividade antioxidante dos
extratos e das fracdes fendlicas foi realizada através da associacdo com o
antioxidante sintético BHT na proporcado de 1:1. As percentagens de inibicdo
da oxidacdo foram calculadas da seguinte forma: o decaimento da
densidade otica do controle (D.O. inicial - D.O. final) foi considerado como
100% de oxidacdo. A queda na leitura da densidade otica das amostras foi
correlacionada com o controle e estabeleceu-se a percentagem de inibicdo
da oxidacdo, subtraindo-se a percentagem de oxidacdo de cada amostra de

100, de acordo a seguinte formula:

(decaimento de absorbéncia da amostra)

0, = —
%0 AA 100 (decaimento de absorbancia do controle)

X 100

Onde:
%AA = Porcentagem da atividade antioxidante.
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4.2.10 - Estudo cinético da atividade antioxidante em sistema

agquoso

Para estimar a eficiéncia da atividade antioxidante dos extratos e das
fracOes fendlicas das amostras foi utilizado o método das tangentes em duas
partes das curvas cinéticas, segundo modificacdo do método descrito por
YANISHILIEVA & MARINOVA (1995).

Para obter o primeiro fator foi medida, na curva (entre 15 e 45 minutos
apos o inicio da reacdo), a eficiéncia do antioxidante para bloguear a reacao
em cadeia através da interagcdo com os radicais peroxido. Essa eficiéncia €
medida pela relacdo entre as tangentes das curvas cinéticas apresentadas
pelo meio contendo o extrato e o controle sem antioxidante. Os valores

obtidos foram denominados fator 1 (F1):

tg extrato ou fracdo
tg controle

1=

Na segunda parte da curva (entre 75 e 105 minutos apdés o inicio da reacéo)
€ medida a possibilidade do antioxidante participar nas reacfes de formacao
de aldeidos, cetonas, hidroxiacidos, hidrocarbonetos e polimeros, os quais
sdo designados produtos secundarios ja que sdo formados na etapa de
propagacdo do processo oxidativo. Essa medida é obtida pela relacéo entre
as tangentes das curvas cinéticas apresentadas pelo meio contendo o
extrato e o controle sem antioxidante. Os valores encontrados foram

denominados de fator 2 (F2):

tg extrato ou fracéo
tg controle

2:
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4.2.11. Atividade antioxidante em sistemas lipidicos

4.2.11.1. Método da estufa “Shall test”

A capacidade antioxidante das fracbes de &cidos fendlicos do
macambo foi medida pelo método experimental da estufa ventilada a 60°C
conhecida como o “Shall teste”. O substrato utilizado neste experimento foi o
6leo de soja sem antioxidante (Cargill Agricola S/A), a concentracdo das
fracOes fendlicas, no meio foi de 100 ppm.

Os volumes dos extratos foram medidos e colocados em béqueres, 0
solvente foi evaporado com nitrogénio e ressuspenso em 1 mL de metanol,
juntamente com 3 gotas de Tween 80° e 100g de 6leo de soja sem
antioxidante. De cada amostra foi retirada uma aliquota de 5 mL para as
analises do tempo zero. Em seguida o material foi colocado na estufa
ventilada a temperatura de 60°C. As amostras foram mantidas nessas
condicdes por 10 dias, sendo que, aliquotas de 5 mL foram coletadas a cada
24 horas para monitoramento do processo oxidativo através da
determinacdo do indice de peroxidos (AOAC, 1990); das substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) (SINNHUBER et al, 1958) e medida
de dienos conjugados. Para a analise dos dienos conjugados as amostras
foram diluidas em iso-octano na proporcédo de (1:3), e em seguida foram
lidas as absorbancias no espectrofotometro UV-Visivel, Hitachi, modelo U-

3410 a um comprimento de onda de 234 nm,

Além das fracfes, foram realizados os testes sem adicdo de amostras
(controle) e com o uso de um antioxidante sintético (BHT), na mesma

concentracdo aplicada as fracoes.

4.2.11.2. “Método do Rancimat”

A atividade antioxidante dos extratos das amostras de chope

(Gustavia augusta L.), sacha mangua (Grias neuberthii Macbr.) e macambo
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(Theobroma bicolor) foi determinada com o método de RANCIMAT, usando-
se o0 aparelho Rancimat 743, marca Metrohm, ligado ao programa PC: 743
Rancimat 1.0, pela medida do periodo de inducdo do 6leo de soja sem
antioxidante e 6leo de soja contendo os extratos, usando o teste Swift
automatizado (HADORN AND ZURCHER, 1974). O principio deste teste é o
burbulhamento de ar através do 6leo aquecido e o monitoramento da
condutividade da &gua na qual os gases sdo captados. Os volumes dos
extratos foram previamente calculados em base o peso seco dos extratos,
para que as concentracdes dos mesmos no substrato, 6leo de soja sem
antioxidante da Cargill Agricola S/A, fossem de 100 e 200 ppm.

Foram medidos os volumes de cada extrato e colocados nos 8 tubos
do Rancimat. O solvente dos estratos das amostras foi evaporado com
nitrogénio. Em seguida foi adicionado 5 mL de Oleo de soja sem antioxidante
a mistura foi homogeneizada por 15 minutos no aparelho de ultra-som. Apos,
os tubos foram colocados no Rancimat até que a curva de condutividade
vezes tempo de reacdo fosse completada para se calcular o Periodo de
Inducdo com a seguinte programacéao: temperatura de 110°C; A T = 1,5°C;.
fluxo do ar de 20 L/h.

Além das fracOes foram realizados os testes sem adicdo das
amostras (branco) e com o uso de um antioxidante sintético o BHT nas
mesmas concentracfes aplicadas as amostras. Os resultados foram
expressos em percentagem de aumento do periodo de inducdo em relacao

ao branco, segundo a férmula seguinte:

% pPl= 100— (Plamsra)  y 909
(PI controle)

Onde: % Pl = Periodo de Inducao

Pl amostra = Periodo de Inducao do 6leo de soja + o extrato da amostra

Pl controle = Periodo de indugéo do 6leo de soja.
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4.2.12- Procedimento experimental “in vivo”

O procedimento experimental foi realizado seguindo as seguintes

etapas:

a. Preparo dos extratos. Os extratos aquosos do chope, sacha mangua e
macambo foram obtidas de acordo com o item 4.2.3., e utilizados nos

animais dos grupos respectivos tratamentos

b. Preparo da solugcéo aquosa da glicose 1%, concentracdo equivalente ao
teor de acucar dos extratos testados. Para ser utilizada com os animais
do grupo controle, esta solucdo foi estocada em freezer a uma

temperatura de —18 °C.
c. Experimento com os animais de laboratorio.

Foram utilizados 32 ratos machos albinos, recém desmamados da
linhagem Wistar (Rattus novergicus, variedade Albinus Rodentia), obtidos a
partir de colénia mantida no biotério da FCF/USP; os ratos foram pesados no
inicio do experimento e a cada sete dias. Foram divididos aleatoriamente em
4 grupos de 8 animais e colocados em gaiolas de aco inoxidavel. As
mesmas que foram identificadas como “controle”, “chope”, “sacha mangua” e
‘macambo, os animais do grupo controle receberam diariamente por
gavagem, durante 28 dias, 200 pL de solucdo de glicose a 1 %; igualmente
0s animais dos grupos “chope”, “sacha mangua” e “macambo receberam os
200 pL dos respectivos extratos. A temperatura da sala foi de 23 + 2°C; a
alimentacgao foi “ad libitum” tanto para a agua com para a ragao comercial
para roedores adquirida no comércio da cidade da S&do Paulo, obedecendo o

seguinte protocolo experimental:

No final do experimento, os animais foram sacrificados e coletados as
seguintes amostras: sangue, o qual foi coletado em tubo de centrifuga
contendo 200 uL de EDTA 5%; o figado, o cérebro e o tecido adiposo de

cada animal foram acondicionados individualmente em papel aluminio, em
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seguida colocados em um recipiente com nitrogénio liquido. No laboratorio,
cada tubo que continha o sangue dos ratos foi pesado e em seguida
centrifugado em centrifuga Sorval Instrument modelo RC5C, a 4.000 rpm a
uma temperatura de 4°C por 20 minutos. O plasma de cada tubo foi coletado
e acondicionado em eppendorf foram etiquetados e armazenados junto com
as demais amostra biologicas no freezer a uma temperatura de —80°C, para

analises posteriores.

Grupos
. . Tratamentos
experimentals
Controle 8 animais recebendo 200uL de glicose 1%
Chope 8 animais recebendo 200uL de extrato aquoso de
chope (5,06 mg)
Sacha mangua 8 animais recebendo 200uL de extrato aquoso de

sacha mangua (1,84 mg)
Macambo 8 animais recebendo 200uL de extrato aquoso de

macambo (1,06 mg)

4.2. 13. Avaliacao da capacidade antioxidante no sistema “in vivo”

A avaliacdo da capacidade antioxidante no sistema “in vivo” foi

realizada através de:

v' Determinacdo do perfil de acidos graxos no figado, cérebro, tecido
adiposo e plasma dos animais que receberam os 4 tratamentos, esta
determinacao foi realizada de acordo com os itens (4.2.5 e 4.2.6), sendo
gue para a determinacdo dos acidos graxos neste caso foi utilizado o

cromatografo a gas Shimadzu modelo GC 17 A.

v" Analise da peroxidacao lipidica nos figados dos animais que receberam

os 4 tratamentos. Homogenatos dos figados foram preparados e em
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seguida foi realizada a avaliacdo da peroxidagdo lipidica através da
medida da concentracdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) utilizando o método descrito por WINTERBOURN et al., (1985).

Pesou-se 0,3 + 0,01g de figado ao qual foi adicionado tampéao fosfato
de sédio (10mM), pH 7,4, na proporcao de 1:10 (p/v). Em seguida, a mistura
foi homogeneizada, centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos em centrifuga

Sorval Instrument modelo RC5C a uma temperatura de 4°C.

Aliquotas de 500ul foram tomadas do sobrenadante e colocadas em
tubo. Acrescentou-se 500uL de HCI 25% (v/v), 45uL de 2,6-di-t-butil-4-
hidroxitolueno (BHT) 2% em etanol, 500uL de acido tiobarbiturico (TBA) 1%
(p/v) em NaOH 0,05M. A mistura foi homogeneizada em agitador para tubos.
Os tubos foram tampados e levados a banho maria fervente por 10 minutos.
Em seguida foram resfriados em gelo e acrescentou-se 1,5 mL de n-butanal,
a mistura foi homogeneizada vigorosamente, depois centrifugada a 4000
rom por 10 minutos onde desenvolveu-se uma cor rosea-avermelhada.
Finalmente, tomou-se o0 sobrenadante para ser realizada a leitura da
absorbancia em espectrofotometro Hitachi modelo U-3410 em um
comprimento de onda de 532 nm. O experimento foi realizado em triplicata e
a leitura da absorbancia foi realizada contra um branco que foi preparado

com TBA + HCI + solucéo salina 0,9%, na proporcéo de 1:1:1.

Para a quantificacdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), foi utilizado como padrdo a 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP).
Preparou-se uma solucdo estoque de (TMP) na concentracéo de 6 x 10°
mol/L. A partir desta solucdo preparou-se uma outra solucdo mil vezes mais
diluida a qual foi usada na elaboracdo da curva padrdao de TMP para ser

relacionada com as concentracfes obtidas nas amostras analisadas.
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4.2. 14. Quantificacdo do conteddo de proteina

Para a quantificacdo da proteina no homogenato de figado dos
diferentes grupos experimentais foi realizado pelo método de BRADFORD

(1985) utilizando-se albumina bovina como padrao.

O homogenato do figado foi diluido 50 vezes. Tomou-se uma aliquota
de 20 uL do homogenato diluido, em triplicata e adicionou-se 1 mL de
reagente de BRADFORD, previamente homogeneizado e filtrado e a seguir
foram lidas as absorbancias no espectrofotometro Hitachi modelo U-3410 a

um comprimento de onda de 595 nm.

Além das amostras foram realizados os brancos com 20 uL de agua
destilada e acrescentada 1 mL de reagente de BRADFORD. Os resultados

foram expressos em mg/mL.

Para relacionar as leitura das amostras, foi realizada a curva padrao
(0 — 0,5 mg/mL com 7 pontos). Tomou-se uma aliquota de 20 uL da mistura
preparada segundo o protocolo abaixo mostrado, e em triplicata, as quais

foram tratadas da mesma forma que as amostras:

[PTN] (mg/mL) Padréo de. Albumina (uL) Tampé&o (PO, )% (uL)
0 0 1000
0,0461 50 950
0,0922 100 900
0,1844 200 800
0,2766 300 700
0,3688 400 600
0,4610 500 500
0,5532 600 400

*PTN — Proteina
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4. 2. 15. Célculo das Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitarico (TBARS)

O célculo das concentracdes das substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico formadas e das proteinas nas amostras nos diferentes tecidos,
foi determinado através da equacéo da reta (y = ax + b) baseada nas curvas
padrao de TMP (tetrametoxipropano) e albumina. Em seguida, foram
relacionadas com as absorbancias lidas, para relacionar as concentracdo do

MDA das amostras com a concentracdo da proteina.

X = Absorbancia do MDA das amostras/ equacdo da reta padrao do
TMP.

Y = Absorbancia da proteina/ equacao da reta do padrao de proteina

(albumina)

X/Y = n mol de MDA/ mg de proteina.

4.2.16 - Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados como médias + desvio padrédo. As
variacOes detectadas nos grupos experimentais, foram avaliadas através da
analise de variancia (ANOVA) e do teste de Tukey. O teste de comparacéo
entre as médias obtidas das amostras foi o0 teste t student para amostras
pareadas, onde fixou-se em todos os calculos um nivel de significancia com
p < 0,05. Os software utilizados para execucdo dos testes foram o EXCEL
(versdo 5.0) e o INSTAT (verséo 2.0).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Composicao centesimal

Os resultados das andlises da composicdo centesimal, em base
umida, dos mesocarpos dos frutos de chopé e sacha mangua e da semente
do macambo, sdo apresentados na tabela 1. Destacam nestes frutos os
altos teores de lipides, fibras alimentares insoluveis (FAI) e proteinas.
FLORES PAYTAN (1979) trabalhando com frutos da sacha mangua,
encontrou 18,30% de lipides, 33,84% nas fibras e 7,47% de proteina, em
matéria seca; para os frutos de chope encontrou 29,95% de lipides, 6,4%
nas fibras e 6,92% de proteinas; no caso do macambo, trabalhando com a
mistura polpa-semente, observou-se 9,20% de lipides, 6,20 de proteina.
Pelos resultados pode-se observar o significado nutricional que tém estes
frutos, para as populacdes regionais, considerando-se o teor de lipideos, e
das proteinas, assim como o alto teor de fibras (FAI, FAS), complexos muito
importantes porque exercem efeitos fisiologicos diretos através do trato
gastrointestinal (SCHWEIZER & WURSCH, 1991).

Tabela 1. Determinacfes da composicéo centesimal da farinha da polpa dos
frutos do chopé (Gustavia augusta L.), e sacha mangua (Grias
neuberthii Macbr.) e das sementes do fruto de macambo
(Theobroma bicolor)

Determinacdes (%) Chopé Sacha Mangua Macambo

Umidade 60,46 + 0,15 74,64 + 0,26 35,58 + 0,18
Lipides 13,08 £ 0,25 10,07 £ 0,23 32,95 +0,23
Cinzas 1,31 +£0,02 1,00 £ 0,03 0,84+ 0,02

Proteinas bruta 578+0,11 1,79 + 0,06 13,30 £ 0,06
(FAI) 12,74+ 0,11 10,96 + 0,06 9,90+0,12
(FAS) 0,38+0,11 0,23 +0,02 2,30 £ 0,00
Carboidratos 6,24 +0,48 1,31+0,41 5,13 +0,37

FAI = fibra alimentar insoltvel
FAS = fibra alimentar sollvel
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5.2. Analise da composicédo dos acidos graxos dos lipides.

De acordo com a tabela 2, onde sé&o apresentados os teores de
acidos graxos da fracao lipidica dos frutos do chopé e sacha mangua e da
semente do macambo, observa-se que entre os acidos graxos saturados,
destacam-se os teores de &cido palmitico no chopé e na sacha mangua, o
acido estearico no macambo, e em relacao aos acidos graxos insaturados 0s
trés frutos apresentam elevado teor em acido oléico, sendo que na sacha
mangua destaca-se também o acido linoléico. O &cido linolénico esta

presente em pequenas quantidades nas trés amostras.

Os nossos resultados sdo similares aos obtidos por FLORES
PAYTAN (1997) que, trabalhando com amostras provenientes da Amazonia
peruana, encontrou teores de 29,92% de acido palmitico e 53,71% de acido

oléico na fracao lipidica da polpa do chopé.

Do mesmo modo os teores de acidos graxos da fracdo lipidica da
semente do macambo ndo apresentou diferencas com os encontrados por
JEE (1984) que trabalhou com amostras procedentes de Equador e com os
resultados obtidos por SOTELO et al., (1990) em amostras mexicanas. Os
valores que eles encontraram para os acidos graxos sdo: acido estearico
42,9% e 50,44%; e o acido oléico de 45,1% e 39,38 %, respectivamente.

Outras espécies do género Theobroma, sdo o cacau (T. cacau) e 0
cupuacu (T. grandiflorum), os quais tem sido amplamente estudados podem
ser considerados como referéncia, pois 0 cacau apresenta 25,8% de acido
palmitico, 35,9% de acido estearico e 33,3% de acido oléico (JEE, 1984).
Enquanto que, DA SILVA, (1988) trabalhando com o cupuacu reporta 7,2%
de &cido palmitico, 30,8% de acido estearico e 43,9% de acido oléico;
observando-se neste género a maior incidéncia de acido oléico. Estes
resultados sdo muito similares a os que nds obtivemos para o perfil de
acidos graxos das sementes de macambo cujos valores para o acido
palmitico foi de 6,09%, para o acido estearico 49,63%, para o acido oléico

em 39,72% e para o acido linoléico 2,13%.
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Outra observacdo de destague € a somatoéria dos acidos graxos
insaturados no chopé é o dobro da somatéria dos acidos saturados; na
sacha mangua essa relacdo € similar e no macambo os &cidos graxos
insaturados é levemente menor. A presenca de elevados teores de acidos
insaturados nos trés frutos sugere a existéncia nos frutos de mecanismos de
protecdo destes acidos graxos para que Se possa prevenir processos
oxidativos, isto € a presenca de compostos que possuem atividade

antioxidantes.

