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RESUMO

O estresse oxidativo esta correlacionado ao aparecimento de doencas, e pode ser
intensificado devido a exposicdo a fatores ambientais, como estresse, abuso de
drogas, radiacdo solar, poluicdo entre outros. Estudos com vegetais tém
demonstrado que os mesmos podem conter compostos antioxidantes passiveis
de remediar ou prevenir tais complicacbes. Nesse contexto o presente trabalho
avaliou a atividade antioxidante, antiglicante, fotoprotetora e verificou-se a presenca
de compostos polifendlicos dos extratos aquoso, etandlico e hidroalcodlico de frutos
de Chrysophyllum cainito L, Hancornia speciosa Gomes. e P. glomerata Berg., além
disso foram produzidas e analisadas geleias desses frutos. Compostos fendlicos
foram determinados por técnicas espectrofotométrica e HPLC (High performance
liquid cromatography). Foi verificada a presen¢a de compostos fendlicos, incluindo
flavonoides, para todos os de frutos avaliados, com destaque para os extratos de C.
cainito (casca), que apresentou os maiores valores com o extrato hidroetandlico dessa
espécie. Quanto a atividade antioxidante, novamenta a espécie de C. cainito obteve
0s mais valores entre os resultados para os diferentes testes realizados, sequestro do
radical livre DPPH, potencial redutor de ferro (FRAP - ferric reducing antioxidant
power), inibicdo da peroxidagcédo lipidica (TBARS - thiobarbituric acid reactive
substances), e sequestro do NO, entretanto os demais extratos avaliados para as
outras espécies, H. speciosa e P. glomerata também obtiveram resultados
significativos. Indicando potencial antioxidante para os frutos dessas espécies
testadas e que estao possivelmente relacionados a presencga de compostos fendlicos.
Apenas o extrato hidroetanolico (70%) de P. glomerata indicou atividade antiglicante
na concentragdo de 10mg.mL-'. Ja paras as geleias produzidas, as do fruto de C.
cainito também obtiveram resultados proeminentes tanto para os constituintes
nutricionais como funcionais, porém as de P. glomerata apresentaram maior teor de
fendis totais e resultados mais elevados de atividade antioxidante em baixas
concentragcdes. Diante dos resultados obtidos com o presente estudo € possivel
constatar que os frutos avaliados neste estudo possuem compostos com potencial
antioxidante, antiglicante (P. glomerata) e sao passiveis de processamento industrial
na forma de geleia mantendo atividade antioxidante.

Palavras-chave: Stress oxidativo. Antioxidantes. Jabuticaba. Mangaba. Geleia.



ABSTRACT

Oxidative stress is correlated with the onset of disease, and can be intensified due to
exposure to environmental factors such as stress, drug abuse, solar radiation,
pollution, among others. Studies with vegetables have shown that they may contain
antioxidant compounds likely to remedy or prevent such complications. In this context,
the present work evaluated antioxidant, antiglican and photoprotective activity and
verified the presence of polyphenolic compounds of the aqueous, ethanolic and
hydroalcoholic extracts of fruits of Chrysophyllum cainito L., Hancornia speciosa
Gomes. and P. glomerata Berg. in addition, jellies of these fruits were produced and
analyzed. Phenolic compounds were determined by spectrophotometric techniques
and HPLC (High performance liquid chromatography). It was verified the presence of
phenolic compounds, including flavonoids, for all evaluated fruits, especially the
extracts of C. cainito (peel), which presented the highest values with the hydroethanolic
extract of this species. As for the antioxidant activity, again the C. cainito species
obtained the highest values among the results for the different tests performed, DPPH
free radical sequestration, ferric reducing antioxidant power (FRAP), inhibition of lipid
peroxidation (TBARS - thiobarbituric acid reactive substances), and NO scavenging.
However, the other extracts evaluated for the other fruit species, H. speciosa and P.
glomerata also obtained significant results. These results Indicate antioxidant potential
for the fruits of these species tested and that are possibly related to the presence of
phenolic compounds. Only the hydroethanolic (70%) extract of P. glomerata indicated
antiglication activity at the concentration of 10mg.mL"". As for the jellies produced, the
C. cainito jelly also obtained prominent results for both nutritional and functional
constituents, but the P. glomerata one presented higher total phenol content and
higher antioxidant activity at low concentrations tested. In view of the results obtained
with the present study, it is possible to verify that the fruits evaluated in this study have
antioxidant potential compounds, antiglication (P. glomerata) and are passive of
industrial processing in the form of jelly maintaining antioxidant activity.

Keywords: Oxidative stress. Antioxidants. Jabuticaba. Mangaba. Jelly.



LISTA DE FIGURAS

Obs.: As figuras de 3 a 5 e 7 a 13 sao de autoria do candidato e elaboradas ao

longo do desenvolvimento deste trabalho

Figura 1 -
Figura 2 -
Figura 3 -
Figura 4 -
Figura 5 -
Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -
Figura 12 -
Figura 13 -

Reacao de Maillard (glicag&o), entre glicose e proteina..........cccccc......... 19
Estrutura basica de um flavonoide, representada pela catequina.......... 20
O abiu roxo (C. cainito) planta adulta, e seu correspondente fruto......... 22
A mangabeira (H. speciosa), arvore, e seu correspondente fruto........... 22

A Cabeludinha (P. glomerata) planta adulta, e seu correspondente

Fluxograma apresentando as concentragdes de pectina que foram
testadas e o pH ideal a ser atingido para a produgao de geleia............. 32
Resultado de MRE para os extratos etandlicos (70%) dos frutos de C.

cainito (casca), H. speciosa, P. glomerata e na concentracao

Resultado da varredura do extrato etandlico dos frutos de H. speciosa,
P. glomerata e C. cainito nas concentragdes de 500 e 1000ug.mL™" entre
os comprimentos de onda de 260 a 400NM............ccoeeeiiiiiiiiiiic e, 46
Resultado da varredura dos extratos hidroetandlico (70%) dos frutos de

H. speciosa, P. glomerata e C. cainito nas concentragdes de 500 e

1000ug.mL-" entre os comprimentos de onda de 260 a 400nm............. 46
Perfil cromatografico de extratos hidroetandlicos dos frutos obtidos por

HPLC-PAD......coiii ittt e e e s e e as 49
Geleias de C. CAlNILO............cceeeeeeeeeeeeeee et 54
s Geleias de H. SPECIOSA............cccoeeeeeeeeeee ettt 54
Geleias de P. glomerata...............ccccceeueeeeeeeeeieee e 54



LISTA DE TABELAS

Obs.: As tabelas de 1 a 14 sdo de autoria do candidato e elaboradas ao longo
do desenvolvimento deste trabalho
Tabela 1 - Dosagem de agucares redutores e totais dos extratos etandlico,

hidroetandlico de H. speciosa, P. glomerata e C. cainito pelo método

Tabela 2 - Dosagem de fendis e flavonoides totais dos extratos etandlico,
hidroetandlico e aquoso de H. speciosa, P. glomerata e C.
o2z 1 (o TSROSO 35
Tabela 3 - Atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPH (%)
dos extratos aquosos de P. glomerata, H. speciosa, C. cainito e acido as-
(o7 ] 1 o] oo TSP 37
Tabela 4 - Atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPH (%)
dos extratos etandlico e hidroetandlico (70%) dos frutos de P. glomerata,
C. cainito € Acido aSCODICO.........cuvuiiiiiiiiiiiie e 37
Tabela 5 - Inibicdo da formagao de TBARS (%) in vitro pelos extratos etandlico, hi-

droetandlico dos frutos de H. speciosa, P. glomerata, C. cainito e Tro-

Tabela 6 - Inibicao da formacao de TBARS (%) in vitro pelos extratos aquosos dos
frutos de H. speciosa, P. glomerata e C. cainito, € TroloX...........cccc......... 39
Tabela 7 - Resultados do teste FRAP expressos em yM de Trolox equivalentes dos
extratos etandlico e hidroetandlico de H. speciosa, P. glomerata, C. cainito
(3= (o1 To [0 J= 1Yo o ] 5 o] [ oo J PSPPI 41
Tabela 8 - Resultados do teste FRAP expressos em yM de Trolox equivalentes do
extrato aquoso de H. speciosa, P. glomerata, C. cainito e acido
ASCOMDICO. ... 41
Tabela 9 - Atividade antioxidante pelo método de sequestro do Oxido Nitrico (%) dos
extratos etandlico e hidroetandlico dos frutos de H. speciosa, P.
glomerata, C. cainito € rutina................ooooiiiiiiiiiiiiccc e 43
Tabela 10 - Resultados das absorbancias maximas e os respectivos comprimentos
de onda (A) dos extratos etandlico e hidroetandlico (70%) dos frutos de
H. speciosa, P. glomerata e C. CaiNito..............cccuuuememmeeeieiaiiaaaaaaann. 47
Tabela 11 - Analises fisico-quimicas das geleias extra e comum de C. cainito........ 50



Tabela 12 - Analises fisico-quimicas das geleias extra e comum de P. glomerata...51

Tabela 13 - Analises fisico-quimicas das geleias extra e comum de H. speciosa.....51

Tabela 14 - Avaliagao da atividade antioxidante pelo teste Dpph (%) das geleias
extra e comum dos frutos de C. cainito, H. speciosa e P.

GIOMEIALA. ...



LISTA DE ABREVIATURAS

Amax Comprimento de onda maxima

Amax Absorbancia maxima

AGE Produtos de glicagdo avangada

AAPH 2,2'-Azobis (2- amidinopropano) dicloridrato

AICl3 Cloreto de aluminio

ANVISA Agéncia brasileira de vigilancia sanitaria
Comissao Nacional de Normas e Padrdes para

CNNPA Alimentos

DPPH 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

DNS Acido 3 5-dinitrosalicilico

ERN Espécies reativas de nitrogénio

FRAP Poder antioxidante de reducéo férrica

HCI Acido cloridrico

FeCls Cloreto de ferro

K Potassio

Na Sadio

NaNO, Nitrato de sédio

NaOH Hidréxido de sédio

NO Oxido nitrico

PBS Tampao fosfato salino

Piv Peso por volume

RDC Resolugao da Diretoria Colegiada

RL Radicais livres

ROS Espécies reativas de oxigénio

SNP Nitruprussiato de sédio

TBARS Substancias reativas a acido tiobarbiturico

uv Ultravioleta

UV-Vis Ultravioleta-visivel



LISTA DE SIMBOLOS

Porcentagem
Grau Celsius
Centimetro
Somatoria
Mililitro
Microlitro
Milimolar
Molar
Micrograma

Potencial hidrogeniénico
Vezes



SUMARIO

1 INTRODUGAO ......cciiiririiieise e sse s ssesaesasssessesssssessssnsssssnssnsnns 15
2 REVISAO DA LITERATURA ......coiiiireren e e e sse s sssssssnsssnans 16
2.1 Estresse oXidatiVo.........coiiiiieeeiiiiniiiniricsss s s 16
2.1.1 Danos oxidativoS NO OrganiSIMO .........ccceuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 16
2.1.2 ESPECIES FEALIVAS ..vvvveii i et e et e e e e e e e e e e e eeees 16
P IRC T €1 To7= Toz= o N o] o] (=1 o= TR 17
2.2 Antioxidantes de origem vegetal ............ccccciiiiiiii 18
2.2.1 ComMPOSIOS fFENGIICOS ... e e e 19
2.2.3 Espécies com potencial para aplicagao na area antioxidante .......................... 20
2.2.4 Chrysophyllum cainito (Abiu ROXO)........ccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 20
2.2.3 Hancornia speciosa (Mangaba)...........ccuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 21
2.2.4 Plinia glomerata (Cabeludinha) ...........ccooiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 22
3 (0 1= 1 I 1Y 23
B g O € T-Y - | 23
B T == o Y=Y o3 1 o o Y- PP 23
4 MATERIAL E METODOS .....ccocoeetiueireeeesssesesseessssessssessssssessssssssssssssssessssssssns 24
4.2 Preparo dos extratos brutos ..o 24
4.2.1 Extrato hidroetanOliCO.............eeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeee et 24
4.2.2 EXrato €tanOliCO.........uueiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeee e 24
4.2.3 EXIrato @QUOSO .....uiiiiiiii it 25
4.3 Quantificagdo dos constituintes das polpas dos frutos.........cccccceeereeeeeeeeees 25
4.3.1 Dosagem de agucares redutores e totais pelo método DNS.....................o... 25
4.3.2 Dosagem de fendis totais .........coiiiiiiiiiiiie e 26
4.3.3 Dosagem de flavonoides por método espectrofotométrico....................o.ooee. 26
4.4 Atividade Antioxidante........ccccccceiiiiiiiimiii 26
4.4.1 Sequestro do radical DPPH...........coooiiiii e 26
4.4.2 Potencial redutor de ferro (Ferric Reducing Antioxidant power - FRAP) ......... 27
4.4.3 Teste da inibicdo da formacdo de TBARS...........ooriiiii e, 27
4.4.4 Atividade sequestradora de 6xido nitrico (NO)........ovvviiiiiiiiiiiiiceeee e, 28
4.4.5 Determinacao da atividade antiglicante por MRE (Mobilidade Relativa em
ElEtrOfOrESE) ... e 29

