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RESUMO
Atividade antioxidante e polifenois totais do fruto de cagaita (Eugenia dysenterica DC)
come sem casca

Frutas exoticas vém alcancando mercado em todo o mundo, com boa aceitacdo e
crescimento. Neste contexto, insere-se a cagaita (Eugenia dysenterica DC), frutifera nativa
do Cerrado, pertencente a familia Myrtaceae. Os frutos fornecem elevada variedade de
antioxidantes na dieta, como as vitaminas C e E, carotendides e outros compostos fenolicos
que podem contribuir para os beneficios de salde. Os métodos para avaliar 0s antioxidantes
podem ser baseados no sequestro do radical peroxil (ORAC, TRAP), quelantes de ions
metalicos (FRAP, CUPRAC), sequestro do radical hidroxila (ensaio desoxirribose), sequestro
de radicais organicos (ABTS, DPPH), inibicdo da peroxidacdo lipidica (TBARS, oxidagdo
das LDL’s), entre outros. O objetivo do estudo foi determinar a capacidade antioxidante e
compostos fendlicos totais do fruto de cagaita, com (CCC) e sem casca (CSC), e suas
caracteristicas fisicas e quimicas. Em relacdo ao pH e acidez titulavel pode-se classificar o
fruto como &cido, sendo o pH do lote CSC 2,90 e 2,69 para o lote CCC. Na determinacdo da
composicdo centesimal verificou-se que o fruto ndo é calérico, apresentando baixos teores de
proteinas, carboidratos e, principalmente, lipideos. De acordo com a ANVISA, o fruto da
cagaita é considerado um alimento rico em vitamina C, em razdo de seu aporte ser superior a
30% da IDR. Os trés métodos utilizados para avaliar a capacidade antioxidante forneceram
resultados satisfatorios e promissores, tendo o fruto com casca apresentado maior atividade
antioxidante em todos os ensaios e 0 método ORAC demonstrou ser o mais eficiente. Essa
capacidade antioxidante elevada pode ser decorrente das substancias bioativas presentes,

como compostos fenolicos e acido ascorbico.
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ABSTRACT
Antioxidant activity and total polyphenol content in cagaita (Eugenia dysenterica DC)
with and without peels
Exotic fruit have gained market worldwide, with good acceptance and growth. Cagaita
Eugenia dysenterica DC), a native fruit of Cerrado that belongs to the family Myrtaceae, is
included in this context. The fruits provide a wide variety of dietary antioxidants, such as
vitamins C and E, carotenoids and other phenolic compounds and these may contribute to the
health benefits. Evaluation of antioxidant activity can be based on metal reducing power
(FRAP, CUPRAC), hydroxyl radical scavenging (deoxyrribose assay), quantification of
products formed during lipid peroxidation (TBARS, LDLs oxidation), peroxyl radical
scavenging (ORAC, TRAP), organic radical scavenging (ABTS, DPPH), for example. The
aim of this study was to determine the antioxidant capacity and phenolic compounds of
cagaita fruit, with (CCC) and without (CSC) peels, and physical and chemical characteristics
of the fruit. Regarding pH and acidity, the fruit can be classified as acid and the pH value for
CSC was 2.90 and 2.69 for the lot of CCC. As to composition, the fruit is not caloric, showing
low levels of protein, carbohydrates and especially fat. According to ANVISA, the fruit of
cagaita is regarded as rich in vitamin C, due to a higher contribution than 30% of DRI’s. The
three methods used to evaluate antioxidant capacity provided satisfactory and promising
results, whereas the fruit with peel showed the highest antioxidant activity in all tests and the
ORAC method proved to be the most efficient. This high antioxidant capacity may be derived

from the presence of bioactive substances such as phenolic compounds and ascorbic acid.



LISTA DE FIGURAS

Figura 01 - Mapa representando 0S biomas do Brasil............ccccceceiiiiiiiiiiiic,

Figura 02 — A - llustracdo da flor da cagaiteira (Eugenia dysenterica DC); B — Ramo
em floracdo com folhas jovens de cOlOragao CUPIEA. ..........coveererieeirieieei e,

Figura 03 — llustracdo do fruto da cagaiteira (Eugenia dysenterica DC)...........ccccceveennne

Figura 04 — Representacdo esquematica da estrutura quimica de alguns antioxidantes
7= AT =¥ USSP PR

Figura 05 — Representacdo esquematica da estrutura quimica dos principais
ANLIOXIAANTES SINTELICOS. ....e.viveieiitieie ettt st sre e neenes

Figura 06 — Representacdo esquematica da estrutura quimica do radical ABTS "............
Figura 07 - Representacdo esquematica da estrutura quimica do radical DPPH ..............

Figura 08 — Fluxograma exemplificando os compostos fitoquimicos presentes em
alimentos vegetais, coma classificacdo dos compostos fenolicos..........ccoccvvvvvvveieieecnnnne,

Figura 09 — llustracdo da descoloragdo do radical DPPH utilizando o fruto da cagaita
COMO ANEIOXIAANTE. ... veeivve ettt et b e s e et e e s b e e e be e saeesbeesbeeenreesaeeanes

Figura 10 — Ilustracdo da descoloracdo do radical ABTS™ utilizando o fruto da cagaita
COMO ANEIOXIOANTE. ...ttt bbbttt bbbt nneeneas

11

22

23

25

26

28

29

36

55



LISTADE TABELAS

Tabela 01- Classe de compostos fendlicos encontrados em material vegetal ...................

Tabela 02 - Resultados do pH, sélidos soltveis (°Brix) e acidez titulavel das polpas de
CAQAIta COM CASCA € SEIM CASCA +..vvevververrereresressesseaseaseeeessessessessessessassessessenssessessessessessensens

Tabela 03 - Composicdo centesimal (base Umida) da polpa de cagaita (Eugenia
dysenterica DC) sem casca (CSC) e comcasca (CCC) em g/100g .....c.ccovvvvververienereninnn.

Tabela 04 - Contetdo de minerais presentes na polpa de cagaita (Eugenia dysenterica
DIC) COM CASCA -tttk b bbbt bt bt e e et bt abeene s

Tabela 05 - Capacidade antioxidante das polpas de cagaita CCC (com casca) e CSC
(sem casca), frente ao Trolox, no ensaio DPPH, em diferentes concentragdes..................

Tabela 06 - Capacidade antioxidante nos lotes CCC e CSC, frente ao Trolox, no ensaio
YA = O 1 TSP URRROTPR

Tabela 07 - Capacidade antioxidante das polpas de cagaita CCC e CSC, frente ao
TroloX, N0 €NSAI0 ORAC .....ooiiiiceee et et e e e e e aeenee e

Tabela 08 - Conteudo de fendlicos totais das polpas de cagaita, com e sem casca, em
mg/g de amostra (£ deSVIio PAAIE0) .......coceieiiiiiieieiee et

12

48

49

52

55

59

61



LISTA DE GRAFICOS

Gréfico 01 - Teores de glicose, frutose e sacarose da polpa integral de cagaita com
Grafico 02 - Representagdo grafica da curva cinética da capacidade antioxidante das
polpas CCC e CSC, frente a0 Trolox, no ensaio DPPH..........cccccoviiiiiinninnene e

Grafico 03 - Estabilidade do radical ABTS™ em funcdo do tempo com o tempo de
FEAGAD 8 734 MMttt ettt b bbbttt e e e et et et e bt et e bt ene s

Grafico 04 - Representagdo grafica da curva cinética da capacidade antioxidante das
polpas CCC e CSC, frente a0 Trolox, no ensaio ABTS.........cccoveeiiieiieienie e

Grafico 5 - Representagdo grafica da curva cinética da capacidade antioxidante das
polpas CCC e CSC, N0 eNSAI0 ORAC .......ccoiiieiiiiesisiet et

Grafico 06 - Curva padrdo de &CId0 GAlICO.........ccviiiieieiiece e .

13

52

57

57

60

64



LISTA DE SIGLAS, ABREVIATURAS E SIMBOLOS

AAPH - 2.2’-azobis (2-amidinopropano)

Abs - absorbancia

ABTS - &cido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico
ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
A.O.A.C. - Association of Official Analytical Chemists
BHA - butil-hidroxi-anisol

BHT - butil-hidroxi-tolueno

cv. — Cultivar

CCC - cagaita com casca

CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
CSC - cagaita sem casca

DP — desvio padréao

DPPH - radical 2,2-difenil-1-picril hidrazil

EAG — Equivalentes de Acido Galico

ECso - quantidade de antioxidante requerida para um decréscimo de 50% na concentracdo

inicial do radical DPPH'.

ESR - Espectrometria de Ressonancia de Spin de Elétrons
FRAP - Poder Antioxidante na Reducdo do Ferro

IDR - Ingestdo Didria Recomendada

M — molar

MAPA - Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento

14



ml — mililitro

mg — miligrama

ORAC - Atividade de Absorcdo de Radicais de Oxigénio
PG - propil galato

ppm— partes por milh&o

PVC - cloreto de polivinila

RMF - Residuo mineral fixo

TBHQ - butil-hidroxiquinona terciaria

TROLOX - &cido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano
USDA - Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
pl — microlitro

pg — micrograma

nm - nandmetro

15



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABELAS

LISTA DE GRAFICOS

LISTA DE SIGLAS, ABREVIATURAS E SIMBOLOS

1. INTRODUCAO

1.1- Cerrado brasileiro
1.2- Cagaita (Eugenia dysenterica DC)
1.3- Atividade antioxidante
1.3.1- Principais métodos in vitro para avaliacdo da atividade antioxidante
1.3.2- Método pela captura do radical livre ABTS™
1.3.3- Método do sequestro do radical DPPH
1.3.4- Método ORAC (Capacidade de Absorcao de Radicais de O xigénio)

1.4- Compostos fenolicos

2. OBJETIVOS
2.1- Objetivo geral
2.2- Obijetivos especificos

3. MATERIAL E METODOS

3.1- Matéria prima
3.2- Delineamento Estatistico dos Experimentos
3.3- Obtencéo das polpas e rendimento
3.4- Analises Fisicas e Quimicas
3.4.1- Composicao Centesimal
3.4.2- Determinacéo de pH
3.4.3- Sélidos soluveis (°Brix)
3.4.4- Acidez Titulavel
3.4.5- Aclcares (glicose, frutose e sacarose)
3.4.6- Minerais

16

18

18
21
23
26
27
29
30

32

37

37

37

38

38
38
38
39
39
40
40
40
40
41



3.4.7- Teor de vitamina C (&cido ascérbico)
3.5- Determinacdo da atividade antioxidante total
3.5.1- Método do sequestro do radical DPPH
3.5.2- Método do sequestro do radical ABTS
3.5.3- Ensaio da Capacidade de Absor¢do do Radical Oxigénio (ORAC)

3.6- Determinacdo dos compostos fendlicos totais

3.7- Analise Estatistica dos Resultados

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Rendimento

4.2- Caracteristicas fisicas e quimicas do fruto
4.2.1- Composicao centesimal
4.2.2- Acucares (glicose, frutose e sacarose)
4.2.3- Minerais
4.2.4- Teor de vitamina C (acido ascérbico)

4.3- Determinacéo da atividade antioxidante total
4.3.1- Método do sequestro do radical DPPH
4.3.2 - Método do sequestro do radical ABTS
4.3.3- Ensaio da Capacidade de Absorcdo do Radical Oxigénio (ORAC)

4.4- Determinacdo dos compostos fendlicos totais
5- CONCLUSOES
6- CONSIDERACOES FINAIS

7- PRINCIPAIS CONTRIBUICOES CIENTIFICAS E TECNOLOGICAS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

17

41
41
42
43
44
45

46

47
47
47
49
51
52
53
54
54
57
60
63

65

67

67

68



18

1. INTRODUCAO

Frutas exoticas, cujo uso era restrito a populacdes que vivem em areas geogréaficas
limitadas, vém alcancando mercado em todo o mundo, com boa aceitacdo e crescimento,
especialmente, na Europa e Estados Unidos (BAUER, 2000; OLIVEIRA et al., 2006). O
crescente interesse pode estar relacionado a consciéncia dos consumidores em busca de uma
dieta e estilo de vida saudaveis. Estas frutas, além de apresentarem sabor diferenciado,
contém compostos com importantes propriedades terapéuticas, como a presenca de macro e
micronutrientes essenciais, minerais, vitaminas e quantidade apreciaveis de metabdlitos
secundéarios, com conhecida atividade antioxidante (HARBORNE e WILLIAMS, 2000;
OLIVEIRA et al., 2006).