Tabela 2. Perfil de acidos graxos da fracao lipidica da polpa dos frutos do
chopé (Gustavia augusta L.), sacha mangua (Grias neuberthii
Macbr.) e das sementes do fruto do macambo (Theobroma
bicolor)

Acidos graxos (%) Chopé Sacha Mangua Macambo
C 16:0 25,73+0,47 47,93 +0,07 6,09 + 0,04
C17:0 0,18 + 0,00 — 0,14 + 0,01
C 18:0 5,56 + 0,06 2,62 £ 0,03 49,63 + 0,08
C 20:.0 0,31+0,04 2,08 +0,18
¥ Acidos Graxos 3178 50 55 57 94
Saturados ’ ’ '

C 16:1 1,73+0,01 — —
C17:1 0,31+0,01 — —
C18:1 58,57 +0,61 19,20 +0,03 39,72+ 0,30
C 18:2 6,18 + 0,13 29,44 £ 0,14 2,13+0,00
C 18:3 1,45+ 0,03 0,81 +0,08 0,18 +0,01
¥ Acidos Graxos 68.24 49.45 42.03

Insaturados

5.3. Concentracdo de matéria seca

Os teores de matéria seca dos extratos das farinhas das polpas de
chopé e sacha mangua e das sementes de macambo estao apresentados na
tabela 3, observando-se que a maior concentracdo, nas trés amostras,

corresponde ao extrato etéreo, o que indica a maior presenca de compostos
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de baixa polaridade. Sendo que, os menores valores corresponderam ao
extrato alcodlico, estes resultados séo diferentes quando comparados com
os obtidos por MOURE, et al.,(2000) que trabalhando com extratos aquoso,
metandlico, etandlico e etéreo da aveld Gevuina avellana encontraram
valores de 25,3 mg/g no extrato aquoso, 27,5 mg/g para o metandlico, 19,3

mg/g para o etandlico e 11,0 mg/g para o extrato etérico.

Tabela 3.- Teor de matéria seca dos extratos da farinha da polpa dos frutos
do chopé (Gustavia augusta L.), sacha mangua (Grias neuberthii
Macbr.) e das sementes do fruto do macambo (Theobroma
bicolor)

Extratos Chopé (mg/mL) Sacha Mangua (mg/mL) Macambo (mg/mL)

Etéreo 44,0 + 0,04 41,5 + 0,03 54,2 +0,04
Alcodlico 6,8 £ 0,02 6,1 +0,01 3,2+0,01
Aquoso 25,3 +0,02 9,2 +0,03 5,3+0,01

5.3.1. Atividade antioxidante em sistema aquoso

Como ja comentado anteriormente a presenca de altos teores de
acidos graxos insaturados nas amostras faz supor a existéncia de
substancias que possam participar de um sistema de protecdo do processo
oxidativo, pois estes sao suscetiveis ao ataque pelos ERO’s (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1989).

Na tabela 4, estdo apresentados os resultados de inibicdo da
oxidacdo dos extratos dos frutos em estudo no sistema B-caroteno/acido
linoléico. Pode-se observar que as porcentagens de inibicdo da oxidacao
dos extratos etéreo e alcodlico do chopé e sacha mangua, tanto com 50 ppm
como com 100 ppm, sdo menores que o obtido com o BHT nas mesmas
concentracfes; mas 0 extrato aquoso apresentou valores maiores quando

comparadas com o BHT. Alem disso, os trés extratos das trés amostras,
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guando misturados com o BHT, na proporcdo 1:1, apresentaram valores
maiores que 0s obtidos com 0os mesmos extratos e o BHT individualmente,

indicando com isso, que houve sinergismo.

Para o macambo, o extrato etéreo tanto com 50 ppm como com 100
ppm e os extratos alcodlico e aquoso com 100 ppm, apresentaram valores
menores quando comparados com o BHT nas mesmas concentracdes; no
entanto os extratos alcodlico e aquoso com 50 ppm, apresentaram valores

maiores quando comparados com o BHT nas mesmas condi¢des.

Como exemplos para comparar nossos resultados pode-se mencionar
a atividade antioxidante de extratos de sementes ou especiarias, tais como a
reportada por AMAROWICZ, et al., (2000) que trabalhando com semente de
canola e casca de semente de colza relatam ter encontrado boa atividade
antioxidante no extrato metandlico da canola (0,04%) maior do que o obtido
pelo extrato metandlico da casca da semente de colza (0,04%); mas o valor
foi menor do que o obtido pelo antioxidante sintético (hidroxibutilanisol) BHA
(0,01%). MOURE, et al., (2000) trabalhando com extratos da casca da avela
Gevuina avellana aquoso (1.800 mg/L), etéreo (2.500 mg/L), metandlico
(1.100 mg/L) e etandlico (4.400 mg/L) encontraram valores para o
Coeficiente da Atividade Antioxidante (AAC) do extrato etandlico = 767,13 e
metanolico = 183,98, sendo que estes extratos foram 0s que apresentaram
maior atividade antioxidante do que os demais extratos; mas os valores sao
menores quando comparados com o BHT (AAC = 693) e BHA (AAC = 901),
cujas concentracfes sao muito menores 350 e 230 mg/L respectivamente.
JAYAPRAKASHA, et al., (2001) trabalhando com amostras de sementes de
uva nos extratos aceténico, etil acetato, metandlico e mistura de etil acetato
(EtOAc)/dgua em proporcdo de 9:1, 17:3 e 4:1 observaram que a
concentracdo de 100 ppm a atividade antioxidante destes extratos foi de 65
— 90 %, sendo que as misturas de EtOAc/agua mostraram a maior atividade

antioxidante quando comparados com o BHA na mesma concentracgéao.
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Tabela 4. Porcentagem de inibicdo da oxidagdo dos extratos da farinha da
polpa dos frutos do chopé (G. augusta L.), sacha mangua (Grias
neuberthii Macbr.) e das sementes do fruto do macambo
(Theobroma bicolor)

Extratos Extrato BHT Extr.+BHT Extrato BHT Extr.+BHT

50ppm 50ppm 25 ppm+25ppm __ 100ppm 100ppm 50 ppm+50ppm

Chopé

Etéreo 43,54 65,94 73,39 56,01 70,49 80,72
Alcodlico 40,64 63,60 64,57 52,91 69,34 75,13
Aquoso 72,54 65,92 76,89 79,22 76,63 83,81
Sacha M.

Etéreo 24,63 62,76 59,58 34,30 60,70 66,27
Alcodlico 27,84 64,64 60,85 44,60 66,12 71,05
Aquoso 72,10 66,59 71,94 84,42 71,88 83,75
Macambo

Etéreo 60,42 64,59 53,74 58,29 70,77 72,41
Alcodlico 71,19 66,91 81,77 76,74 80,13 85,96
Aquoso 67,06 65,04 80,44 63,67 71,61 81,85

SHAHRZAD & BITSCH, (1996); MAYER et al., (1997) destacam que
muitos acidos fendlicos, por exemplo os acidos caféico, clorogénico, ferulico,
galico e elagico, os quais ocorrem naturalmente, s&o inibidores da
carcinogénese. HAKKINEN et al., (1999) afirmam que atualmente acredita-
se que os flavonodides e os acidos fendlicos exercem efeito cardioprotetor em
humanos, através de sua capacidade em inibir a oxidacéo da lipoproteina de
baixa densidade (LDL). Além disso, SCHROETER et al., (2000), depois de
trabalhar com células de neurénios de camundongo, sugerem um possivel
papel dos flavonéides em diminuir a neurodegeneracdo associada com

perturbacdes crénicas no qual o estresse oxidativo esta implicado.

Como consequiéncia dos resultados obtidos, na avalia¢do da atividade
antioxidante dos extratos etéreo, alcodlico e aquoso das amostras de chopé,
sacha mangua e macambo, concluiu-se que o ensaio in vivo deveria ser
realizado com os extratos aquosos de cada uma das amostras por

apresentarem maior atividade antioxidante frente aos demais extratos.
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Feita a identificacdo dos extratos com maior atividade antioxidante e
na procura da caracterizacdo dos compostos fendlicos, devido ao alto
potencial antioxidante nas fracdes onde estes poderiam estar presentes, foi
realizado um fracionamento das farinhas das amostras para a obtencéo das
fracOes livre, sollveis e insoluveis de acidos fendlicos, de acordo com o
esquema de KRYGIER, et al., (1982).

As fragBes foram submetidas ao sistema B-caroteno/acido linoléico
para verificacdo do potencial de inibicdo da oxidagcéao, de forma semelhante
ao que foi realizado com os diferentes extratos das farinhas das amostras.
Para uma melhor visdo do mecanismo de acéo antioxidante dos compostos
fendlicos presentes na farinha das polpas do chopé e sacha mangua e
semente de macambo foram realizadas as curvas da cinética da inibicdo da
oxidacdo dos extratos etéreo, alcodlico e aguoso das farinhas em estudo,
assim como das fracdes dos acidos fendlicos livres, acidos fendlicos de
esteres soluveis e acidos fendlicos de ésteres insollveis comparados com o

antioxidante sintético BHT.

A atividade antioxidante dos extratos etéreo, alcoolico e aquoso das
farinhas das amostras foi avaliada em 120 minutos através do sistema j-
caroteno/acido linoléico frente ao BHT, em concentracdes de 50 ppm e 100
ppm e os resultados desta avaliacdo junto as tangentes das curvas da

cinética da atividade antioxidante estdo apresentadas nas tabelas 5, 6 e 7.

Nas figuras 5 a 13 estdo representadas as curvas da cinética da
atividade antioxidante dos extratos etéreo, alcodlico e aquoso das farinhas

das polpas de chopé e sacha mangua e da semente do macambo.

Nas figuras 5, 6 e 7 apresentam-se as curvas da cinética da atividade
antioxidante do extrato etéreo das amostras em estudo observa-se nas trés
um decaimento similar, embora seja mais pronunciado na sacha mangua a
50 ppm e melhora a 100 ppm.; mas quando sao misturadas com o BHT na
proporcdo (1:1), o chopé e a sacha mangua apresentam melhor atividade

antioxidante que o macambo na concentracao de 25 ppm.
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Nas figuras 8, 9 e 10 sédo apresentadas as curvas da atividade
antioxidante dos extratos alcodlico das amostras em estudo observa-se que
a maior protecao foi obtida nos extratos do macambo, tanto a 50 ppm como
a 100 ppm, em comparagdo com as outras duas amostras, também observa-
se que a sacha mangua ap0s os 45 minutos apresenta uma forte queda nas
curvas, sendo menor para o chopé e muito leve para o macambo. Além
disso, as trés amostras apresentam boa atividade antioxidante quando
misturadas com o BHT na proporc¢ao (1:1).

Nas figuras 11, 12 e 13 sdo apresentadas as curvas da atividade
antioxidante dos extratos aquosos das trés amostras, onde pode-se observar
uma excelente atividade antioxidante apresentadas pelas amostras quando
comparadas com os extratos alcoolico e etéreo tanto a 50 ppm como a 100
ppm. Além disso, pode-se observar resposta similar quando os extratos
aquosos foram misturados com o BHT na proporcéo (1:1), embora exista um
destaque destas ultimas para o chopé e sacha mangua. A mistura do extrato
aquoso do macambo com o BHT (1:1).na concentracdo de 25 ppm,

apresenta uma pequena elevacao da atividade antioxidante.

Com os resultados das curvas de cinética, acima indicados, foi
possivel elaborar as tabelas 5, 6 e 7, onde estdo apresentados os fatores
calculados a partir das tangentes das curvas cinéticas. O fator F; representa
a efetividade do antioxidante em bloquear as reacdes em cadeia
ocasionadas pelos radicais peroéxila, enquanto o fator F,, representa a
possibilidade do antioxidante participar de outras reacdes, como da
decomposicdo dos hidroperéxidos com oxigénio, formando espécies
radicalares que acelerem o processo oxidativo do sistema e se o valor desta
razao for maior do que 1, € por que deve existir uma atividade pro-oxidante
no extrato (YANISHLIEVA &MARINOVA, 1995).
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Figura 5. Curva cinética do potencial antioxidante do extrato etéreo da

farinha da polpa de chopé (c) no sistema [-caroteno/acido
linoléico.
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Figura 6. Curva cinética do potencial antioxidante do extrato etéreo da

farinha da polpa de sacha mangua (SM) no sistema -
caroteno/acido linoléico.
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Figura 7. Curva cinética do potencial antioxidante do extrato etéreo da

farinha das sementes de macambo (M) no sistema -
caroteno/acido linoléico.
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Figura 8. Curva cinética do potencial antioxidante do extrato alcodlico da

farinha da polpa de chopé (C) no sistema p-caroteno/acido
linoléico.
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Figura 9. Curva cinética do potencial antioxidante do extrato alcodlico da
farinha da polpa de sacha mangua (SM) no sistema f-
caroteno/acido linoléico.
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Figura 10. Curva cinética do potencial antioxidante do extrato alcodlico da

farinha das sementes de macambo (M) no sistema f-
caroteno/acido linoléico.
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Figura 11. Curva cinética do potencial antioxidante do extrato agquoso da

farinha da polpa de chopé (C) no sistema p-caroteno/acido
linoléico.
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Figura 12. Curva cinética do potencial antioxidante do extrato aquosa da

farinha da polpa de sacha mangua (SM) no sistema f-
caroteno/acido linoléico.
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Figura 13. Curva cinética do potencial antioxidante do extrato aquosa da
farinha das sementes de macambo (M) no sistema f-
caroteno/acido linoléico.

De acordo com os resultados apresentados nas tabelas 5, 6 e 7 pode-
se avaliar os valores dos F; e F, comparando os valores obtidos pelas

amostras com os valores obtidos pelo BHT nas mesmas condicdes.

Para os extratos etéreos a melhor resposta foi a do macambo tanto
com 50 ppm como com 100 ppm, em seguida estdo o chopé e a sacha
mangua, embora estes melhorem quando misturadas com o BHT na

proporcao (1:1) na concentracdo de 100 ppm.

Para os extratos alcodlicos 0 macambo também apresentou a melhor
atividade quando comparadas com os resultados obtidos para o chopé e a
sacha mangua nas mesmas concentra¢des, mas comparando com o BHT os
resultados sdo muito similares, além disso, quando este extrato das trés
amostras foram misturadas com o BHT na proporcao de (1:1) apresentaram

sinergismo.
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Para o caso dos extratos aquosos as melhores respostas foram
encontradas para o chopé e sacha mangua nas concentragdes de 50 ppm e
100 ppm quando comparadas com o BHT nas mesmas concentracdes,
embora os valores obtidos pelo extrato aquoso do macambo sejam muito
similares aos valores obtidos pelo BHT nas mesmas concentracdes. Os
extratos das trés amostras apresentam uma excelente atividade antioxidante

e sinergismo quando associados ao BHT.

Dos valores cinéticos apresentados nas tabelas 5, 6 e 7 como
resultado da analise de variancia (ANOVA) pode-se verificar que dos
extratos etéreos dos trés frutos estudados o extrato do macambo apresentou
diferenca significativa para o valor de F1 em comparagdo com aos extratos
de chopé e sacha mangua indicando com isso que foi 0 extrato mais efetivo
para inibir o periodo de inducdo da oxidacéo. Por outro lado, para valores de
F2 na mesma concentracao (50ppm) o extrato da Sacha mangua foi 0 que
apresentou maior resposta com diferenca significativa significativa (p<0,005),
mostrando que este extrato foi 0 menos efetivo para estabilizar as reacdes
de propagacdo. Para a concentracdo de 100 ppm F1 nado teve diferenca
significativa entre os extratos, porém para F2 na mesma concentracdo (100
ppm) apenas o extrato do Chopé apresentou diferenca significativa,
mostrando que em uma concentragdo maior, mas dentro dos valores limites
exigidos pela legislacédo Brasileira, este extrato apresentou resposta menor e

significativamente diferente em relacdo aos extratos das outra amostras.

JA o0 estudo cinético para os extratos alcoolicos dos frutos em
concentragfes de 50 ppm e 100 ppm o macambo foi 0 mais efetivo dos trés
extratos e apresentou diferenca significativa na inibicdo do periodo de
inducdo. Por outro lado, nas reacfes de propagacdo da reacdo oxidativa
(F2) todos os extratos apresentaram-se significativos entre si, em ambas as
concentragfes. Estudando porém os extratos aquosos destes frutos, em
ambas concentracdes e fatores cinéticos (iniciacdo e propagacado da cadeia
oxidativa) o extrato do macambo foi o Unico que apresentou diferenca

significativa.
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Tabela 5. Parametros cinéticos do potencial antioxidante no sistema p-
caroteno/acido linoléico do extrato etéreo da farinha da polpa de
chopé, sacha mangua e semente de macambo.

Concentracao

Extrato etéreo 50 ppm 100 ppm

F1 F2 F1 F2
Chopé 0,5 0,5 0,4 0,5
Sacha mangua 0,6 1,0° 0,5 0,8
Macambo 0,3 0,4 0,3 0,6
BHT (Chopé) 0,4 0,4 0,2 0,3
BHT (Sacha mangua) 0,3 0,4 0,3 0,4
BHT (Macambo) 0,3 0,3 0,3 0,1
BHT + Chopé 0,2 0,3 0,2 0,3
BHT + Sacha mangua 0,3 0,5 0,3 0,4
BHT + Macambo 0,4 0,7 0,3 0,3

F1, F2 = Fatores cinéticos
© Foram consideradas significantes as diferencas para P < 0,05. Teste : Analise de variancia

Tabela 6. Parametros cinéticos do potencial antioxidante no sistema j-
caroteno/acido linoléico do extrato alcodlico da farinha da polpa
de chopé, sacha mangua e semente de macambo.