4.5 Atividade Fotoprotetora dos extratos: Determinagao do comprimento de
onda para a absorbancia maxima dos extratos dos frutos e FPS in vitro



4.6 Perfil cromatografico dos Extratos por cromatografia liquida de alta

eficiencia (HPLC-PAD).......ccooiiiiiiiiciiiiririssss s ssss s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s e s s s s s s s e e e nnsnees 30
4.7 Producgao Geleias dos diferentes frutos e avaliacao da atividade
antioXidante..........coee i e e e e e nnn e nes 30
4.7.1 ProduGa0 das geleias ..........cuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiee ettt 30
4.7.2 Avaliagao das caracteristicas fisico-quimicas e antioxidante ........................... 31
4.8 Analises estatisticas ........ccceeemiiiiiiiiiiini 32
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......cccceeiriririnesessessessessessssssssessesssssssssssssssens 33
5.1 Quantificagcao dos constituintes das polpas dos frutos .......ccccccceeiiiirrnnns 33
5.1.1 Agucares redutores e totais pelo método DNS.............ccccciiiiiiiiiic e 33
5.1.2 Fendis e flavonoides totais ...........uiiiiiiiiiieec e 33
5.2 Atividades antioXidante .........cccccceiiiiiiimmmiieciir 35
5.2.1 Sequestro do radical livre estavel DPPH.............ccoooiiiiiiiii e 35
5.2.2 Potencial redutor de ferro (FRAP) ......oovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 37
5.2.3. Inibigdo da peroxidacgao lipidica (TBARS) ......cccooiiiiiiiiiiiciee e 39
5.2.4 Sequestro do ion 6xido Nitrico (NO) .....ccevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 41
5.2.5 Determinagao da atividade antiglicante por MRE (Mobilidade Relativa em
EletrOfOrESE) .. e 42
5.3 Atividade fotoprotetora.........ccccooiiiimiiiiiici e 44
5.4 Perfil cromatografico dos extratos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC-PAD).......cu i s s s s s s s smsssssss s s s e s e s s nmnss s s s s s e s e s s nmnnnns 47
5.5 Producao de Geleia das polpas dos frutos............ccccerrremmciiiiiiirnnneeennnnnnn. 49
5.5.1 Analises fisico-quimicas das geleias..........ccccceeiiiiiiiiiiiiiciie e 49
5.5.2 Atividade antioxidante das geleias ............coiiiiiiiiiiiiiiii e 53
(T o 0 Lo I UE=7.. Yo LT 56

REFERENCIAS......ooeeeeeeeeeeeeeeesessesssesssssesssssassssnessnessssessesssssesseessnsessesssnessas 57



15

1 INTRODUGAO

Reacdes oxidativas sdo essencias a vida, pois estdo envolvidas em uma série
de processos essenciais, como nha geragcdo de energia, pela oxidagdo de
carbohidratos e [(B-oxidagdo de lipideos, algumas reag¢des tem até a finalidade da
producéo de radicais livres (RL), como as de defesa (CONNER; GRISHAM, 1996).
Em infec¢des, que séo frequentes no organismo, células do sistema imune como os
macrofagos e neutrofilos sdo capazes de liberar espécies reativas de oxigenio que
auxiliam na contencéo da infeccido e fazem parte do processo inflamatoério, porém ha
situagdes em que a presenga de RL € excessiva, sendo uma condigéo biolégica em
que ocorre desequilibrio, o stress oxidativo, relacionado a uma série de desordens no
organismo (CONNER e GRISHAM, 1996, BETTERIDGE, 2000; BIRBEN et al., 2012).

Esse quadro se caracteriza pelo aumento significativo do potencial de
reducéo no organismo, devido a um aumento na produgéo de compostos quimicos ou
oriundos de fontes exdgenas, como a poluigdo, abuso de drogas, radiagao (solar
principalmente, dieta pobre, estresse entre outros fatores (BETTERIDGE, 2000).
Esses compostos com elevado grau de reatividade em altas concentragbes sao
apenas parcialmente contidos através de sistemas bioldgicos, neutralizando-os ou
reparando danos por eles gerados como indicado por Roesler et al. (2007). Nesse
contexto pesquisas vém demonstrando que antioxidantes de origem vegetal tém muita
importancia, com destaque para compostos fendlicos, principalmente os flavonoides,
reduzindo ou até mesmo eliminando os efeitos deletérios dos processos oxidativos,
podendo assim ser intensivamente empregados na forma in natura ou na industria na
forma de diversos produtos na area de alimentos, cosméticos e farmacolégica
(ROESLER et al., 2007).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Potencial_de_redu%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Potencial_de_redu%C3%A7%C3%A3o
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Estresse oxidativo

2.1.1 Danos oxidativos no organismo

O desequilibrio entre a produgdo de RL e as defesas do organismo, quando
nao sao suficientes, gera uma condi¢gdo pode promover desordens que provocam e
contribuem tanto no processo de envelhecimento (BETTERIDGE, 2000). Essas
complicagdes bioldgicas incluem alteragdes na expressao génica, o que pode incluir
um maior estresse oxidativo oxidativo ainda gerando mutagdes, que podem culminar
em doengas como cancer, aterosclerose, hipertensdo, diabetes, sindroma de
dificuldade respiratéria aguda, fibrose pulmonar e até nefropatias (ROESLER et al.,
2007, BIRBEN et al., 2012). Essas muta¢des se acumulam no material genético, e
comega ocorrer uma redugdo dos reparos gendmicos, dessa forma vai se
aumentando, a quantidade de biomoléculas oxidadas como proteinas, carboidratos,
lipideos, esscenciais no funcionamneto do organismo, € uma reagdo em cadeia lenta,
porém muito danosa (BETTERIDGE, 2000; SOSA et al. 2013; ROESLER et al., 2007).

2.1.2 Espécies reativas

Os RL séao principalmente representados por duas classes, pelas espécies
reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (ERN), se caracterizando por atomos ou
moléculas que apresentam elétrons ndo pareados. Os principais representantes do
grupo dos ROS sao: o anion superoxido (O2™), peroxido de hidrogénio (H202),
lipxoperoila (LOQO") e hidroxila ("OH); Os grupo dos ERN sao: o 6xido nitrico (NO°) e o
anion peroxinitrito (ONOO") (BETTERIDGE, 2000). Ha também ainda outras formas
de radicais livres, compostos ou elementos com instabilidade eletronica, como os
metais de transig¢ao, esses elementos, pela sua instabilidade, sdo capazes de gerar a
lesbes celulares, ou media-las, como a peroxidacédo de lipideos e a oxidagao de
proteinas, o que nesse caso consequentemente pode gerar a inutilizagcdo de
enzimatica essencial ao metabolismo, ativacao excessiva de genes pro-inflamatorio,
como interleucinas, danos ao DNA, desse modo gerando um aumento do risco de
cancer (SNYDER et al., 1992; BETTERIDGE, 2000).
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2.1.3 Glicagao proteica

Outro processo que promove aumento no estresse oxidativo € a glicagéo. Este
processo € gerado por agucares redutores que se ligam em proteinas, por meio de
reacdes complexas, denominadas de reacdes de Maillard. O resultado final da
glicacéo € uma classe de compostos modificados denominados produtos de glicagéo
avancada (AGE). Tais compostos estdo relacionados as alteragbes do nivel de
citocinas, horménios e radicais livre, contribuindo com a formacdo de cataratas,
retinopatia, nefropatias e especialmente doengas vasculares (GOLDIN et al., 2006).

Essas reagdes sao frequentes em alimentos como no préprio organismo, neste
alteram a estrutura das proteinas e podem ser prejudiciais. Porém em certos casos
sao reacgdes funcionais do organismo, estao relacionadas a conformacéo da estrutura
quaternaria adequada de proteinas, como enzimas, importante para adesao entre as
células do organismo e principalmente, estdo relacionadas ao sistema imune, quase
todas as moléculas envolvidas na resposta imune inata e adaptativa séao
glicoproteinas, que sem as reagdes de glicacdo, se manter vivo, para qualquer
organismo, seria inviavel (RUDD et al. 2001).

A reacao de Maillard é influenciada por uma série de fatores, sao favoraveis a
esse tipo de reagao, pH basico, temperaturas elevadas, acima de 40°C, atividade de
agua entre 0,4 e 0,7 e a presenga de metais de transigdo com Cu?* e Fe?*, pois
catalisam o processo (HODGE, 1953; FINOT, 2005). Como apresentado por Hodge,
(1953) e Nursten (2005) essa reagao pode ser didaticamente em trés fases, inicial,
intermediaria e final. Na fase inicial ocorre a combinagao de um grupamento carbonila
de agucar redutor com a amina de uma proteina, os chamados produtos de Amadori,
o primeiro produto estavel, mas incolor (Figura 1). Na intermediaria, os produtos de
Amadori originam uma série de reagbes de desidratacdo, enolizacdo e
retroaldolizagdo, o que resulta em compostos dicarbonilicos, redutonas, derivados do
furfural e produtos da degradacdo de aminoacidos, com isso, € possivel verificar a
presenca de fluorescéncia e de absorgcao de radiagao na regido do ultravioleta. Na
ultima fase, compostos muito reativos, os dicarbonilicos reagem com residuos da
degradacao da proteina, como o aminoacido lisina, e forma compostos estaveis, com
coloragcdo marrom, degradagado, polimerizagdo e cross-linking proteico, sendo

irreversivel, esses compostos absorvem na regido UV e sao capazes de emitir
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fluorescéncia, o que auxilia na deteccdo. Esse processo além de ser considerado
oxidativo, de certa forma, também contribui na geracédo de espécies reativas, como o
anion-radical superéxido (O27) (HODGE, 1953; YIM et al. 1995; NURSTEN, 2005 ;
SHIBAO e BASTOS, 2011).

Figura 1 - Reacgéo de Maillard (glicag&o), entre glicose e proteina

cHo cunu—~_ FHgNH_O IC‘H;NH_Q

1T — | — -

(CHOH), + NH, —Q &= (CHOH), =0 C=0

I | - —

CH,O CH,OH I(CHOH)3 OH
CH,OH

Glicose Proteina Base de Schiff  Produtos de Amadori AGEs

Fonte: Adaptado de Bierhaus et al. (1998)

Pesquisas vém demonstrando que antioxidantes de origem vegetal tém muita
importancia para combater o estresse oxidativo e a glicagdo, com destaque para sua
composi¢cao em compostos fendlicos, reduzindo ou até mesmo eliminando os efeitos
deletérios dos processos oxidativos, podendo assim ser intensivamente empregados

na industria de alimentos, cosmética e farmacéutica (ROESLER et al., 2007).

