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RESUMO

REIS, Elaine C. Avaliacao da atividade antioxidante dos extratos etanolicos dos frutos de Eugenia
moraviana E Eugenia blastantha. 2016. 51 f. Trabalho de Conclusdao de Curso (Licenciatura em
Quimica) - Departamento Académico de Quimica, Universidade Tecnologica Federal do Parana.
Londrina, 2016.

A familia Myrtaceae considerada uma das mais importantes familias da flora brasileira em virtude
da vasta ocorréncia de espécies comestiveis e/ou usadas na medicina tradicional. Entre elas
Eugenia moraviana e Eugenia blastantha., conhecidas no Brasil como guamirim ou cereja preta e
grumixama-mirim ou pitanga roxa da mata, sdo de grande interesse, especialmente devido a
crescente busca por substancias antioxidantes provenientes de fontes naturais. Os extratos
etandlicos dos frutos dessas espécies nativas foram avaliados no presente trabalho quanto as
propriedades antioxidantes. A concentragdo em equivalente trolox por grama dos extratos das
referidas espécies foi determinada usando ensaios de capacidade de eliminagdo de radicais DPPH
e ABTS, ensaio de capacidade de absorvancia de radical de oxigénio (ORAC) e ensaio de potencial
antioxidante reduzido férrico (FRAP). O teor fendlico total também foi determinado pelo método
de Folin-Ciocalteu. Ambas as espécies apresentaram expressiva atividade antioxidantes em todos
os ensaios realizados, o que as caracteriza como possiveis fontes de antioxidantes. O extrato dos
frutos de E. blastantha mostraram maior teor de compostos fenolicos (213,28 + 4,55), maior
atividade antioxidante nos ensaios DPPH (1789,82 + 139,22) e FRAP (2023,46 + 34,12), além de
demonstrar atividade superior a de outras espécies do mesmo género e espécies comumente
consumidas. O extrato dos frutos da espécie E. moraviana mostrou maior capacidade antioxidante
apenas pelos métodos ORAC (2120,05+ 50,80) e ABTS (68,18+ 2,68). Os resultados sugerem que
os frutos de E. moraviana e E. blastantha sejam considerados uma fonte de metabdlitos bioativos,
podendo ser sugerido em terapias de doengas relacionadas com a presenca de radicais livres. Esta
atividade estd sendo relatada pela primeira vez para ambas espécies. Os resultados encontrados
estimulam a realizagdo de estudos adicionais para identificagao dos compostos bioativos.

Palavras-chaves: Atividade antioxidante. Compostos fendlicos. Guamirim/ Cereja preta.
Grumixama-mirim/ Pitanga roxa da mata. Myrtaceae.



ABSTRACT

REIS, Elaine C. Evaluation of the antioxidant activity of the ethanolic extracts of the fruits of
Eugenia moraviana and Eugenia blastantha. 2016. 51 f. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Licenciatura em Quimica) - Departamento Académico de Quimica, Universidade Tecnologica
Federal do Parana. Londrina, 2016.

The Myrtaceae family is considered one of the most important families of the Brazilian flora due
to the vast occurrence of edible species and / or used in traditional medicine. Among them Eugenia
Moraviana and Eugenia Blastantha, known in Brazil as guamirim or black cherry and grumixama-
mirim or purple cherry woodland, are of great interest, especially due to the growing search for
antioxidant substances from natural sources. The ethanolic extracts of the fruits of these native
species were evaluated in the present work on the antioxidant properties. The concentration in
trolox equivalent per gram of the extracts of said species was determined using DPPH and ABTS
radical scavenging capacity assays, oxygen radical absorbance capacity (ORAC) and ferric
reduced antioxidant potency (FRAP) assays. The total phenolic content was also determined by
the Folin-Ciocalteu method. Both species presented expressive antioxidant activity in all the tests
carried out, what characterizes them as possible sources of antioxidants. The extract of the fruits
of E. blastantha showed a higher content of phenolic compounds (213.28 + 4.55), higher
antioxidant activity in the DPPH (1789.82 + 139.22) and FRAP (2023.46