Concentracao

Extrato alcodlico 50 ppm 100 ppm

F1 F2 F1 F2
Chopé 0,6 0,6 0,5 0,4
Sacha mangua 0,6 1,0” 0,5 1,0”
Macambo 0,3 0,37 0,2 0,17
BHT (Chopé) 0,4 0,4 0,2 0,3
BHT (Sacha mangua) 0,3 0,4 0,3 0,4
BHT (Macambo) 0,3 0,3 0,3 0,1
BHT + Chopé 0,4 0,2 0,3 0,3
BHT + Sacha mangua 0,4 0,5 0,3 0,4
BHT + Macambo 0,2 0,1 0,2 0,01

F1, F2 = Fatores cinéticos
© Foram consideradas significantes as diferengas para P < 0,05. Teste : Andlise de variancia
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Tabela 7. Parametros cinéticos do potencial antioxidante no sistema p-
caroteno/acido linoléico do extrato aquoso da farinha da polpa de
chopé, sacha mangua e semente de macambo.

Concentracao

Extrato aquoso 50 ppm 100 ppm

F1 F2 F1 F2
Chopé 0,3 0,2 0,2 0,1
Sacha mangua 0,2 0,2 0,2 0,1
Macambo 0,4 0,3 0,5 0,3
BHT (Chopé) 0,4 0,4 0,2 0,3
BHT (Sacha mangua) 0,3 0,4 0,3 0,4
BHT (Macambo) 0,3 0,3 0,3 0,1
BHT + Chopé 0,3 0,1 0,2 0,01
BHT + Sacha mangua 0,3 0,4 0,1 0,1
BHT + Macambo 0,3 0,3 0,3 0,1

F1, F2 = Fatores cinéticos
© Foram consideradas significantes as diferencas para P < 0,05. Teste : Analise de variancia

Na tabela 8, estdo apresentadas os teores de matéria seca, das
fracOes fendlicas das farinhas das amostras em estudo, observa-se que as
maiores concentracfes foram obtidas pelas fracdes de acidos fendlicos
livres (AFL), da sacha mangua; acidos fendlicos de ésteres solluveis (AFES)
do chopé; porém, o menor valor foi para a fracdo de acidos fendlicos de

ésteres insoluveis (AFEI) do chope e da sacha mangua.

Tabela N° 8.- Teor de matéria seca das fracdes fendlicas da farinha da polpa
dos frutos do chopé (Gustavia augusta L.), sacha mangua
(Grias neuberthii Macbr.) e das sementes do macambo
(Theobroma bicolor)

Fracoes Chopé (mg/mL) Sacha Mangua (mg/mL) Macambo (mg/mL)

AFL 4,5+0,13 28,7 0,24 2,8 +0,03
AFES 28,3 £ 0,60 4,0 +0,20 5,0+0,05
AFEI 0,7 +0,03 0,7 +0,03 1,0 £ 0,00

AFL = acidos fendlicos livres
AFES = acidos fendlicos de ésteres soluveis
AFEI = acidos fendlicos de ésteres insoluveis
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Na tabela 9 estdo apresentados os resultados das porcentagens de
inibicio da oxidacdo das fracOes fendlicas das farinhas em estudo no
sistema [-caroteno/acido linoléico. Para as trés fracdes fendlicas das trés
amostras, tanto com 50 ppm como com 100 ppm, os valores obtidos foram
maiores quando comparados com os valores do BHT nas mesmas
concentracBes, com excecdo da fracdo de acidos fendlicos de ésteres
soluveis (AFES) do chope com 100 ppm que ndo teve variacdo. Estas
fracbes quando associadas com volumes equivalentes do BHT
apresentaram atividade sinergista, sendo que esta atividade foi mais
acentuada nas trés fracoes de acidos fendlicos da sacha mangua e do
macambo assim como, a fracdo de acidos fendlicos livres (AFL) do chopé
nas mesmas concentracbfes segue a mesma tendéncia. As fracOes de
acidos fendlicos de ésteres soluveis (AFES) e a de acidos fendlicos de
esteres insoluveis (AFEI) do chope nas mesmas concentracao apresentaram

menor efeito sinergista.

Os resultados destas observacdes sédo confirmados quando realizam-
se as curvas da cinética das atividades antioxidantes das fracdes de acidos
fendlicos livres (AFL), acidos fendlicos de ésteres soluveis (AFES) e acidos
fendlicos de ésteres insoluveis (AFEI) somando-se aos resultados obtidos no
sistema p-caroteno/acido linoléico ap6s 120 minutos. Estas curvas séo

mostradas nas figuras 14 a 22.

Nas figuras 14, 15 e 16 sdo apresentadas as curvas da cinética da
atividade antioxidante da fracdo dos acidos fendlicos livres (AFL) das
amostras em estudo. Observa-se que esta fracdo tanto com 50 ppm como
com 100 ppm nas trés amostras permaneceram muito estaveis quando
comparadas com o controle e com o BHT. Quando os extratos das amostras
foram associadas com volumes equivalentes de BHT também pode-se

observar a mesma tendéncia.
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Tabela 9. Porcentagem de inibicdo da oxidacdo das fracBes fendlicas da
farinha da polpa dos frutos do chopé (Gustavia. augusta L.),
sacha mangua (Grias. neuberthii Macbr.) e das sementes do fruto
do macambo (Theobroma. bicolor)

Fracdo BHT Fra¢.+BHT Fragcdo BHT Frag.+BHT

Fragoes 50ppm 50ppm 25 ppm+25ppm 100ppm 100ppm 50 ppm+50ppm
Chopé

AFL 89,07 71,96 91,20 88,35 79,24 85,74
AFES 8291 68,78 70,46 75,74 75,95 67,51
AFEI 87,30 67,05 73,68 79,18 75,34 77,10
Sacha mangua

AFL 83,13 52,78 88,18 86,39 76,36 84,71
AFES 86,20 69,95 88,53 80,36 75,49 87,63
AFEI 82,39 69,58 81,20 85,19 73,74 86,27
Macambo

AFL 87,08 60,77 91,86 82,58 69,89 89,40
AFES 84,56 70,01 82,98 85,02 77,00 85,23
AFEI 91,92 63,91 90,09 93,10 70,46 91,71

AFL = é&cidos fendlicos livres
AFES = acidos fendlicos de ésteres sollveis
AFEI = &cidos fendlicos de ésteres insollveis

Nas figuras 17, 18 e 19 estdo apresentadas as curvas da cinética da
atividade antioxidante da fracdo dos acidos fenodlicos de ésteres sollUveis
(AFES) do chope, sacha mangua e macambo. Pode-se observar que nas
amostras de chope, sacha mangua e macambo apresentam um decaimento
similar, mas sempre menores do que o apresentado pelo BHT, nas
concentracfes de 50 ppm e 100 ppm. Além disso, quando os extratos das
amostras sao associados com volumes equivalentes com o BHT nas
mesmas concentracfes o decaimento da atividade antioxidante foi similar

aos apresentados pelo extrato das amostras isoladamente.

Nas figuras 20, 21 e 22 estdo apresentadas as curvas cinéticas da
atividade antioxidante da fracdo dos acidos fendlicos de ésteres insoluveis
(AFEI) das trés amostras em estudo. Pode-se observar que nas amostras de
chope e sacha mangua, o decaimento da atividade antioxidante foi muito
similar ao apresentado pelo BHT tanto com 50 ppm como com 100 ppm
sendo este fato também observado quando a fracdo foi associada com o

BHT em volumes equivalentes nas nas mesmas concentragdes. J4 no caso
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do macambo o decaimento da atividade antioxidante da fragao foi similar,
tanto com 50 ppm como com 100 ppm, ao decaimento apresentado pela
mistura do extrato com o BHT na proporcdo (1:1). No entanto, estes
resultados sdo melhores que os obtidos pelo controle e pelo BHT nas

mesmas concentracoes.

J4 que alguns efeitos benéficos vem sendo associados aos
compostos fendlicos, tais como: acdo antioxidante, a prevencdo de cancer,
doencas cardiovasculares, entre outras, pode-se atribuir a esses compostos
a elevada atividade antioxidante encontrada nas fracdes fendlicos do chopé,
da sacha mangua e do macambo. Os resultados obtidos sdo similares como
os reportados por MOREIRA et al., (2001). Mc DONALD et al., (2001)
trabalhando com semente de algarroba e frutas secas de oliva, encontraram
elevada atividade antioxidante inibindo a oxidacéo entre 75% a 95% e 72% a
90% respectivamente. No entanto, AMAROWICZ et al., (2000) trabalhando
com sementes de colza encontraram valores de inibicdo da oxidacdo que

variam de 15% a 35% valores que sao muito menores aos NOSSOS.

Além do mais, FRANKEL et al., (1995); TEISSEDRE et al., (1996)
MAYER et al., (1997); demonstraram que compostos fendlicos extraidos de
diferentes variedades de uvas apresentam excelente atividade antioxidante
"In vitro" para inibir a oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade de
humanos (LDL).

Com os resultados obtidos das curvas cinéticas da atividade
antioxidante das fracdes fendlicas das trés amostras foi elaborada as tabelas
10, 11 e 12, onde estdo apresentados os fatores cinéticos (F1 e Fy),
calculados a partir das tangentes das curvas cinéticas, da mesma forma que
foi feito para os diferentes extratos das amostras, e pode-se assim, analisar

os valores dos F; e F; em comparacdo com o BHT no mesmo meio.

As fragBes de acidos fendlicos livres (AFL), das trés amostras, foram
semelhantes e apresentaram boa estabilidade tanto com 50 ppm como com

100 ppm e também gquando associadas com o BHT. Destacando-se que
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estes resultados das amostras foram melhores do que os apresentados pelo
BHT.

As fracdes de acidos fendlicos de ésteres solUveis (AFES)das trés
amostras apresentaram respostas semelhantes e com boa estabilidade tanto
com 50 ppm como com 100 ppm assim como quando foram associadas ao
BHT na proporcéo de (1:1). Além disso, pode-se observar que os resultados
obtidos pelas amostras foram melhores do que os obtidos pelo BHT nas

mesmas concentracoes.

A fracdo de acidos fenolicos de ésteres insolaveis (AFEI) apresentou
melhor resposta nas sementes do macambo tanto na concentragdo de 50
ppm como com 100 ppm assim como também quando esta fracdo foi
associada ao BHT na proporc¢ao de (1:1). Para o chope os valores de F; e F»
guando esta fracao foi associada ao BHT apresentou resposta semelhante

ao do BHT com 50 ppm.

Absorbancia a 470 nm
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—+— C50 ppm+BHT50 ppm

Figura 14. Curva cinética do potencial antioxidante da fracao livre de &cidos
fendlicos (AFL) da farinha da polpa de chope (C) no sistema B-
caroteno/acido linoléico.
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Figura 15. Curva cinética do potencial antioxidante da fracao livre de acidos
fendlicos (AFL) da farinha da polpa da sacha mangua (SM) no
sistema p-caroteno/acido linoléico.
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Figura 16. Curva cinética do potencial antioxidante da fracéo livre de acidos
fendlicos (AFL) da farinha das sementes de macambo (M) no
sistema B-caroteno/acido linoléico.
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17. Curva cinética do potencial antioxidante da fracdo de ésteres
soluveis de acidos fendlicos (AFES) da farinha da polpa de
chope (C) no sistema B-caroteno/acido linoléico.
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18. Curva cinética do potencial antioxidante da fracdo de ésteres
soluveis de acidos fendlicos (AFES) da farinha da polpa da
sacha mangua (SM) no sistema B-caroteno/acido linoléico.
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Figura 19. Curva cinética do potencial antioxidante da fracdo de ésteres
soluveis de acidos fendlicos (AFES) da farinha das sementes de
macambo (M) no sistema B-caroteno/acido linoléico.
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Figura 20. Curva cinética do potencial antioxidante da fracéo insoltuvel de
acidos fendlicos (AFEIl) da farinha da polpa do chope (C) no
sistema B-caroteno/acido linoléico.
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Absorbancia a 470 nm
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Figura 21. Curva cinética do potencial antioxidante da fracao insoltuvel de
acidos fenolicos (AFEI) da farinha da polpa da sacha mangua
(SM) no sistema B-caroteno/acido linoléico.
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Figura 22. Curva cinética do potencial antioxidante da fracdo insoltuvel de
acidos fendlicos (AFEI) da farinha das sementes do macambo
(M) no sistema B-caroteno/acido linoléico.



Resultados e Discusséao 86

Apds a avaliacdo estatistica dos valores de inibicdo da oxidacao
obtidos pelas fracbes apresentados nas tabelas 10, 11 e 12, observa-se que
nas fragdes livres dos frutos estudados os valores obtidos foram excelentes
e nado houve diferenca significativa tanto para F; quanto para F, assim como
também quando estas fragBes foram associados ao antioxidante sintético
BHT, para as mesmas concentracfes. J4 para as fracdes sollveis de todos
os frutos ndo houve diferenca significativa entre si para P < 0,05, como
também quando associados ao antioxidante sintético BHT. No entanto,
guando analisou-se a fracdo insolUvel destes frutos, pode-se observar que
em uma concentracdo de 50 ppm, todos os frutos somente foram
estatisticamente significativos na etapa de inibicdo da propagacéo da reacéo
oxidativa (F2) e na concentracdo de 100 ppm, em ambas as etapas
oxidativas (inibicdo e propagacao) todos as fracOes dos frutos apresentaram
diferenca significativa entre si para P < 0,05, mostrando que estes resultados
confirmam as expressdes graficas das figuras 14 a 22 anteriormente

apresentadas.

Tabela 10. Comparacdo dos parametros cinéticos do potencial antioxidante,
no sistema f-caroteno/acido linoléico das fracdes de acidos
fendlicos livres da farinha da polpa do chope, sacha mangua e
da semente de macambo com o BHT

Concentracéo

Fracéo livres 50 ppm 100 ppm

F1 F2 F1 F2
Chopé 0,2 0,1 0,3 0,1
Sacha mangua 0,2 0,2 0,1 0,2
Macambo 0,1 0,1 0,2 0,1
BHT (Chopé) 0,1 0,1° 0,2 0,1
BHT (Sacha mangua) 0,4 0,4 0,3 0,3
BHT (Macambo) 0,3 0,4 0,3 0,3
BHT + Chopé (1:1) (25 e 50ppm) 0,1 0,01 0,2 0,1
BHT + Sacha mangua (1:1) (25 e 50ppm) 0,1 0,1° 0,1 0,1
BHT + Macambo (1:1) (25 e 50ppm) 0,1 0,01 0,1 0,1

F1, F2 = Fatores cinéticos
© Foram consideradas significantes as diferengas para P < 0,05. Teste : Andlise de variancia
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Tabela 11. Parametros cinéticos do potencial antioxidante, no sistema -
caroteno/acido linoléico das fracdes de acidos fendlicos de
ésteres sollveis da farinha da polpa do chope, sacha mangua e
da semente de macambo

Concentracao

Fracdo de ésteres soluveis 50 ppm 100 ppm

F1 F2 F1 F2
Chopé 0,2 0,1 0,1 0,3
Sacha mangua 0,1 0,2 0,2 0,2
Macambo 0,2 0,3 0,2 0,3
BHT (Chopé) 0,4 0,1 0,3 0,3
BHT (Sacha mangua) 0,4 0,4 0,3 0,3
BHT (Macambo) 0,3 0,4 0,3 0,3
BHT + Chopé (1:1) (25 e 50ppm) 0,2 0,1 0,3 0,3
BHT + Sacha mangua (1:1) (25 e 50ppm) 0,1 0,1 0,2 0,1
BHT + Macambo (1:1) (25 e 50ppm) 0,2 0,3 0,2 0,3

F1, F2 = Fatores cinéticos
© Foram consideradas significantes as diferencas para P < 0,05. Teste : Analise de variancia

Tabela 12. Parametros cinéticos do potencial antioxidante, no sistema f-
caroteno/acido linoléico das fragcbes de acidos fendlicos de
ésteres insoluveis da farinha da polpa do chope, sacha mangua
e da semente de macambo.

Concentracéo

Fracdo de ésteres insolluveis 50 ppm 100 ppm

F1 F2 F1 F2
Chopé 0,2 0,1 04 0,01
Sacha mangua 0,2 0,1 0,2 0,1
Macambo 0,1 0,01 0,1 0,1
BHT (Chopé) 0,4 0,1° 0,3 0,3
BHT (Sacha mangua) 0,4 0,4 0,3 0,3
BHT (Macambo) 0,3 0,4 0,3 0,3
BHT + Chopé (1:1) (25 e 50ppm) 0,4" 0,1 0,4" 0,1
BHT + Sacha mangua (1:1) (25 e 50ppm) 0,2 0,2 0,2 0,1
BHT + Macambo (1:1) (25 e 50ppm) 0,1 0,1 0,1 0,1

F1, F2 = Fatores cinéticos
© Foram consideradas significantes as diferengas para P < 0,05. Teste : Andlise de variancia
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5.3.2. Compostos fendlicos identificados por cromatografia em

fase gasosa associada ao espectro de massa

5.3.2.1. Nos extratos das amostras

Nas tabelas 13, 14 e 15 estao apresentados os compostos fendlicos
identificados pela cromatografia em fase gasosa acoplada ao espectro de
massa nos extratos etéreo, alcodlico e aquoso das farinhas da polpa de
chopé e sacha mangua e da semente do macambo. Observa-se que nos
extratos de chopé e sacha mangua a presenca de maior numero dos
compostos fendlicos esta no extrato alcodlico. Ja para os extratos da
semente de macambo o maior nimero esta na fracdo aquosa. Além disso
pode-se observar que o acido sinapico foi o composto fendélico que atingiu

maior valor nos trés extratos das trés amostras.