2.2 Antioxidantes de origem vegetal

Estudos tém demonstrado uma relagao inversa entre o consumo de vegetais,
na forma de frutas, legumes e cereais, e a incidéncia de doencgas degenerativas, como
cardiaca coronariana e certos tipos de cancer (SHAHIDI, 1996; ROESLER et al.,
2007). A atividade antioxidante relacionada a compostos de origem vegetal, atuando
quimicamente como redutores, ou doadores hidrogénio e elétrons relaciona-se a
neutralizagao de radicais livres (RICE-EVANS et al. 1997). Somado a isso, ha ainda
possibilidade de aplicar tais potencialidades no desenvolvimento sustentavel,
aproveitando as caracteristicas regionais, de forma a solucionar dificeis problemas,
em nivel econdmico, social e ambiental, preservando a riqueza bioldgica do pais e

oferecendo maior qualidade de vida a essas populacoes.
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2.2.1 Compostos fendlicos

As substancias fendlicas, produtos do metabolismo secundario dos vegetais,
sado caracterizados por apresentarem, em sua estrutura, pelo menos um anel
aromatico com hidroxilas, e por ser uma classe extensa de antioxidantes que
desempenham fung¢des de protetoras nos vegetais (SROKA e CISOWSKI, 2003).
Como indicado por Soares (2002) compostos fendlicos podem divididos em dois
grandes grupos: os flavonoides, incluindo derivados e os acidos fendlicos (acidos
benzoico, cindmico e seus derivados) e cumarinas.

Os flavonoides possuem uma estrutura basica formada por C6-C3-C6, com trés
estruturas em anel (A, B e C) (Figura 2) e varios grupos funcionais hidroxilas ligadas,
a partir dessa estrutura basal, sdo inuUmeros os compostos formados, incluindo
antocianidinas, flavonas e flavondis, principalmente, além do mais é possivel ainda
ligagdo com agucares em alguns casos, formando compostos glicosilados o que influi
na funcionalidade desses, tornando-os mais soluveis em agua, porém menos reativos
frente a radicais livres (RICE-EVANS et al., 1997; SOARES, 2002). Esse grupo de
compostos, os flavonoides, possui destaque em relacdo a atividade antioxidante
devido a habilidade de doar hidrogénio e elétrons, desse modo neutralizando radicais
livres e quelando de metais crucial na prevencgéo da geragao de radicais que danificam
as biomoléculas do organismo (CHEUNG et al., 2003). Entretanto esses compostos
nao sdo os unicos com agao antioxidante de origem vegetal, ha outras classes de
antioxidantes, como a dos carotenoides, que sao pigmentos de variadas coloragdes
(amarelas, laranja e vermelhas), lipofilicos, devido as longas cadeias carbénicas e
pela presenca de multiplas ligagbes duplas conjugadas, podem ser encontrados
desde animais e vegetais, até fungos (CARDOSO, 1997; STAHL E SIES, 2003).

Figura 2 - Estrutura basica de um flavonoide, representada pela catequina
catechin

Fonte: adaptado de Rice-Evans et al, (1997)



20

2.2.3 Espécies com potencial para aplicagao na area antioxidante

Nesse contexto, as opgdes para a produgao de riquezas naturais sao diversas,
uma delas a exploracdo de frutos, 6leos e resinas, podendo ser fonte de produtos
alimenticios, cosméticos, farmacéuticos e até biocombustiveis. Algumas espécies
vegetais frutiferas, apesar da qualidade e sabor de seus frutos, sdo negligenciadas
por falta de conhecimento de seus potenciais, sendo seus frutos sdo caracterizados
como frutos alimenticios ndo convencionais. As plantas frutiferas, C. cainito (Abiu
roxo), H. speciosa (Mangaba) e P. glomerata (cabeludinha) destacam-se por serem
fortes candidatas a utilizacdo e exploragao sustentavel, uma vez que produzem frutos
de excelente qualidade e passiveis de serem aproveitados em diversas areas
industriais (POTT e POTT,1994; LUO et al., 2002; SERAFIN et al., 2007).

2.2.4 Chrysophyllum cainito L. (Abiu Roxo)

Pertencente a familia Sapotaceae, conhecido popularmente como abiu roxo, é
encontrado na América Central, na regiao Amazoénica, Antilhas, incluindo o Haiti, Cuba
e na América do Norte. Embora pouco explorado comercialmente, o abiu é fruto
bastante consumida nos trépicos na forma in natura. No Brasil seu consumo é mais
difundido nos estados da regidao Norte. A polpa do fruto é de paladar agradavel,
gelatinosa e doce, e pode ser consumido também na forma de doces (compotas).
Essa espécie possui diversas aplicagdes populares, entre elas estdo Infusbes das
folhas, utilizados contra a diabetes e reumatismo articular (BONING, 2006). Estudos
fitoquimicos preliminares demonstraram que essa espécie possui diferentes
compostos polifendlicos, com possivel atividade antioxidante, incluindo entre estes os

glicosidicos, os flavondis e acido galico (LUO et al., 2002).
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Figura 3 - O abiu roxo (C. cainito), planta adulta, e seu correspondente fruto

Fonte: Autor

2.2.3 Hancornia speciosa Gomes. (Mangaba)

Conhecida popularmente como “mangaba”, da familia Apocynaceae, € uma
planta de porte arbustivo, com ocorréncia nas areas de cerrado do Centro-Oeste e
nas areas costeiras do Nordeste. Possui caule rico em latex, flores alvas e frutos
suculentos, os quais sdo muito apreciados para consumo in natura ou para o preparo
de doces, sucos e sorvetes. Nas utilizacdes populares dessa espécie, destacam-se
dores nos rins, na forma de solugao aquosa e latex € utilizada para tratar infecgdes
pulmonares, hipertensdo e dermatoses, o latex obtido a partir do tronco é utilizado
para o tratamento de doencgas relacionadas com a infecgéo fungica, tuberculose, e
Ulceras, para tratamento da acne e verrugas e certos tipos de inflamacao (POTT e
POTT,1994). Tem sido relatado que os flavonoides, catequinas, proantocianidinas,
taninos e estdo presentes na casca de H. speciosa e, assim como, esteroides,
triterpenos, e taninos estao presentes nas folhas (MORAES et al., 2008). E o fruto

dessa planta destaca-se por possuir vitamina C (POTT e POTT,1994).

Figura 4 - A mangabeira (H. speciosa), arvore, e seu correspondente fruto

Fonte: Autor


https://pt.wikipedia.org/wiki/Apocynaceae
http://www.cerratinga.org.br/mangaba/
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2.2.4 Plinia glomerata Berg. (Cabeludinha)

Também conhecida pelos sinbnimos Myrciaria glomerata, Eugenia cabelluda e
Eugenia tomentosa, P. glomerata € uma planta nativa brasileira, amplamente
distribuida no sul do Brasil, sudeste e sul de Minas Gerais (SERAFIN et al., 2007).
Apesar de possuir um fruto apreciado na alimentagdo, sdo escassos os trabalhos
sobre essas espécies. A espécie arborea é pequena tem aproximadamente 3-4 m de
altura (PACHECO-SILVA et al., 2016). O fruto comumente chamado de
"Cabeludinha", devido a sua aparéncia peluda, é arredondado, maduro tem uma
coloragdo amarela, eo seu peso médio € de cerca de 4 g com elevado teor de acido
ascarbico. E suculenta, agradavel e ligeiramente acida (SOUBIHE SOBRINHO et al.,
1955). Estudos recentes estdo destacando suas propriedades analgésicas e
antimicrobianas (SERAFIN et al., 2007).

Figura 5 - A Cabeludinha (P. glomerata) planta adulta, e seu correspondente fruto

z =T AR = o

Fonte: Autor

Diante do exposto, o estudo de espécies vegetais frutiferas ndo convencionais
e de utilizagao regional torna-se importante visto que o acumulo de dados sobre suas
potencialidades nutricionais, terapéuticas e cosmetolégicas podem favorecer a
obtencdo e a utilizagcdo de novas fontes de compostos ativos aplicados a estas
diferentes areas, além de refletir em beneficios socioeconémicos e ecologicamente
sustentaveis (CHANDRA et al., 2016).
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade antioxidante e quantificar
compostos fenodlicos de extratos e geleias de frutos alimenticios ndo convencionais
(Chrysophyllum cainito L., Hancornia speciosa Gomes. e Plinia glomerata Berg.) para

possivel aplicacdo na industria farmacéutica, cosmética e alimenticia.

3.2 Especificos

- Realizar a extragdo aquosa, etandlica e hidroetandlica (etanol 70%) dos frutos
das trés espécies;

- Quantificar e determinar a presenca de fendis, flavonoides totais e acucares
dos extratos por técnicas espectrofotométricas;

- Determinar o perfil dos compostos fendlicos nos extratos por HPLC;

- Avaliar o potencial antioxidante dos extratos, por meio dos testes DPPH,
TBARS, sequestro de NO e FRAP;

- Estabelecer um método de produgao de geleias com os frutos, e avaliar cons-
tituintes fendlicos e potencial antioxidante por DPPH delas;

- Avaliar o potencial fotoprotetor dos extratos por espectrofotometria;

- Avaliar potencial antiglicante dos extratos pelo método de MRE.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e processamentos dos frutos

Os frutos foram coletados de espécimes cultivados e mantidos no Campus da
Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis (Unesp/Assis). A identificacao foi realizada
no herbario do Departamento de Ciéncias Biologicas da FCL-Assis (UNESP) e um
exemplar de cada espécie depositado como testemunha (C. cainito n°® 01126; H.
speciosa n° 01125; P. glomerata n°® 01124).

Os frutos foram escolhidos de acordo com o estado de maturacido, foram
coletados de trés individuos e acondicionados em caixa de poliestireno expandido
devidamente arejado com temperatura aproximada de 16 °C. Os frutos foram
descascados e despolpados, e as polpas foram congeladas a -18 °C para produgéo

de extratos e geleias.

4.2 Preparo dos extratos brutos

4.2 1 Extrato hidroetandlico

A polpa congelada foi liofilizada, obtendo-se uma massa seca, ap6s trituragao
foi utilizada para extragao. Os extratos hidroetandlicos das polpas foram preparados
na proporgao de 1:10 (p/v) de solucéo de etanol PA a 70 % em agua destilada, por
maceragao mecanica ao abrigo da luz por 24 h. Apds este periodo o extrato obtido foi
fitrado a vacuo e o residuo da polpa reextraido por duas vezes. Os volumes
resultantes das trés extragdes foram reunidos e concentrados em rotoevaporador sob
pressao reduzida para eliminagdo completa do alcool e em seguida, o extrato aquoso
resultante foi congelado a -18°C, posteriormente foi liofilizado para eliminagao da agua

e obtencgao do extrato seco.

4.2.2 Extrato etandlico

A polpa liofilizada foi macerada em agitagdo mecanica por 24 h em temperatura
ambiente com etanol na proporgao de 1:10 (p/v), logo apds, o extrato resultante foi
filtrado a vacuo e os residuos da polpa foram extraidos novamente por duas vezes.

Os volumes resultantes das trés extracdes foram reunidos e levados ao
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rotaevaporador sob pressdo reduzida para eliminagdo completa do alcool e

posteriormente em uma estufa de ar circulante para secagem a 25 °C.

4.2.3 Extrato aquoso

A polpa fresca foi triturada e em seguida pesada 25 g e adicionada a um baldo
volumétrico completando o volume para 100 ml. Logo apés, esta mistura foi submetida
a agitacdo mecanica, com auxilio do agitador magnético por 30 min, para extragao.
Em seguida a solugéo foi submetida a filtragem em papel filtro com poros de até 14

Mm, logo em seguida a solugao de extragao foi utilizada para os testes.

4.3 Quantificagao dos constituintes das polpas dos frutos

4.3.1 Dosagem de agucares redutores e totais pelo método DNS

Para a determinagao de agucares foi utilizado o método utilizado foi DNS (acido
3 5-dinitrosalicilico), para tanto foi estabelecido uma curva padréao de D-glicose para
estabelecer a quantidade de agucar em cada amostra. Para determinacdo de
agucares nas amostras, os mesmos foram diluidos em agua, em seguida
centrifugados a 3500rpm por 20 min. em sequéncia retirada uma aliquota do
sobrenadante para o teste de determinacéo.