Estas frutas sdo consumidas, principalmente, na forma de suco e, também, podem ser
adicionadas para a fortificacdo de outros sucos, com o objetivo, por exemplo, de melhorar o
seu conteldo de vitamina C. No Brasil, as frutas tropicais sdo consumidas frescas,
regionalmente durante todo o ano, e comercializadas para outras areas, como polpa congelada
(CEVA-ANTUNES et al., 2003).

O Brasil possui uma extensa diversidade de frutos de sabor exdtico pouco explorados
e caracterizados, o que vislumbra um grande potencial econdmico e social. Portanto, a
determinacdo da sua composicao quanto as caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais bem
como parametros relacionados a sua funcionalidade como alimento sdo de suma importancia

(ALVES e FRANCO, 2003).

1.1-  Cerrado brasileiro
O Brasil € o pais que possui a maior biodiversidade do planeta, possuindo,

aproximadamente, 30% das espécies de plantas e de animais existentes no mundo,
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distribuidas em seis grandes biomas: Amazbnia, Cerrado, Mata Atlantica, Caatinga, Pampa e
Pantanal (SILVA et al., 1994; IBGE, 2009a).

O uso do termo “Cerrado” utilizado para designar a vegetacdo ou paisagem natural do
Brasil Central é relativamente recente. Segundo Ribeiro (2005), desde os primeiros relatos
desse bioma, era observada a grande diversidade de seus ambientes (capdes, matos, campos)
e, portanto, ndo recebia uma denominacdo comum. Martius (1829), em sua Flora
Brasilienses, foi, provavelmente, o primeiro a dar uma denominacdo comum a area hoje
correspondente ao dominio do Cerrado — Oreades ou Regio montano-campestris.

Sabe-se que o Cerrado, embora sendo um bioma pouco estudado, é o segundo da
América do Sul e, também, o segundo maior bioma do Brasil em extensdo territorial
ocupando, aproximadamente, 24% do territério nacional, com area de 2.036.448 knm? (IBGE,
2009a; ROESLER et al., 2008).

Situa-se no Planalto Central, com pequena inclusdo no Paraguai e na Bolivia,
estendendo-se pelos estados de Goias, Tocantins, Distrito Federal e parte dos estados de Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul, Parana, S8o Paulo, Minas Gerais, Bahia, Piaui, Para e
Ronddnia (BUSHBACHER, 2000) (Figura 01).

A vegetacdo presente nesta regido abrange diversas fisionomias, englobando onze
tipos principais: formag0es florestais (Mata Ciliar, Mata de Galeria, Mata Seca e Cerrad&o),
savanicas (Cerrado no sentido restrito, Parque de Cerrado, Palmeiral e Vereda) e campestres
(Campo Sujo, Campo Limpo e Campo Rupestre) (IBGE, 2009a).

Estudos apontam estimativas com mais de 6.000 espécies de arvores, utilizadas na
producdo de artesanato, uso medicinal e alimenticio e 800 espécies de aves, além de grande
variedade de peixes e outras formas de vida. O grau de endemismo da biota do Cerrado é
significativo, calculando-se que 40% das plantas lenhosas e 50% das suas espécies de abelhas

sdo endémicas. No que concerne a invertebrados, estima-se que o Cerrado abranja 14.425
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espécies, representando 47% da fauna estimada para o Brasil em trés ordens de insetos:
Lepidoptera, Hymenoptera e Isoptera. Dadas estas caracteristicas, estima-se que o Cerrado
seja responsavel por 5% da biodiversidade mundial (PIRES e SANTOS, 2000; MAURY,

2002; SILVA, SANTOS JUNIOR e FERREIRA, 2008).

(/BIOMA
{ CAATINGA

3 %\ "'1‘,7'{h\¢g,_
1,/ BIOMA CERRADO
BIOMA

PANTANAL

BIOMA | ~MATA
ATLANTICA

BIOMA
PAMPA

Figura 01. Mapa representando os biomas do Brasil (FONTE: IBGE, 2009b).

Levando-se em consideracdo o0s aspectos acima abordados, o bioma do Cerrado
merece destaque pela riqueza da sua biodiversidade, correspondendo a savana mais biodiversa
do planeta, sendo considerado um hotspot, ou seja, um dos biomas mais ricos e ameagados
do mundo, abrigando cerca de 137 espécies ameagadas de extincdo (MITTERMEIER et al.,
2004).

Esta biodiversidade pode ser visualizada na vasta extensdo territorial, pela posicédo
geografica privilegiada, pela heterogeneidade vegetal e animal. Os frutos produzidos pelas
espécies nativas proporcionam um elevado valor nutricional, além de atrativos sensoriais
como cor, aroma e sabor peculiares e intensos, ainda pouco explorados comercialmente

(PINTO, 2006).
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1.2- Cagaita (Eugenia dysenterica DC)

Grande numero das espécies presentes no Cerrado apresenta elevado potencial
econdmico e ecoldgico, além da importancia social, muitas vezes complementando a dieta e
servindo como fonte de medicamentos, fibras, madeira para construcfes e energia para 0s
habitantes locais. Podem constituir fontes potenciais de exploracdo econdmica, desde que a
pesquisa e o desenvolvimento de tecnologias viabilizem seu aproveitamento (MARTINOTTO
et al.,, 2008). O uso sustentavel destas espécies pode ser uma excelente alternativa para
agregar valor as matérias primas disponiveis na regidao, melhorar a saude da populagdo,
contribuindo na renda das comunidades rurais e favorecendo a conservagdo das espécies
nativas (PINTO, 2006).

Dentro deste grande numero de espécies, insere-se a cagaita (Eugenia dysenterica
DC), uma frutifera nativa do Cerrado, aproveitada pela populacdo local como fonte de
alimentacdo e uso medicinal (BEZERRA et al., 2002). Pertence a familia Myrtaceae, que é
composta por 14 géneros, representados por 211 espécies de ocorréncia natural no bioma
Cerrado, sendo uma das 10 familias mais representadas no bioma que juntas contribuem com
mais de 51% da sua riqueza floristica, e € encontrada nos estados de Goias, Minas Gerais, Séo
Paulo, Tocantins e Bahia (SILVA, CHAVES e NAVES, 2001). Ocorre em maior densidade
no latossolo vermelho-amarelo, sendo observada em areas com temperaturas médias anuais
entre 21,1 °C e 25,5 °C e altitudes de 380 a 1100m (NAVES, 1999 apud SOUZA et al., 2002).

Como arvore de porte médio, possuide 4 a 10 mde altura, tronco tortuoso e cilindrico,
com 20 a 40 cm de didmetro e casca suberosa e fendada, bem caracteristica. Sua copa é
alongada e densa, com ramos quadrangulares e glabros, exceto os botbes, pedicelos, folhas e
ramos jovens que sdo pubérulos. E uma planta decidua, heliéfita e seletiva xerdfila. Apresenta
folhas membranéceas, opostas, ovadoblongas, simples, curto-pecioladas a subssésseis,

aromaticas e caducas na floracdo (DONADIO, MORO e SERVIDONE, 2002).
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Suas flores, sempre axilares, solitdrias ou organizadas em arranjos de trés, sdo
hermafroditas e completas, tendo 1,5 a 2 cm de di&metro, actinomorfas, diclamideas,
tretimeras, dialipétalas e dialissépalas, dotadas de pétalas de coloracdo branca (Figura 02 - A)
(LORENZI, 2000).

O florescimento ocorre em meados de julho ao inicio de agosto, no meio da estagdo
seca, sendo simultaneo ao surgimento de folhas novas com coloracdo cuprea (Figura 02 - B)

(BRITO et al., 2003).

Figura 02. A - llustracdo da flor da cagaiteira (Eugenia
dysenterica DC); B — Ramo em floracdo com folhas jovens de
coloracdo clprea (FONTE: PINA, 2008).

Segundo Zucchi, Brondani e Pinheiro (2003), o fruto da cagaiteira é uma baga globosa
achatada, amarelo-palida, de 2 a 3 cm de didmetro, contendo de 1 a 3 sementes brancas,
envoltas em uma polpa &cida (Figura 03). Contém um célice seco aderido ao fruto, casca
brilhante membranécea, mesocarpo e endocarpo suculentos.

Estudos da composigcdo nutricional comprovaram que a cagaita possui elevado teor de
agua (95,01%) e é uma das frutas que apresenta maior porcentagem de acidos graxos
poliinsaturados como o linoléico (10,5%) e o &cido linolénico (11,86%), superando os 6leos

de milho, girassol, amendoim, soja, oliva e dendé. Os 4cidos graxos possuem importante

papel no organismo humano, atuando como precursores de substancias de papel importante na
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estrutura de membranas celulares, como componentes de estruturas cerebrais, da retina e do

sistema reprodutor (ALMEIDA, 1998).

Figura 03. llustracdo do fruto da cagaiteira
(Eugenia dysenterica DC) (FONTE: LIMA, 2009).

Além do consumo in natura, os frutos e cascas da cagaiteira sdo utilizados na
elaboracdo de doces, geléias, licores, refrescos, sorvetes e sucos, tornando-se, portanto,
necessaria a investigacdo desta espécie tanto quanto a sua composicdo em macro e
micronutrientes bem como quanto a sua atividade antioxidante e contetdo de polifendis
(SILVA, CHAVES e NAVES, 2001; SOUZA et al., 2002).

Adicionalmente, suas folhas apresentam propriedades medicinais, sendo utilizadas na
medicina popular como antidiarréicas. Costa et al. (2000) verificaram alta atividade
antifungica no 6leo essencial obtido a partir da hidrodestilagdo das folhas de cagaiteira no

controle de Cryptococcus neoformans.