Dos 13 compostos fendlicos identificados nos extratos das amostras o
acido caféico e acido sinapico estdo presentes nos trés extratos das trés
amostras como podem ser observados nos cromatogramas com 0S
espectros dos acidos mais representativos no tempo real no CG-EM onde
podem ser observados nos anexos 1 a 9. Os trés extratos do chopé
apresentaram o maior numero (10) de compostos fendlicos. Além disso,
pode-se observar a diferenca que existe entre as amostras com respeito aos
compostos fendlicos identificados no seus diferentes extratos, assim temos
gue para o chopé foi identificado a rutina, hidroquinona, resveratrol e a
daidzina, para a sacha mangua foi o acido t-cinamico e a chrisitina e para o
macambo além de apresentar o catecol, acido ferdlico, acido caféico, acido
sinapico e a daidzeina, compostos que sdo comuns para as trés amostras,

apresenta a glicitina que foi identificada também para o chopé

Alguns picos em todas as amostras foram ora identificados pelo
tempo de retencdo, ora estdo presentes e nao foram identificados pelos
tempos de retencdo dos padrbes presentes mas que apresentaram areas

bastante pronunciadas. Este fato, pode ser devido aos extratos nao terem
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sofrido processo de purificagdo e estes picos podem ter sido mascarados
por contaminantes lipidicos ou estes ultimos terem saido no mesmo tempo
de retencdo de algum composto fendlico. Este fato foi observado em
trabalhos de extratos de mostarda e também observados por MOREIRA &
MANCINI-FILHO (1998).

Comparando os resultados obtidos com os encontrados na literatura
destaca-se a de LIBERATORE et al., (2001) que trabalhando com extrato
metandlico/agua (60:40) de 10 amostras de o6leo de oliva virgem
procedentes da regido de Abruzzo (Italia) relataram a identificacdo de oito
compostos fendlicos que sdo o tirosol, acido p-hidroxibenzoico, acido
vanilico, acido protocatequinico, acido siringico, acido p-cumarico, acido
fertlico e acido cafeico utilizando o método da cromatografia gasosa
acoplada ao espectro de massa, diferindo com nossos resultados sO6 na
identificacdo do tirosol e do siringico nas suas amostras. QUETTIER-DELEU
et al.,, (2000) trabalhando com extratos metanol:acetona:agua (70:70:30;
v/vlv) e metanol:agua 2/8 (v/v) da casca e farinha da semente do cereal
“buckwheat” identificaram a epicatequina (1,143; 3,395 mg/100g); rutina
(5,205; 2,275 mg/100g); quercitina (0,608; 0,153 mg/100g) e procianidina
(48,943; 51,881 mg/100g) respectivamente, estes resultados séo similares
aos encontrados nas nossas amostras com referéncia a rutina e quercetina.
CZNNER et al., (2000) afirmam que as propriedades farmacolégicas que
possui a infusdo da inflorescéncia da Helichrysum arenarium (L) Moench é
atribuida aos compostos fenodlicos que possuem e que foram identificados,

dentre eles o acido caféico, acido clorogénico, quercetina entre outros.

OWEN et al., (2000) utilizando o método da cromatografia gasosa
acoplada ao espectro de massa detectaram a presenca do acido p-cumarico,
acido vanilico, acido p-hidroxibenzéico, e acido o-cumarico em baixas
concentracfes no extrato metandlico do 6leo de oliva, sendo que estes
resultados coincidem com 0s nossos resultados encontrados no extrato

alcodlico das amostras.
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Tabela 13. Compostos fendlicos identificados por cromatografia em fase
gasosa acoplada ao espectro de massa nos extratos da farinha
da polpa do fruto do chopé (Gustavia augusta L.)

Compostos fendlicos Composigéo (mg/g)

Etéreo Alcodlico Aquoso
Catecol nd 0,03 0,34
Hidroquinona nd nd 0,07
Glicitina nd nd 0,13
Acido ferulico nd 0,04 nd
Acido caféico 1,37 0,16 0,49
Acido sinapico 4,76 2,82 2,91
Rutina nd 0,05 nd
Resveratrol 1,40 nd nd
Daidzina nd 0,27 nd
Daidzeina 3,04 0,19 nd
ni. 1,22 1,47 4,30

ni = nao identificado; nd = ndo detectado

Tabela 14. Compostos fenolicos identificados por cromatografia em fase
gasosa acoplada ao espectro de massa nos extratos da farinha
da polpa do fruto da sacha mangua (Grias neuberthii Macbr.)

Compostos fenélicos Composicao (mg/g)

Etéreo Alcodlico Aguoso
Catecol nd 0,03 0,07
Gliciteina nd nd 0,18
Acido t-cinamico nd 0,04 nd
Acido Ferulico 0,09 0,04 nd
Acido Caféico 0,19 0,20 0,72
Acido Sinapico 0,30 1,92 2,92
Chrisitina Nd 0,08 nd
Daidzeina 1,14 0,10 nd
ni 3,48 1,30 3,40

ni = nao identificado; nd = ndo detectado
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Tabela 15. Compostos fendlicos identificados por cromatografia em fase
gasosa acoplada ao espectro de massa nos extratos da farinha
das sementes do fruto do macambo (Theobroma bicolor)

Compostos fendlicos Composicéo (mg/g)

Etéreo Alcodlico Aquoso

Catecol Nd nd 0,13
Gliciteina Nd 0,28 0,26
Glicitina Nd nd 0,17
Acido ferulico 0,12 nd nd

Acido caféico 0,13 0,39 0,71
Acido sinapico 0,28 2,00 3,33
Daidzeina 0,39 nd nd

ni. 5,87 7,72 2,60

ni = ndo identificado; nd = nao detectado

5.3.2.2 Nas fracdes fendlicas das amostras

A identificacdo dos compostos fendlicos nas fracdes AFL, AFES e
AFEI das farinhas das polpas de chopé e sacha mangua e da semente de
macambo, foram realizadas utilizando a cromatografia gasosa acoplado ao
espectro de massa (CG-EM), sendo os resultados apresentados nas tabelas
16, 17 e 18.

O chopé e a sacha mangua séo os frutos que apresentam um maior
namero de compostos fendlicos identificados (10) seguidos pelo macambo
(8). Sendo que, o acido salicilico foi identificado nas trés fracfes das trés
amostras; o acido t-cinamico foi identificado nas trés fracbes do chopé e nas
fracbes AFL e AFES da sacha mangua e do macambo, assim como também
foram identificados o acido p-hidrobenzéico, acido protocatequinico acido
galico e acido sindpico nas trés amostras. Além disso, o acido vanilico e o
acido o-cumarico foram identificados no chopé e na sacha mangua; assim
como a quercetina na sacha mangua e no macambo. Uma carateristica
importante € que os trés apresentam alto teor de acido salicilico nas trés

fracOes. Sendo o chopé e a sacha mangua espécies pertencentes a mesma
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familia Lecythidaceae pode-se dizer que eles apresentam alguns &cidos
fendlicos semelhantes, embora o chopé ndo apresente o acido quinico e a
quercetina, e na sacha mangua estdo ausentes o acido ferulico e o acido

caféico.

O macambo apesar de ser de familia Sterculiaceae apresenta em
termos gerais 0s mesmos compostos fendlicos e em comparacdo com o
chopé ele ndo contém o &cido vanilico, 4cido o-cuméarico, &cido ferulico e
acido caféico. JA comparando com a sacha mangua o macambo n&o
apresenta o acidos vanilico, acido o-cuméarico e &cido quinico, embora o
macambo apresente a catequina a qual ndo esta presente na sacha mangua
nem no chopé. Além disso, nas trés fragcdes fenolicas do macambo foram
identificados o acido salicilico, acido p-hidroxibenzdico e acidos sinapico; ja
0 acido t-cinamico e a quercetina foram identificado nas fragbes AFL e
AFES; o acido galico estdo presentes nas fracbes AFES e AFEI; e o acido

protocatequinico foi identificado na fracao AFES.

Estes valores diferem dos encontrados em outros vegetais quando
comparados com os obtidos em diferentes pesquisas com ervas e sementes,
podemos destacar a JUSTESEN & KNUTHSEN, (2001) que trabalhando
com 15 ervas identificaram a quercetina na lovage (170mg/100g) e na dill
(48-110 mg/100g). XING & WHITE, (1997) encontraram 2,3 mg/Kg na casca
da aveia e MOREIRA & MANCINI-FILHO (1998) encontraram 2,3 % na
semente de mostarda. Enquanto os derivados hidroxilados do &cido
benzéico e cinamico, também foram observados em morango por
KAHKONEN et al (1999). HAKKINEN et al., (1999) nos extratos metandlicos
de 19 espécies de morango, identificaram o kaempferol, quercetina,
miricetina, &cido p-cumarico, acido caféico, acido ferdlico e acido p-

hidroxibenzébico.

7

O caso da presenca do acido t-cindmico € muito interessante pois
este composto toma parte na biossintese das antocianinas e proantocianinas
as quais apresentaram-se em teores elevados na semente do cacau espécie
do género Theobroma como o macambo (WOLLGAS & ANKLAM, 2000).
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Tabela 16. Compostos fendlicos identificados por cromatografia em fase
gasosa acoplada ao espectro de massa nas fracdes fendlicas
da farinha da polpa do fruto de chopé (Gustavia augusta L.)

Composicao (mg/qg)

Compostos fendlicos

AFL AFES AFEI
Acido salicilico 9,50 24,02 5,80
Acido t-cinamico 0,02 0,06 0,06
Acido p-hidroxibenzéico 0,03 0,06 nd
Acido Vanilico nd 0,41 nd
Acido o-cumarico nd 0,06 nd
Acido protocatequinico nd 0,09 nd
Acido galico 0,05 0,33 0,03
Acido ferulico 0,01 nd nd
Acido caféico 0,01 nd nd
Acido sinapico 0,20 0,05 0,03
ni 1,88 1,01 0,25

ni = ndo identificado; nd = nao detectado; AFL = acidos fendlicos livres
AFES = acidos fendlicos de ésteres sollveis; AFEI = acidos fendlicos de ésters insollveis

Tabela 17. Compostos fenolicos identificados por cromatografia em fase
gasosa acoplada ao espectro de massa nas fracdes fendlicas
da farinha das sementes do fruto do macambo (Theobroma
bicolor)

Compostos fenélicos Composicéo (mg/g)

AFL AFES AFEI
Acido salicilico 11,84 17,29 2,68
Acido t-cinamico 0,04 0,03 nd
Acido p-hidroxibenzoico 0,02 0,04 0,02
Acido protocatequinico nd 0,65 nd
Acido galico nd 0,03 0,01
Acido sinapico 0,18 0,03 0,02
Catequina 0,02 nd nd
Quercetina 0,03 0,05 nd
ni 0,34 0,12 0,15

ni = ndo identificado, nd = ndo detectado; AFL = acidos fendlicos livres,
AFES = 4cidos fenélicos de ésteres solluveis; AFEI = acidos fendlicos de ésters insollUveis
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Tabela 18. Compostos fendlicos identificados por cromatografia em fase
gasosa acoplada ao espectro de massa nas fracoes fendlicas da
farinha da polpa do fruto da sacha mangua (Grias neuberthii
Macbr.)

Composicao (mg/g)

Compostos fendlicos

AFL AFES AFEI
Acido salicilico 1,60 16,59 10,04
Acido t-cinamico 0,004 0,04 nd
Acido p-hidroxibenzoico nd 0,14 0,02
Acido vanilico nd 1,22 nd
Acido o-cumarico nd 0,15 0,02
Acido protocatequinico nd 1,11 0,04
Acido quinico nd 0,05 nd
Acido galico 0,14 0,46 0,06
Acido sinapico 0,01 nd 0,02
Qercetina nd nd 0,23
ni 0,17 1,80 0,45

ni = ndo identificado, nd = nao detectado; AFL = acidos fendlicos livres
AFES = acidos fendlicos de ésteres sollveis; AFEI = acidos fenélicos de ésters insollveis

5.4. Atividade antioxidante em sistemas lipidicos

Depois de se ter observado uma boa atividade antioxidante das
fracbes de acidos fenolicos das amostras em estudo no sistema p-
caroteno/acido linoléico, e na procura de uma melhor aplicacdo na industria
de alimentos foi testado nos sistemas lipidicos a atividade antioxidante das
fracBes fendlicas da semente de macambo por ser a que apresentou a
melhor atividade. Assim como 0s extratos etéreo, alcodlico e aquoso das

trés amostras foram testados pelo método de Rancimat a 110°C

No teste de Shall como substrato utilizou-se o 6leo de soja sem
antioxidante (Cargil Agricola S/A); as fracdes fendlicas foram adicionadas no

0leo na concentracdo de 100 ppm e a avaliacdo foi realizada através da
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determinacdo do indice de peréxido, pela presenca de substancias reativas
ao &cido tiobarbiturico e na formagédo de dienos conjugados.

Os resultados obtidos das medicdes do indice de peroxido das
fracOes fendlicas do macambo estdo apresentados na tabela 19 e figura 23,
onde pode-se observar que o 6leo de soja sem a presenca de antioxidantes,
apresentou uma maior velocidade de oxidac&do, mostrando que todas as
frac6es de &cidos fendlicos da farinha da semente de macambo conferem
boa protecéo ao 6leo. As fracdes de acidos fendlicos livres (AFL) e de acidos
fendlicos de ésteres solluveis (AFES) mostraram maior protecdo que a fracao
de acidos fendlicos de ésteres insoluveis (AFEI) e do que o BHT. Esta
diferenca pode-se observar a partir das 144 horas de iniciado o experimento,
embora das 24 as 144 horas, todos 0s componentes apresentaram 0 mesmo
comportamento na formacdo de peroxidos. Esta tendéncia pode ser
atribuida a auséncia da quercetina e do acido t-cinamico na fracdo AFEI da
amostra. No entanto, estes resultados mostram que as fracdes fendlicas do

macambo apresentaram excelente estabilidade oxidativa ao 6leo de soja.

De forma similar ao observado para a curva de peroxidos, as curvas
formadas pelas substancias reativas ao acido tiobarbitlrico (tabela 20 e
figura 24) acompanharam a formacéo de peroxidos, embora a maior inflexdo
das curvas tenha sido na faixa de 96 — 120 horas. Deste modo confirma-se
os resultados destes componentes como antioxidantes para proteger da

oxidagao os produtos alimenticios.

Pelos resultados e pela curva da formacdo de dienos conjugados
(tabela 21, figura 25) observa-se pouca diferenca entre as fracdes fendlicas
testadas da amostra quando comparadas com o controle, jA que apresentam
respostas muito similares a formacédo de dienos conjugados; sendo que,
dentre as fracbes da amostra ndo esta presente o acido caféico este
resultado concorda com o trabalho de MC DONALD et al.,, (2001) que
demonstram que o acido caféico é o mais efetivo antioxidante no sistema
lipidico, SANCHEZ-MORENO et al., (2000) trabalhando com vinhos de

diferentes tipos (vermelho, rosé e branco) destacam que a formacdo de
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dienos conjugados, de hidroperoxidos e a formacgdo de hexanal é acelerada

depois de 3 dias, sendo estes resultados semelhantes aos nossos.

Tabela 19. Capacidade antioxidante das fracdes fendlicas do macambo em
6leo de soja medido através do indice de peréxido no método da

estufa a 60°C
Tempo (horas)

FracGes

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336
AFL” 0O 1 1 15 15 20 30 35 65 13,5 21,0 28,3 40,0 54,0 64,0
AFES" 0 05 1 2 15 20 25 65 11,0 19,0 26,5 33,8 38,8 54,0 66,8
AFEI 0O 05 05 15 20 25 25 80 14,5 250 37,3 48,5 62,8 76,5 95,5
BHT' 0 15 15 25 25 30 35 6,0 11,0 21,3 33,0 45,3 58,8 73,0 95,0
CON. 0 15 2 25 25 25 30 60 125 235 36,3 51,3 64,8 84,0 99,0

AFL = &cidos fendliocos livres; AFES = &acidos fendlicos de ésteres solliveis AFEI = &cidos fendlicos de ésters

insolGveis; CON. = controle; * =100 ppm; BHT = hidroxitolueno butilado.

Indice de peréxido

—o— AFL

—8— AFES

0 12 24 36 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336

AFEl

BHT

Tempo (horas)

—x— CONTROLE

Figura 23. Capacidade antioxidante das fracdes fendlicas do macambo em
Oleo de soja medido através do indice de perdxido no método da

estufa a 60°C
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Tabela 20. Capacidade antioxidante das fracBes fendlicas do macambo em
0leo de soja medida pela presenca de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico no método da estufa a 60°C

Tempo (horas)

FracGes
0O 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

AFL 0,005 0,005 0,006 0,008 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,016 0,016 0,032 0,050
AFES 0,001 0,001 0,006 0,007 0,017 0,018 0,018 0,021 0,022 0,021 0,026 0,048 0,048
AFEI 0,001 0,001 0,001 0,002 0,018 0,020 0,020 0,022 0,017 0,021 0,032 0,054 0,061
BHT 0,005 0,005 0,006 0,006 0,014 0,016 0,020 0,020 0,023 0,021 0,026 0,032 0,044

CON. 0,005 0,004 0,006 0,006 0,014 0,014 0,016 0,020 0,022 0,021 0,031 0,034 0,072

AFL = &cidos fendliocos livres

AFES = acidos fendlicos de ésteres sollveis
AFEI = &cidos fendlicos de ésters insollveis
CON. = controle

0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01
0,00

Valor do TBAa530 nm

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

Tempo (hora)
—— AFL —=— AFES AFEI BHT —— CON.

Figura 24. Capacidade antioxidante das fracdes fendlicas do macambo em
0leo de soja medida pela presenca de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico no método da estufa a 60°C
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Tabela 21. Capacidade antioxidante das fragbes fendlicas do macambo em
0leo de soja medida pela formacdo de dienos conjugados no
método da estufa a 60°C

Tempo (horas)

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336
AFL 0,212 0,37 0,78 083 0,84 094 09 095 092 063 052 054 057 052 0,51
AFES 0,15 0,40 0,77 0,81 0,84 095 094 09 0,9 0,61 051 0552 057 0,44 0,51
AFEI 0,07 041 0,73 0,79 0,82 0,82 097 0,97 097 054 051 0,553 057 0,48 0,52
BHT 0,28 0,44 0,73 0,80 0,85 0,99 098 098 095 050 052 048 057 0,50 0,52
COM. 0,32 0,43 0,75 0,75 0,84 0,84 0,87 0,93 091 0,53 0,51 0,50 0,52 0,53 0,46

AFL = &cidos fendliocos livres
AFES = acidos fendlicos de ésteres sollveis
AFEI = &cidos fendlicos de ésters insollveis
CON. = controle

Absorbancia 234 nm

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

0,00

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336
Tempo (horas)

—e— AFL —=— AFES

AFEI

BHT —«— CON.