Para a determinacdo de acgucares redutores foram adicionados 500 pl da
amostra, 500 ul do reagente DNS, sob agitacdo, logo apdés foi mantido a
aproximadamente 100 °C por 5 min. e seguido de resfriamento em banho de gelo.
Apds resfriamento, foi adicionado 8 mL da solugdo de tartarato de Nae K 15,1 g.L"e
as absorbancias foram determinadas a 540 nm no espectrofotdmetro. Para a amostra
controle (Branco) foi utilizado 500 yl de DNS, 500 ul de agua destilada e 8 ml da
solugao tartarato de Na e K. O teste foi realizado em triplicata (BOBBIO e BOBBIO,
2005).

Para determinacao de agucares totais foi necessario realizar a hidrélise dos
extratos. A hidrdlise foi realizada utilizando 2,0 mL do sobrenadante da solucéo de
extrato centrifugado, adicionado 2,0 mL de HCI 2N, seguido de aquecimento em
banho-maria em ebulicdo por 10 minutos e subsequente resfriamento em gelo, logo

apos foi acrescido 2,0 mL de NaOH 2N sob agitacdo. Apds estes procedimentos a
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dosagem de acgucar foi realizada pelo método do DNS, seguindo os mesmos

procedimentos da determinacéo de agucares redutores.

4.3.2 Dosagem de fendis totais

O método utilizado para a determinacdo dos compostos de fendis totais foi o
de Folin-Ciocalteu, acido galico foi utilizado como padréo para as dosagens, € 0s
resultados foram expressos em acido galico equivalentes (AGE). A cada 0,5 mL de
amostra (extrato) foram adicionados 5 mL de agua destilada e 0,25 mL do reagente
de Folin-Ciocalteu (molibdato, tungstato e acido fosférico). Apés 3 min foi adicionado
1 mL de solucdo de Na,COs3 saturada a 10 % e a mistura armazenada por 1 h. A
absorbancia foi medida a 725 nm usando um espectrofotdmetro UV-Vis. Todos os

testes foram realizados em triplicata.

4.3.3 Dosagem de flavonoides por método espectrofotométrico

A dosagem dos flavonoides totais dos extratos foi realizada por meio de
espectrofotometria UV-Vis, de acordo com a metodologia proposta por Zhishen et al.,
(1999), que é baseada na complexagao dos flavonoides com AICIl3, ocorrendo o
deslocamento das bandas de absorgdo para maiores comprimentos de onda. Uma
aliquota de 250 uL dos extratos foram misturados com 1,25 mL de agua destilada e
75 pL de uma solugcdo de NaNO2 a 5 %. Apdés 6 min, 150 yL de uma solugéo de
AICI3/H20 a 10 % foi adicionada a solugéo reagente. Decorridos 5 minutos, 0,5 mL
uma solucao de NaOH 1M foi adicionada e entdo o volume total foi completado com
2,5 mL de agua destilada. As amostras foram agitadas em vortex por 1 min e as
absorbancias foram mensuradas a 510 nm. Todos os testes foram realizados em

triplicata e os resultados expressos em equivaléncia ao flavonoide rutina (RE).

4.4 Atividade antioxidante

4.4.1 Sequestro do radical DPPH

A atividade sequestradora do radical DPPH foi realizada de acordo com Brand-
Williams, (1995). Uma aliquota de 1 mL de solugao tampéao de acetato (pH 5,5 e 100

mM) e 1,25 ml de etanol P.A. foram misturados, em seguida, foi adicionada 250 ul de
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solugado de DPPH (500 pM) e 50 pl das amostras com extrato diluido. A mistura foi
agitada e permaneceu em repouso por um periodo de 30 min em ambiente de pouca
luminosidade. A reagcao de sequestro do ion DPPH foi determinada por mensuracao
da absorbancia a 517 nm em espectrofotdmetro. Todas as determinacdes foram
realizadas em ftriplicata. A atividade sequestradora do radical DPPH foi expressa em
porcentagem sendo calculada de acordo com a seguinte equacgdo: Atividade
antioxidante (%) = [(Acontrole — Aamostra)/Acontrole] X 100, onde Aamostra € @ absorbancia das
amostras apos 30 min e Acontrole € @ absorbéancia do controle (contém tudo exceto a
amostra). Acido ascérbico 150 uM foi utilizado como controle positivo. Para os extratos
com maior atividade foi determinada a EC50 (concentragao eficiente), para tanto, a
ECS50 foi calculada a partir de uma curva de regresséo linear, obtida plotando-se na

abscissa as concentragdes da amostra, e na ordenada, a porcentagem de atividade.

4.4.2 Potencial redutor de ferro (Ferric Reducing Antioxidant power - FRAP)

Para a determinacido da capacidade antioxidante por meio do teste FRAP foi
utilizada a metodologia descrita por Benzie e Strain (1996) baseada na capacidade do
composto antioxidante em reduzir o Fe (1) em Fe (ll). No escuro o reagente FRAP foi
preparado com 25 mL de tampé&o acetato (300 mM / pH 3.6), 2,5 mL de TPTZ (2,4,6-
Tris(2-pyridyl)-s-triazine) (10 mM) em solucdo de HCI (40 mM) e 2,5 mL de FeCl3 (20
mM). Foram misturados 90 pL das amostras em diferentes concentragdes com 270
ML de agua ultrapura e 2,7 mL do reagente FRAP. Em seguida, foram agitados em
vortex e mantidos em banho-maria por 30 min a 37 °C. Depois de resfriadas as
amostras e controle positivo (acido ascorbico) foram lidas a 595 nm em
espectrofotometro UV- visivel. Uma curva de calibragcdo padrdao foi construida
utilizando-se Trolox e os resultados foram expressos em uM de Trolox equivalente
(TE) pelas concentragdes analisadas. As determinagbes foram realizadas em

triplicata.

4.4.3 Teste da inibicao da formacao de TBARS

A determinacgao do conteudo de substancias reativas com o acido tiobarbiturico
(TBARS) foi realizada para quantificar o nivel de inibicdo da peroxidacéo lipidica de

acordo com metodologia descrita por Costa et al. (2013). Gema de ovo foi utilizada
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como substrato lipidico, sendo homogeneizada (1%, p/v) em tampé&o fosfato 50 mM
(pH 7,4). Deste homogeneizado, 0,5 ml foi sonicado com 0,1 mL dos extratos ou
controle positivo (Trolox 140 ug.ml'). A peroxidagao lipidica foi induzida pela adigéo
de 0,1 mL de solugdo de 2,2’-azobis-2-amidinopropano (AAPH; 0,12 M), durante 30
min a 37 °C. Apds o resfriamento, foi adicionado 0,5 mL de acido tricloroacético (15
%) e 0,5 mL de acido tiobarbitarico (0,67 %) e aquecida a 97 °C por 15 min. As
amostras, entdo, foram centrifugadas com 1 ml de n-butanol a 1200rpm durante 10
minutos. Apos o resfriamento, as absorbancias dos sobrenadantes dos tubos foram
medidas a 532 nm utilizando um espectrofotdometro. Os resultados foram expressos
em porcentagem de TBARS: (Acontrole-Aamostra/Acontrole)X100. Onde Acontrole € @
absorbancia do controle (contém tudo exceto a amostra) e Aamostra € @ absorbancia
das amostras com extrato ou controle positivo. Para os extratos com maior atividade
foi determinada a EC50 (concentragéo eficiente), para tanto, a EC50 foi calculada a
partir de uma curva de regressao linear, obtida plotando-se na abscissa as

concentragdes da amostra, e na ordenada, a porcentagem de atividade.

4.4.4 Atividade sequestradora de 6xido nitrico (NO)

A atividade sequestradora de radical NO foi determinada utilizando
nitroprussiato de sodio (SNP) como doador de NO de acordo com Marcocci et al.
(1994). Uma mistura reacional contendo solu¢ao de SNP (10 mM) em tampao de
fosfato (PBS) (20 mM, pH 7,4) com ou sem diferentes concentragbes de amostra
foram incubados a 25 °C por 150 minutos. O NO gerado pelo SNP reage com o
oxigénio para produzir ions nitrito que foram mensurados pelo reagente Greiss
(sulfanilamida 1% em H3PO4 5% e cloridrato de naftiletiienodiamino 0,1%). Apds o
periodo de incubacéo, 1ml da mistura incubada foi misturada com 1 mL de reagente
Greiss. A absorbancia das solugdes foi medida a 542 nm. O nitrito gerado na presenca
e auséncia da amostra foi estimado utilizando uma curva padrao de nitrito de sédio. E
o resultado foi calculado pela seguinte formula: Atividade sequestradora (%) =
((INO2]controle = [NO2]amostra)/[NO2]controle)X100. Onde, NO2]controle € @ concentragdo de
NO2 do controle (sem amostra), € [NOz]amostra € @ concentragéo de NO2 da amostra no
teste. Para os extratos com maior atividade foram determinadas foi determinado a

EC50 (concentragao eficiente), para tanto, a EC50 foi calculada a partir de uma curva
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de regressao linear, obtida plotando-se na abscissa as concentra¢gdes da amostra, e

na ordenada, a porcentagem de atividade.

4.4.5 Determinacéo da atividade antiglicante por MRE (Mobilidade Relativa em

Eletroforese)

Para determinagéo da atividade antiglicante, o método utilizado foi adaptado de
Ledesma-Osuna et al. (2008). Para tal, 600 pl de diluigdo de extrato na concentragao
de 10 mg.mL" ou 600 ul de aminoguanidina (22,1 mg.mL',) (controle), foram
misturados com 600 pl de BSA (30 mg.ml"), 600 ul de Ribose (200 mg.mL") e 1,5 mL
de tampéo fosfato de potassio (0,01 M, pH 8,0). Em seguida as amostras foram
aquecidas a 40°C por 2 dias. Apds 0 aquecimento, as amostras foram dialisadas para
remover 0s sais e agucar nao ligado e mantidas congeladas a -20 °C até a sua
utilizacao, tratamentos foram realizadas em duplicata. BSA nao tratado (Sem Ribose)
foi utilizado como controle. Umas aliquotas das amostras foram analisadas em SDS-
PAGE, com gel de corrida a 10% e empacotamento 4%. Apds a finalizagdo da
eletroforese, os géis foram revelados por Coomassie-Blue (R-250). A mobilidade
relativa em eletroforese foi definida como a taxa de distancia migrada da origem pelo

BSA com diferentes tratamentos versus BSA nao tratado ou controle.

4.5 Atividade Fotoprotetora dos extratos: Determinagdo do comprimento de

onda para a absorbancia maxima dos extratos dos frutos e FPS in vitro

Para determinacdao do comprimento de onda (Amax.) e da respectiva
absorbancia maxima (Amax.), os extratos etandlicos e hidroetandlicos (70 %) secos
foram diluidos em alcool etilico absoluto PA e foi realizada a varredura entre os
comprimentos de onda de 260 a 400nm em espectrofotdmetro com cubeta de quartzo
(1,0 cm caminho 6ptico), para verificar a absor¢ao nas regides ultravioleta A e B (UVA
e UVB) e os picos de absor¢ao no intervalo medido. Foi utilizado o alcool etilico
absoluto PA como branco e o experimento foi realizado em triplicata de acordo com
metodologia descrita por Violante et al., (2009).

Para a determinagao do FPS in vitro para o extrato de maior que apresentou
maior absorbancia no intervalo de UV, foi utilizado o método desenvolvido por Mansur
et al., (1986). Como veiculo foi utilizado etanol PA, no qual o extrato foi dissolvido na
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concentragdo de 2 mg.mL" e realizado varredura do extrato por espectrofotémetro
UV/VIS s em cubeta de quartzo de 1,0 cm caminho 6ptico, na faixa de 290 a 320 nm

com intervalos de 5nm. As absorbancias obtidas serdo adicionadas na equacéao

110

(Mansur, 1986), FPS = FC x “290x EE x | x Abs, onde: FPS= fator de protecao solar.
FC= fator de correcao (10). EE = efeito eritemogénico da radiagdo de comprimento de
onda. | = intensidade da luz solar no comprimento de onda. Abs = absorbancia da
solugao do extrato. O alcool etilico absoluto foi utilizado como branco e o experimento
foi realizado em triplicata. Os resultados foram expressos como a média e o desvio

padréo.