+ 34.12), besides showing superior activity than other species of the same genus and commonly
consumed species. Fruit extracts of E. moraviana showed higher antioxidant capacity only by
ORAC (2120.05 + 50.80) and ABTS (68.18 + 2.68). The results suggest that the fruits of E.
moraviana and E. blastantha are considered a source of bioactive metabolites, and may be
suggested in therapies of diseases related to the presence of free radicals. This activity is being
reported for the first time for both species. The results found stimulate further studies to identify
bioactive compounds.

Keywords: Antioxidant activity. Phenolic compounds. Guamirim / Black cherry. Grumixama-
mirim / Purple cherry cherry. Myrtaceae.
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1 INTRODUCAO

Antioxidantes sdo substancias que presentes em baixas concentragdes em comparacao ao
substrato oxidavel, retardam significativamente ou inibem a oxidac¢do do substrato, ou seja, que
sdo capazes de estabilizar ou desativar os radicais livres antes que ataquem os alvos biologicos
nas células. Nos seres vivos a producao de radicais livres ¢ controlada por diversos compostos
antioxidantes. Os radicais formados a partir de antioxidantes ndo sdo reativos para propagar a
reagdo em cadeia, sendo neutralizados por reagdo com outro radical, formando produtos estaveis
ou podendo ser reciclados por outro antioxidante (SOUSA et al., 2007, p. 351). A formagdo de
radicais livres decorrente do metabolismo celular se intensifica pela exposi¢ao a fatores exdgenos
(radiagdes gama e ultravioleta, medicamentos, ma alimentagao, cigarro, entre outros). A produgao
de grande quantidade desses radicais € responsavel por danos oxidantes nos tecidos e células. Esses
danos tém sido relacionados a causa de varias doengas, incluindo doencas degenerativas e do
envelhecimento, como artrite, aterosclerose, cardiopatia, diabetes, enfisema, disfuncao cerebral,
esclerose multipla, envelhecimento, cancer, catarata, inflamagdes cronicas, doengas do sistema
imune. Além disso, os radicais livres também causam danos no DNA ou podem oxidar lipidios e
proteinas, danos que desempenham um papel importante nos processos de mutagénese e
carcinogénese (BIANCHI; ANTUNES, 1999, p. 124). Como estratégia para combate aos radicais
livres, e considerando a crescente popularidade no mercado mundial do uso de métodos oriundos
de fontes naturais para o tratamento e preven¢do de doencas (BOROSKI et al., 2015), diversas
fontes ricas em compostos antioxidantes vém sendo estudadas, como frutas, legumes, cereais,
sementes e castanhas (OROIAN; ESCRICHE, 2015 apud NICACIO, 2016). Dentre estas fontes,
as frutas sdo destaque, ndo s6 por serem constituidas também por altas quantidades de 4dgua, fibras,
vitaminas e minerais, mas também devido a variedade de opgdes para consumo (tanto in natura,
quanto na fabricagdo de bebidas, licores, sorvetes, entre outras. (VAUZOUR et al., 2010 apud
NICACIO, 2016).

Diversos autores relatam o potencial de frutas nativas brasileiras como fontes de
compostos antioxidantes (GONCALVES, 2008; CASTRO, 2012; ROESLER et al.,2007; VIEIRA
et al., 2011; COUTINHO; PASCOLATTI, 2014, entre outros). Por vezes estas frutas sdo
conhecidas e consumidas pela populagdo local, em alguns casos empregadas até na medicina

popular, sem que se tenham realizado estudos acerca das propriedades dessas frutas. Esse tipo de
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estudo pode conferir desenvolvimento social, econdomico e ambiental por meio da valorizacao das

frutas nativas das diversas regides do pais.