Figura 25. Capacidade antioxidante das fragbes fendlicas do macambo em
0leo de soja medida pela formacdo de dienos conjugados no
meétodo da estufa a 60°C
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Os nossos resultados foram similares aos encontrados por ABDALLA
& ROOZEN, (1999) que observaram que o extrato metandlico da salvia (600
e 1200 ppm) inibiu a formacgédo de dienos conjugados em Gleo de girassol a
60°C; sendo que nos extratos de tomilho e limdo essa inibigdo foi menor,
porém, os extratos de “catnip e hyssop” (600ppm) aumentaram a formagéao
de dienos conjugados quando comparados com o 6leo controle. AZIZAH et
al., (1999) trabalhando com concentragdes muito maiores do que as nossas,
demonstraram que o extrato metandlico (1000, 2000 e 3000 ppm) de trés
tipos de cacau possuem elevada atividade antioxidante medida atraveés do

método de formacéo de dienos conjugados.

Na tabela 22 e figuras 22, 23 e 24 estédo apresentados os resultados
da porcentagem de aumento do periodo de inducdo com os extratos das
amostras adicionadas ao 6leo de soja refinado utilizando-se o0 método do

Rancimat a 110°C.

Observa-se que o melhor aumento do periodo de inducao (21,3%) em
porcentagem foi para o extrato alcodlico em concentracdo de 200 ppm do
chopé seguido pelo mesmo extrato do macambo, sendo este resultado

superior ao observado para a mesma concentracdo de 200 ppm de BHT.

VON GADOW et al., (1997) trabalhando com os compostos fendlicos
extraidos do Rooibos tea (Aspalathus linearis) encontraram que o0s
compostos fendlicos possuem elevado periodo de inducdo quando medido
pelo método de Rancimat a 90° C sendo maior do que o BHA e o BHT.
ARUOMA, O.l. et al., (1996) também demostraram que extratos etandlicos
de alecrim e a mistura de extrato de especiarias (alecrim, salvia, tomilho e
orégano) em uma concentracdo de 0,02% v/v apresentaram boa atividade
antioxidante com o teste de Rancimat a 110° C cujos valores sdo muito
semelhantes aos encontrados com as nossas amostras nas mesmas
condicbes. GU & WENG, (2001) trabalhando com ervas chineses,
encontraram valores do periodo de indugédo de 2 a 4 horas, sendo estes

valores muito menores aos nossos resultados.
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Tabela 22. Porcentagem do periodo de Inducéo, em 6leo de soja refinado,
dos extratos de chopé, sacha mangua e macambo a 110°C:
Método de Rancimat

Tempo (%) - (Horas)

%PI

Extratos -
CHOPE SACHA MANGUA MACAMBO
Branco 0,0-5,99 0,0 -5,99 0,0-5,99
BHT 100ppm 12,20-6,72 12,20-6,73 12,20-6,72
BHT 200ppm 15,62 -6,92 15,62 -6,92 15,62 -6,92
Etéreo 100ppm 12,45-6,73 15,54 -6,92 13,62 -6,80
Etéreo 200ppm 18,13 -7,07 14,37 - 6,85 9,86 — 6,58
Alcodlico 100ppm 193-7,14 14,62 — 6,86 20,38 -7,21
Alcoolico 200ppm 21,3-7,26 13,53 -6,80 20,47 -7,21
Aquoso 100 ppm 11,7 - 6,69 11,11 - 6,65 13,95-6,82
Aquoso 200 ppm 12,87 - 6,76 11,19 - 6,66 13,37 -6,79
* media de tres determinagoes
25 -
21,3
19,3
20 18,13
15,62
157 12,20 12,45 17 &8
10 4
51
0
0 P g

Branco  BHT BHT Etér- Etér- Alco- Alco-  Aqu- Aqu-
100ppm 200ppm  CHO CHO CHO CHO CHO 100 CHO 200
100ppm 200ppm 100ppm 200ppm ppm ppm

Figura 26. Porcentagem do periodo de indugéo dos extratos de chopé
(CHO) medido pelo método do Rancimat a 110°C
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15,62 15,54
16 - 1437 14,62
13,53
141 12,20
11,19
12 11,11
10
a
8.
S
6.
4.
21 0
0 o ]
Branco BHT BHT Etér-SM Etér-SM Alco-SM Alco-SM Aqu-SM Aqu-SM
100ppm 200ppm 100ppm 200ppm 100ppm 200ppm 100 ppm 200 ppm
Figura 27. Percentagem do periodo de inducéo dos extratos de sacha
mangua (SM) medido pelo método do Rancimat a 110°C
254
20,38 20,47
20
15,62
15 13,62 13,95 13.37
T 12,20
N 9,86
104
5_
0
i .| | Il
Branco BHT BHT Etér-MAC Etér-MAC Alco-MAC Alco-MAC Aqu-MAC Aqu-MAC

100ppm  200ppm  100ppm  200ppm  100ppm  200ppm 100 ppm 200 ppm

Figura 28. Percentagem do periodo de inducdo dos extratos de macambo
(MAC) medido pelo método do Rancimat a 110°C
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5. 5. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE “IN VIVO” NA
COMPOSICAO DOS ACIDOS GRAXOS

De acordo com a literatura, os acidos graxos ingeridos na dieta, que
encontram-se na posicado Sn-2 dos triacilgliceréis sdo os mais importantes
do ponto de vista nutricional. Sendo que o destino dos Sn-2
monoacilglicerdis resultantes da digestdo vai depender das caracteristicas
fisicoquimicas do acido graxo. Se este for saturado e de cadeia longa (de
pequena ocorréncia na posi¢cao Sn-2, com excec¢ao do acido estearico) nao
vai ser soluvel sendo arrastado nas fezes e se for um acido graxo
monoinsaturado ou poliinsaturado o Sn-2 monoacilglicerol sera absorvido e
reesterificado nas células intestinais nas suas posi¢coes livres (Sn-1, Sn-3)
pelos acidos graxos de origem endogena, e os triacilglicerbis resultantes
serdo levados a circulacdo como quilomicrons (MILLER & SMALL, 1987,
VALENZUELA, 1999).

Os acidos graxos insaturados sdo mais suscetiveis de sofrerem
alteracoes por reacdes oxidativas que ocorrem tanto in vitro como in vivo. Os
continuos ataques das espécies reativas do oxigénio produzem injurias nas
células, tecidos e organismos 0s quais para nheutralizar estes danos
produzem como defesa compostos antioxidantes. O sistema de defesa por
antioxidantes ndo é perfeito pelo fato das biomoléculas celulares poderem
ser oxidadas pelo envelhecimento e por diversas doencas (MECOCCI et al.,
2000).

Existem muitos estudos que verificaram a atividade antioxidante dos
compostos fendlicos in vitro. Entretanto, os beneficios para a saude
associados com a ingestao na dieta destes compostos ndo estao totalmente
comprovados devido sobretudo a absor¢cédo e a efetividade em aumentar o
mecanismo de protecdo, assim como 0s niveis adequados da ingestdo na
dieta (CASTRELLARI et al., 2000; SKIBOLA & SMITH, 2000).

O estudo por nos desenvolvido tem um papel importante a medida

gue se pretendeu avaliar a agao in vivo dos antioxidantes naturais.
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5.5.1. Influéncia dos compostos fendlicos "in vivo" presentes nas

amostras

Na tabela 23 sdo apresentadas as médias e porcentagens de ganho
de peso dos ratos do grupo controle e dos ratos que receberam 200 pL dos
extratos aquosos de chopé, sacha mangua e macambo durante 28 dias.
Observa-se que 0 maior ganho de peso foi nos ratos do grupo que recebeu o
extrato do chopé.

Os animais apresentaram um desenvolvimento dentro do esperado
demonstrando assim que ndo ha efeitos antinutricionais nos extratos

estudados que possa comprometer o crescimento dos animais.

Tabela 23. Médias da porcentagem no aumento do peso dos ratos controle
e dos ratos que foram administrados 200 uL do extrato aquoso
dos frutos de chopé, sacha mangua e macambo durante 28 dias

Dias Controle Chopé Sacha mangua Macambo
56,85+ 4,10 53,76 £ 11,83 58,79 £ 2,57 57,98 + 3,70
7 83,65+ 7,35 86,51 + 6,18 84,51 + 3,83 86,99 + 5,38
14 109,86 + 10,02 116,46 + 8,55 114,74 + 9,92 117,35+ 8,46
21 129,29+ 11,81 148,09 + 11,65 146,67 £+ 11,62 141,80 + 13,68
28 158,19 + 15,65 173,94 + 19,37 168,74 + 16,24 164,10 + 16,76

ganho de peso (g.)

101,34°

120,18%

109,95%

106,12%

27 Na&o diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5%.

5.5.2. Atividade antioxidante ‘in vivo” no tecido adiposo

Na tabela 24 apresenta-se o perfil de acidos graxos do tecido
adiposo dos ratos do grupo controle e dos ratos dos grupos experimentais
gue receberam os extratos aquosos das amostras de chopé, da sacha

mangua e do macambo.
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TABELA 24. Perfil de acidos graxos do tecido adiposo dos ratos controle e
dos ratos que foram administrados 200 uL do extrato aquoso
dos frutos durante 28 dias

SACHA MANGUA

AC. GRAXO  CONTROLE CHOPE MACAMBO
C 10:0 0,14 +0,09° 0,09 + 0,04° 0,11 + 0,05° 0,16 + 0,08°
C12:0 0,36+0,21°  0,26+0,12° 0,29 0,092 0,40 0,16
C 14:0 1,67+0,15% 1,57 +0,23° 1,52 +0,25° 1,61 +0,15°
C 15:0 0,26 +0,05°  0,25+0,02% 0,26 + 0,06 ™ 0,33+0,08%
C 16:0 24,84+1,97% 24,10+1,96° 23,31 +2,18° 23,03 +0,92°
C17:0 0,25+0,04*  0,25+0,02% 0,25 + 0,04 0,30 + 0,06
C 18:0 396+051*  3,83+036° 3,77 £0,58° 3,82+0,64°
C 20:0 0,09+0,01*  0,07+0,01° 0,07 +0,02° 0,07 £ 0,012

> SATURADOS 31,57 30,42 29,58 29,72
C16:1 498+091%  495+1,16° 4,56 + 1,552 4,42 + 0,932
c1i7:1 0,26 £0,12* 0,22 +0,03° 0,23 +0,04° 0,28 + 0,072
c18:1 24,87 +1,16% 2565+1,10*  24,77+0,98%°  2417+0,49%
C 20:1 0,38+0,06*°  0,34+0,04° 0,37 £ 0,082 0,37 + 0,06

Y. MONOINSAT. 30,49 31,16 29,93 29,24
C 18:2 30,75+ 1,77% 33,74+3,09% 35,92 + 3,41° 35,84 +1,42°
C18:3 2,01+0,21*  1,99+0,31° 2,10+0,37° 2,17+0,26°
C 20:3 0,26 +0,14* 0,23 +0,03° 0,21 +0,04° 0,22 + 0,022
C 20:4 (n-6) 1,35+0,30*  1,28+0,26° 1,19 + 0,33° 1,32+0,26°
C 20:5 0,09+0,02*  0,11+0,02° 0,08 + 0,032 0,10 + 0,022
C22:5 0,17 £0,04* 0,17 +0,06° 0,12 + 0,052 0,13+0,042
C22:6 0,35+0,09*°  0,32+0,08° 0,30 +0,10° 0,34 + 0,072

Y. POLINSATU. 34,98 37,84 39,92 40,12

nd 2,96 0,58 0,57 0,92

NOTA:

e Osvalores estdo expressos em média + desvio padréo.
¢ nd = ndo detectado
e "¢ Médias na mesma linha seguidas de letras diferentes, diferem estatisticamente entre

si ao nivel de 5%, comparando as amostras com 0 grupo controle.
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Pode-se observar uma maior incidéncia de acidos graxos
monoinsaturados e poliinsaturados. Verifica-se ainda que dentre estes o
acido linoléico apresentou-se em maior quantidade nos animais que
receberam extratos aquosos dos frutos em relagdo ao grupo controle. E
possivel que este efeito esteja relacionado a acao protetora dos compostos

fendlicos nos extratos administrados.

As somatérias dos acidos graxos poliinsaturados foram superiores
nos animais que receberam os extratos aquosos de macambo, sacha
mangua e chopé quando comparadas com o grupo controle, indicando assim
gue existe um possivel efeito protetor dos extratos sobre os acidos graxos

poliinsaturados.

5.5.3. Atividade antioxidante “in vivo” no figado

Nos tecidos periféricos o quilomicron é hidrolisado pela enzima lipase
lipoprotéica (LPL) que encontra-se aderida a superficie das células que
formam o epitélio dos vasos sanguineos. Esta enzima hidrolisa os acidos
graxos das posicdes Sn-1 e Sn-3 dos triacilglicerois. A atividade hidrolitica
da LPL sobre o quilomicron reduz seu conteudo de triacilgliceréis (que
converte-se a Sn-2 monoacilgliceréis) e em conseqiéncia seu tamanho e
densidade transformando-o em um quilimicron remanescente. Tém-se
proposto que a acao hidrolitica da LPL complementa a acdo da lipase
hepatica. O destino dos acidos graxos das posi¢cdes Sn-1 e Sn-3 liberados
pela lipase hepatica e pela LPL séo utilizados em sua maioria pelas células
dos tecidos periféricos como o musculo e tecido adiposo (ZIVERSMIT, 1979;
OLIVECRONA & BENGGTSSON-OLIVECRONA, 1987; DIARD et al., 1994).

O figado absorve os monoacilgliceréis Sn-2 que permanecem no
guilomicron remanescente, portanto os acidos graxos inicialmente nesta

posicao ingeridos através da dieta terdo também como destino o figado uma
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vez que nao foram hidrolisados durante a digestdo ou pela LPL nos tecidos
periféricos (KUBOM, 1996).

Nos hepatécitos os acidos graxos sdo metabolizados. No caso dos
acidos graxos essenciais serdo convertidos em acidos graxos polinsaturados
de cadeia longa ou ainda em outros derivados metabolicamente ativos tais

como prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos e leucotrienos.

Qualquer alteracdo estrutural ou quimica sobre estes acidos graxos
podera levar a uma perda funcional dos seus derivados em funcdo das
modificacdes das suas propriedades fisico-quimicas. A oxidacédo dos acidos

graxos essenciais impediria a formacéo destes produtos.

O estresse oxidativo hepatico estudado em animais experimentais
pode ser avaliado pelo aumento dos indices da peroxidacao lipidica através
das substancias reativas ao acido tiobarbitarico e/ou quimioluminescéncia
espontanea (FRAGA et al., 1988; RIBEIRO-DO-VALLE & CKLESS, 1999;
SAWADA et al., 1999).

TABELA 25. Peroxidacao lipidica dos figado dos ratos controle e dos ratos

gue foram administrados 200 pL do extrato aquoso dos frutos
durante 28 dias

PEROXIDACAO LIPIDICA

GRUPOS
(1 Mol de MDA/mg de proteina)
CONTROLE 0,11 + 0,012
CHOPE 0,09 +0,02°
SACHA MANGUA 0,08 + 0,03b
MACAMBO 0,06 +0,01°
NOTA:
e Os valores estdo expressos em médias + desvio padrao.
o 2P Médias na coluna seguidas de letras diferentes, diferem estatisticamente

entre si ao nivel de 5 % (P<0.05) comparando as amostras com 0 grupo
controle.
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De acordo a tabela 25 onde sao apresentados os resultados da
peroxidacéo lipidica dos figados dos ratos, tanto do grupo controle como dos
grupos experimentais observa-se que houve uma diferencga estatisticamente
significativa em relacdo ao grupo controle, e a melhor protecao foi para o
macambo (0,06 uMol de MDA/mg de proteina) que apresentou resultados

diferenciados dos outros dois extratos.

Pode-se atribuir esta diferenca a acdo dos compostos fendlicos dos
extratos administrados uma vez que atuariam como antioxidantes dos acidos

graxos.

Associando as informacbes entre o perfil dos acidos graxos dos
figados (tabela 26) e a medida da peroxidacdo lipidica (tabela 25)
verificamos que houve incremento no teor dos acidos linoléico, é&cido
araquidonico, e docosahexaendico nos grupos experimentais em relacdo ao
controle e menor concentracdo de malonaldeido pode-se inferir que ha uma
forte evidéncia da acéo inibidora dos compostos fendlicos dos extratos sobre

0 processo oxidativo no tecido.

Além disso, pode-se observar também a presenca de acidos graxos
de cadeia longa, tais como o C20:4 (n-3) e C20:5 produtos da elongacéo e
dessaturacdo dos acidos graxos essenciais, 0s quais sdo altamente
suscetiveis ao processo oxidativo pelo elevado numero de duplas ligacoes,
sendo esta mais uma evidéncia da inibicdo da oxidacdo dos compostos

fendlicos presente nos extratos das amostras.