4.6 Perfil cromatografico dos Extratos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC-PAD)

A andlise cromatografica foi realizada em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC Simadzu®, analitica, binaria), composta por duas bombas LC-10AD
equipadas com um degaseificador DGU-20A3R, um amostrador automatico SIL-10A
e detector PAD (photodiode array detector) SPD-M10A. Os cromatogramas foram
obtidos em fase reversa, utilizando uma coluna Phenomenex Luna-C18 com
dimensodes de 250x4,5 mm e tamanho de particula médio de 5 um. Para isso 30 mg
de extratos foram dissolvidos em metanol a 95% (agua) (menor volume viavel), depois
injetados num cartucho C18 e eluidos com 3 ml de metanol a 95% (agua), depois
concentrou-se 1 ml desta solugdo num evaporador rotativo. Em seguida, as amostras
concentradas foram dissolvidas em metanol a 95% (agua) na concentracao de 10
mg.mL" e filtradas com filtro de seringa com tamanho de poro de 0,45 uym. Em
sequéncia, utilizou-se o modo de eluicdo em gradiente, variando a composi¢gao da
fase mével de 5% a 100% de metanol em agua ao longo de 40 minutos por amostra.

A gama de aquisicao utilizada no detector PAD foi de 190 a 800 nm.

4.7 Producgao geleias dos diferentes frutos e avaliagao da atividade antioxidante

4.7.1 Producéao das geleias

Foram pesadas duas amostras de polpa congelada e triturada, 50 g para
producdo da geleia extra e 40 g para obtencdo da geleia comum, em seguida

adicionada a um Becker para cocc¢ao, no qual foi aquecida a temperatura de 70 °C e
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adicionada 50 g de agucar para a obtencao de geleia extra e 60 g de agucar para
geleia comum, metodologia realizada conforme parametros determinados pela
Resolucdo - CNNPA n° 12, de 1978 (ANVISA, 1978). A seguir, a temperatura foi
ajustada para 100°C, com sobre agitagdo constante durante a cocgédo. O tempo de
cocgéo foi determinado em fungéo do grau Brix, quando a geleia atingiu 60 °Bx foram
adicionados a pectina e o acido citrico, e permaneceu sob cocgéo até atingir 65 °Bx.
Para atingir o ponto de geleia foram considerados outros 2 parametros, concentragao
de pectina adequada para cada material (0,5, 1 ou 1,5% ) e ajuste acidez para pH 3,0
com o auxilio de acido citrico (Figura 6).

ApOs a cocgao a geleia ainda quente foi envasada em embalagens de vidro
com capacidade para 100 g, previamente esterilizadas a 121 °C por 15 minutos e
fechadas com tampa de metal. Em seguida foram resfriadas a temperatura

aproximada de 40 °C e estocados em refrigeragao.

Figura 6 - Fluxograma apresentando as concentra¢des de pectina (0,5, 1,0 e 1,5%)
que foram testadas e o pH ideal a ser atingido para a produgéo de geleia

Fonte: Adaptado de Rauch (1965)

4.7.2 Avaliagao das caracteristicas fisico-quimicas e antioxidante

O rendimento da producao de geleia foi determinado por meio da razéo entre a

massa de geleia e a massa de polpa e agucar, calculado da seguinte maneira: R =



32

(Mgeleia/Mpolpa + Acgucar ) x 100. Onde: R= Rendimento; Mgeleia= massa de geleia
obtida; Mpolpa + agucar= massa de polpa e o acucar adicionado para fabricacéo da
geleia.

Os acgucares redutores e totais das geleias foram determinados pelo método
DNS de de acordo com o descrito noitem 1. 3. 1, a determinacao de fendis totais pelo
método Folin ciocalteau como descrito no item 1. 3. 2, ja para a avaliagao antioxidante
foi utilizado teste DPPH conforme descrito no item 1. 4. 1. Para realizacdo desses
testes as geleias foram diluidas na concentragdo desejada, mantidas sob agitagao
durante 20 min e filtradas, as solugdes resultantes foram filtradas em papel filtro com
poros de até 14 uM (FALCAO et al, 2007). Para cada teste foi utilizado 3 amostragens,

sendo que cada uma foi realizada em triplicata.

4.8 Analises estatisticas

Para os resultados obtidos foram avaliados por meio da Analise de Varancia
(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey a 5%, como post hoc teste. Para tais analises

foi utilizado o software estatistico BioEstat 5.0.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Quantificagcao dos constituintes das polpas dos frutos

5.1.1 Acucares redutores e totais pelo método DNS
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As concentragdes de acucares determinada pelo método DNS nos extratos

etandlico e hidroetandlico e aquoso dos frutos de C. cainito, H. speciosa e P.
glomerata estao apresentaram na Tabela 1. Foi observado um maior valor de agucar
total para a extrato hidroetandlico da polpa de C. cainito (858,67 mg.g™”' de extrato
seco) e aglcar redutor para o extrato etandlico fruto de P. glomerata (582,92 mg.g™

de extrato seco).

Tabela 1 - Dosagem de acgucares redutores e totais dos extratos etandlico,

hidroetandlico e aquoso de H. speciosa, P. glomerata e C. cainito pelo

método DNS
Eruto Etandlico® Hidroetandlico® AquosoP
Redutor Totais Redutor Totais Redutor Totais
C. cainifo/Casca  514,65+9,04  661,7912,22 334,40 +4,34 605,64+9,04 28,12+1,46 205,72+3,20
C. cainito/Polpa 567,25 +3,57 617,46+8,04  306,02+10,44 858,67+11,80 90,02+3,02 340,03+7,93
H. speciosa 359,51+9,33  398,42+7,69 576,12+7,97 794,77+11,96 93,87+7,09 277,0816,02
P glomerata 582,92 +6,57  766,70%4,55 574,05+4,82  659,2048,78 64,32+0,36 157,18+1,26

Fonte: Autor

a: resultados expressos em mg por grama de extrato seco
b: resultados expressos em mg por grama de fruto fresco

De acordo com as analises realizadas, em sua maior parte, acucares
representaram mais de 50 % da massa seca de extrato, e uma grande parte desses,
sendo representada pelo agucares redutores. Essa caracteristica € prevista para
vegetais com frutos polposos e suculentos, pois, de maneira geral apresentam
elevada concentracdo de compostos de reserva, os agucares, sendo dessa forma
elevado seu valor energético, esses agucares podem ser encontrados em formas
simples como a frutose e sacarose ou em formas mais complexas como fibras, que
incluem pectinas e celulose. Resultados similares foram obtidos com extratos de

diferentes variedades de café de acordo com Fernandes et al. (2003).

5.1.2 Fendis e flavonoides totais

Foram determinados os compostos fendlicos e flavonoides totais nos diferentes
extratos na concentragdo de 1 mg.mL"', por técnicas espectrofotométricas. Os
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maiores resultados nas dosagens de compostos fendlicos e flavonoides totais foram
observados para o extrato aquoso da casca de C. cainito (109,82 e 38,49 ug de RE

respectivamente), os valores estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Dosagem de fendis e flavonoides totais dos extratos etandlico,
hidroetandlico (70%) e aquoso de H. speciosa, P. glomerata e C. cainito

Extrato Etoh? Extrato Hetoh® Extrato Aquoso

Fruto
FET® FLTd FET FLT FET® FLTf

C. cainito/Polpa  50,32+0,72  4,52+4,12 72,37+1,51 21,45+0,35 73,231#0,62 30,04+0,98
C. cainito/Casca  60,9+0,93  22,45+3,20 90,34+,79 30,4+1,24  109,82+3,36 38,49+3,41
H. speciosa 4,52+1,45 - 48,29+0,81 - 42,83+1,31  8,35%1,56
P. glomerata 17,25+2,73 - 60,62+2,10 - 91,29+1,72  25,65+1,90

Fonte: Autor

a: Extrato etandlico

b: Extrato hidroetandlico (70%)

c¢: Fendis totais expressos em ug de acido galico equivalentes (AGE) por mg de extrato seco

d: Flavonoides totais expresso em ug de rutina equivalentes (RE) por mg de extrato seco

e: Fenodis totais expressos em g de acido galico equivalentes (AGE) para fendis totais por 100mg de
fruta fresca pelo extrato aquoso

f: Flavonoides totais expresso em ug de rutina equivalentes (RE) para flavonoides totais por 100mg de
fruta fresca pelo extrato aquoso

A espécie C. cainito apresentou teores de fendis e flavonoides totais para todos
os extratos em ambas partes do fruto (polpa e casca), sendo maiores para o extrato
hidroetandlico da casca que apresentou 90,34+1,79 ug de AGE por mg de extrato e
30,4+1,24 ug de flavonoides totais em RE (Tabela 2). Estes resultados podem estar
relacionados a possivel presenga de flavonoides de maior polaridade neste tipo de
extrato, como os glicosilados, por exemplo a Rutina (WILLIAMS et al., 2001).
Corroboram com esses resultados estudos realizados por Luo et al., (2002), onde foi
verificada a presenga de compostos fendlicos neste fruto (casca e polpa), entre eles
diversos flavonoides, além de comprovar a atividade antioxidante destes flavonoides,
por meio do teste DPPH.

Para H. speciosa, todos os extratos do fruto apresentaram fendis totais, porém
com maior concentragao para o extrato hidroetandlico (4,52 + 1,45 uyg em AGE por g
de extrato) (Tabela 2). Ja para a determinacao de flavonoides totais apenas o extrato
aquoso dessa espécie apresentou resultados (8,35 + 1,56 yg em RE por 100 mg de
fruto fresco). Estudos realizados por Ferreira et al. (2007), demonstraram que extrato
etandlico da folha H. speciosa apresenta significativo teor de compostos fendlicos,
determinado por HPLC, como o flavonoide rutina, além de associar estes compostos

com a atividade vasodilatadora apresentado pelo extrato desta espécie.
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Ja para P. glomerata, foi observado teores de fendis totais para todos os
extratos avaliados, com destaque o extrato hidroetandlico que apresentou o maior
valor (60,62 £ 2,10 ug por mg de extrato em AGE) (Tabela 2). Quanto ao teor de
flavonoides, semelhante a H. speciosa, apenas o0 extrato aquoso dessa espécie
apresentou flavonoides torais (25,65 + 1,90 ug em RE por 100 mg de fruto fresco).
Estes resultados estdo de acordo com estudo realizado por Fischer et al. (2008), onde
0 mesmo demonstro a presenca de compostos fendlicos nos extratos da folha dessa
espécie, assim como sua relacao com a atividade antinociceptiva do extrato.

Dessa forma é possivel sugerir que compostos fendlicos dos frutos das
espécies analisadas possivelmente estdo relacionados as atividades avaliadas neste
estudo e que o consumo delas pode promover beneficios nutricionais, pois trabalhos
realizados por Shahidi, (1996) postulam que o consumo de vegetais ricos em
compostos fendlicos, principalmente frutos, pode atuar reduzindo os efeitos de
doencas relacionadas ao envelhecimento, degenerativas e ao stress oxidativo.

Todavia, os extratos etandlicos e hidroetandlicos os H. speciosa e P. glomerata
nao apresentaram flavonoides nesta metodologia, 0 que esta possivelmente
relacionado a dependéncia da complexagdo de ions Al** com hidroxilas ligadas aos
anéis A, B e C neste teste, se o por hipotese os flavonoides contidos nos extratos
dessas espécies forem glicosilados nédo sao detectaveis por essa metodologia (RICE-
EVANS et al., 1997). Ja que as andlises realizadas em HPLC, desses mesmos

extratos, indicaram a presencga de flavonoides.