Considerando a posi¢ao do Brasil como gestor da maior biodiversidade do planeta, ¢
primordial o estudo de espécies nacionais e sua preservagao indispensavel para exploragdo
consciente desses recursos (BRASIL, 2016). A familia Myrtaceae, uma das maiores familias em
ocorréncia na flora brasileira, apresenta um grande nimero de espécies importantes em muitos
biomas brasileiros. Muitas mirtaceas sao conhecidas por suas utilidades, tais como: extragcdo de
madeira (Eucalyptus spp.), alimentar (goiaba - Psidium guajava; jaboticaba - Myrciaria cauliflora;
pitanga - Eugenia uniflora; jambo - Syzygium jambos; guabiroba - Campomanesia xanthocarpa,
etc.) e ornamental (escova-de-garrafa - Calistemon e eugénia - Eugenia sprengelii) Do ponto de
vista quimico, os estudos em mirtaceas revelaram, especialmente, a presenga de 6leos essenciais,
taninos, flavonoides e terpendides. Embora muitos compostos tenham sido isolados e identificados
em algumas espécies de mirtaceas, ainda sdo poucos os estudos que relacionam tais compostos aos
efeitos biologicos indicados por algumas espécies (SILVEIRA, 2010).

Tendo em vista o potencial quimico, farmacoldgico e econdmico dessas espécies, seu
estudo adquire grande importancia, pois elas apresentam valor intrinseco a riqueza da flora
brasileira e por meio dele pode-se propiciar a preservagdo e valorizacdo das espécies nativas
(QUEIROZ et al, 2015). O estudo de propriedades biologicas, em particular a atividade
antioxidante, pode contribuir para ampliacdo de fontes de antioxidantes naturais regionais,
aumentando as opgdes de acesso para consumo da populagao.

Duas espécies regionais do género Eugenia foram selecionadas para o presente estudo:
Eugenia moraviana e Eugenia blastantha. Ambas ndo apresentam até o momento relatos na
literatura relacionados ao estudo de propriedades antioxidantes.

A espécie E. moraviana, conhecida como guamirim ou cereja preta, pode ser encontrada
na regido de planicie alagdvel do Alto Rio Parand, nos Estados de Mato Grosso do Sul e Parana.
Além disso, distribui-se no sul do Brasil, Bolivia, Paraguai até o norte da Argentina. Trata-se de
uma espécie exclusiva de matas riparias, sendo muito frequente na regido chaqueana do Paraguai

e da Argentina. Seus frutos sdo globosos, 5-8 mm de didmetro, vermelho-escuros a pretos
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quando maduros, sdo consumidos in natura e muito apreciados. Os frutos sem sementes sao 6timos
para se fazer bolo e também servem para fazer sucos, sorvetes e geleias. Frutifica nos meses de
marco a maio (ROMAGNOLO; SOUZA, 2006). Apel et al. (2011) em seu estudo do 6leo essencial
das folhas desta espécie encontrou como principais constituintes o f3- Caryophyllene (14,5%), além
de B-elemene (11,8%) e biciclogermacrene (5,1%). Lunardi ef al. (2001), por sua vez, isolou os
triterpenos acido 6a-hidroxibetulinico, acido platanico, 4cido betulinico e B-sitosterol a partir de
extratos das folhas e caules da planta.

A espécie Eugenia blastantha ¢ conhecida popularmente como grumixama-mirim (do
tupi-guarani que significa fruta da arvore que se descasca e o termo mirim descreve o tamanho
pequeno) e também chamada de pitanga roxa da mata. Tem origem nativa nos sub-bosques das
florestas semideciduas (que perdem as folhas) de altitude, de Minas Gerais até Santa Catarina.
Frutifica nos meses de outubro a novembro e seus frutos sdo consumidos in natura, na forma de

sucos, sorvetes e geleias (COLECIONANDO FRUTAS, 2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinagao da atividade antioxidante dos extratos etanolicos dos frutos das espécies

Eugenia moraviana e Eugenia blastantha.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho sdo:

Obter os extratos etanolicos a partir dos frutos das espécies Eugenia moraviana
e Eugenia blastantha;,

Avaliar as propriedades antioxidantes dos extratos etanolicos das espécies
Eugenia moraviana e Eugenia blastantha pelos métodos: DPPH, FRAP ABTS
e ORAC;

Determinar a capacidade antioxidante, utilizando o trolox como padrdo de
comparagio (umol equivalente de trolox. g! amostra).