1.3-  Atividade antioxidante

Antioxidantes sdo compostos que podem retardar ou inibir tanto a oxidagdo das
biomoléculas pela prevencédo da iniciacdo ou da propagacédo da cadeia de reacBes de oxidacao
(KAUR e KAPOOR, 2001), como a propagacédo das reacfes em cadeia geradas pelos radicais
livres, que sdo produzidos através do metabolismo aerébico (DEGASPARI e

WASZCZYNSKYJ, 2004). Estes compostos bioativos estdo associados com a reducdo do
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risco de doencas cronicas, como diabetes, doengas cardiovasculares, canceres, aterosclerose e
doencas cerebrais degenerativas associadas ao envelhecimento (YILDRIM, MAVI e KARA,
2001; ZULUETA et al., 2007).

Dentre 0s compostos que possuem atividade antioxidante insere-se a classe dos fendis
(&cidos fendlicos e seus derivados), carotendides, flavondides, tocoferois, fosfolipidios, &cido
fitico, &cido ascOrbico, vitaminas A e E, zinco, selénio, pigmentos e esterdis (Figura 04)
(ROESLER et al., 2008).

Além de atuar como antioxidante e cofator para muitas enzimas, o acido ascorbico €
uma das vitaminas hidrossollveis mais importantes na dieta humana, uma vez que esta
envolvido nos processos de sintese de colageno, do desenvolvimento do tecido conjuntivo,
dos ossos, dos dentes, das paredes dos vasos sanguineos, absorcdo do ferro, entre outros
(WILSON, 2005; OZYUREK et al., 2007). Silva, Santos Junior e Ferreira (2008) avaliaram
frutos de cagaita em seus diferentes estadios de maturacdo e verificam que a concentracéo de
vitamina C do fruto maduro foi de 27,46 mg/100 g do fruto.

Os fatores que determinam uma boa atividade antioxidante sdo a presenca de
substituintes de doadores de elétrons ou de hidrogénio ao radical, em funcdo do seu potencial
de reducdo; a capacidade de deslocamento do radical formado em sua estrutura; a capacidade
de quelar metais de transicdo envolvidos no processo oxidativo e acesso ao local de acéo,
dependendo da sua hidrofilia ou lipofilia, bem como de seu coeficiente de particdo
(MANACH et al., 2004).

As caracteristicas quimicas dos antioxidantes incluem sua solubilidade, habilidade
regenerativa, relagcdo estrutura/atividade e biodisponibilidade, que sdo fatores importantes
guando se considera o papel destes compostos na satde humana (KAUR e KAPOOR, 2001).

Stahl e Sies (2003) sugeriram que interacdes entre compostos estruturalmente diferentes e que
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possuem atividade antioxidante varidvel promovem protecdo adicional contra o estresse

oxidativo.
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Figura 04. Representacdo esquematica da estrutura quimica de alguns antioxidantes naturais
(FONTE: AMBROSIO, CAMPOS e FARO, 2006).

De acordo com sua origem, os antioxidantes podem ser classificados em naturais ou
sintéticos (JARDINI, 2005). Os sintéticos sdo amplamente empregados na indUstria, sendo 0s
mais comumente utilizados: o butil- hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), butil-
hidroxiquinona terciaria (TBHQ) e propil galato (PG) (Figura 05). A sua escolha e
concentracdo variam em funcdo do alimento a ser empregado (FKI, ALLOUCHE e SAYADI,
2005; HAN e RHEE, 2005).

Entretanto, devido aos seus riscos potenciais a saude humana, como efeitos
carcinogénicos, tem aumentado o interesse pela investigacdo de antioxidantes naturais
(CHEUNG, CHEUNG e OOI, 2003). Estes sdao formados por compostos presentes em

matérias primas de origem vegetal, processadas ou ndo, como as frutas e hortalicas, incluindo-
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se 0s tocoferdis, o &cido ascorbico, os carotendides e os compostos fendlicos (JARDINI,

2005).

OH OH
©/C(CI 1), (CH,),C \©/C(CHJ)J
OCH, CH,
BHA BHT

OH OH
HO OH i ~C(CH,),
OH
G

COOC,H,
PG TBHQ

Figura 05. Representacdo esquematica o!a estrutura quimica dos principais antioxidantes
sintéticos.

Os antioxidantes extraidos de fontes naturais e adicionados a alimentos processados
apresentaram resultados satisfatorios descritos por Sallam, Ishioroshi e Samejima (2004), que
compararam a adicdo de BHT e diferentes produtos do alho cru (fresco, 6leo e desidratado)
em carne de frango. As formas fresca e a desidratada do alho apresentaram atividades

antioxidantes superiores ao BHT.

1.3.1- Principais métodos in vitro para avaliacdo da atividade antioxidante

A determinacéo da atividade antioxidante dos alimentos, além de informar o potencial
antioxidante dos mesmos antes de ser ingerido, é importante para avaliar a prote¢do contra a
sua oxidacdo e deterioracdo, reacdes que podem levar a diminuicdo da sua qualidade e do seu
valor nutricional (LIMA, 2008).

Diversos métodos in vitro foram e vém sendo testados a fim de se avaliar a atividade
antioxidante total de substancias e alimentos, principalmente em matrizes complexas tais
como vinhos, frutas e outros vegetais; uma vez que, atualmente, ndo existem meétodos
aprovados ou padronizados para a determinagéo da atividade antioxidante. Estes se mostram

necessarios, devido a dificuldade em medir cada composto separadamente e as interagdes
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potenciais entre os diferentes antioxidantes no sistema bem como sua comparagdo (CAO e
PRIOR, 1999; KULKARNI, ARADHYA e DIVAKAR, 2004; SCHERER e GODOQY, 2009).

Sdo ensaios que envolvem diferentes mecanismos do sistema de defesa antioxidante,
desde a decomposicdo de perdxidos, avaliacdo do sequestro de radicais ou quelacdo de ions
metélicos (PULIDO, BRAVO e SAURA-CALIXTO, 2000) até a medida da prevengdo do
dano oxidativo a biomoléculas, tais como proteinas ou DNA (MOURE et al., 2001).

Alguns ensaios avaliam o sequestro de espécies radicalares estaveis pelos
antioxidantes ou a eficdcia dos antioxidantes em remover radicais oxigénio gerados por
sistema enzimatico, a habilidade dos compostos antioxidantes para sequestrar radicais livres
gerados no meio de reacdo, ou, ainda, a inibicdo da peroxidacdo lipidica, quantificando
produtos tais como perdxidos lipidicos ou hidroperoxidos, dienos conjugados, produtos da
decomposicdo de perdxidos lipidicos (PULIDO, BRAVO e SAURA-CALIXTO, 2000).

Os métodos mais citados na literatura sdo o Poder Antioxidante na Reducdo do Ferro
(FRAP), DPPH (radical 2,2-difenil-1-picrihidrazil), Atividade de Absor¢do de Radicais de
Oxigénio (ORAC), ABTS [&cido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico] e
Espectrometria de Ressonancia de Spin de Elétrons (ESR) (KULKARNI, ARADHYA e

DIVAKAR, 2004; LIMA, 2008).

1.3.2- Método pela captura do radical livie ABTS "

O metodo do radical ABTS consiste na producdo deste radical a partir de seu
precursor, o acido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfdnico (Figura 06). E um composto
croméforo, quimicamente estavel e comalta solubilidade emagua (MILLER et al., 1993).

Pode ser usado para solucdes com diferentes valores de pH, bem como para o estudo
da influéncia do pH nos mecanismos antioxidantes. E sollvel em solventes aquosos e

organicos e ndo é afetado por forca idnica, podendo ser utilizado na determinacdo da
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capacidade antioxidante de extratos e fluidos corpéreos, hidrofilicos e lipofilicos, o que lhe
confere vantagem em relagdo a outros métodos, e tem sido aplicado em alimentos, vinhos e
cervejas, além de amostras biologicas (SCALFI et al., 2000; MAZZA et al., 2002; AWIKA et

al., 2003).

Figura 06. Representacio esquematica da estrutura quimica do radical ABTS ™.

O radical ABTS * pode ser gerado quimicamente, utilizando dioxido de magnésio ou

persulfato de potdssio; enzimaticamente, a partir de mioglobina e peroxidase de couve; ou
ainda, eletronicamente (MILLER et al., 1993).

O sistema ABTS/mioglobina/H,02, também conhecido como método TAA (Total
Activity Method) ou método de Rice-Evans, é o método de avaliagdo de atividade antioxidante
mais conhecido (MILLER et al.,, 1993). Contudo, o método original apresentou alguns
inconvenientes, como a necessidade de purificacdo da enzima metamioglobina e controle da
temperatura (37°C) da reacdo, além da interferéncia de alimentos que contenham atividade de

peroxidase (HENRIQUES, ALIAGA e LISI, 2002).

Diante disso, foram desenvolvidos novos métodos de geragdo do radical ABTS ™,

como a partir da oxidagdo do sal por persulfato de potassio, cuja reacdo ocorre na auséncia de
luz, durante 12 a 16 horas. Neste caso, a energia de ativacdo requerida € muito baixa e a
reacdo comeca imediatamente, mas ndao alcanca um maximo de absorbancia até o periodo de 6
horas. O ABTS reage, estequiometricamente, com o persulfato de potassio na relagcdo 1:0,5

(HENRIQUES, ALIAGA e LISI, 2002).
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Apds ter sido gerado, o radical deve ser diluido em etanol até atingir leitura de 0,70 (+
0,02) (RE et al., 1999). A amostra a ser analisada deve ser adicionada ao radical e mede-se a
absorbancia a 734 nm. Este método tem sido muito aplicado a amostras biologicas (plasma),

carotendides e compostos fendlicos (PANNALA et al., 2001).

1.3.3- Método do sequestro do radical DPPH

O método do radical DPPH' consiste em determinar a capacidade de captura do radical

livre 2,2-difenil-1-picrihidrazil (Figura 07) pelos compostos antioxidantes. Na presenca de
compostos com atividade antioxidante, ocorre uma diminuigdo da absorbancia, proporcional a
concentragdo e a atividade antioxidante da amostra (BRAND-WILLIAMS, CUVELIER e
BERSET, 1995).

Para essa analise utiliza-se uma solucdo metandlica de DPPH, que absorve no
comprimento de onda proximo de 517nm e, a medida que seu elétron deixa de ser
desemparelhado, a absorcdo decresce ocorrendo a mudanca de coloragdo frente as moléculas

antioxidantes testadas (DI MAMBRO, MARQUELE e FONSECA, 2005).

o,N
T
N—N NO,

Figura 07. Representacio esquematica da estrutura quimica do radical DPPH .

Dentre as vantagens do método, destaca-se o fato do radical livre ser estavel e estar
disponivel comercialmente, o que evita sua geracéo por distintas formas (como ocorre com o
método ABTS), facilitando o seu uso (LIMA, 2008).

Entretanto, este método é considerado limitado por algumas razbes, como o pH do

meio reacional, que é em torno de 5,5, sendo diferente do pH fisiolégico, dificultando assim a
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sua utilizagdo em avaliagdes in vivo. Alem disso, o radical DPPH" pode interagir com outros
radicais, como o alquil, e a curva resposta/tempo para atingir o platé (estado constante) ndo é
linear com diferentes proporcdes de antioxidante/DPPH (FRANKEL e MEYER, 2000; DI

MAMBRO, MARQUELE e FONSECA, 2005).