Nao foi verificada diferenca estatistica nos teores do DHA e do EPA,
mas houve um aumento nos seus teores dos grupos experimentais, faz-se
necessario portanto, investigar se tanto o aumento no tempo de consumo
como a concentracdo dos extratos possam ter uma maior acao antioxidante

sobre os acidos graxos dos tecidos.
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TABELA 26. Perfil de acidos graxos dos figados dos ratos controle e dos
ratos que foram administrados 200 uL do extrato aquoso dos
frutos durante 28 dias

SACHA MANGUA

AC. GRAXO CONTROLE CHOPE MACAMBO
C 12:0 0,48 + 0,08 nd nd nd
C 14:0 0,61+0,26° 0,31 +0,04° 0,34 + 0,06" 0,36 + 0,09"
C 15:0 0,36 + 0,052 0,41 + 0,082 0,37 £ 0,09° 0,43 +0,10°
C 16:0 16,67 +1,77% 16,83+ 0,682 16,15+ 1,792 16,56 + 0,982
C17:0 0,78 + 0,06° 0,73+0,21° 0,68 +0,12° 0,90 + 0,212
C 18:0 15,70 +2,51% 17,04+ 1,10° 14,81 +1,42%®  17,33+0,81%
> SATURADOS 34,6 35,32 32,35 35,58
c16:1 1,22 +0,45° 0,68+ 0,23° 0,74+0,26° 0,79 + 0,09"
c17:1 nd 0,27 +0,11° nd 0,28 + 0,072
c18:1 13,82+2,71*  10.16 + 0,55 11,15 +1,96° 10,38 + 0,94°
C20:1 nd nd nd 0,27 + 0,07
Y. MONOINSAT. 15,04 11,11 11,89 11,72
C 18:2 20,48 +1,25%  22,52+1,52° 21,61 +1,95% 21,84 +1,71°
C18:3 0,67 +0,21 0,55 + 0,09 0,62 0,21 0,54 + 0,13
C 20:2 nd nd 1,26 £ 0,77 0,75+ 0,14
C 20:3 0,77 + 0,132 0,76 +0,11% 0,70+ 0,212 nd
C 20:4 (n-6) 17,79+ 2,65% 21,40 +1,79° 18,21 + 2,28 22,37 +1,91°
C 20:4 (n-3) nd 0,30 + 0,09 2,07 + 0,89 0,33+ 0,09
C 20:5 nd 0,29 + 0,05 nd 0,26 + 0,052
C22:3 nd nd 2,43 + 1,00 nd
C 225 0,62 +0,14° 0,80+0,11° 0,81+0,252 0,79 0,132
C22:6 3,28+0,52° 3,84+0,26° 3,40 + 0,532 3,41 +0,50°
Y. POLINSATU. 43,61 50,46 51,11 50,29
nd 6,75 3,11 4,65 2,41
NOTA:

e Osvalores estdo expressos em média + desvio padréo.

e nd = ndo detectado

e "¢ Médias na mesma linha seguidas de letras diferentes, diferem estatisticamente entre
si ao nivel de 5%, comparando as amostras com 0 grupo controle.
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5.5.4. Atividade antioxidante “in vivo” no cérebro

O cérebro é especialmente susceptivel a destruicdo pelos radicais
livres por diversos motivos: apresenta alto teor de &cidos graxos
poliinsaturados, tém relativamente baixa capacidade antioxidante e tém uma
alta taxa de utilizacdo do oxigénio. Em testes de laboratdrio a destruicdo do
cérebro pela oxidacao lipidica é muito rapida (GUTTERIDGE & HALLIWELL,
1994; VASCONCELLOS et al., 1999).

De acordo com os dados do perfil de acidos graxos dos cérebros dos
ratos do grupo controle e dos ratos dos grupos experimentais apresentados
na tabela 27 pode-se observar que nos grupos experimentais sacha mangua
e macambo houve um incremento no teor de acido oléico, assim como o
acido linoléico teve a mesma tendéncia para 0s grupos chopé e sacha
mangua, sendo que este incremento ndo foi estatisticamente significativo
gquando comparado com o grupo controle. No entanto foi observada a
presenca de acidos graxos polinsaturados de cadeia longa como C20:5 e
C22:5 nos grupos experimentais. Tais acidos graxos sdo resultantes da
sintese a partir do acido linoléico fazendo-se supor que também no cérebro
0s extratos administrados aos ratos apresentaram acao antioxidante do
acido linoléico permitindo-se assim que houvesse a sintese desses
compostos. Acentuando a evidéncia da acdo protetora dos compostos

fendlicos dos extratos testados

SANT'ANA & MANCINI-FILHO, (2000) trabalhando com dietas
contendo 100 ppm de a-tocoferol, 100 ppm de BHT e 1,4 gr de extrato de
alecrim fornecidos a peixes (pacu) em cativeiro demonstraram que o uso de
antioxidantes na dieta alterou a composicdo de acidos graxos nos files do
“pacu”, sendo que os valores de TBARS e a irradiacao confirmaram o papel
importante dos antioxidantes para proteger aos acidos graxos frente a

oxidacao lipidica concordando com nossos resultados.
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TABELA 27. Perfil de acidos graxos dos cérebros dos ratos controle e dos

ratos que foram administrados 200 uL do extrato aquoso dos
frutos durante 28 dias

SACHA MANGUA

AC. GRAXO CONTROLE CHOPE MACAMBO
C 14:0 0,16 +0,03° 0,15+ 0,02% 0,28 + 0,16° 0,16 + 0,03 %
C 16:0 19,32 +0,46% 19,99 +0,89% 19,23 + 0,932 18,74 + 0,60 %
C17:0 0,29 + 0,062 0,40 + 0,32 0,26 + 0,032 0,31 +0,03%
C 18:0 21,68+0,40% 21,31+0,6%3 21,66 + 0,202 21,55+0,172
C 20:0 0,42 +0,12° 0,30+ 0,052 0,35+ 0,062 0,35 +0,09°
C 22:0 0,29 + 0,062 nd nd nd
Y SATURADOS 42,16 42,15 41,78 41,11
C 16:1 0,53+0,05% 0,51+0,08% 0,38 + 0,05 0,57 +0,12%
c17:1 4,42 +0,15% 4,26 +0,13° 4,39 +0,25° 4,49 +0,20°
c18:1 21,27 +0,96% 20,09 + 0,90% 21,55+0,81% 21,77 +1,00%®
C20:1 1,87 + 0,43 1,54 + 0,40 2,06 + 0,41 2,10 + 0,58
Y MONOINSAT. 28,09 26,40 28,38 28,93
C18:2 1,17 +0,312 1,29 + 0,482 1,37 £0,64°% 1,02 £ 0,152
C 20:2 0,14 + 0,052 0,53 +0,19? nd 0,39 + 0,09
C 20:3 0,20 + 0,092 0,19 + 0,032 nd nd
C 20:4 (n-6) 9,99 + 0,472 9,96 + 0,682 9,54 + 0,492 9,59 + 0,692
C 20:5 nd 0,25 + 0,05 0,29 + 0,05 0,31 + 0,05
C22:5 nd 0,45 + 0,12 0,36 + 0,06 0,40 + 0,08
C22:6 11,40 +050 11,60 +0,38° 11,25 + 0,26 2 11,18 + 0,472
Y POLINSATU. 22,90 24,27 22,81 22.89
nd 6,85 7,18 7,03 7,07
NOTA:

e Osvalores estdo expressos em média + desvio padrao.
¢ nd = ndo detectado

a,b,cd

Médias na mesma linha seguidas de letras diferentes, diferem estatisticamente

entre si ao nivel de 5%, comparando as amostras com o grupo controle.
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5.5.5. Atividade antioxidante “in vivo” no plasma

PAGANGA & RICE-EVANS (1997) detectaram no plasma humano os
compostos fendlicos: glucosides da quercitina e rutinécidos em individuos
gue nédo receberam suplemento destes na dieta. A metodologia utilizada no
estudo ndo distingue entre um glucosideo do flavonol e um glucorénido do
flavonol produzido em forma enddgena a partir da aglicona, portanto existem
davidas quanto aos resultados deste trabalho.

MECOCCI et al., (2000) observaram altos teores de compostos
antioxidantes no plasma de individuos centenarios. Os compostos foram
vitamina C (acido ascorbico), acido urico, vitamina E (a-Tocoferol), vitamina
A (retinol) e carotenodides entre outros, o0 que demostra a presenca de
antioxidantes no plasma humano. SILVA et al., (1999a) trabalhando com
ratos suplementados na ragdo com quercitina observaram uma maior
resisténcia do plasma a oxidacdo do que o plasma do grupo controle

analisadas em amostras tomadas a 1 e 6 horas depois da ingestao.

Na tabela 28 estdo apresentados os acidos graxos do plasma dos
ratos controle e dos animais experimentais. Observam-se maiores teores
dos acidos graxos insaturados em comparacdo com os acidos graxos do
plasma do grupo controle (39,92%). Destacando-se 0s acidos graxos
insaturados dos animais que receberam extrato de macambo (48,57%) e do
chopé (48,14%) e com menor teor da sacha mangua (47,12%). Da mesma
forma, como ja comentado nos outros experimentos, a manutencdo da
integridade dos acidos graxos insaturados se deve a diversos mecanismos,
sendo um deles a capacidade antioxidante que o0 organismo apresenta.
Dentre os fatores que possam estimular esta propriedade no organismo

estao os antioxidantes consumidos.

Individualmente destaca-se o &cido linoléico (C18:2) das trés
amostras cujos teores foram significativamente superiores aos do grupo
controle. Vale ressaltar ainda a diferenca produzida também para os teores

do &cido araquidbnico (C20:4). Estes valores aumentados sugerem que 0S
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compostos fenodlicos puderam ser absorvidos e transportados através do

plasma para alcancar os tecidos estudados o figado, o tecido adiposo e o

cérebro, tendo uma acédo protetora durante todo o processo fisiolégico e

metabolico dos animais.

TABELA 28. Perfil de acidos graxos do plasma dos ratos controle e dos
ratos que foram administrados 200 uL do extrato aquoso dos
frutos durante 28 dias

SACHA MANGUA

AC. GRAXO  CONTROLE CHOPE MACAMBO
C12:0 0,33+0,10* 0,38 +0,08° 0,40 + 0,10° 0,39 0,142
C 14:0 2,86+0,78%  2,49+0,37° 2,56 + 0,432 2,38 +0,32°
C 15:0 0,58 +0,17* 0,56 +0,09° 0,64 +0,11° 0,65 + 0,082
C 16:0 22,50 +1,44% 18,82 +0,98° 19,43 + 0,99° 18,86 + 1,17°
C17:0 0,95+0,52% 1,17 +0,57° 1,06 +0,42° 1,53 +1,43°
C 18:0 8,23+1,68%  9,93+0,99° 9,61+0,76% 9,96 + 0,66"
Y. SATURADOS 35,45 33,35 33,70 33,77
C16:1 1,81+0,63*  1,55+0,33° 2,08 +0,31° 1,62 +0,47°
c17:1 0,63+0,27% 0,93+0,38% 0,87 +0,25% 0,49 + 0,08
c18:1 13,54 +1,65% 12,92+1,20° 13,57 +1,41° 13,18 +1,21°
Y. MONOINSAT. 15,98 15,40 16,52 15,29
C 18:2 23,07 +1,17% 27,50 + 2,09 28,73 +1,82° 28,94 + 1,59"
C18:3 1,26 +0,57*  1,05+0,29° 1,10 +0,19° 1,00 +0,15°
C 18:4 0,67 +0,20® 0,50 +0,19° 0,57 + 0,042 nd
C 20:2 1,22+0,45% 0,88+0,22% 1,15+ 0,25% 0,67 + 0,46"
C 20:4 (n-6) 12,57 +2,66% 16,86 + 1,16" 14,41 +2,52%® 16,51 + 1,87°
C 22:6 1,13+0,27*  1,35+0,12" 1,16 £ 0,22% 1,45 £ 0,19"
Y. POLINSATU. 39,92 48,14 47,12 48,57
nd 8,65 3,11 2,66 2,37
NOTA:

Os valores est@o expressos em média + desvio padrao.

nd = ndo detectado
abc Médias na mesma linha seguidas de letras diferentes, diferem estatisticamente entre

si ao nivel de 5%, comparando as amostras com 0 grupo controle.
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Tendo em vista os resultados promissores obtidos nos diferentes
experimentos deste trabalho percebe-se a necessidade da realizacdo de
outros estudos nesta mesma linha, visando uma adequacao da dose com o
efeito, e obtencdo de maiores informacdes voltadas a seguranca no

consumo de antioxidantes naturais por humanos.



Conclusbes 114

6. CONCLUSOES

1. Pela determinacdo da composicdo centesimal dos frutos do chopé e da
sacha mangua e das sementes do macambo pode-se verificar elevados
teores de fibras, encontrando-se igualmente as maiores porcentagens da

fracdo fibra alimentar insolavel.

2. A sacha mangua, macambo e o chopé possuem altos teores de &cidos
graxos insaturados, correspondendo a aproximadamente a metade dos
acidos graxos totais; sendo que no chopé esse valor € superior aos

demais.

3. Os extratos de chopé, sacha mangua e macambo apresentaram
atividade antioxidante, e quando foram associados ao BHT apresentaram

efeito sinergista.

4. As fracOes fendlicas isoladas das trés amostras apresentaram elevada
atividade antioxidante maior do que o BHT nas mesmas concentracdes.
De acordo as anadlises cromatograficas dos acidos fendlicos, dos extratos
das farinhas dos trés frutos, pode-se observar que o catecol, acido
ferulico, acido caféico acido sinapico e a isoflavona daidzeina estdo
presentes nas trés amostras. Pode-se observar também elevados teores
de acido salicilico, sendo maior na fracdo de acidos fendlicos de ésteres

soluveis (AFES) das trés amostras.

5. As fracdes fendlicas do macambo apresentaram excelente protecdo ao

Oleo de soja refinado quando este foi submetido ao teste de estufa.

6. Os extratos das amostras apresentaram maior periodo de inducéo
guando comparado com o BHT ao serem submetidos em 6leo de soja
refinado ao teste de Rancimat a 110°C, destacando-se o0s extratos

alcodlico do chope e do macambo e o extrato etérico da sacha mangua.

7. Pelo aumento do peso dos ratos que receberam o0s extratos aquosos dos

trés frutos pode-se concluir que o0s animais desenvolveram-se
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8.

normalmente, demostrando assim que as amostras ndo apresentaram

efeitos antinutricionais aparentes.

As melhores “protecdes” dos extratos aquosos das amostras sobre 0s
acidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados “in vivo” com respeito

ao controle foram:

a. No tecido adiposo os extratos das trés amostras apresentaram boa

protecao.

b. No cérebro os extratos apresentaram boa protecdo sendo detectado
os acidos graxos de cadeia longa nos grupos experimentais, tais
comoo C20:5eC 225

c. No plasma os extratos apresentam boa protecdo e preservacao dos
acidos graxos poliinsaturados, tais como o C 18:2 (w-6), C 20:4 (w-6)
e C.22:6 (w-3).

d. No figado 6rgédo que desempenha importante papel na metabolizacao
dos compostos fendlicos e dos acidos graxos, destaca-se a elevada
protecdo frente a oxidacdo, sendo que o valor da TBARS foi menor
para o grupo experimental “macambo”. Além disso, observou-se o
aparecimento de &cidos graxos de cadeia longa nos grupos
experimentais, tais como o C 20:4 (w-6), C 20:5 (w-3) nos grupos do

“‘chopé” e do “macambo” e C 22:3 (w-3) no grupo da “sacha mangua”.
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Anexo 1 — Cromatograma e espectros de massa de compostos fendlicos
presentes no extrato etéreo do chopé (Gustavia augusta L.)

identificados somente pelo tempo de retencdo: (1) acido sinapico;
(2) resveratrol; (3) daidzeina
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Anexo 2 — Cromatograma e espectros de massa de compostos fendlicos
presentes no extrato alcodlico do chopé (Gustavia augusta L.)

identificados somente pelo tempo de retencéo: (1) acido ferdlico;
(2) acido sinapico
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Anexo 3 — Cromatograma e espectros de massa de compostos fendlicos
presentes no extrato aquoso do chopé (Gustavia augusta L.)
identificados somente pelo tempo de retencéo: (1) acido sinaptico
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Anexo 4 — Cromatograma e espectros de massa de compostos fendlicos
presentes no extrato etéreo do sacha mangua (Grias neuberthii

Machbr.) identificados somente pelo tempo de retencao: (1) acido
ferdlico; (2) acido sinaptico
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Anexo 5 — Cromatograma e espectros de massa de compostos fendlicos
presentes no extrato alcodlico sacha mangua (Grias neuberthii

Machbr.) identificados somente pelo tempo de retencao: (1) acido
caféico; (2) acido sinaptico
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Anexo 6 — Cromatograma e espectros de massa de compostos fendlicos
presentes no extrato aquoso sacha mangua (Grias neuberthii

Machbr.) identificados somente pelo tempo de retencao: (1) acido
sinaptico
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Anexo 7 — Cromatograma e espectros de massa de compostos fendlicos
presentes no extrato etéreo macambo (Theobroma bicolor)
identificados somente pelo tempo de retencéo: (1) acido sinaptico
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Anexo 8 — Cromatograma e espectros de massa de compostos fendlicos
presentes no extrato alcodlico do macambo (Theobroma bicolor)
identificados somente pelo tempo de retencgéo: (1) acido sinaptico
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Anexo 9 — Cromatograma e espectros de massa de compostos fendlicos
presentes no extrato aquoso do macambo (Theobroma bicolor)
identificados somente pelo tempo de retencgéo: (1) acido sinaptico



Referéncias Bibliograficas. 125

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABDALLA, A.E., ROOZEN, J.P. Effect of plant extracts on the oxidative
stability of sunflower oil and emulsion. Food Chem., Amsterdam, v.64,
p.232-329, 1999.

ABDALLA, D.S.P. Antioxidantes: conceitos basicos e perspectivas
terapéuticas. ARS CVRANDI: Rev. Clin. Med., v.26, n.10, p.142-164,
1993.

ABU-AMSHA, R., CROFT, R.D., PUDLEY, I.B., PROUDFOOT, J.M.,
BEILIN, 1.J. Phenolic content of various beverrages determines the extent
of inhibition of human serum and low density lipoprotein oxidation in vitro:
identification and mechanism of action of some cinnamic acid derivatives
from red wine. Clin. Sci., Essex, v.91, n.4, p.449-458, 1996.

AMAROWICZ, R., NACZK, M., SHAHIDI, F. Antioxidant activity of crude
tannins of canola and rapeseed hulls. J. Am. Oil Chem. Soc.,
Champaign, v.77, n.9, p.957-961, 2000.

ARUOMA, O.l. Free radicals and foods. Chem. Br., London, v.29, n.3,
p.210-214, 1993.

ARUOMA, O.l. Nutrition and health aspects of free radicals and antioxidants.
Food Chem. Toxicol., Oxford, v.32, p.671-683, 1994.

De acordo com a NBR 6023/2000 preconizada pela Associacdo Brasileira
deNormas Técnicas (ABNT). As abreviaturas dos titulos dos periédicos
seguem o Chemical Abstracts Service Source Index (CASSI) 1997[Cd-

rom.



Referéncias Bibliograficas. 126

ARUOMA, O.l. Free radicals, oxidative stress, and antioxidants in human
health and disease. J. Am. Oil Chem. Soc., Champaign, v.75, n.2,
p.199-212, 1998.