Quantificar compostos fenolicos dos extratos pelo método colorimétrico de
Folin-Ciocalteau;

Determinar com base nas analises gerais o melhor potencial de acdo antioxidante

entre essas duas espécies.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 RADICAIS LIVRES

Radicais livres sdo moléculas organicas e inorganicas ou atomos que contém um ou mais
elétrons ndo pareados, com existéncia independente. Essa configuragdo os torna, na maioria dos
casos, altamente instaveis e com tempo de meia-vida muito curto (BIANCHI; ANTUNES, 1999,
p. 123). Antioxidantes, por sua vez, sdo classificados como substancias que presentes em baixas
concentracdes, comparadas ao substrato oxidavel, retardam significativamente ou inibem a
oxidagdo (incorporacdo de oxigénio a uma estrutura, no caso do substrato) (SOUSA et al., 2007,
p. 351).

O chamado estresse oxidativo ¢ o desequilibrio entre moléculas oxidantes (os radicais
livres) e antioxidantes que resulta na indu¢ao de danos celulares (BIANCHI; ANTUNES, 1999, p.
123).

3.1.1 Classificacdo e Mecanismo de A¢ao

Os antioxidantes podem ser classificados em: primarios, sinergistas, removedores de
oxigénio, bioldgicos, agentes quelantes e antioxidantes mistos.
Os antioxidantes primdrios sdo compostos que causam a remog¢ao ou inativa¢do dos
radicais livres por meio da transferéncia de um atomo de hidrogénio. A reag@o ocorre conforme a
seguinte equacao:
ROO + AH —» ROOH + A (1)
R +AH - RH+ A (2)
Onde: ROO e R sdo radicais livres; AH € o antioxidante com um 4atomo de hidrogénio

prético e A€ o radical inerente.
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O 4tomo de hidrogénio ativo do antioxidante reage com maior facilidade com os radicais
livres formando espécies inativas e um radical inerte (4'), advindo do antioxidante e incapaz de
propagar reagdes oxidativas. Os principais representantes desse grupo sao os compostos fenolicos,
como butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), ferc-butil- hidroquinona (TBHQ)
e propilgalato (PG) que s3o sintéticos, e os tocoferdis que sdo naturais (FINLAYS TEA
SOLUTIONS, 2009, p. 17).

Jé& os antioxidantes sinergistas, apesar da baixa capacidade antioxidante, podem aumentar
o efeito dos antioxidantes primarios, modificando inclusive seu mecanismo de atuacdo, quando
combinados adequadamente.

Quanto aos removedores de oxigénio sdo compostos que atuam, conforme o proprio nome
indica, tornando os oxigénios capturados indisponiveis para autoxidacdo. Exemplos desse grupo
sdo: o acido ascorbico, seus isomeros € derivados.

Os antioxidantes bioldgicos atuam removendo ndo s6 oxigénio, como também outros
compostos muito reativos de um sistema alimenticio. Os principais exemplos sdo enzimas como
glucose oxidase e catalases. Os agentes quelantes ou sequestrantes, por sua vez, complexam ions
metalicos principalmente de cobre e ferro, responsaveis pela catdlise na oxidacdo lipidica. A
complexacgao ocorre devido a um par de elétrons ndo compartilhado que esses compostos possuem
em sua estrutura, exemplos: acido citrico e seus sais, fosfatos e sais de EDTA.