As concentragles iniciais de DPPH utilizadas tém sido muito variaveis: 0,025 ¢/l e

0,415 g/l. Também tem variado o tempo de reacdo: tempo fixo de 30 minutos ou o tempo que
leva para alcangar o estado de equilibrio. Alem disso, na literatura consultada, observou-se
caracteristicas comuns como o emprego de solventes (metanol e etanol) e 0 monitoramento da
cinética da reacdo (BONDET, BRAND-WILLIAMS e BERSET, 1997).

Entre as diferentes maneiras de expressdo dos resultados, alguns autores mencionam
que o parametro mais adequado para tal € o ECsp, definido como a quantidade de antioxidante
requerida para um decréscimo de 50% na concentracdo inicial do radical DPPH'. Mesmo que
0 célculo seja mais elaborado, este pardmetro independe da concentracdo da amostra e €
amplamente utilizado para comparar amostras com diferentes propriedades antioxidantes
(LOCATELLI et al., 2009).

Segundo Sawai et al. (2005) 0 método DPPH tem sido muito empregado na analise de

mecanismos de reacdo dos compostos fendlicos com radicais livres. Alguns compostos

reagem rapidamente com o DPPH , reduzindo um ndmero de moléculas igual ao nimero de

grupos OH disponiveis, formando as orto quinonas correspondentes (BONDET, BRAND-
WILLIAMS e BERSET, 1997).
1.3.4- Método ORAC (Capacidade de Absorcao de Radicais de O xigénio)

Cao e Prior (1999) desenvolveram o método da Capacidade de Absorcdo de Radicais
de Oxigénio, baseando-se em estudos prévios realizados por de Ghiselli et al.(1995) e Glazer
(1990). Este método consiste no decaimento da fluorescéncia das proteinas utilizadas,

ficobiliproteinas p-ficoeritrinas ou R — ficoeritrina, como consequéncia a perda da
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conformacdo ao sofrer dano oxidativo. Estas sdo altamente fluorescentes e contem um
pigmento vermelho fotorreceptor (34 grupos prostéticos tetrapirrlicos  unidos
covalentemente), e derivam de especies de algas roxas e cianobactérias (PRIOR e CAO,
1999).

Neste caso, utiliza-se a peroxila como radical livre, espécie reativa de oxigénio
biologicamente mais importante, por sua abundancia e por ser responsavel pelo dano
oxidativo (ANTOLOVICH et al., 2002). Como fonte desses radicais, utiliza-se 0 AAPH [2,2-
azobis(2-amidinopropano) diidroclorico], que os gera apds sofrer decomposicdo espontanea
acima de determinada temperatura.

Contudo, esta metodologia foi modificada apds alguns anos. Ou et al. (2001)
substituiram a ficoeritrina pela fluoresceina, um marcador fluorescente mais estavel, que é
fotoestavel e termoestavel.

Os radicais peroxila presentes no meio diminuem a fluorescéncia da ficoeritrina e/ou
fluoresceina. O antioxidante adicionado reage rapidamente com os radicais, doando atomos de
hidrogénio e inibindo a perda da intensidade da fluorescéncia. Essa inibicdo é proporcional a
atividade antioxidante (WU et al., 2004). Este decaimento ndo segue uma cinética de ordem
zero (linear com o tempo), mas sim exponencial com o tempo, e para a quantificacdo se
utiliza a técnica da area sob a curva de decréscimo (AUC) (CAO e PRIOR, 1999).

O antioxidante padrdo utilizado é o trolox e os resultados expressos em equivalente de
trolox (numero de umoles de trolox que produz a mesma atividade correspondente a 1 mg de
amostra).

Este método tem sido empregado para medir a capacidade antioxidante de compostos
puros, como a melatonina e flavondides; em fluidos biologicos, como o soro, a urina e o
plasma (CAO e PRIOR, 1999); em produtos naturais, como frutas e demais vegetais; e em

produtos industrializados, como vinhos e chds (PRIOR e CAO, 1999; WU et al., 2004).
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1.4- Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo uma classe extensa de antioxidantes, sendo caracterizada
pela presenca de, pelo menos, um anel aromatico e de grupos substituintes (como hidroxilas e
carbonilas) presos a estrutura do anel (SROKA e CISOWSKI, 2003).

Estdo presentes nos vegetais nas formas livre ou conjugada. Sdo produtos do
metabolismo secundario dos vegetais, e sabe-se que além de desempenharem funcbes de
protecdo, em decorréncia da propriedade antioxidante, contribuem para conferir qualidades
sensoriais de vegetais como cor e adstringéncia (BORGUINI, 2006).

Zulueta et al. (2007) também afirmaram que é importante determinar o contetddo total
de fendlicos, a fim de se avaliar o possivel efeito sinérgico ou antagbnico sobre a sua
contribuicdo na capacidade antioxidante total.

Historicamente, foram classificados como antinutrientes, como por exemplo, 0s
taninos, que demonstraram efeitos adversos no metabolismo humano. Porém, o
reconhecimento das propriedades destes fendlicos tem estimulado o desenvolvimento de
pesquisas que visem identificar os seus beneficios potenciais a salde (KAUR e KAPOOR,
2001).

De maneira geral, os compostos fendlicos sdo multifuncionais como antioxidantes,
pois sua bioatividade atua de diversas formas: combatendo os radicais livres, pela doagéo de
um atomo de hidrogénio de um grupo hidroxila (OH) da sua estrutura aromatica; quelando
metais de transicdo, como o Fe?* e o Cu'; interrompendo a reacdo de propagacdo dos radicais
livres na oxidagdo lipidica; modificando o potencial redox do meio e reparando a lesdo em
moléculas atacadas por radicais livres (PODSEDEK, 2007; KYUNGMI e EBELER, 2008).

Também bloqueiam a agdo de enzimas especificas que causam inflamacdo, modificam as
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rotas metabdlicas das prostaglandinas, inibem a agregacdo plaquetéria e inibem a ativacdo de
carcindgenos (LIU, 2005; VALKO et al., 2007).

Vale ressaltar que uma substancia polifendlica pode ser definida como antioxidante se
preencher a duas condicgdes, (1) quando encontra-se presente em baixa concentracao relativa
ao substrato a ser oxidado e este possa retardar ou prevenir a oxidacdo e (2) quando 0s
radicais formados apds a reacao sejam estaveis (KAUR e KAPOOR, 2001).

A diversidade estrutural dos compostos fendlicos se deve a grande variedade de
combinagbes que acontece na natureza e oS compostos resultantes sdo denominados de
polifendis. Estas combinagdes fendlicas podem ser categorizadas em varias classes como
mostradas na Tabela 1 (HARBORNE, 1989; HARBORNE, BAXTER e MOSS, 1999).
Dentre elas, destacam-se os flavondides, os acidos fendlicos, os taninos e os tocoferdis como
0s mais comuns antioxidantes fenolicos de fonte natural.

Vale ressaltar que muitas pesquisas sobre a acdo antioxidante dos alimentos t€m como
foco estes compostos (SOARES, 2002). No entanto, sua classificacdo varia entre alguns
autores. Karakaya (2004), por exemplo, separa os compostos fendlicos em dois grandes
grupos, os flavondides e acidos fendlicos (Figura 08).

Para a analise desses compostos, 0s métodos podem ser empregados na determinacao
de compostos fendlicos totais e na quantificacdo individual e/ou de um grupo ou classe de
compostos fendlicos, sendo influenciados pela natureza do composto, método de extracéo
empregado, tamanho da amostra, tempo e condicdes de estocagem, padrdo utilizado e a
presenca de interferentes tais como ceras, gorduras, terpenos e clorofilas (MOURE et al.,
2001). Contudo, ainda ndo se desenvolveu um método eficiente para a extracdo de todos ou de

uma classe especifica presente nos alimentos.
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Tabela 1. Classes de compostos fendlicos encontrados em material vegetal.
CLASSE
Fenolicos simples, benzoquinonas
Acidos hidroxibenzoicos
Acetofenol, &cidos fenilacéticos
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropandides
Naftoquinonas
Xantonas
Estilbenos, antoquinonas
Flavonoides, isoflavondides
Lignanas, neolignanas
Biflavondides
Ligninas
Taninos condensados
(FONTE: KARAKAYA, 2004)

Por outro lado, a solubilidade dos fendlicos varia de acordo com a polaridade do
solvente utilizado, seu grau de polimerizacdo e suas interagbes com outros constituintes dos
alimentos. Os solventes mais utilizados para a extra¢do destes compostos sdo metanol, etanol,
acetona, agua, acetato de etila, propanol, dimetilformaldeido e suas combinacdes (NACZK e
SHAHIDI, 2004).

Diversos métodos espectrofotométricos tém sido desenvolvidos para a quantificacdo
de compostos fendlicos em alimentos. O mais utilizado pela comunidade cientifica é o
método de Folin-Ciocalteau, que envolve a oxidacdo de fendis por um reagente amarelo
heteropolidcido de fosfomolibdato e fosfotungsténio (reagente de Folin-Ciocalteau) e a
medida colorimétrica de um complexo azul Mo-W que se forma na reacdo em meio alcalino

(SINGLETON, ORTHOFER e LAMUELA-RAVENTOS, 1999).
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Diante do exposto, pode-se verificar que o fruto da cagaiteira € amplamente
consumido na regido do cerrado brasileiro tendo sido, ainda, pouco exp lorado comercialmente
e reportado na literatura cientifica. Desta maneira, a sua caracterizacdo e a avaliacdo da
atividade antioxidante do fruto com e sem casca fazem-se necessarias bem como a presenca
de polifendis envolvidos na sua composicdo, tendo em vista a viabilidade de introdugdo no

mercado com conseqiente agregacado de valor a matéria-prima regional.
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Figura 08. Fluxograma exemplificando os compostos fitoquimicos presentes em alimentos vegetais, com

a classificacdo dos compostos polifendlicos (Karakaya, 2004).



37

2. OBJETIVOS

2.1- Geral:
Caracterizar a polpa do fruto da cagaita (Eugenia dysenterica DC), com e sem
casca, quanto a sua composicdo quimica e fisica, atividade antioxidante e polifendis

totais.

2.2- Especificos:

- Obter polpas de cagaita com casca e sem casca;

- Determinar a composicdo quimica e fisica da polpa, com e sem casca, da cagaita,
guanto ao pH, solidos solawveis, acido ascOrbico, minerais, acidez titulavel e
composicdo centesimal das polpas obtidas;

- Determinar a atividade antioxidante da polpa, com e sem cascas, utilizando diferentes
métodos;

- Determinar os polifenois totais da polpa com e sem cascas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1- Matéria _prima: foram utilizados frutos da cagaita (Eugenia dysenterica DC)

madura, produzidos por cultivo convencional. Os frutos foram colhidos, manualmente,
nas safras dos anos de 2008/2009 na regido Centro-Oeste do Brasil, em Damiandpolis,
estado de Goias, armazenados em freezer a -15°C e remetidos ao municipio do Rio de

Janeiro, estado do Rio de Janeiro.

3.2- Delineamento Estatistico dos Experimentos: os frutos foram divididos em 6 lotes

contendo 60 unidades experimentais cada, sendo 3 lotes para 0 processamento da
cagaita com casca (CCC) e os outros 3 processados sem a casca (CSC). De cada lote

foram obtidas as polpas para a execucgéo das analises, em triplicata.