ARUOMA, O.l., SPENCER, J.P.E., ROSSI, R., AESCHBACH, R., KHAN, A,,
MAHMOOD, N., MUNOZ, A., MURCIA, A., BUTLER, J., HALLIWELL, B.
An evaluation of the antioxidant and antiviral action of extracts of
rosemary, and provencal herbs. Food Chem. Toxicol., Oxford, v.34,
p.449-456, 1996.

ASP, N.G. Dietary fibre, definition: chemistry and analytical determination.
Mol. Aspects. Med., Amsterdam, v.9, p.17-29, 1987.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official methods of
analysis of the Association of Official Analytical Chemists. 14.ed.
Washington: AOAC, 1984. v.2, p.114.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official methods of
analysis of the Association of Official Analytical Chemists. 15.ed.
Arlington: AOAC., 1990. p.1105-1106.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official methods of
analysis of the Association of Official Analytical Chemists. 16.ed.
Washington: AOAC, 1995. v.2, p.70-72.

AZIZAH, AH., NIK RUSLAWATI, N.M., SWEE TEE, T. Extracttion and
characterization of antioxidant from cocoa by-products. Food Chem.,
Amsterdam, v.64, p.199-202, 1999.

BERSET, C., CUVELIER, M.E. Methods of estimating the degree of lipid
oxidation and of measuring antioxidant activity. Sci. Aliments, Cachan,
v.16, p.219-245, 1996.

BLOCK, G., PATTERSEN, B., SUBAR, A. Fruit, vegetables and cancer
prevention: a review of the epidemiological evidence. Nutr. Cancer,
Mahwah, v.18, p.1-29, 1992.



Referéncias Bibliograficas. 127

BRAVO, L. Polyphenols: chemistry, dietary sources, metabolism, and
nutritional significance. Nutr. Rev., New York, v.56, n.11, p.317-333,
1998.

BRADFORD, M.M. A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye
binding. Anal. Biochem., Orlando, v.72, p.677-685, 1985.

CAREY, M., SMALL, D.M., BLISS, C.M. Lipid digestion and absortion. Annu.
Rev. Physiol., Palo Alto, v.45, p.655-677, 1983.

CASTELLARI, M., MATRICARDI, L., ARFELLI, G., GALASSI, S., AMATI, A.
Level of single bioactive phenolics in red wine as a function of the oxigen

supplied during storage. Food Chem., Amsterdam, v.69, p.61-67, 2000.

CAVALCANTE, P.B. Frutas comestiveis da Amazobnia. 4.ed. Belém: MCT,
CNPq, 1988. p.65-66, 93. (Museu Paranaense Emilio Goeldi. Colecéo
Adolpho Ducke).

CHEN, Q., HUANG, S., HO, C.T. Effects of rosemary extracts and major
constituents on lipid oxidation and soybean lipoxygenase activity. J. Am.
Oil Chem. Soc., Champaign, v.69, n.10, p.999-1006, 1992.

CHIPAULT, J.R., MIZUNO, G.R., LUNDBERG, W.O. The antioxidant
properties of natural spices. Food Res., Champaign, v.17, p.46-55, 1952.

CINTRA, R.M.G.C. Efeito antioxidante de especiarias: avaliacdo da salsa
(Petroselium sativum Hoffm.), cebolinha verde (Allium shoenoprasum L.),
orégano (Origanum vulgare L.) e alecrim (Rosmarinus officinalis L.). Sdo
Paulo, 1999. 132p. (Tese Doutorado - Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas — USP).

CROGHAN, M. Novelose, almidon resistente: una novedad en el sector de

las fibras funcionales. Alimentaria, Madrid, v.33, p.37, 1995.

CUMMINGS, J.H. Dietary fiber. Br. Med. Bull., London, v.37, p.65-70, 1981.



Referéncias Bibliograficas. 128

CZINNER, E., HAGYMASI, K., BLAZOVICS, A., KERY, A, SZOKE, E.,
LEMBERKOVICS, E. In vitro antioxidant properties of Helichrysum
arenarium (L) Moench. J. Ethnopharmacol., Shannon, v.73, p.437-443,
2000.

DA SILVA, G.W. Gordura de cupuacgu “sucedaneo de manteiga de cacau’.
Sao Paulo, 1988. 122p. (Tese Doutorado - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — USP).

DE BONO, D.P. Free radical and antioxidants in vascular biology: the roles of
reaction kinetics, environment and substrate turnover. Q. J. Med.,
Oxford, v.87, p.445-453, 1994.

DEAN, R.T., HUNT, J.V., GRANT, AJ., YAMAMOTO, Y., NIKI, E. Free
radical demage to proteins: the influence of relation localization of radical
generation, antioxidants and target proteins. Free Radical Biol. Med.,
New York, v.11, p.161-168, 1991.

DELIORMAN, D., CALIS, I., ERGUN, F., SONMEZ UYDES DOGAN, B.,
KEMAL BUHARALIOGLU, C., KANZIK, I. Studies on the vascular effects
of the fractions and phenolic compounds isolated from Viscum album
ssp. Album. J. Ethnopharmacol., Shannon, v.72, p.323-329, 2000.

DIARD, P., MALEWIAK, M., LAGRANGE, D., GRIGLIO, S. Hepatic lipase
may act as ligand in the uptake of artificial chylomicron remnant-like
particles by isolated rat hepatocytes. Biochem. J., Essex, v.299, p.889-
894, 1994.

DIPLOCK, A.T. Antioxidant nutrients and disease prevention: an overview.
Am. J. Clin. Nutr., Bethesda, v.53, p.1895-1935, 1991.

DONNELLI, J.K., ROBINSON, D.S. Inveted review. Free radical in foods.
Free Radical Res., Amsterdam, v.22, n.2, p.147-176, 1995.

DREOSTI, J.E. Antioxidant polyphenols in tea, cocoa, and wine. Nutrition,
New York, v.16, n.7/8, p.692-694, 2000.



Referéncias Bibliograficas. 129

DUKE, J.A.,, VASQUEZ, R. Amazonian ethnobotanical dictionary. Boca
Raton: CRC, 1994. p.82, 84, 140, 142.

ESTERBAUER, H., GEBICKI, J., PUHL, H., GUNTHER, J. The role of lipid
peroxidation and antioxidants in oxidative modification of LDL. Free
Radical Biol. Med., New York, v.13, n.4, p.341-390, 1992.

EZE, M.O., HUNTING, D.J., OGUN, A.V. Reaction oxygen associated with
parasitic and other tropical infections: carcinogenic potentied. In:
ARUOMA, O.l.,, ed. Free radicals in tropical diseases. Chur: Harwood
Academic, 1993. p.111-136.

FARMER, E.H., BLOOMFIELD, D.F., SUNDRALINGAN, A., SUTTON, D.A.
The course and mechanism of autoxidation reactions in olefinic and
polyolefinic substances, including rabber. Trans. Faraday Soc., London,
v.38, p.348-356, 1942.

FDA. U.S. Food and Drug Administration. Trans fatty acid in nutrition
labeling, nutrient content claims, and health claims. Disponivel em:

http://www.cfsan.fda.gov/label.html Acesso em: 12 set. 2001.

FILISETTI, T.M.C.C. Método de determinacédo de fibra alimentar. Sdo Paulo:
FCF/USP, 1998. 8p. [Apostila].

FLORES PAYTAN, S. Cultivo de frutales nativos amazoénicos: manual para
el extensionista. Lima: Secretaria Pro Tempore, 1997. 307p. [Tratado de

Cooperacion Amazonica].

FOLCH, J., LEES, M., STANLEY, G.H.S. A simple method for the isolation
and purification of total lipids. J. Biol. Chem., Bethesda, v.226, p.497-
509, 1957.

FRAGA, C.G., LEIBOWITZ, B.E., TAPPEL, X.L. Lipid peroxidation,
measured as thiobarbituric acid — reactive substances in tissue slice:
characterization and comparison with homogenates and microsomes.
Free Radical Biol. Med., New York, v.4, p.155-161, 1988.


http://www.cfsan.fda.gov/label.html

Referéncias Bibliograficas. 130

FRANKEL, E.N. Lipid oxidation. Prog. Lipid Res., Amsterdam, v.19, p.1-22,
1980.

FRANKEL, E.N., WATERHAUSE, A.L., TUSSEDRE, P.L. Principle phenolic
phytochemicals in selected California wines and their antioxidant activity
in inhibiting oxidation of human low-density lipoprotein. J. Agric. Food
Chem., Columbus, v.43, p.890-894, 1995.

FU, S., HICK, L.A., SHEIL, M.M., DEAN, R.T. Structural identification of
valinehydroperoxides and hydroxides on radical-damage amino acido,
peptide, and protein molecules. Free Radical Biol. Med., New York,
v.19, n.3, p.281-292, 1995.

GENTRY, A.H. A Field guide to the families an genera of woody plants of
Northwest South America (Colombia, Ecuador, Pert). Chicago:
University of Chicago, 1996. p.42, 815.

GOMBERG, M. An Incidence of trivalent carbon trimethylphenyl. J. Am. Oil
Chem. Soc., Champaign, v.22, p.757-771, 1990.

GU, L. & WENG, X. Antioxidant activity and components of Salvia plebeia
R.Br. _ a chinese herb. Food Chem., Amsterdam, v.73, p. 299-305,
2001.

GUTTERIDGE, J.M.C., HALLIWELL, B. Antioxidants in nutrition, health, and
disease. Oxford, New York: Oxford University, 1994. 143p.

HACKETT, A.M. The metabolism of flavonoid compounds in mammals. In:
CODY, V., MIDDLETON Jr., E., HARBORNE, J.B., eds. Plant flavonoids
in biology and medicine: biochemical, pharmacological, structure-activity
relationships. New York: Alan R. Liss, 1986. p.177-197.

HADORN, H., ZURCHER, K. Determination of the oxidation stability of oils
and fats. Dtsch. Lebensm.-Rundsch., Stuttgart, v.70, p.57-65, 1974.



Referéncias Bibliograficas. 131

HAKKINEN, S., HEINONEN, M., KARENLAMPI, H., RUUSKANEN, J.,
TORRONEN, R. Screening of selected flavonoids and phenolic acids in
19 berries. Food Res. Int., Amsterdam, v.32, p.345-353, 1999.

HALLIWELL, B. The biochemistry of oxygen free radical. In: ARUOMA, O.I.,
ed. Free radicals in tropical diseases. London: Harwood Academic, 1993.
p.1-12.

HALLIWELL, B. Free radicals antioxidants: a personal view. Nutr. Rev.,
New. York, v.52, n.8, p.253-261, 1994.

HALLIWELL, B., GUTTERIDGE, J.M.C. Free radicals in biology and
medicine. 2.ed. Oxford: Clarendon, 1989. p.366-415.

HALLIWELL, B. Oxidative stress, nutrition and health: experimental
strategies for optimization of nutritional antioxidant intake in humans.
Free Radical Res., Amsterdam, v.25, p.57-74, 1996.

HALLIWELL, B., ARUOMA, O.l. Free radicals and antioxidantes: the need for
in vivo markers of oxidative stress. In:. ARUOMA, O.l., CUPPETT, S,
eds. Antioxidant methodology: in vivo and in vitro concepts. Champaign:
AOCS, 1997. p.1-22.

HALLIWELL, B., MURCIA, M.A., CHIRICO, S., ARUOMA, O.I. Free radicals
and antioxidants in food and in vivo: what they do and how they work.
Crit. Rev. Food Sci. Nutr., Fort Lauderdale, v.35, n.1/2, p.7-20, 1995.

HARTMAN, L., LAGO, R.C.A. Rapid preparation of fatty acid methyl esters
from lipids. Lab. Pract., London, v.22, p.475-477, 1973.

HASLAM, E. Practical poliphenolics: from structure to molecular recognition
and physiological action. Trends Food Sci. Technol., Oxford, v.10,
p.339, 1999.

HEINONEN, M., HAILA, K., LAMPI, A.-M., PIIRONEN, V. Inhibition of

oxidation in 10% oil-in-water emulsions by p- carotene with o- and y-



Referéncias Bibliograficas. 132

tocopherols. J. Am. Chem. Oil Soc., Champaign, v.74, n.9, p.1047-1052,
1997.

HENRIKSEN, T., MAHONEY, E.M., STEINBERG, D. Enhanced macrophage
degradation of low density lipoprotein previously incubated with cultured
endothelial cells: recognition by receptors for acetyled low density
lipoprotein. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., Washington, v.78, p.6499-
6503, 1981.

HERNANDEZ, T., HERNANDEZ, A., MARTINEZ, C. Fibra alimentaria:
concepto, propiedades y meéetodos de analises. Alimentaria, Madrid,
v.261, p.19-30, 1995.

HERTOGH, M.G.L., HOFFMANN, P.C., KATAN, M.B. Content of potentially
anticarcinogenic flavonoids of 28 vegetable and 9 fruits comonly
consumed in the Netherlands. J. Agric. Food Chem., Columbus, v.40,
p.2379-2383, 1992.

HERTOGH, M.G.L., FRESKENSE, E.J.M., HOLLMAN, P.C.H., KATAN, M.B.,
KROMHOUT, D.D. Dietary antioxidative flavonods and risk of coronary
heart disease: the zutpehen elderly study. Lancet, London, v.342,
p.1007-1011, 1993.

HOLLMAN, P.C.H. Bioavailability of flavonoids. Eur. J. Clin. Nutr.,
Basingstoke, v.51, suppl.1, p.66-69, 1997.

HOLLMAN, P.C.H., De VRIES J.H.M., VAN LEEUWEN, S.D. Absorption of
dietary quercetin glicosides and quercetin in healthy ileostomy
volunteers. Am. J. Clin. Nutr., Bethesda, v.62, p.1276-1282, 1995.

HOULIHAN, C.M., HO, C.T., CHANG, S.S. Elucidation of a chemical
structure of a novel antioxidant, rosmaridiphenol, isolated from rosmary.
J. Am. Oil Chem. Soc., Champaign, v.61, p.1036, 1984.



Referéncias Bibliograficas. 133

HOULIHAN, C.M., HO, C.T., CHANG, S.S. The structure of rosmarquinone a
new antioxidant isolated from Rosmarinus officialis L. J. Am. Chem. Oil
Soc., Champaign, v.62, p.96, 1985.

HSIEH, R.J., KINSELLA, J.E. Oxidation of polyunsaturated fatty acid:
machanisms, products, and inibition with emphasis on fish. Adv. Food
Nutr. Res., San Diego, v.33, p.233-341, 1989.

IHME, N., KIESEWETTER, H., JUNG, F., HOFFMANN, K.H., BIRK, A.,
MULLER, A., GRUTZNER, K.l. Leg oedema protectionfrom buckwheat
herb tea in patients with chronic venous insufficiency: a single-center,
randomised, double-blind, placebo-controlled clinical trial. Eur. J. Clin.
Pharmacol., Berlin, v.50, p.443-447, 1996.

INATANI, R., NAKATANI, N., FUWA, H. Antioxidative effect of the
constituents of rosemary (Rosmarinus officinalis L.) and their derivatives.
Agric. Biol. Chem., Tokyo, v.47, p.521, 1983.

INATANI, R., NAKATANI, N., SETO, H. Structure of a new antioxidative
phenolic diterpene isolated from rosemary (Rosmarinus officinalis L.).
Agric. Biol. Chem., Tokyo, v.46, p.1661, 1982.

INSTITUTO ADOLFO LUTZ. Normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz:
métodos quimicos e fisicos para analise de alimentos. 2.ed. S&o Paulo,
1976. v.1, 371p.

JAYAPRAKASHA, G.K., SINGH, R.P., SAKARIAH, K.K. Antioxidant activity
of grape seed (Vitis vinifera) extracts on peroxidation models in vitro.
Food Chem., Amsterdam, v.73,p.285-290, 2001.

JEE, M.H. Composition of the fat extracted from the seeds of Theobroma
bicolor. J. Am. Oil Chem. Soc., Champaign, v.61, n.4, p.751-753, 1984.

JOHNSON, L.E. Food technology of the antioxidants nutrients. Crit. Rev.
Food Sci. Nutr., Fort Lauderdale, v.35, n.1/2, p.149-153, 1995.



Referéncias Bibliograficas. 134

JU, Z., BRAMLAGE, W.J. Phenolics and lipid-soluble antioxidants in fruit
cuticle of apples and their antioxidant activities in model systems.
Postharvest Biol. Technol., Amsterdam, v.16, p.107-118, 1999.

JUSTESEN, U., KNUTHSEN, P. Composition of flavonoids in fresh herbs
and calculation of flavonoid intake by use os herbs in traditional Danish
dishes. Food Chem., Amsterdam, v.73, p.245-250, 2001.

KAHKONEN, M.P., HOPIA, A., VUORELA, H.J., RAUHA, J.P., PIHLAJIA, K.,
KUJALA, T., HEINONEN, M. Antioxidant activity of plants extracts
containing phenolic compounds. J. Agric. Food Chem., Columbus, v.47,
n.10, p.3954-3962, 1999.

KING, R.A., BROADBENT, J.L., HEAD, R.J. Absorption of the soy isoflavone
genistein in rats. J. Nutr., Bethesda, v.126, p.176-182, 1996.

KRYGIER, K., SOSULSKI, F.W., HOGGE, L. Free, esterified and insoluble-
bound phenolic acids. I. Extraction and purification procedure. J. Agric.
Food Chem., Columbus, v.30, p.330-334, 1982.

KUBOW, S. The influence of positional distribution of fatty acids in native,
interesterified and structure-specific lipids on lipoprotein metabolism and
atherogenesis. Nutr. Biochem., New York, v.7, p.530-541, 1996.

KURESH, A., YOUDIM, A.M., JAMES, A.J. Incorporation of the elderberry
anthocyanins by endothelial cells increases protection against oxidative
stress. Free Radical Biol. Med., New York, v.29, n.1, p.51-60, 2000.

LARSON, R.A. The antioxidants of higher plants. Phytochemistry,
Amsterdam, v.27, n.4, p.969-978, 1988.

LIBERATORE, L., PROCIDA, G., D’ALESSANDRO, N., CICHELLI, A. Solid —
phase extraction and gas chromatographic analysis of phenolic
compounds in virgin olive oil. Food Chem., Amsterdam, v.73, p.119-124,
2001.