Finalmente os antioxidantes mistos, que sdo provenientes de plantas e animais,
amplamente estudados para uso em alimentos. Estdo entre eles: proteinas hidrolisadas, flavonoides

e derivados de 4cido cinamico (FINLAYS TEA SOLUTIONS, 2009, p. 18).

3.2 COMPOSTOS FENOLICOS COMO ANTIOXIDANTES

A atividade antioxidante das frutas e legumes pode ser atribuida a diversos compostos
quimicos, tais como os carotenoides, polifendis, saponinas, vitaminas, entre outros (FLORA, 2009
apud NICACIO, 2016). Os estudos acerca de frutas comumente consumidas, em sua grande
maioria, relatam a presenca da classe dos polifendis. Os polifendis ou compostos fendlicos sao

compostos oriundos do metabolismo secundario dos vegetais os quais, dependendo
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da subclasse, apresentam um ou mais anéis aromaticos ligados a varios grupos hidroxila. Eles
foram classificados em 4 classes principais: acidos fenolicos, flavonoides, estilbenos e lignanas
(MANACH et al., 2004).

De modo geral, os polifendis, especificadamente os flavonoides (Figura 1) possuem
estrutura ideal para o sequestro de radicais, o que os torna antioxidantes mais efetivos que as
vitaminas C e E. Sua atividade antioxidante, além de estar condicionada a estrutura do composto
e ao potencial de oxidacao do flavonoide e das espécies a serem sequestradas, pode ser determinada
por cinco fatores: reatividade como agente doador de hidrogénio ou de elétrons (interrompendo o
mecanismo de oxida¢do), estabilidade do radical flavanoil formado (estabilizado devido a
ressonancia do anel aromatico presente na estrutura destas substancias), (SOUSA et al., 2007, p.
352), reatividade frente a outros antioxidantes, capacidade de quelar metais de transicao,
solubilidade e interacdo com as membranas. Em geral, quanto menor o potencial de oxidagao do
flavonoide, maior ¢ sua atividade como sequestrador de radicais livres. Ainda, quanto maior o
numero de hidroxilas, maior a atividade como agente doador de H e de elétrons (BARREIROS;

DAVID; DAVID, 2006, p. 122).
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Figura 1- Estrutura quimica das principais classes de flavonoides
Fonte: Gongalves (2008).
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Estes compostos também sdo capazes de inibir a peroxidagao lipidica e a lipooxigenase
in vitro,um dos motivos pelos quais tém sido muito estudados. Na industria alimenticia, a oxida¢ao
lipidica ¢ inibida por sequestradores de radicais livres. Os compostos mais utilizados para esse fim
sao: o butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-butil-hidroxi- quinona
(TBHQ), tri-hidroxi-butil-fenona (THBP) e galato de propila (GP). (Figura 2) (SOUSA et al.,
2007, p. 352).

OH
C(CH,),
OCH, =
BHA BHT
‘jJ OH
e ~ ) K(}(CH;];CH} C(CH,),
HO XX
OH OH
GP TBHQ

Figura 2- Estrutura quimica de alguns antioxidantes sintéticos
Fonte: Adaptado de Finlays Tea Solutions (2009, p. 18).

Nos alimentos e bebidas, os compostos fendlicos, em especial os taninos, sao
responsaveis pelo amargor e adstringéncia da maioria. Enquanto os componentes fendlicos com
baixo peso molecular tendem ao sabor amargo, os polimeros com alto peso molecular sdo mais
adstringentes (ARABBI, 2001).

Como exemplos da agdo de compostos fendlicos na alimentagdo podem ser citados a
ingestdo de cha verde (onde estdo presentes ésteres de acido galico) (ANGELLA, 2014), o
consumo de vinho (onde estdo presentes acidos fenolicos, catequinas, flavondis e antocianinas) €
derivados da soja (fonte de isoflavonas, incluindo a genisteina e a daidzeina). As isoflavonas atuam
potencialmente na prevencdo e tratamento do cancer e osteoporose. Ja as antocianidinas

(flavonoides hidrossoltiveis) estdo entre os principais pigmentos nas frutas e flores, e sua cor ¢
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influenciada pelo pH, e complexos ion metélicos sdo antioxidantes in vitro e podem apresentar

propriedade antioxidante e anti-mutagénica in vivo (ARABBI, 2001).