3.3- Obtencdo das polpas e rendimento: apds descongelamento, os frutos foram

processados nas vinte e quatro horas seguintes ao seu recebimento, no Laboratério de
Tecnologia de Alimentos do Instituto de Nutricdo da Universidade Federal do Rio de
Janeiro. Foram pesados, higienizados por imersdo em agua clorada a 100 ppm por 10
minutos e lavados em agua corrente para a remogao de residuos.

Apos a retirada dos carocos, os frutos foram subdivididos em dois lotes: lotes
do fruto de cagaita com casca (CCC), pesando 8,94 kg, triturados para obtencdo da
polpa, em multiprocessador (Konik, modelo Class 700, Séo Paulo, Brasil); e lotes do
fruto de cagaita sem casca (CSC), pesando 9,01 kg, triturados e peneirados para a
separacgdo da polpa e cascas.

Para o calculo do rendimento, foi realizada a pesagem dos dois lotes antes do

processamento, retirada das sementes e casca, e ap0s processamento. Os calculos
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foram feitos por regra de trés, a partir do peso bruto de cada lote equivalente a 100%
de rendimento.

As polpas provenientes dos dois lotes e diferentes tratamentos foram
acondicionadas em recipientes de PVC, com capacidade para 150 ml, para as analises
fisicas e quimicas, e armazenadas em freezer a —15°C, até a execucdo das analises e,
emtubos do tipo Falcon, com capacidade para 50 ml, congeladas, imersas em baldo de
nitrogénio (temperatura - 70°C) e liofilizadas (Labconco Lyophilizer, modelo 75223,
Kansas City, Missouri, USA), para as andlises da atividade antioxidante e polifendis

totais.

3.4- Andlises Fisicas e Quimicas: as metodologias analiticas utilizadas foram aquelas

preconizadas pela Association of Official Analytical Chemists - A.O.A.C (2005) e pelo
Instituto Adolfo Lutz (2004), conforme descritas abaixo:
3.4.1- Composicao Centesimal

A determinacdo da composicdo centesimal dos lotes CCC e CSC foram
realizadas quanto a:
» Umidade: realizada gravimetricamente, até peso constante, da dessecacdo em estufa a
105°C. Pesou-se 5,0 g de amostra em capsula contendo camada de areia. O residuo
obtido foi reservado para a extracao de lipideos (AOAC, 2005);
« Teor de proteinas totais: determinado pelo método de Kjeldahl e o teor de nitrogénio
presente na amostra foi convertido em proteina multiplicando-se pelo fator de
converséo 5,75 (AOAC, 2005);
» Teor de lipidios totais: determinado gravimetricamente, apds extragdo com éter

etilico, em aparelho de Soxhlet (AOAC, 2005);
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* Residuo mineral fixo (RMF): determinado pelo método gravimétrico, com base na
perda de peso, por incineracdo em mufla a 550°C (AOAC, 2005);

« Glicideos totais ou nifext: este teor foi obtido por diferenca entre 100 e o somatério
das determinagdes de umidade, proteinas, lipideos e RMF. Considera-se glicideos
totais os componentes glicideos da amostra mais fibras.

3.4.2- Determinacdo de pH: utilizou-se potencidmetro da marca METROHM 632, ap6s
calibragdo com tampdes pH 4 e 7. Os resultados foram expressos em unidades de pH
(AOAC, 2005).

3.4.3- Sdlidos soluveis (°Brix): adicionou-se cerca de duas gotas de cada amostra em
refratdmetro de ABBE (marca Biobrix, modelo 2WAJ) com leitura direta a 20°C
(Instituto Adolfo Lutz, 2004).

3.4.4- Acidez Titulavel: pipetou-se 5 ml da amostra em frasco erlenmeyer e adicionou-
se trés gotas do indicador fenolftaleina. Em seguida, titulou-se com solugdo de
hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 N até aparecimento de coloracéo rosea persistente por,
aproximadamente, 30 segundos (Instituto Adolfo Lutz, 2004).

3.4.5- Acucares (glicose, frutose e sacarose): foram determinados por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), em cromatografo Alliance, coluna WAT 044355
de fase reversa, grupamento amino, fase movel 25:75 agua Milli Q/acetonitrila, na
vazao de 1,0 ml/minuto, e detector de indice de refracdo W410.

Para o preparo das amostras foi pesado 1,0 g de polpa e, ap6s a adicdo de 5 ml
de agua Milli Q, a aliquota foi colocada em banho com ultrassom por 20 minutos,
adicionou-se 5 ml de acetonitrila em baldo volumétrico de 25 ml, este avolumado com
agua Milli Q. A seguir, a amostra foi filtrada em papel de filtro, acondicionada em

frascos de vidro e mantidas em freezer a -18°C até injecéo.


http://www.hexasystens.com.br/produtos/marcas/biobrix.aspx
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3.4.6- Minerais: realizada por digestdo prévia das amostras por hidrolise acida, por
via Umida, com a adicdo de solucdo nitroperclérica (acido nitrico:acido perclorico), por
aproximadamente 16 horas, em temperatura ambiente. Apds a oxidacdo, as amostras
foram aquecidas embloco digestor, em capela de exaustio até fervura branda 100°C (+
2°C), durante 1 hora e, em seguida, mantidas por mais 2 horas a 170°C (£ 2°C). Os
tubos foram retirados do bloco digestor, em temperatura ambiente, e as amostras
digeridas foram transferidas para baldo volumétrico (25 ml) e seu volume completado
com agua Mili Q. Em seguida, realizou-se a determinagdo dos minerais por
Espectrometria de Emissdo Optica (Spectro Analytical Instrument - Spectroflame P). A
concentracdo dos micronutrientes foi calculada a partir de curvas de calibragdo com
solugdes-padrao contendo 0,25; 0,5; 1,0 e 1,5 ppm, respectivamente (AOAC, 2005).
3.4.7- Teor de vitamina C (&cido ascorbico): determinado por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia, em cromatografo Alliance, coluna Bio rad HPX87H — fase reversa,
detector UV/visivel, fase movel acido sulfarico 0,1N, com vazao de 0,7 ml/min.

O preparo da amostra foi realizado a partir de 2,5 g de polpa, diluida em &cido
sulfurico 0,1 N e levada ao ultrassom por 10 minutos. O volume foi completado com
acido sulfurico 0,1 N, em baldo volumétrico de 25 ml, e a solucédo filtrada em papel de
filtro. A quantificacdo da vitamina C foi realizada a partir da injecdo de uma solucéo
padrdo de acido ascorbico na concentracdo de 20 pg/ml.

3.5- Determinacdo da atividade antioxidante total:

Como mencionado anteriormente, para as determinacdes da atividade
antioxidante e o conteddo de compostos fendlicos totais, as amostras foram
previamente liofilizadas. Estas foram armazenadas em dessecador, quando a analise foi
realizada no dia subsequente, ou em freezer, a -15°C, sempre mantidas envolvidas em

papel filme de PVC, até 0 momento das analises.



42

3.5.1- Método do sequestro do radical DPPH:

A medida da atividade sequestrante do radical DPPH" foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Brand-Wilams, Cuwvelier e Berset (1995), com
modificacBes. Tem por base a reducdo do radical estdvel 2,2-difenil-1-picril hidrazil
(DPPH), que ao fixar o H (removido do antioxidante em estudo) leva a uma
diminuicéo da absorbancia.

Procedimento do ensaio:

Inicialmente, preparou-se solucdo na concentracdo de 1,0 mg/ml contendo
amostra liofilizada (lotes CCC e CSC) diluida em metanol. A seguir, foram realizadas
novas diluicdes obtendo-se solu¢bes com concentragdes finais de 25, 50 e 500 pg/ml.
De cada diluicao foi retirada uma aliquota de 2,5 ml, a qual foi transferida para cubeta
de quartzo, e adicionou-se 1,0 ml da solucédo de DPPH 0,1M.

Nos ensaios em branco, ao invés do DPPH, adicionou-se apenas 1,0 ml de
metanol as diluicdes nas mesmas concentragdes das amostras e o controle negativo foi
preparado apenas com 1,0 ml do radical DPPH e 2,5 ml de metanol.

A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro Thermo Scientific
Evolution 60 (Madison, Wisconsin, USA) a 518 nm, no primeiro minuto e, de 5em 5
minutos, durante um periodo de monitoramento de 30 minutos. O Trolox, andlogo
hidrossolivel da vitamina E, foi utilizado como controle positivo, em razdo da sua
comprovada elevada capacidade antioxidante.

Todas as analises foram realizadas, em triplicata, e acompanhadas de um
controle (sem antioxidante). A capacidade de sequestrar radicais livres foi calculada
com base no decréscimo da absorbancia observada e expressa como percentual de

inibicdo de oxidacéo do radical, conforme formula.
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AA % =100 — [ (Abs.am — Abs.gr) X100 ]
ADbS.cn

Onde: [Abs.am] = absorbancia da solucdo da amostra;
[Abs.gr] = absorbancia do ensaio em branco;

[Abs.cn] = absorbéancia do controle negativo.

O célculo para o CEsg, que representa a concentragdo necessaria para se obter
50% do efeito antioxidante maximo estimado em 100%, foi realizado por regressdo
linear (MENSOR et al., 2001).

3.5.2- Método do sequestro do radical ABTS:

Foi utilizado o método descrito por Cano et al. (1998) e Re et al. (1999),
modificado e atualizado por Villano et al. (2004), que consiste na producédo do radical
ABTS™ a partir do acido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico.

Procedimento do ensaio:

Inicialmente, preparou-se o radical ABTS™ a partir da reagdo de 5,0 ml da
solugdo estoque de ABTS com 88 pl da solucéo de persulfato de potassio. A mistura
foi mantida no escuro, em temperatura ambiente, por 16 horas, aproximadamente. Em
seguida, diluiu-se 1,0 ml desta mistura em alcool etilico até obter-se leitura de
absorbancia de 0,70 (£ 0,05) a 734 nm.

A andlise da atividade antioxidante foi realizada transferindo-se uma aliquota
de 30 pl das diferentes diluigdes das amostras CCC e CSC (100, 500 e 1000 pg/ml)
para cubeta de quartzo e em seguida adicionou-se 3,0 ml do radical ABTS".

A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro Thermo Scientific
Evolution 60 (Madison, Wisconsin, USA) a 734 nm, aos 15 segundos e, de 30 em 30

segundos, durante um periodo total de monitoramento de 6 minutos.



44

A partir das absorbancias obtidas das diluicdes das amostras CCC e CSC
determinou-se a equacdo da reta. Para calcular a atividade antioxidante total,
substituiu-se na equacdo da reta a absorbancia equivalente a 1000 pM do padrao
Trolox. O valor obtido para o termo “X” corresponde a diluicdo da amostra (mg/l)

equivalente a 1000 uM de Trolox, representado pelo calculo a seguir:

Y=ax+bh

Onde: y = absorbancia correspondente a 1000 uM de Trolox;

x= diluigcdo da amostra (mg/l) equivalente a 1000 uM de Trolox.