5.2 Atividades antioxidante

5.2.1 Sequestro do radical livre estavel DPPH

Nas tabelas 3 e 4 estdo expressos os valores da atividade antioxidante dos
diferentes extratos dos frutos de P. glomerata, H. speciosa e C. cainito, pelo método
do DPPH. De acordo com os resultados € possivel observar que a maior atividade foi
apresentada pelo extrato hidroetandlico de C. cainito (casca), sendo de 65,64 % a

atividade antioxidante na concentragdo de 1000 ug.mL-".
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Tabela 3 - Atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPH (%) dos
extratos aquosos de P. glomerata, H. speciosa, C. cainito e acido ascorbico

Cor:;:ghr;rqrﬁgao Cascac' camrtoPOIpa H. speciosa P. glomerata Acido ascorbico?
1 - - - 1,54+0,59a
5 6,69+1,41a - - 3,5910,84b
10 10,82£3,92a 1,08%0,30a - 5,3811,26b
50 39,72+299b 6,42+0,36b 0,77+0,39a 17,691+0,63c
100 57,82+2,44c 12,70+0,72c 13,41+1,02b 24,36+1,26d 94.62+1,54
EC50 64,03 198,67

Fonte: Autor

a: Acido ascérbico na concentragéo de 150ug.mL™" (controle positivo).
Médias e desvio padrao seguidas de letras minusculas iguais na mesma coluna nao diferem
estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 4 - Atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPH (%) dos
extratos etandlico e hidroetandlico (70 %) dos frutos de C. cainito e P. glomerata, e
acido ascorbico

Concentragio C. cainito P. glomerata Acido ascor-
Hg.mL Hetoh/Polpa Etoh/Casca Hetoh/Casca Etoh! Hetoh! bico'
50 - - 3,56+1,03a - -
75 - 3,25+2.01a 10,62+1,22b - 3,53+¢1,17a
100 - 8,34 £0,98a 20,45+0,96c 2,88+1,35a 8,45+1,56a
250 3,57+0,97a 16,34+2 25b 28,67+2,16¢c 6,45+0,63b 18,34+0,73b
200 4,45%£1,593a 25,43f£217c 60,34+0,60d 15,65+0,23c  30,34%1,56¢C
1000 8,24+1,86b 59,56+0,69d 65,64+1,39d 26,43+1,82d 46,54+2,17d 94,62+1,54
EC50 379,87 1008,23

Fonte: Autor

I: Extrato etandlico

ll: Extrato hidroetandlico (70%)

llI: Acido ascorbico na concentragdo de 150ug.mL™" (controle positivo)

Médias e desvio padrao seguidas de letras mindsculas iguais na mesma coluna nao diferem
estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade

Na avaliagao antioxidante dos extratos da polpa e da casca C. cainito somente
o extrato etandlico da polpa nao apresentou atividade sequestradora do radical DPPH.
Ja o extrato hidroetandlico da casca obteve maior atividade (65,64+1,39 % na
concentragdo maxima de 1000 ug.mL1; EC50 de 379,87 ng.mL, 75,96 ug de extrato
foram capazes de neutralizar 0,1mg de DPPH), possivelmente devido a sua maior
concentragao de compostos fendlicos como observado na Tabela 2. Ja para polpa, o
maior valor de atividade foi observado para o extrato aquoso (12,701£0,72 % a 100

mg.mL"). Para extrato aquoso da casca o valor atingido foi de 57,81 % para
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concentragdo 100mg.mL-1 e EC50 de 64,03 mg.mL™" (15,28mg de casca foram
capazes de neutralizar 0,1mg de DPPH) (Tabela 3). Resultados semelhantes foram
descritos por Ningsih et al., (2016), onde realizando o teste DPPH com o extrato
hidroetandlico da folha dessa espécie, obteve 91,08 % de atividade, demonstrando
assim o potencial antioxidante de extratos de diferentes partes C. cainito.

Para H. speciosa somente foi determinado atividade antioxidante para o extrato
aquoso que apresentou 13,41+1,02 % de atividade na concentragdo maxima de 100
mg.mL-" (Tabela 3). Estes resultados assemelham-se aos obtidos por Assumpgao et
al., (2014), que observaram a atividade antioxidante do fruto de mangaba e determi-
naram o EC50 30509 de fruto por g de DPPH.

Para P. glomerata, o extrato hidroetandlico apresentou maior atividade na
concentragédo de 1000 ug.mL" (46,54+2,17 %; EC50 de 1008,23 ug.mL"; 237,64 ug
de extrato foram capazes de neutralizar 0,1mg de DPPH). O extrato etandlico, dessa
mesma espécie, apresentou 26,43+1,82 % de atividade também na concentragao
maxima (1000 pg.mL-"). Ja o extrato aquoso apresentou maior valor concentragéo de
100 mg.mL™" com 24,36+1,26 % de atividade e EC50 de 198,67 mg.mL"" (39,64 mg
de fruto foram capazes de neutralizar 0,1mg de DPPH) (Tabela 3). Ja& estudos
realizados por Bagatolli et al., (2016) com extrato metandlico da casca do fruto chegou
ao EC50 de 15,9 ug.mL™", demostrando assim mais eficiéncia para extrair compostos

antioxidantes utilizando metanol para extrair compostos da casca do fruto.

5.2.2 Potencial redutor de ferro (FRAP)

Os resultados do teste FRAP para o extrato aquoso na Tabela 5 e para os
extratos etandlico e hidroetandlico estdo representados na Tabela 6, é possivel
constatar que o maior valor encontrado desta atividade foi para o extrato aquoso de
C. cainito (casca) com 829,37 uM de TE.



38

Tabela 5 - Resultados do teste FRAP expressos em yM de Trolox equivalentes (TE)
do extrato aquoso de H. speciosa, P. glomerata, C. cainito e acido ascérbico

Concentragéo C. cainito H. speciosa  P. glomerata chdo_”
mg.mL-" Polpa Casca ascorbico
25 122,33+4,91a 45,9246,40a
50 12,70+3,40a 359,55+12,21b 34,61+0,12a 88,81%+1,49b

100 98,44+3,18b 829,37+8,85¢c  74,14+241b 167,88+2,76c 124,65+3,76

Fonte: Autor

I: mg.mL™" de fruto fresco

Il: Acido ascérbico na concentracdo de 15ug.mL™" (controle positivo)

Médias e desvio padrao seguidas de letras minusculas iguais na mesma coluna nao diferem
estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 6 - Resultados do teste FRAP expressos em uM de Trolox equivalentes (TE)
dos extratos etandlico e hidroetandlico (%) de H. speciosa, P. glomerata,
C. cainito e acido ascorbico

C. cainito

5 H. speciosa P. glomerata Aci
Concentr?gao Polpa Casca P g Acido
pg.mi-1 ascorbicoll
Hetoh! Etoh!! Hetoh Hetoh Hetoh Etoh

100 - 15,34+0,25a -

250 - 10,32+0,84a 50,1245,11b - -

500 - 4532+383b 120,2314,91¢c - 43,0742,04a

1000 20,43+1,41 112,41+5,86¢c 231,3443,41d 20,11+3,60 107,89+0,90b 44,93+1,83 124,65%3,76

Fonte: Autor

I: Extrato hidroetandlico (70%)

Il: Extrato etandlico

llI: Acido ascérbico na concentragdo de 15ug.mL™" (controle positivo)

Médias e desvio padrao seguidas de letras mindsculas iguais na mesma coluna nao diferem
estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

No teste FRAP realizado com o extrato aquoso para o fruto de C. cainito (Tabela
5), os maiores valores foram obtidos para a concentragio de 100 mg.mL"", tanto para
extrato da casca (829,37+8,85 uM de TE) como para a polpa (98,44+3,18 uM de TE).
Ja para o extrato etandlico da casca de C. cainito, na concentragdo de 1000 pug.mL™",
foi obtido o valor de 112,41+5,86 uM de TE, sendo que no extrato etandlico da polpa
nao foi observado valores de redugao do Ferro. Para os extratos hidroetandlicos da
casca e da polpa foram observados os valores de 231,34+3,41 uM de TE e 20,43+1,41
UM de TE respectivamente, na concentragdo de 1000 ug.mL-' (Tabela 6). Em estudo
realizado por Oguntoyinbo et al., (2015) o extrato etandlico folha de Chrysophyllum
albidum (Abiu africano) utilizando uma concentragéo de 250 ug.mL-! apresentou uma
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atividade 0.39+0.01 ymol Fell.g"' de massa seca avaliado pelo teste FRAP, resultados
que estao de acordo com os encontrados no presente estudo.

Para as espécies H. speciosa o extrato aquoso apresentou um valor de
74,14+2,41 uM de TE na concentragdo maxima de 100 mg.mL™". Ja o extrato etandlico
de H. speciosa nado apresentou resultado para esse teste e o hidroetandlico somente
para a concentragdo 1000 ug.mL™", (20,11+3,60 uM de TE) (Tabela 5 e 6). Resultados
semelhantes foram observados para o extrato hidroalcodlico em estudos realizados
por Rufino et al., (2010), que analisaram por meio do teste FRAP o extrato
hidroetandlico do fruto de H. speciosa e obtiveram uma atividade de 18.3+1.6 ymol
Fe(INSO.g™.

Quanto ao extrato aquoso de P. glomerata, antigiu o0 maior valor (167,88+2,76
UM de TE) foi observado na concentragdo maxima de 100mg.mL-! (Tabela 5). Ja o
extrato hidroetandlico apresentou 107,89+,90uM de TE e o etandlico, 44,93+1,83 uM
de TE (Tabela 6). No estudo realizado por Sacchet et al., (2015) o extrato aquoso do
fruto de Plinia trunciflora mostrou significante atividade redutora de Fe(ll) a partir da
concentragdo de 10 yg.mL" monstrando a elevada capacidade de plantas desse

género.

5.2.3 Inibigao da peroxidagéo lipidica (TBARS)

Na tabela 7 e 8 estdo expressos os valores do teste de inibicao de peroxidacao
lipidica (TBARS) para os extratos aquosos, hidroetandlicos e etandlicos das espécies
avaliadas. O extrato aquoso da casca de C. cainito foi o que apresentou maior

atividade de antiperoxidagao lipidica (42,81 %).
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Tabela 7 - Inibicdo da formagado de TBARS (%) in vitro pelos extratos aquosos dos
frutos de H. speciosa, P. glomerata e C. cainito, e Trolox

Concentragao C. cainito
mg.ml-! Polpa Casca H. speciosa P. glomerata Trolox!
10 2,9510,76a
25 5,34+1,67a 9,79+2,35b 3,01£1,17a 3,56+1,46a
50 18,05+1,64b 16,90+0,68¢c 9,52+0,79b 8,70+1,85a
100 39,52+0,69¢ 42,81+£3,29d 20,68+0,60c 24,18+1,04b 62,86+£2,11
EC50 107,05

Fonte: Autor

I: Trolox na concentragéo de 150ug.mL™" (controle positivo)
Médias e desvio padrao seguidas de letras minusculas iguais na mesma coluna nao diferem
estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 8 - Inibicdo da formagédo de TBARS (%) in vitro pelos extratos etandlico, hidro-
etandlico (70%) dos frutos de H. speciosa, P. glomerata, C. cainito e Trolox

C. cainito _
Cor;c;e-mlr-igao Polpa Cascn H. speciosa P. glomerata Troloxll
Etoh! Hetoh!! Etoh Hetoh Etoh Hetoh Etoh Hetoh
75 - - - 0,62+0,54a - - - -
100 1,1+£0,67a 1,64+0,25a 2,05x0,67a 1,71x1,11a - - - -
250 4,79+0,63b 5,48+0,16b 5,07+1,10a 6,64+0,98b - - 1,99+0,33a 3,29+0,59a
500 8,9+2,81c 10,45+0,84c 11,65+3,28b 14,67+1,47¢c - - 7,78+2,73b 6,45+3,12b

1000 15,73+£0,71d 18,9+2,29d 16,88+0,88¢ 22,56+1,67d 1,8 £ 0,36 2,23 £ 0,78 16,35+3,21d 11,50+2,37c 62,86+2,11

Fonte: Autor

I: Extrato etandlico

II: Extrato hidroetandlico

llI: Trolox na concentragdo de 150ug.mL-" (controle positivo). Médias e desvio padrio seguidas de letras
mindsculas iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Os resultados do TBARS para a espécie C.cainito foi observado
atividade para todos os extratos da polpa e da casca. Porém a maior atividade foi
constatada no extrato aquoso da casca (42,81+3,29 %) na concentragédo de 100
mg.mL" com um EC50 de 107,05 mg.mL" (Tabela 7). Ja4 na analise do extrato
etandlico da polpa foi observado o valor de 15,7310,71 % de atividade, para o da
casca o valor foi de 16,88+0,88 %. Para o fruto dessa mesma espécie o extrato
hidroetandlico, na concentragdo de 1000 ug.mL™", a polpa apresentou atividade de
18,90+2,29 % e o da casca apresentou uma atividade inibidora de 22,56%1,67 %
(Tabela 8). Apesar de nao haver resultados dessa analise para essa mesma espécie,

resultados com espécie do mesmo género sao semelhantes aos encontrados nesse
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estudo. Como os Philippe et al., (2010), que avaliaram a atividade inibidora da
peroxidacédo lipidica em com o extrato metandlico da raiz de Chrysophyllum
perpulchrum (Abiu amarelo) e obteve 64.40 % de atividade.