Referéncias Bibliograficas. 135

LOLLIGER, J. The use of antioxidants in foods. In: ARUOMA, O.l.,
HALLIWELL, B., eds. Free radicals and food additives. London: Taylor
and Francis, 1991. p.121-150.

LORENZI, H. Arvores brasileiras: manual de identificacdo e cultivo de
plantas arbdreas nativas do Brasil. Sdo Paulo: Plantarum, p.138-139,
1992.

LOWRY, O.H., ROSEBROUGH, N.J., FAAR, A.L., RANDALL, R.J. Protein
measurement with the folin phenol reagent. J. Biol. Chem., Bethesda,
v.193, p.265-275, 1951.

McDONALD, S., PRENZLER, P., ANTOLOVICH, M., ROBARDS, K. Phenolic
content and antioxidant activity of olive extracts. Food Chem.,
Amsterdam, v.73, p.73-84, 2001.

MARCO, G.J.A. Rapid method for evaluation of antioxidants. J. Am. Oil.
Chem. Soc., Champaign, v.45, p.594-598, 1968.

MARINOVA, E.M., YANISHLIEVA, N.V. Effect of lipid unsaturation on the
antioxidative activity of some phenolic acids. J. Am. Oil Chem. Soc.
Champaign, v.71, p.427-447, 1994.

MARTIN, A.K. The origin of urinary aromatic compounds excreted by
ruminants. 2. The metabolism of phenolic cinnamic acids to benzoic acid.
Br. J. Nutr., Wallingford, v.47, p.155-164, 1982.

MAYER, A.S., OCK-SOOK, Y., PERSON, D.A., WATERHOUSE, A.L.,
FRANKE, E.N. Inhibition of human low-density lipoprotein oxidation in
relation to composition of phenolic antioxidant in grapes (vitis vinifera). J.
Agric. Food Chem., Columbus, v.45, p.1638-1643, 1997.

Mc CORD, J.M., FRIDOVIC, |. Superoxide dismutase: an enzymatic function
for erytrocuprein (hemocuprein). J. Biol. Chem., Bethesda, v.294,
p.6049-6055, 1969.



Referéncias Bibliograficas. 136

MECOCCI, P., OLIDORI, M.C., TROIANO, L., CHERUBINI, A., CECHETT]I,
R., PINI, R., STRAATMAN, M., MONTI, D., STAHL, W., SIES, H.,
FRANCESCHI, C., SENIN, U. Plasma antioxidants and longevity: a study
on healthy centenarians. Free Radical Biol. Med., New York, v.28, n.8,
p.1243-1248, 2000.

MEYER, A.S., HEINONEN, M., FRANKEL, E.N. Antioxidant interactions of
catechin, cyanidin, caffeic acid, quercetin, and ellagic acid on human LDL
oxidation. Food Chem., Amsterdam, v.61, n.1/2, p.71-75, 1998.

MICHELSON, A.M., Mc CORD, J.M., FRIDOVICH, I. Superoxide and

superoxide dismutases. London: Academic, 1977. 189p.

MILLER, H.E. A simplified method for the evaluation of antioxidants. J. Am.
Oil Chem. Soc., Champaign, v.48, p.91, 1971.

MILLER, K.W., SMALL, D.M. Structure of triglyceride-rich lipoproteins: an
analysis of core and surphase phases. In: GOTTO Jr.,, A. New
comprehensive biochemistry: plasma lipoproteins. New York: Elsevier,
1987. p.1-75.

MOREIRA, A.V.B., MANCINI-FILHO, J. Avaliacdo da atividade antioxidante
da mostarda (Brassica alba, L.) I. Identificacdo dos principais compostos
participantes da inibicdo da oxida¢do. Anais SBCTA, Rio de Janeiro, v.2,
p.1077-1080, 1998.

MOREIRA, AV.B., SANTOS, A.HA.M., SALES, M.P.,MANCINI-FILHO, J.
antioxidant activity and digestibility in vitro of algaroba seeds. Rev. Bras.
Ciénc. Farm. Séo Paulo, v.37, Supl.1, p.28, 2001.

MORI, S.A., PRANCE, G.T. Lecythidaceae. Part. Il. The zygomorphic-
flowered new world genera (Couroupita, Corythophora, Bertholletia,
Couratari, Eschweilera, and Lecythis). Flora Neotrop., New York, v.21,
n.2, p.1-376, 1990.



Referéncias Bibliograficas. 137

MOURE, A., FRANCO, D., SINEIRO, J., DOMiNGUEZ, H., NUNEZ, M.J.,
LEMA, J.M. Evaluation of extracts from Gevuina avellana hulls as
antioxidants. J. Agric. Food Chem., Columbus, v.48, n.9, p.3890-3897,
2000.

NAKATANI, N., INATANI, R. Two antioxidative diterpenes from rosemary
(Rosmarinus officinalis L.) revised structure for rosmanol. Agric. Biol.
Chem., Tokyo, v.48, p.2081, 1984.

NAMIKI, M. Antioxidants/antimutagenics in food. Crit. Rev. Food Sci. Nutr.,
Fort Lauderdale, v.29, n.4, p.273-300, 1990.

NAWAR, W.W. Lipids. In: FENNEMA, O.R., ed. Food chemistry. 3.ed. New
York: Marcel Dekker, 1996. p.189-244.

OLIVECRONA, T., BENGTSSON-OLIVECRONA, G. Lipoprotein lipase from
milk: the model enzyme in lipoprotein lipase research. In:
BORENSZTAJN, J., ed. Lipoprotein lipase. Chicago: Elsiever, 1987.
p.15-58.

OWEN, RMW.  GIACOSA, A, HULL, W.E., HAUBNER, R,
SPIEGELHALDER, B., BARTSCH, H. The antioxidant/anticancer
potential of phenolic compounds isolated from olive oil. Eur. J. Cancer,
Oxford, v.36, p.1235-1247, 2000.

PAGANGA, G., RICE-EVANS, C. The identification of flavonoids as
glycosides in human plasma. FEBS Lett., Amsterdam, v.401, p.78-82,
1997.

PETROVIC, S.D., LOSCHER, R., GORUNOVIC, M.S., MERFORI, J.
Flavonoid and phenolic acid patterns in seven hieracium species.
Biochem. Syst. Ecol., Amsterdam, v.27, p.651-656, 1999.

PROSKY, L. Measurement of dietary fibre and dietary fibore components In:
McCLEARY, B.V., PROSKY, L. Advanced dietary fibre technology:
Malden: Blackwell Science, 2001. p.63-76.



Referéncias Bibliograficas. 138

PRYOR, W. Free radicals. New York: Mac Graw Hill, 1966. p.5-13.

QUETTIER-DELEU, C., GRESSIER, B., VASSEUR, J., DINE, T., BRUNET,
C., LUYCKX, M., CAZIN, M., CAZIN, J.C., BAILLEUL, F., TROTIN, F.
Phenolic compounds and antioxidant activities of buckwheat (Fagopyrum
esculentum Moench) hulls and flour. J. Ethnopharmacol., Shannon,
v.72, p.35-42, 2000.

RAMOTAR, D., DEMPLE, B. Enzymes that repair oxidative damage to DNA.
In: HALLIWELL, B., ARUOMA, O.l., eds. DNA and free radicals. London:
Ellis Horwood, 1993. p.166-191.

RAVEN, P.D., WITZUM, J.L. The role of oxidation of LDL in atherogenesis.
Endocrinologist, Baltimore, v.5, p.44-54, 1995.

RICE-EVANS, C.A.,, MILLER, N.J., PACANGA, G. Structure-antioxidant
activity relationships of flavonoids and phenolic acids. Free Radical Biol.
Med., New York, v.20, n.7, p.933-956, 1996.

RIBEIRO-DO-VALLE, R.M., CKLESS, K. Evaluation of oxidative damages
induced by CCl, in liver and plasma treated rats: an in vivo oxidative
stress model. In: MEETING OF SOUTH AMERICAN GROUP FOR FREE
RADICAL RESEARCH, 1, Florianépolis, 1999. Abstracts. Florianopolis:
CCBJ/UFSC, 1999. p.51.

ROSEN, G.M., POV, S., RAMOS, C.L., COHEN, M.S., BRITAN, B.E. Free
radicals and phagocytic cells. FASEB J., Bethesda, v.9, p.200-209,
1995.

SAITO, M., HOSOYAMA, H., ARIGA, T., KATAOKA, S., YAMAJI, N.
Antiulcer activity of grape seed extract and procyanidins. J. Agric. Food
Chem., Columbus, v.46, p.1460-1464, 1998.

SANCHEZ-MORENO, C., SATUE-GARCIA, M.T., FRANKEL, E.N.
Antioxidant activity of selected spanish wines in corn oil emulsions. J.
Agric. Food Chem., Columbus, v.48, p.5581-5567, 2000.



Referéncias Bibliograficas. 139

SANT’ANA, L.S., MANCINI-FILHO, J. Influence of the adition of antioxidants
in vivo on the fatty acid composition of fish fillets. Food Chem.,
Amsterdam, v.68, p.175-178, 2000.

SAWADA, T.C.H., SILVA, V.V., BARROS, S., ROPKE, C.D., BERNUSSO,
L.C., BARROS, S.B.M. Participation of 5-aminolevulinic acid in the
hepatic oxidative stress induced by hexachlorobenzene. In: MEETING
OF SOUTH AMERICAN GROUP FOR FREE RADICAL RESEARCH, 1,
Floriandpolis, 1999. Abstracts. Floriandpolis: CCB/UFSC, 1999. p.65.

SCHROETER, H., WILLIAMS, R.J., MATIN, R., IVERSEN, L., RICE-EVANS,
C.A. Phenolic antioxidants attenuate neuronal cell death following uptake
of oxidized low-density lipoprotein. Free Radical Biol. Med., New York,
v.29, n.12, p.1222-1233, 2000.

SCHWEIZER, T.F., WURSCH, P. The fisiological and nutritional importance
of dietary fibre. Experientia, Basel, v.47, p.81-86, 1991.

SHAHRZAD, S., BITSCH, I. Determination of some pharmacologically active
phenolic acids in juices by high-performance liquid chromatography. J.
Chromatogr., A, Amsterdam, v.741, p.223-231, 1996.

SIES, H. Oxidative stress. London: Academic, 1985. 570p.

SILVA, E.L., PISKULA, M., YAMAMOTO, N., MOON, J.-H., TERAO, J.
Inhibitory effect of quercitin metabolites on rat plasma lipid peroxidation.
In: MEETING OF SOUTH AMERICAN GROUP FOR FREE RADICAL
RESEARCH, 1, Florianopolis, 1999. Abstracts. Florianépolis:
CCBJ/UFSC, 1999a. p.155.

SILVA, F.AM., BORGES, M.F.M., FERREIRA, M.A. Métodos para avaliacéo
do grau de oxidacéo lipidica e da capacidade antioxidante. Quim. Nova,
Séo Paulo, v.22, n.1, p.94-103, 1999b.

SIMICM, M.G., JAVANOVIC, S.V.I. Activation of oxygen radicals by dietary

phenolic compounds in anticarcinogenesis. In: HO, C.T., OSAWA, T.,



Referéncias Bibliograficas. 140

HUANG, M.T., ROSEN, R.T., eds. Food phytochemicals for cancer
prevention I. Washington: ACS, 1994. p.20-33. (ACS Symposium Series,
n.346).

SIMPSON, J.A., NARITA, S., DIESEG, S., GABICKS, S., GEBICKI, J.M.,
DEAN, R.T. Long - lived reactive species on free radical damaged
proteins. Biochem. J., London, v.282, p.621-624, 1992.

SINNHUBER, R.O., YU, T.C., YU, TE CHANG. Characterization of the red
pigment formed in the 2- thiobarbituric acid determination of the oxidative
rancidity. , Champaign, v.23, p.626-634, 1958.

SKIBOLA, C., SMITH, M.T. Potential health impacts of excessive flavonoid
intake. Free Radical Biol. Med., New York, v.29, n.3/4, p.375-389, 2000.

SOTELO, A., LUCAS, B., GARZA, L., GIRAL, F. Characteristics and fatty
acid content of the fat of seeds of nine wild mexican plants. J. Agric.
Food Chem., Columbus, v.38, p.1503-1505, 1990.

SPATZ, |., BLOOM, A.D., eds. Biological consequences of oxidative stress:
implications for cardiovascular disease and carcinogenesis. New York:
Oxford University, 1992. 270p.

SPITELLER, P., SPITELLER, G. Strong dependence of lipid peroxidation
product spectrum whether Fe?'/O, or Fe*'/O, is used as oxidant.
Biochim. Biophys. Acta, Amsterdam, v.1392, p.23-40, 1998.

STADTMAN, E.R. Oxidation of free aminoacids and amino acid residues in
proteine by radiolysis and catalized reactions. Annu. Rev. Biochem.,
Palo Alto, v.62, p.797-821, 1993.

TEISSEDRE, P.L., FRANKEL, E.N., WATERHAUSE, A.L., PELEG, H.,
GERMAN, J.B. Inhibition of in vitro human LDL oxidation by phenolic
antioxidant from grapes and wines. J. Sci. Food Agric., Bognor Regis,
v.30, p.55-61, 1996.



Referéncias Bibliograficas. 141

TEISSEDRE, P.L., FRANKEL, E.N., WATERHOUSE, A.L., PELEG, H.,
GERMAN, J.B. Inhibition of in vitro human LDL oxidation by phenolic
antoxidants from grapes and wines. J. Sci. Food Agric., Bognor Regis,
v.70, n.1, p.55-61, 1996.

THEANDER, O., AMAN, P. Dietary fibres and their main constituentes. In:
JAMES, W.P.T., THEANDER, O., eds. The analysis of dietary fiber in
food. New York: Marcel Dekker, 1981. p.51-71.

THOMAS, M.J. The role of free radicals and antioxidants: how do wee know
that they are working? Crit. Rev. Food Sci. Nutr., Fort Lauderdale, v.35
n.1/2, p.21-39, 1995.

TROWEL, H. Definition of fibre. Lancet, London, v.1, p.503, 1974.

TROWEL, H., SOUTHGATE, D.A.T., WALEEVER, T.M.S., LEEDS, A.l.R.,
GUSSULL, M.A., JANKINS, D.A. Dietary fibre redefined. Lancet,
London, v.1, p.967, 1976.

UENO, I., NAKANO, N., HIRONO, I. Metabolic fate of [**C] quercetin in the
ACl rat. Jpn. J. Exp. Med., New York, v.53, p.41-50, 1983.

VALENZUELA, A. Digestion de los triglicéridos. PUFA infocus: LC-
polyunsaturated fatty acids, Santiago, n.2, p.2-4, 1999.

VAN ACKER, S.AB.E., VAN DEN BERG, D.-J,, TROMP, M.N.J.L.,
GRIFFIOEN, D.H., VAN BENNEKOM, W.P..VAN DER VIJGH, W.J.F.,
BAST, A. Structural aspects of antioxidant activity of flavonoids. Free
Radical Biol. Med., New York, v.20, p.331-342, 1996.

VAN HET HOF, K.H., KIVITS, G.A.A., WESTTRATE, J.A., TIJBURG, L.B.M.
Bioavailability of catechins from tea: the effect of milk. Eur. J. Clin. Nutr.,
Basingstoke, v.52, p.356-359, 1998.

VASCONCELLOS, A.P., MANOLLI, L.P., SILVEIRA, P.P., GAMARO, G.D.,
TORRES, |.L.S., DALMAZ, C. Effect of two different models of chronic



Referéncias Bibliograficas. 142

stress on oxidative stress in cerebral cortex and hippocampus of rats. In:
MEETING OF SOUTH AMERICAN GROUP FOR FREE RADICAL
RESEARCH, 1, Florianopolis, 1999. Abstracts. Florianépolis:
CCBJ/UFSC, 1999. p.69.

Von GADOW, A., JOUBERT, E., HANSMANN, C.F. Comparison of the
antioxidant activity of aspalathin with that of other plant phenols of
rooibos tea (Aspalathus linearis), a-tocopherol, BHT, and BHA. J. Agric.
Food Chem., Columbus, v.45, p.632-638, 1997.

WILLIAMS, R.T. Metabolism of phenolic in animals. In. HARBORNE, J.B.,
ed. Biochemistry of phenolic compounds. London, New York: Academic,
1964. p.205-248.

WINTERBOURN, C.C., GUTTERIDGE, J.M., HALLIWEL, B. Doxorubicin-
dependent lipid peroxidation at low partial pressures of O,. J. Free
Radical Biol. Med., New York, v.1, p.43-49, 1985.

WOJCICKI, J., SAMOCHOWIEC, L., GONET, B., JUZWIAK, S,
DABROWSKA-ZAMOJCIN, E., KATDONSKA, M., TUSTANOWSKI, S.
Effect of buckwheat extracts on free radical generation in rabbits
administered high-fat diet. Phytother. Res., Bognor Regis, v.9, p.323-
326, 1995.

WOLFFRAM, S., WEBER, T., GRENACHER, B., SCHARRER, E.A. Na'-
dependent mechanism is involved in mucosal uptake of cinnamic acid
across the jejunal brush border in rats. J. Nutr., Bethesda, v.125, p.1300-
1308, 1995.

WOLLGAST, J., ANKLAM, E. Review on polyphenols in Theobroma cacao:
changes in composition during the manufacture of chocolate and
methodology for identification and quantification. Food Res. Int.,
Amsterdam, v.33, p.423-427, 2000.



Referéncias Bibliograficas. 143

XING, Y., WHITE, P.J. Identification and function of antioxidants from oat
groats and hulla. J. Am. Oil Chem. Soc., Champaign, v.74. n.3, p.303-
307, 1997.

XU, X., WANG, H.J., MURPHY, P.A. Daidzen is a more available isoflavone
than is genistein in adult women. J. Nutr., Bethesda, v.124, p.825-832,
1994.

YANISHILIEVA, N.V.I., MARINOVA, E.M. Effects of antioxidants on the
stability of triacylglycerols and methyl esters of fatty acids of sunflower oil.
Food Chem., Amsterdam, v.54, n.4, p.377-382, 1995.

ZILVERSMIST, D.B. Aterogenesis: a postprandial phenomenon. Circulation,
Baltimore, v.60, p.473-485, 1979.