A partir do resultado encontrado (x) na equacdo acima foram realizados
calculos para a obtencdo do resultado expresso em uM Trolox/g de amostra.
3.5.3- Ensaio da Capacidade de Absorcdo do Radical Oxigénio (ORAC):

Utilizou-se 0 método descrito por Cao e Prior (1999), com modificacdes, que
consiste na perda da fluorescéncia da fluoresceina apds o emprego do AAPH como
sistema gerador de radical livre.

Procedimento do ensaio:

Para a realizagéo do ensaio, adicionou-se 150 pl de cada amostra (CCC e CSC),
150 pl de flouresceina e 75 ul AAPH em uma cubeta de quartzo. As leituras foram
realizadas, imediatamente, em espectrofluorimetro Hitachi modelo F-2500 (P leasanton,
California, USA) termostatizado. As fluorescéncias das amostras (Cexcitacio: 490 nm e
Cemissio: 515 nm) foram determinadas a cada minuto, durante 30 minutos, até que a

ltima leitura declinasse para menos de 5% em relacdo a primeira. Como padrédo
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utilizou-se o Trolox e, como branco, solucdo tampéo (pH= 7,4), nas mesmas condicdes
descritas para as amostras.

Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata e as perdas de
fluorescéncia das amostras e do Trolox foram correlacionadas ao controle e
estabelecida a AUC para ambas as amostras e o Trolox. Os resultados foram expressos
em valor ORAC relativo (equivalentes de Trolox), conforme indicado pelas equacées

(1) e (2) a sequir.

Onde: fy é representado pela fluorescéncia obtida no tempo 0
(1) AUC =1+ fiffy + ... + filfy + faolfy e fi a fluorescéncia obtida nos tempos intermediarios entre 0
e 30 minutos

(2) Valor ORAC = [(AUC, mosra — AUChmneo) ! (AUCrrorox — AUChaneo)] X (molaridade TROLOX / molaridade amostra)
relativo

3.6- Determinacdo dos compostos fendlicos totais:

Para a determinacdo de polifendis totais empregou-se o método
espectrofotométrico, utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau, descrito por Swain e
Hillis (1959), com modificagdes.

Foram preparadas solucGes aquosas, a partir dos lotes CCC e CSC, nas
concentragfes de 250, 500 e 1000 pg/ml. Destas solucGes, foram extraidas aliquotas e
transferidas para tubos de ensaio. A seguir, foi adicionado aos tubos, o reagente de
Folin-Ciocalteau, agua destilada e solucdo de carbonato de calcio (Na,COs3) a 10%,
seguindo-se a homogeneizacao.

A absorbancia foi medida a 740 nm, em espectrofotometro Thermo Scientific
Evolution 60. Os resultados do teor dos compostos fendlicos totais foram expressos em

equivalentes de acido galico (mg EAG/100g).
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3.7- Analise Estatistica dos Resultados: a Analise de Variancia ANOVA, em

delineamento inteiramente casualizado, foi realizada para avaliar a presenca de efeito
significativo (p< 0,05) e foi aplicado o Teste de Duncan e o Mann-Withney para

determinar as diferencas entre as médias obtidas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Rendimento:

Durante o processamento dos lotes CCC e CSC foram realizadas as pesagens
do fruto integral, casca, sementes e polpa para determinacdo do rendimento. Como
esperado, o rendimento do lote CCC foi superior ao CSC, em virtude do célculo ser
feito sobre o peso do fruto integral (com casca), sendo de 85,17% e 56,11%,
respectivamente.

Ambos foram superiores ao valor encontrado por Carvalho (2007),
aproximadamente 55%, pesquisando frutos do Cerrado, entre eles a polpa de cagaita
com casca.

Vallilo et al. (2005) analisaram diferentes frutos que pertencem a mesma
familia da cagaita (Myrtaceae), obtiveram resultados proximos, para o cambuci (88%),

a péra do campo (88,3%), a goiaba (86,07%) e a pitanga (90,47%).

4.2- Caracteristicas fisicas e guimicas do fruto:

Os resultados encontrados para a determinacéo do pH, sélidos soltveis (°Brix)
e acidez titulavel podem ser observados na Tabela 02, tendo sido comparados aos
padrdes de identidade e qualidade para as polpas de fruta, estabelecidos na Instrugao
Normativa N° 1/2000 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA)

(BRASIL, 2000).
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Tabela 02. Resultados do pH, sélidos sollveis (°Brix) e acidez titulavel das polpas de
cagaita com casca (CCC) e sem casca (CSC).

Parametros CsC CCC
pH" 2,90 (DP * 0,02) 2,69 (DP +0,05)"
Solidos soltveis (°Brix)” 8,20° (DP + 0,00) 8,70° (DP + 0,00)?
Acidez titulavel (g/100ml)” 13,78 (DP  0,17) 14,63 (DP + 0,08)°

“Cada valor corresponde & média e ao + desvio padrdo, em triplicata (n = 3) / &P

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p< 0,05).

De acordo comos valores encontrados de pH nos lotes CSC e CCC, 2,90 e 2,69
respectivamente, foi possivel classificar o fruto como acido (BRASIL, 2000). Porém,
houve diferenga estatistica entre as amostras, ao nivel de 5% de significancia, sendo o
lote CCC mais acido que o CSC, evidenciando que a casca apresenta compostos que
Ihe conferem maior acidez que a polpa.

Bagetti (2009) analisou diferentes cultivares de pitanga (Eugenia uniflora L.),
que pertence a mesma familia (Myrtaceae), tendo encontrado valores de pH proximos
aos do presente estudo, variando de 2,88 a 3,38. Roesler et al. (2008) avaliaram o fruto
da cagaita integral (polpa + casca) e encontraram resultado semelhante para esta
variavel, de 2,8. Por outro lado, Martins (2006) obteve resultado superior, de 3,58, no
fruto de cagaita sem casca. Estes dois Gltimos resultados corroboram aqueles obtidos
no presente estudo em que o fruto com casca é mais acido que o fruto sem casca.

Vale salientar que o pH e a acidez titulavel dependem do grau de maturacdo do
fruto, bem como de seu estado de conservagdo pré analise (podem ocorrer processos
fermentativos que irdo reduzi-lo) podendo ocorrer variacbes nos resultados. Além
disso, sdo fatores de reconhecida importancia quando se analisa o nivel de aceitacdo de
um produto. Os 4cidos organicos nas frutas encontram-se dissolvidos nos vactolos das

células, tanto na forma livre, como combinada, formando sais, ésteres e glicosideos,
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ndo s contribuindo para a acidez como também para o sabor e aroma caracteristicos
(CHITARRA e CHITARA, 1990).

O lote CCC apresentou 8,7 °Brix e 0 CSC 8,2 °Brix, evidenciando que este
fruto ndo é muito doce, quando comparado a pitanga (Eugenia uniflora L.), cujos
resultados na analise de polpas, em diferentes estadios de maturacdo, variaram de
12,96 a 14,97 °Brix (PIO et al., 2005). Silva, Santos Junior e Ferreira (2008) avaliaram
o fruto da cagaita em diferentes estadios de maturacdo e, para o fruto maduro, o

conteldo de s6lidos soluveis foide 8,0 °Brix.

4.2.1- Composicdo centesimal:

Os resultados obtidos na determinagdo da composicdo centesimal de ambos os

lotes estudados encontram-se na Tabela 03.

Tabela 03. Composicdo centesimal (base Umida) da polpa de cagaita (Eugenia
dysenterica DC) sem casca (CSC) e comcasca (CCC) em g/100g.

Parametros Polpa da cagaita (CSC) Polpa da cagaita (CCC)
Umidade” 90,08 ( 1,04) 88,55 (+ 0,98)
Residuo Mineral Fixo~ 0,25 (* 0,04)* 0,33 (x 0,10)*
Proteinas” 1,85 (+ 0,98)* 2,03 (£ 0,10)
Lipideos™ 0,20 (+ 0,05)? 0,36 (+ 0,05)"
Carboidratos ™ 7,62 8,73

“ Cada valor corresponde & média e ao + desvio padrdo, em triplicata (n = 3) /
ab | etras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05).
**Carboidratos por diferenga - NIFEXT

Os resultados obtidos permitem afirmar que os frutos da cagaita, com e sem
casca, sao basicamente constituidos de carboidratos e dgua. Sendo o teor de umidade

no lote CSC maior que o CCC, como esperado, em virtude deste ultimo conter casca e
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polpa e o outro ser essencialmente a polpa, que possui um maior contetdo de agua. O
valor para o lote CSC foi de 90,08 g/100g do fruto e para o lote CCC foi de 88,55
@/100g, ndo ocorrendo diferenca estatistica (p < 0,05). A remocdo da casca conduz a
uma reducdo no teor de carboidratos tendo em vista que alguns nela permanecem apos
a extracédo do suco.

Valores semelhantes foram encontrados por diferentes autores que pesquisaram
o fruto. Roesler et al., (2008) avaliaram apenas a polpa, obtendo 89,71%; Silva, Santos
Junior e Ferreira (2008) pesquisaram o fruto em diferentes estadios de maturacédo
contudo, os resultados para a umidade ndo diferiram estatisticamente, variando de
92,77 a 93,21 g/100g.

No estudo realizado por Martins (2006), o teor de carboidratos foi de 5,4
g/100g, inferior ao verificado neste estudo em ambos os lotes (CSC= 7,62 e CCC=
8,73 ¢/100g). Tal resultado pode ser em funcdo da localizagdo geografica dos frutos
analisados, temperatura, exposicdo ao sol, estadio de maturacdo, por exemplo, entre
outros fatores.

Em relacdo ao teor de lipideos, a cagaita apresentou baixos teores, podendo ser
recomendada para uma dieta de baixa caloria. Os valores foram de 0,20 g/100g para o
lote CSC e 0,36 ¢g/100g para CCC, proximos aos Verificados por Martins (2006) e
Roesler et al. (2008), sendo 0,20% e 0,32%, respectivamente. Vale ressaltar que este
parametro foi o Unico em que houve diferenca estatistica, em nivel de 5% de
significAncia, evidenciando um maior contetdo de lipideos na casca do fruto.

Vallilo et al. (2005), analisando outros frutos da familia Myrtaceae,
encontraram valores similares e inferiores em lipideos, sendo de 0,23% na pitanga
(Eugenia uniflora L.), 1,53% no cambuci (Campomanesia phaea Berg.), 0,80% na péra

do campo (Eugenia klotzchiana O. Berg) e de 0,54% na goiaba (Psidium guajava).
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Os teores de proteinas foram baixos e, como esperado, mais elevados no fruto
com a casca (2,03 g/100g) do que no fruto sem casca (1,85 g/100g). Alguns estudos
realizados com o mesmo fruto encontraram valores semelhantes, sendo 2,09% no fruto
integral (ROESLER et al., 2008) e de 0,99% na polpa da cagaita (MARTINS, 2006).

Em um levantamento bibliografico sobre a goiaba, Gutiérrez, Mitchell e Solis
(2008 apud MEDINA e PAGANO, 2003) mencionaram valor inferior, em relagdo ao
conteldo de proteinas, ao do presente estudo, de 0,88%.