Ja para H. speciosa, o extrato aquoso apresentou o maior valor (20,68+0,60 %)
na concentragdo de 100 mg.mL"' (Tabela 7). Para os extratos etandlico e
hidroetandlico na concentragdo de 1000 ug.mL-! os valores da atividade inibidora
obtidos foram 1,8+0,36 % e 2,23+0,78 %, respectivamente (Tabela 8). Para esta
espécie ndao ha na literatura recente dados sobre avaliacbes antioxidantes
empregando o ensaio do TBARS também, porém trabalhos realizados por Conrad et
al., (2013), Vale et al., (2015) e Dogra (2016) demostraram que espécies da familia
Apocynaceae apresentam compostos com atividade antioxidante capazes de inibir a
peroxidacao lipidica tanto in vivo como in vitro.

Quanto a espécie P. glomerata, o extrato aquoso do fruto apresentou
24,18+1,04 % de atividade inibitoria na concentragdo de 100mg.mL"! (Tabela 7). Ja
para os extratos etandlico e hidroetandlico as maiores atividades foram observadas
na concentragcédo de 1000 pyg.mL-1 (16,35+3,21 % e 11,50+2,37 %, respectivamente).
Estudos semelhantes foram realizados por Sacchet et al., (2015) com outra espécie
do género Plinia, avaliaram o extrato aquoso do fruto de Plinia trunciflora, e
constataram uma IC50 de 70.4 ug.mL"", evidenciando a presenga de compostos com

atividade antioxidante, incluindo a inibicdo da peroxidagao lipidica.

5.2.4 Sequestro do ion 6xido nitrico (NO)

Este radical € produzido a partir da L-arginina, por uma reagao mediada pela
enzima NO-sintase constitutiva (c-NOS) e induzivel (i-NOS). O NO é as vezes
benéfico, atua como mediador e no relaxamento muscular, outras vezes prejudicial ao
organismo, no estresse oxidativo, sendo toxico (Dusse et al., 2003). O radical nitrito
em excesso, pode esta envolvido no desenvolvimento de inumeras patologias, como
o cancer, sendo importante na investigacao de substancias capazes de sequestrar,
ou seja, reduzir esse radical. Na Tabela 9 estdo apresentados os resultados do
sequestro do NO para os extratos etandlicos e hidroetandlicos das diferentes espécies
avaliadas.

Semelhantemente aos demais ensaios antioxidantes realizados no presente

estudo, o maior valor de redugédo de nitrito livre foi observado para o extrato
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hidroetandlico da casca do fruto de C. canito (49,31+ 1,75%) na concentragao de 1000
ug.mL', e uma EC50 de 1032,48 ug.mL™" (Tabela 9). Para esta espécie ndo ha na
literatura recente dados sobre avaliagdes sobre o a atividade de sequestro de NO,
porém trabalhos realizados por Ma (2004) e Partap e Pandey (2012) demostraram que
espécies da familia Sapotaceae apresentam compostos com atividade antioxidante
por meio do sequestro do NO.

Nao foi observada atividade pelo teste de sequestro do NO para os extratos H.
speciosa. Ja os extratos dos frutos de P. glomerata apresentaram atividade
38,79+2,14 % para o extrato hidroetandlico na concentragdo de 1000 pyg.mL-"! (Tabela
9). Estudos semelhantes realizados por Jagetia et al., (2004) com Eugenia jambolana,
espécie da mesmo familia que P. glomerata, constataram que extrato hidroetandlico
(50%) da semente na concentragdo de 1000 pg.mL™' apresentou a atividade
(64,80+0,87 %) sequestradora do ion NO.

Tabela 9 - Porcentagem de atividade antioxidante pelo método de sequestro do Oxido
Nitrico (%) dos extratos etandlico e hidroetandlico dos frutos de H.
speciosa, P. glomerata, C. cainito e rutina

Concentracao C. cainito P. glomerata .
p Polpa Casca Rutina

Hg.ml Hetoh! Etoh’ Hetoh Etoh Hetoh

75 4,64+0,93a

100 - 10,92+2,12b

250 5,70%2,21a 6,88+1,81a 27,76+1,46¢c 4,04+0,93a

500 17,80£1,43b 22,66+1,55b 32,86+0,87c 12,69+3,34a 29,30+2,77b

1000 18,51+0,60b  41,16x0,44c 49,34+1,75d 23,72+0,93b 38,79+2,14c  98,68+4,53
EC50 1032,38

Fonte: Autor

I: Extrato hidroetanolico

Il: Extrato etandlico

lll: Rutina na concentragdo de 1mg.mL"" (controle positivo)

Médias e desvio padrao seguidas de letras mindsculas iguais na mesma coluna nao diferem
estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade

5.2.5 Determinacao da atividade antiglicante por MRE (Mobilidade Relativa em

Eletroforese)

Na avaliacao antiglicante dos extratos realizada no presente estudo foi possivel
utilizar pela primeira vez a técnica da Mobilidade Relativa em Eletroforese,
empregando como proteina padrao a Soro Albumina Bovina (BSA), submetida a
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glicacdo com o agucar Ribose. Quando ocorre combinagdo da BSA com o agucar é
possivel observar modificagdo (SDS/PAGE) na migragao da proteina, sendo menor
que a controle (n&o glicada), possivelmente relacionada a ligagao covalente entre a
proteina e o agucar (Ledesma-Osuna et al., 2008; Kanska e Boratynski, 2002).

Na figura 7 estdo apresentados os perfis eletroforéticos dos diferentes extratos,
onde foram avaliados somente os extratos com maior atividade antioxidante
observados nas analises anteriores. E possivel observar que o padrédo eletroforético
do extrato de P. glomerata, apds reacdo com BSA e Ribose, demostrou maior
similaridade com o controle positivo antiglicante (Aminoguanidina, AMG), sugerindo
assim uma atividade antiglicante desse extrato. Esta constatagdo pode estar
relacionada com a atividade antidiabética observada em estudos realizados por
Borges et al., (2014) e Fujita et al., (2015), onde foi demonstrado que espécies do
género Myrciaria (sinonimia do género Plinia) apresentam agao anti-hiperglicémica e
na prevencao de doengas correlacionadas ao diabetes. No entanto, as espécies C.
cainito e H. speciosa nao apresentaram atividade antiglicante pela metodologia de
avaliacdo empregada, apesar de terem apresentado atividade antioxidante, conforme

demostrado neste estudo.
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Figura 7 - Resultado de MRE para os extratos etandlicos (70%) dos frutos de C.
cainito (casca), H. speciosa, P. glomerata e na concentragdo 10mg.mL"’

BSA RIB AMG CC HS PG

BSA: BSA nativo sem tratamento

RIB: BSA e ribose

AMG: BSA, ribose e aminoguanidina
CC: BSA, ribose e extrato de C. cainito

HS: BSA, ribose e extrato de H. speciosa
PG: BSA, ribose e extrato de P. glomerata.

Fonte: Autor

5.3 Atividade fotoprotetora

Nas figuras 8 e 9 estdo apresentadas as varreduras dos extratos secos dos
frutos de C. cainito (casca e polpa), H. speciosa e P. glomerata com a comprimento
de onda (A max.) e absorbancia maxima (A max) entre 290 a 360nm (Tabela 10),
compreendendo a zona de absorg¢ao do UVA e UVB.

Apenas o resultado do extrato hidroetandlico da casca de C. cainito apresentou
absorgao de UV significativa, no comprimento de onda 271nm a absorbancia de 1,072,
(Tabela 10) comparavel aos resultados encontrados por Violante et al. (2009), na
varredura é possivel observar também que o extrato possui significativa absorbancia
nos intervalos de 290 e 320 nm (Figura 9). Esse resultado também condiz com a
quantificacdo de compostos fendlicos ja que eles sdo apontados como os principais

compostos que possuem capacidade de absorgao de radiacdo UV.
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Figura 8 - Resultado da varredura do extrato etandlico dos frutos de H. speciosa, P.
glomerata e C. cainito na concentragdo 1 mg.mL™" entre os comprimentos

de onda de 260 a 400nm
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Figura 9 - Resultado da varredura dos extratos hidroetandlico (70%) dos frutos de H.
speciosa, P. glomerata e C. cainito na 1 mg.mL"! entre os comprimentos de

onda de 260 a 400nm
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Tabela 10 - Resultados das absorbancias maximas e os respectivos comprimentos
de onda (M) dos extratos etandlico e hidroetandlico (70%) dos frutos de
H. speciosa, P. glomerata e C. cainito

Fruto Extrato Concentracdo Comprimento Absorbanci

ug.mL" de Onda (\) a Maxima
Hidroetandlico 500 B -
H. speciosa 1000 - -
Etandlico 500 348 0.0967
1000 379 0.0478
Hidroetandlico 500 348 0.1607
P. glomerata 1000 354 0.0101
Etandlico 500 369 0.1382
1000 369 0.1443
Hidroetandlico 500 275 0.1999
ini 1000 265 0.1248
C. cainito/Polpa - 500 ; :
Etandlico 1000 270 02065
Hidroetandlico 500 272 0.5374
C. cainito/Casca 1000 271 1.072
Etandlico 500 273 0.4633
1000 267 0.501

Fonte: Autor

A determinagao do FPS por espectrofotometria é realizada em fungdo com a
altura, largura e localizagdo da sua curva de absorgao dentro do espectro UV de
acordo com Mansur et al. (1986), utilizando esses conceitos, para o extrato
hidroetandlico de C. cainito o FPS foi calculado em 1,36+0,09. Entretanto de acordo
com a legislacéo brasileira, RDC 237 de agosto de 2002 (ANVISA, 2002) para que um
produto seja considerado fotoprotetor, em aplicagcdes cosméticas, ele deve apresentar
um FPS igual ou superior a 2. Dessa forma esse extrato ndo pode ser aplicado de
forma individual na area fotoprotegcdo, exceto em formulacbes com finalidade
fotoprotetora ou compostos isolados desse mesmo modo. Esse resultado ndo diverge
de encontrados ja na literatura, como indicado por Violante et al. (2009), o FPS em
extratos vegetais tende a ser baixo, por ser uma mistura complexa, com baixa

concentragao das moléculas que absorvem UV (BOBIN et al., 1994).
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5.4 Perfil cromatografico dos extratos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC-PAD)

Os perfis de HPLC-PAD exploratério dos extratos de C. cainito, H. speciosa e
P. glomerata estdo apresentados na Figura 10 (A, B e C, respectivamente), essas
espécies mostraram um perfil cromatografico com uma vasta gama de metabolitos
detectados, utilizando uma coluna C18 com 250x4,6 mm i.d. com tamanho médio de
particulas de 5 um. Indicando que os métodos de extracao utilizados foram eficientes
na extracdo de compostos polifendlicos, os quais foram de interesse para o
desenvolvimento deste estudo. Com o detector PAD foi obtida a gama de varrimento
espectral de 200-600 nm na regido UV para os picos eluidos. Podem ser observados
picos com bandas de absorg¢ao de flavondides tipicas na Figura 10 (A', B'e C"'), que
séo reconhecidos como possuindo a Banda Il, com um comprimento de onda maximo
no intervalo espectral de 240-290 nm, atribuido ao Anel A e a Banda I, com um
comprimento maximo na faixa espectral de 300-390nm, atribuido ao anel B.

Os resultados dos extratos de C. cainito estdo de acordo com o estudo de Luo
et al. (2002), observaram por métodos cromatograficos (HPLC) uma variedade de
compostos fenolicos, principalmente flavonoides, na avaliagdo do extrato metandlico
do fruto desta espécie. No entanto, para a H. speciosa e P. glomerata, ndao ha estudos
na literatura cientifica atual mostrando o perfil cromatografico (HPLC) do extrato
hidroetandlico das espécies de frutos, e esta informacgao foi demonstrada pela primeira

vez neste estudo.
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Figura 10 - Perfil cromatografico de extratos hidroetandlicos dos frutos de C. cainito,

H. Speciosa e P. glomerata
A

obtidos por HPLC-PAD
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5.5 Producgao de geleia das polpas dos frutos

5.5.1 Analises fisico-quimicas das geleias

Nas tabelas 11, 12 e 13 estdo apresentadas as avaliagdes fisico-quimicas das
geleias nas versbes comum e extra de C. cainito, P. glomerata e H. speciosa. Os
valores de brix e pH foram mantidos constantes, como indicado por Torrezan (1998),
considerados adequados para producdo de geleia em escala industrial, nessas
condi¢des sao indicadas para produgao de geleia com auxilio de pectina de alto grau
de metoxilagdo (KLIEMANN et al.,, 2009). Ja a concentracdo de pectina, foi
determinada individualmente para cada fruto e tipo de geleia (comum e extra), tendo

como parametro, a gelificacao.

Tabela 11 - Analises fisico-quimicas das geleias extra e comum de C. cainito

Geleia de C. cainito

Andlise
Comum Extra
Concentracao de pectina (%) 1,00 0,50
Rendimento (%) 79,47 £ 0,62a 75,33+1,06b
Acucar redutor’ 35,45 + 3,62a 43,93 £4,09a
Acucar total" 912,44 + 13,65a 872,07 +7,71b
Fenois totais'" 59,85 + 6,87a 67,62 + 1,38b

Fonte: Autor

| e II: Resultados expressos em mg por grama de geleia

lll: Fendis totais expressos em g de acido galico equivalentes (AGE) por mg de geleia
Médias e desvio padrao seguidas de letras minusculas iguais na mesma linha nao diferem
estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade
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Tabela 12 - Analises fisico-quimicas das geleias extra e comum de H. speciosa

Geleia de H. speciosa

Analise
Comum Extra
Concentragao de pectina (%) 1,00 1,00
Rendimento (%) 82,17 £ 0,94a 83,50 £ 1,31a
Acucar redutor 84,05 + 2,48a 120,60 + 2,59b
Acucar total" 904,07 £ 8,47a 853,28 + 12,25b
Fenois totais'" 16,14 + 1,33a 22,81 +1,88b

Fonte: Autor

I e ll: Resultados expressos em mg por grama de geleia

lll: Fendis totais expressos em g de acido galico equivalentes (AGE) por mg de geleia
Médias e desvio padrao seguidas de letras minusculas iguais na mesma linha nao diferem
estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade

Tabela 13 - Analises fisico-quimicas das geleias extra e comum de P. glomerata

Geleia de P. glomerata

Andlise
Comum Extra
Concentracao de pectina (%) 1,50 1,50
Rendimento (%) 86,40 + 0,57a 84,30 £ 1,63a
Acucar redutor 37,63 + 6,86a 32,07 £4,19a
Acucar total" 786,52 + 14,66a 606,52 + 11,88b
Fenois totais'" 173,77 £ 1,33a 188,46 + 3,7b

Fonte: Autor

| e II: Resultados expressos em mg por grama de geleia

lll: Fendis totais expressos em g de acido galico equivalentes (AGE) por mg de geleia
Médias e desvio padrao seguidas de letras minusculas iguais na mesma linha nao diferem
estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade

Para C. cainito (Figura 7; Tabela 11), foram necessarios 1 % de pectina para a
comum e 0,5 % para a extra, essa possuiu entdo a menor exigéncia de pectina para
producéao de geleia entre as testadas, € possivel inferir que a polpa de C. cainito possui
maior quantidade de compostos que facilitam o processo gelificagao, dentre eles as
substancias pécticas e alto teor de metoxilagao, como proposto por Souto-Maior et al.,
(2008).

Para a producéo da geleia de H. speciosa (Figura 8; Tabela 12) o conteudo

péctico exigido foi intermediario entre as polpas avaliadas, a na concentragao de 1 %
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de pectina, para ambas os tipos de geleia (comum e extra). Para as geleias de P.
glomerata, (Figura 9; Tabela 13) apesar do emprego da casca, a concentragao de
pectina utilizada foi a mais elevada (1,5%) entre as geleias produzidas, o que era
imprevisto, pois a utilizagdo da casca resultou em maior conteudo de fibras no
processamento, resultados se difere de estudos descritos por Torrezan (1998) onde
foi demonstrado que Plinia cauliflora (jaboticaba), utilizada de forma integral (casca e
polpa) para produgdo de geleia ndo necessitou de aumentar a concentragéo de
pectina para o processo de gelificacdo, demonstrando que estes frutos possuem
quantidades de pectina na casca que facilita a gelificagdo, diferindo da P. gomerata
que deve possuir maior teores de fibras em sua casca diferentes de pectina.

Com relagéo ao rendimento (Tabela 11, 12 e 13), as diferengas ndo foram
significativas em sua maior parte, exceto para a geleia de C. cainito, a qual apresentou
maior rendimento para a geleia comum, isso possivelmente esta relacionado com a
maior adigao de agucar, resultados similares foram obtidos por Caetano (2010) com
geleia de acerola.

Ja em relacao aos compostos dosados. Os agucares dosados, que tem varias
fungdes na geleia desde a gelificacao até seu aspecto e valor nutricional energético,
em elevada concentracido confere um aspecto mais cristalino, sao representados por
dois principais grupos de agucares (totais e redutores) nas geleias. Nas geleias
produzidas pelo método empregado no presente estudo, todas possuiram uma
proporgao baixa de agucares redutores em relagédo aos totais, sendo que os agucares
redutores, possivelmente, sdo representados em sua maior parte por frutose e glicose,
e 0s agucares nao redutores possivelmente estdo em formas dimeros (sacarose) e
poliméricas. Algumas geleias nao atingiram 10 % de acgucar redutor, como a de P.
glomerata, pois a relacdo agucares redutores/totais deviria ser maior que esta
porcentagem, como € demonstrado em estudos realizados por Leédo et al. (2012) e
Caetano (2010) onde esta relagao pode atingir até 70 %.

Os compostos polifendis, ja com valor nutricional funcional tiveram resultados
elevados nas dosagens nas geleias avaliadas nesse estudo. Isto torna estes frutos
promissores para a produgdao de produtos com compostos funcionais, como
demostrado por Soares et al, (2008), onde constatou que alimentos funcionais séo
ricos em compostos com agao antioxidantes como os flavonoides, catequinas e

antocianinas.
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Apesar do processo de cocgdo gerar a degradagao dos diversos compostos
antioxidantes ainda foi elevada a presengca de compostos fendlicos nas geleias
obtidas. O maior resultado foi observado para a geleia extra de P. glomerata
(188,46+3,7 mg.g"), e diferindo significativamente da geleia comum (173,77+1,33
mg.g™") (Tabela 12). A geleia extra de C. cainito também obteve um valor elevado de
polifendis (67,62+1,38 mg.g™') sendo maior que o da comum (59,85+6,87 mg.g™")
(Tabela 10). Estes frutos tornam-se excelentes matérias primas para produgédo de
alimentos com fung¢do antioxidante, apesar de que os resultados das geleias de H.
speciosa (Tabela 11) sdo inferiores tanto para extra (5,60+0,54 mg.g-') como para a
comum (2,48+0,41 mg.g"), porém ainda s&o passiveis de aplicagdo como
antioxidante.

Em relacdo aos dois tipos de geleia, comum e extra, foram encontradas
diferengas significativas nas dosagens, sendo maior para a extra, o que
provavelmente esta relacionado ao maior conteudo de material vegetal empregado no
processo, no trabalho realizado por Kim e Padilla-Zakour (2004) ocorreu diminui¢ao
de compostos com atividade antioxidantes, essa diminui¢cdo esta relacionada ao
processo de aquecimento que é capaz de degradar tais compostos, entretanto esse
processo também aumenta a deteccdo de compostos fendlicos, pela hidrolise de

polifendis.
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Figura 11 - Geleias de C. cainito (Abiu roxo)

Fonte: Autor

Figura 12 - Geleias de H. speciosa (Mangaba)

Fonte: Autor

Figura 13 - Geleias de P. glomerata (Cabeludinha)

Fonte: Autor

5.5.2 Atividade antioxidante das geleias

Na tabela 14 sdo apresentados os resultados da analise antioxidante pelo
método DPPH das geleias extra e comum dos frutos de C. cainito, H. speciosa e P
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glomerata. Para a geleia de C. cainito os resultados de atividade antioxidante para
todas as concentragdes avaliadas ndo apresentaram diferencgas significativas entre os
tipos de geleia (comum e extra), chegando a 90 % na concentragdo maxima, o que
pode estar correlacionado com os resultados apresentados nas dosagens de
compostos fendlicos.

Ja a geleia de H. speciosa apresentou resultados inferiores as outras duas
espécies, porém foi possivel observar mais de 50% de atividade antioxidante na
concentragdo maxima testada da geleia do tipo extra, estes resultados estéo,
provavelmente, relacionados aos compostos fendlicos encontrados tanto em extratos
como na geleia avaliada, podendo assim promover atividade antioxidante.

Na atividade antioxidante da geleia de P. glomerata, foi possivel observar que
nao houve diferenca significativa entre os tipos de geleias (comum e extra) avaliadas,
sendo que ambas apresentaram altos niveis de atividade antioxidante independente
da concentracdo avaliada. Tal resultado pode estar relacionado ao elevado teor de
compostos fendlicos determinados para esta geleia apresenta.

Diante dos resultados acima, é possivel constatar que a produgao industrial de
geleia € uma um método viavel para conservar os beneficios relacionados a atividade
antioxidante presente nos frutos das espécies avaliadas no presente estudo. Outro
resultado significante, para a utilizagao destes frutos, foi a manutengdo dos compostos
fendlicos nas geleias mesmo apds a cocgao durante a produgdo das mesmas, o que
pode resultar em beneficios funcionais (atividade antioxidante) junto as caracteristicas
nutricionais obtidas com as geleias produzidas. Estes resultados estdo de acordo com
estudos realizados por Kim e Padilla-Zakour, (2004) e Carvalho et al, (2012) onde
demostraram a importancia dos polifendis em geleias e sua atividade antioxidante no

organismo dos consumidores destes alimentos funcionais.
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Tabela 14 - Avaliagdo da atividade antioxidante pelo teste DPPH (%) das geleias extra
e comum dos frutos de C. cainito, H. speciosa e P glomerata

Concentragao C. cainito H. speciosa P. glomerata
mg.ml-! Comum AA (%)  Extra AA (%) Comum AA (%) Extra AA (%) Comum AA (%) Extra AA (%)
25 18,711+259a 2222+099a - - 77,99+086a 80,37+065a
30 4393+x179a 4452+161a - 6,84+076 8255+056a 81,82+1,10a
100 80,48+3,18a 7705t134a 1582+280a 2499+3,53b 89,76+057a 90,22+081b
200 8991+173a 9123+031a 3928+277a 5337+233b 8718+065a 8632+202a

Fonte: Autor

Médias e desvio padrao seguidas de letras minusculas iguais na mesma linha entre os dois
tipos de geleia nao diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo sdo promissores na avaliagao da
atividade antioxidante a antiglicante, além de contribuir para a identificagdo dos
compostos ativos dos frutos n&do convencionais dos frutos das espécies vegetais
avaliados, somado a isso tais frutos possuem potencial para processamento industrial,
na forma de geleia, mantendo compostos bioativos e dessa forma atividade
antioxidante. Desse modo estes frutos apresentam varias opgdes de uso de alimentos,
mas sao subutilizados ou totalmente desconhecidos. Espera-se que esses dados
sejam subsidios basicos para pesquisas em areas relacionadas, por exemplo,
Nutricdo, Engenharia de Alimentos, Fitoquimica, Agronomia e Ecologia. A partir desta
informacdo, novas pesquisas devem ser conduzidas selecionando-se as espécies
mais promissoras para os altos niveis de compostos ativos com potencial antioxidante

e antiglicantes de interesse nutricional, farmacéutico e cosmético.
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