Diante dos resultados obtidos na determinacdo da composicdo centesimal,
pode-se verificar que o fruto em estudo ndo é calorico, apresentando baixos teores de

proteinas, carboidratos e, principalmente, lipideos.

4.2.2- Acucares (glicose, frutose e sacarose):

No Gréafico 01, encontram-se 0s teores de glicose, frutose e sacarose na polpa
integral de cagaita com casca. Observou-se maior concentracdo em frutose (2,54 g/100
g = 0,05) e glicose (1,75 ¢g/100g £ 0,04) e valor bem reduzido em sacarose (0,59
g/100g + 0,05), provavelmente devido a amostra em estudo estar em estadio 6timo de
maturacao.

Os baixos valores de glicose, frutose e sacarose encontrados na cagaita
demonstram que este fruto contem menos agUcares que a goiaba, por exemplo, sendo
menos doce. Tal comparagdo pode ser comprovada pelo estudo realizado por Lee et al.
(2010) que encontraram, por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
valores superiores na polpa madura de goiaba, sendo 11,52 g/100 g de sacarose, 11,37

9/100 g de frutose e 5,12 g/100 g de glicose em relacdo & média da &rea dos picos.
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Gréfico 01. Teores de glicose, frutose e sacarose da polpa
integral de cagaita com casca.
4.2.3- Minerais

Os resultados para o contetdo de minerais presentes na polpa da cagaita podem
ser visualizados na Tabela 04. Dentre 0s minerais, 0 mais abundante foi o potassio,

comteor de 75,83 mg/100 g.

Tabela 04. Contetdo de minerais presentes na polpa de cagaita (Eugenia
dysenterica DC) com casca.

Mineral Teorem mg/100g Mineral Teor em mg/100g
Potassio 75,83 (£ 0,43) Aluminio 0,23 (£ 0,06)
Fosforo 6,68 (+ 0,14) Zinco 0,23 (x 0,01)
Sodio 6,80 (+ 0,13) Manganés 0,13 (= 0,01)
Magnésio 5,92 (£ 0,08) Ferro 0,06 (£ 0,01)
Calcio 0,65 (+ 0,08) Cobre 0,01 (£ 0,01)

Cada valor corresponde & média e ao + desvio padrdo, em triplicata (n = 3)

Valores mais elevados de calcio (0,8 mg/100g + 0,00) e semelhantes aos de
ferro (0,04 mg/100g =+ 0,01) foram encontrados por Silva, Santos Junior e Ferreira

(2008) na polpa de cagaita, porém ndo foi encontrado zinco.
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Ao comparar os resultados encontrados para a cagaita (Eugenia dysenterica
DC) com estudo realizado por Dembitsky et al. (2011), analisando diferentes frutos,
pode-se verificar que a acerola (Malpighia punicifolia Linn) contém quantidades
inferiores de potassio (41 mg/100g), zinco (0,09 mg/100g) e manganés (0,7 mg/100g) e
bem superiores de célcio (41 mg/100g), ferro (37mg/100g) e magnésio (22 mg/100g).

Leterme et al. (2006), ao analisarem frutos de araca-boi (Eugenia stipitata Mc
Vaugh), pertencente a mesma familia e género da cagaita, encontraram valores
préximos, sendo 78 mg/100g de potassio, 7 mg/100g de foésforo, 2 mg/100g de sédio e
9 mg/100g de magnésio.

Tais variaches podem ser decorrentes das condicdes climaticas, tipo de solo e

adicdo de adubos, por exemplo.

4.2.4- Teor de vitamina C (&cido ascorbico):

A média dos valores encontrados para vitamina C nas polpas integrais de
cagaita foi de 56,66 mg/100g de polpa (DP * 3,53). Andrade et al. (2002) mencionam
que as fontes desta vitamina sdo classificadas em diferentes niveis: fontes com altos
teores contém de 100 a 300 mg/100g, por exemplo: morango, goiaba e abacaxi; fontes
médias contém de 50 a 100 mg/100g, como laranja, limdo e papaia, e fontes baixas
contém de 25 a 50mg/100g, como lima, péra e manga. Portanto, a cagaita pode ser
classificada como fonte meédia de vitamina C.

A ANVISA (1998) preconiza que para um alimento ser considerado “fonte” de
determinada vitamina deve conter no minimo de 15% da Ingestdo Diaria Recomendada
(IDR) de referéncia por 1009 e “rico” no minimo de 30% da IDR. Em virtude disso,
pode-se considerar a cagaita como um alimento rico em vitamina C, em raz&o de seu

aporte ser superior a 30% da IDR (US NATIONAL..., 2000).
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Valente et al. (2011) avaliaram o contetdo de acido ascorbico em vinte e seis
diferentes tipos de frutos exaticos, de espécies e familias diferentes. Os resultados
variaram de 1,42 a 117 mg/100g do fruto, sendo que aqueles que apresentaram valores
similares aos da cagaita foram a goiaba (Psidium guajava) com 65,8 mg/100g, o kiwi
(Actinidia chinensis Planch), cv. Hayward com 55,2 mg/100g, o mamao (Carica
papaya), cv. Formosa com 64,2 mg/100g e a manga (Mangifera indica L.), cv. Palmer,

com 40,9 mg/100g, entre outros.

4.3- Determinacdo da atividade antioxidante total:

4.3.1- Método do sequestro do radical DPPH:

Na avaliacdo da atividade antioxidante por este método, o radical livie DPPH’
reage com o antioxidante, convertendo-se a sua forma reduzida. Nessa reacdo, a
solucdo de DPPH, inicialmente de coloracéo violeta, tornou-se amarela; e o grau desta
descoloragdo, monitorado através do decaimento da absorbancia lida no
espectrofotdmetro, indicou a habilidade do antioxidante em sequestrar radical livre
(Figura 09).

Neste estudo, avaliou-se a capacidade do fruto de cagaita (Eugenia dysenterica
DC), com e sem casca, em sequestrar os radicais DPPH em distintas concentracGes, de
forma a obter uma curva entre o tempo e a descoloracdo do radical. O periodo de
leitura das absorbancias foi realizado em intervalos de tempo de 5 minutos até que a

reacdo atingisse um platd (valor constante) apds 30 minutos.
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Figura 9. llustracdo da descoloragéo do radical
DPPH utilizando o fruto da cagaita como
antioxidante.

Pode-se verificar, na Tabela 05 e no Grafico 02, que os percentuais de
descoloragdo do DPPH das polpas de cagaita nas concentragdes de 25 e 50 ug/ml séo
menores que a obtida com o padrdo Trolox, nas mesmas concentragdes. Contudo, na
concentragdo de 500 ug/ml, a capacidade antioxidante das amostras foi semelhante,
demonstrando uma boa atividade antioxidante do fruto em relagcdo ao padréo. Vale

salientar que ndo houve diferenca estatistica (p < 0,05) entre as amostras CCC e CSC,

ao nivel de 5% de significancia.

Tabela 05. Capacidade antioxidante das polpas de cagaita, CCC (com casca) e

CSC (semcasca), frente ao Trolox, no ensaio DPPH, em diferentes concentracées.

25 24,20 (0,03)® 25,73 (0,06)% 92,16 (0,02)°
50 40,96 (0,02)* 33,95 (0,01) 94,42 (0,04)°
500 98,33 (0,05) 96,26 (0,03)° 99,98 (0,01)
EC50 85,25 86,83 3,07

Cada valor corresponde a média e DP (desvio padrédo), em triplicata (n = 3). ®
letras diferentes na mesma linha correspondem a diferenca significativa (p <
0,05).
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Avaliando a atividade antioxidante de nésperas (Eriobotrya japonica Lindl.),
casca e polpa, em diferentes concentracbes, Ferreres et al. (2009) encontraram
percentuais inferiores na concentragdo de 500 pg/ml, sendo, aproximadamente, 40% na
casca e 15% na polpa, sendo o fruto considerado com boa capacidade antioxidante.

Kubola, Siriamornpun e Meeso (2011) determinaram, in vitro, a atividade
antioxidante em 19 frutos silvestres. Deste grupo, 13 apresentaram uma percentagem
de descoloracdo superior a 80%, como o jambol&o (Syzygium cumini L.) e goiaba
(Psidium guajava Linn.) pertencentes a familia Myrtaceae.

Alothman, Bhat e Karim (2009) determinaram a capacidade antioxidante de
frutas tropicais (goiaba, abacaxi e banana) utilizando diferentes solventes. Pode-se
afirmar que os valores obtidos para os lotes CSC e CCC foram similares aos deste
estudo, uma vez que os resultados variaram entre 12,7% e 94,6%. Contudo,
independentemente do solvente utilizado, a maioria dos resultados (90%) encontraram-
se dentro da faixa de 52,3 — 94,6%.

A utilizacdo de parametros cinéticos pode fornecer uma compreensdo mais
aprofundada do comportamento dos antioxidantes, além de diferenciar o potencial
antioxidante de diferentes constituintes.

De acordo com o Grafico 02, pode-se verificar uma queda pronunciada nos
primeiros cinco minutos, em razdo da elevada quantidade de compostos antioxidantes
disponiveis no meio. Apds este tempo, a queda ndo foi tdo acentuada, tendendo a
linearidade. Os resultados mostram que o tempo de 30 minutos para a analise, gerou
uma curva cinética estavel da reacdo. Além disso, também demonstrou que o fruto em
questdo apresenta bom controle no sequestro de radicais livres, evitando uma queda

progressiva ao longo do tempo.
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Gréfico 02. Representacdo grafica da curva cinética da capacidade
antioxidante das polpas CCC e CSC, frente ao Trolox, no ensaio
DPPH.

4.3.2 - Método do sequestro do radical ABTS:

Neste método, a estabilidade do radical ABTS" depende da reacéo através da
qual é gerado e do solvente no qual é dissolvido. Portanto, realizou-se o controle do
radical gerado e utilizado neste ensaio. Observou-se que durante o tempo de 30

minutos, o radical manteve-se estavel (Grafico 03).

Absorbancia (734 nm)
I
S
=]

)

o ) ey /5 20 25 20

Tempo (Inminutos)

Grafico 03. Estabilidade do radical ABTS" em fungdo do tempo
com o tempo de reacdo a 734 nm.
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O tempo total de 30 minutos foi utilizado no presente trabalho como periodo de
observacdo tendo em vista que inumeros trabalhos reportam divergéncia quanto ao
tempo de medida da reacdo, geralmente variando de 2 a 30 minutos. A maioria justifica
que quanto mais rapido o antioxidante reagir com o radical, melhor sera sua atividade
antioxidante, visto que os radicais livres, no organismo, possuem meia vida muito curta
(10° segundos) (MILLER et al, 1993; RE et al, 1999; OZGEN et al. 2006;
HERNANDEZ-GARCIA et al., 2010). No presente estudo, o periodo de leitura das
absorbancias foi em intervalos de seis minutos, até que a reacao atingisse um plato.

A coloracio do radical ABTS" é azul esverdeada e a sua descoloragio pode ser

visualizada na Figura 10.

e T s B |
Figura 10. Illustracdo da descoloracdo do radical
ABTS" tilizando o fruto da cagaita como
antioxidante.

Na Tabela 06, sdo apresentados os valores médios das atividades antioxidantes
obtidas pelo método do ABTS em funcdo da curva obtida a partir de diferentes

concentrag6es do padrao de Trolox.
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Tabela 06. Capacidade antioxidante nos lotes CCC e
CSC, frente ao Trolox, no ensaio ABTS.

Amostra Atividade antioxidante total

(uM Trolox/g de amostra)

*

CCC 149,08 (+ 0,06)°

*

CSC 105,42 (+ 0,08)°

“Cada valor corresponde a média e + ao desvio padro,
emtriplicata (n = 3).

Resultados semelhantes aos dos percentuais encontrados na polpa da cagaita
come sem casca foram reportados por Vasco, Ruales e Kamal-Eldin (2008), nos frutos
de maracuja, da especie Passiflora mollissima L com, aproximadamente, 110 uM
Trolox/g de amostra. Este mesmo estudo analisou outros frutos, como ameixa,
morango, manga e goiaba, com aproximadamente 35, 20, 5 e 40 uM Trolox/g de
amostra, respectivamente, porém estes ultimos apresentaram valores inferiores na
atividade antioxidante total, pelo método do ABTS.

No Gréfico 04, pode ser observada a curva cinética do potencial antioxidante da
polpa de cagaita, com e sem casca, frente ao Trolox, no ensaio ABTS, observando-se
um decaimento mais acentuado nos primeiros 30 segundos. Concomitantemente, pode-
se observar a eficiéncia no sequestro do radical livre e comportamento semelhante, da
descoloracdo do radical ABTS", em ambos os lotes nas concentragdes de 50 e 150
po/l.

A consideracdo de parametros cinéticos por este método fornece uma
compreensdo mais aprofundada do comportamento dos antioxidantes. As diferencas no
comportamento cinético dos radicais devem ser consideradas quando se comparam
resultados de diferentes amostras e/ou métodos de sequestro do radical livre para

determinar a capacidade antioxidante.
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Gréafico 04. Representacdo grafica da curva cinética da capacidade

antioxidante das polpas CCC e CSC, frente ao Trolox, no ensaio ABTS.

4.3.3- Método Ensaio da Capacidade de Absor¢do do Radical Oxigénio (ORAC):

Os resultados obtidos na determinacdo da capacidade antioxidante in vitro dos
lotes CCC e CSC e do Trolox, avaliados no ensaio ORAC, encontram-se na Tabela 07.
Pode-se verificar que houve diferenca estatistica significativa (p < 0,05) entre os lotes
CCC e CSC e 0 padrdo Trolox. Esta diferenca pode ser decorrente do maior conteudo
lipidico presente na casca do fruto (Tabela 03), como mostrado na andlise da
composicdo centesimal, e também porque o ensaio ORAC ¢é capaz de avaliar o
sequestro de compostos hidrofilicos e lipofilicos de maneira mais eficiente que o0s

métodos anteriores.
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Tabela 07. Capacidade antioxidante das polpas de
cagaita CCC e CSC, frente ao Trolox, no ensaio ORAC.

Amostra Valor ORAC
(UM de Trolox/g)
Trolox 21,87+0,86°
CcC 13,10+0,48"
CSC 9,72+0,77°

& b ¢ Médias sequidas de letras diferentes diferem
entre si ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05).

O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2007) publicou,
como parte do Programa Nacional de Analise de Alimentos e Nutrientes, um estudo
contendo dados sobre a capacidade antioxidante de uma selecdo de 277 alimentos,
utilizando o metodo ORAC. Dentre os alimentos avaliados, encontravam-se o
grapefruit (15,48 pM de Trolox/g), goiaba vermelha (19,90 uM de Trolox/g), Kiwi
(12,10 uM de Trolox/g), uvas (11,18 pM de Trolox/g) e abacaxi (8,84 uM de
Trolox/g), os quais apresentaram valores préximos aos encontrados nas polpas de
cagaita, com e sem casca, avaliadas presente estudo.

Mais recentemente, Isabelle et al. (2010) avaliaram a capacidade antioxidante
de 38 frutas, utilizando o ensaio ORAC, e encontraram valores semelhantes aos lotes
CCC e CSC para os frutos: banana (Musa paradisiaca L.) — 9,77; kiwi (Actinidia
deliciosa) — 8,97; manga (Mangifera indica L.) — 8,48 e toranja (Citrus grandis L.
Osbeck) 10,76 uM de Trolox/g, respectivamente.

No Gréafico 05, podem ser observadas as curvas da cinética da reacdo da

capacidade antioxidante da polpa cagaita no ensaio ORAC.
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Gréfico 05. Representacdo grafica da curva cinética da capacidade antioxidante das
polpas CCC e CSC, no ensaio ORAC.

Em relacdo ao decaimento, ele é decorrente do ataque do radical livre na
fluoresceina que deixa de emitir fluorescéncia no decorrer do tempo. Os antioxidantes
presentes nas amostras tem funcdo de proteger a fluoresceina contra esse ataque. Logo,
guanto maior a area abaixo da curva de fluorescéncia (AUC), maior serd o potencial
antioxidante da fruta.

Pode-se verificar um maior decaimento nos 10 primeiros minutos,
principalmente nos lotes CCC nas trés concentragfes utilizadas, evidenciando maior
capacidade antioxidante que os lotes CSC.

Diante dos resultados obtidos, é possivel conjecturar que ha uma grande
dificuldade tanto em comparar os resultados oriundos de diferentes métodos para se
avaliar a capacidade antioxidante de um alimento, como corroborar com dados
reportados na literatura cientifica. Essas dificuldades ocorrem em razio de diversos
fatores, como a complexidade e diversidade dos compostos antioxidantes presentes no
alimento, que diferem quanto a sua polaridade, solubilidade e composigcdo, por

exemplo; e as metodologias empregadas que diferem quanto ao solvente, radical
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utilizado, mecanismo de reacdo, diferentes condicGes de analise e forma de expressdo

dos resultados.

4.4- Determinacdo dos compostos fendlicos totais:

Os contetdos dos compostos fenolicos totais encontrados nas polpas de cagaita,
com e sem casca, encontram-se na Tabela 08 e foram expressos como EAG (mg acido
galico/g amostra).

Pode-se observa a curva de calibracdo do padrdo acido galico no Gréafico 06,
cuja equacao da reta (y = 0,0213x —0,0928) foi utilizada para o célculo dos compostos
fendlicos totais como equivalentes de acido galico (EAG) (mg AG/g de amostra) nas
diferentes amostras. O coeficiente de determinacio (R?) entre X e Y no valor de 0,9967

comprovou a correlacao positiva.

Tabela 08. Conteldo de fendlicos totais das polpas de
cagaita, com e sem casca, em mg/g de amostra (+ desvio

padrao).
Amostras Polifendis Totais
(mg &cido gélico/g amostra)
CSC 9,01 (+ 0,05)
CCC 10,51 (+ 0,07)

“Cada valor corresponde a média e + ao desvio padro,
emtriplicata (n= 3).

A Tabela 08 mostra que o teor de compostos fendlicos totais é elevado em
ambas as amostras, sendo 9,01 mg/g amostra no lote de cagaita sem casca e 10,51
mg/g amostra para a cagaita com casca, ndo ocorrendo diferenca estatistica, ao nivel de

5% de significancia (p < 0,05).
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A classificacdo do fruto da cagaita foi de acordo com Vasco, Ruales e Kamal-
Eldin (2008), que avaliaram diferentes frutos e os dividiram em trés grupos de acordo
como teor de compostos fendlicos (baixo, médio e alto). No grupo dos frutos com alto
teor, encontra-se a Passiflora mollissima L, conhecido popularmente como maracujé,
com 10,10 mg EAG/g de amostra. Com teores médios, destacaram-se a goiaba
(Psidium guajava Linn.) com 4,62 mg EAG/g, a ameixa (Prunus salicina Lindl) com

4,40 mg EAG/qg e cereja (Prunus serotina var. Capuli) com 3,31 mg EAG/qg.

= 30 ¥=0,0213x-0,0928
& R =0,9967
Z 20
(§ lm T
=
S
= 000 . . . . . v
0 20 40 6 80 00 12
Concentracio (ug/ml )
& Acido Gilico

Grafico 06 - Curva padrédo de &cido galico.

Kubola, Siriamornpun e Meeso (2011) avaliaram frutos silvestres de origem
tailandesa e encontraram valores semelhantes no contelGdo de compostos fendlicos
totais para a goiaba (Psidium guajava Linn.) (10,81 mg EAG /g de amostra) e
inferiores para o jamboldo (Syzygium cumini (L.) Skeels) (4,97 mg EAG /g de
amostra).

Ao comparar 0s resultados encontrados neste estudo com os citados acima,
pode-se mencionar que o fruto da cagaita apresenta altos teores de compostos

fenélicos.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos, nas condicdes de execucdo das andlises realizadas na

presente dissertagdo, permitem concluir que:

v o fruto da cagaita, com e sem casca, apresentou bom rendimento, sendo

superior o fruto com casca;

v de acordo com o pH e acidez titulavel, o fruto pode ser considerado como

acido;

v quanto ao teor de sdlidos soluveis, ficou evidenciado que o fruto da cagaita néo

& muito doce;

v 0s minerais predominantes foram o potassio, o fésforo e 0 magnésio;

v guanto ao teor de acido ascorbico, o fruto da cagaita, com e sem casca, é rico,

em funcdo do seu aporte ser superior a 30% da IDR,;

v em relacdo a composicdo centesimal, o fruto da cagaita, com e sem casca, é
composto praticamente de agua e carboidratos, além de apresentar baixo valor

caldrico;

v os trés métodos utilizados para avaliar in vitro a capacidade antioxidante do

fruto de cagaita com e sem casca forneceram resultados satisfatorios e promissores,
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tendo o fruto com casca apresentado maior atividade antioxidante em todos os ensaios

e 0 método ORAC demonstrou ser o mais eficiente;

v a capacidade antioxidante elevada do fruto é decorrente das substancias

bioativas presentes em altas quantidades, como compostos fendlicos e acido ascérbico;

v o fruto apresentou ainda quantidades expressivas de compostos fendlicos,

sendo mais elevadas nos frutos com casca.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Como etapas do projeto de pesquisa ndo contempladas na presente dissertagéo,

algumas ainda serdo realizadas:

v Identificar e quantificar, por cromatografia liquida de alta eficiéncia, o0s

compostos bioativos presentes no fruto além do acido ascorbico;

v Estabelecer a correlagdo dos compostos bioativos com 0s ensaios que

contribuem para a capacidade antioxidante;

v Idendificar e quantificar, por cromatografia gasosa, 0s acidos graxos presentes

no fruto.

7. PRINCIPAIS CONTRIBUICOES CIENTIFICAS E TECNOLOGICAS

v O desenvolvimento desta pesquisa podera contribuir agregando valor comercial
a matéria prima, introduzindo-se novos produtos no mercado. E o beneficiamento desta
fruta constitui-se numa atividade econdmica bastante promissora, permitindo o

desenvolvimento agroindustrial da regido, elevando a qualidade de vida da populacéo;

v A caracterizacdo quimica deste fruto se torna importante para subsidiar outros
estudos, principalmente o desenvolvimento de novos produtos com caracteristicas

fisicas e quimicas e sensoriais peculiares, com elevada capacidade antioxidante.
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