3.3 AVALIACAO IN VITRO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Virios métodos sdo utilizados para determinar a atividade antioxidante em diferentes
extratos e substancias isoladas. Em diversos casos, os resultados obtidos ndo sdo comparaveis por
fatores como: estrutura fisica do sistema; natureza do substrato para oxidagdo; presenca de
interferentes; modo de indugdo da oxidag¢ao; método analitico para medir a oxidagdo (MIGUEL,
2007, p. 113).

Os antioxidantes podem desativar radicais livres por dois mecanismos principais:
transferéncia de um atomo de hidrogénio e/ou transferéncia de elétron. O mecanismo que ird
prevalecer dependera da estrutura do antioxidante, de suas propriedades, solubilidade, coeficiente
de particdo, sistemas de solventes, ainda da energia de dissociagdo da ligacdo e da energia de
ionizagdo. No primeiro mecanismo, o antioxidante captura o radical para o qual doa um atomo de
hidrogénio, (conforme o mecanismo apresentado no item 3.1.1 para os antioxidantes primarios).
A reatividade relativa neste caso ¢ determinada pela energia de dissociagcdo da ligagdo do
hidrogénio com o antioxidante (de aproximadamente -10 Kcal/mol e energia de ionizagdo abaixo
de -36 Kcal/mol). Trata-se de um mecanismo rapido, independente do pH e que deve ocorrer na
auséncia de agentes redutores, pois esses provocam aumento indiscriminado da reatividade
(MIGUEL, 2007, p. 113). Alguns dos métodos que trabalham por este mecanismo sdo: ORAC
(oxygen radical absorbance capacity) e TRAP (total reactive antioxidant potential)
(VASCONCELOS et al., 2007, p. 1329).

Em relagdao aos métodos baseados na transferéncia de um elétron, ha capacidade de
redugdo dos demais compostos ¢ consequente formagdo de um cation. A reatividade relativa do
método se baseia na desprotonacdo e na energia de ionizagdo do grupo reativo (mecanismo
predominante para valores maiores que -45 Kcal/mol). Essas reagdes costumam ser lentas e

dependentes do pH do sistema (normalmente quanto maior o pH, menor a energia de ionizagao).

X +AH — X- + AH+ 3)
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Hy0
AH" == A + H;0+ 4)

X~ + H30* - XH + H20 (%)

Quando AH* tem uma vida elevada, ocorrem reacdes secundarias que podem gerar
toxicidade ou mutagénese in vivo. Nas amostras em que ocorrem os dois mecanismos apresentados
o balanco entre ambos ¢ determinado pela estrutura do antioxidante e pH do meio (MIGUEL,
2007, p. 114). Exemplos de métodos cuja determinagao analitica envolve transferéncia de elétrons
sdao: FRAP (Ferric Reducing Ability Power) e TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) ou
ABTS (VASCONCELOS et al., 2007, p. 1329).

Atualmente, as técnicas mais utilizadas sdo os ensaios de DPPH e ABTS. Estes reagentes,
que ddao nome aos ensaios, correspondem aos radicais cuja absorcdo serd atenuada pelo
antioxidante e s3o determinantes para o custo do método espectrofotométrico. Esses métodos sdao
relativamente simples baseando-se invariavelmente, na capacidade de “descolorante” da amostra.
(BUTERA et al., 2002).

A principal desvantagem dos métodos para determinacdo de capacidade antioxidante in
vitro esta relacionada ao fato dos radicais empregados, em sua maioria, com excec¢ao do método
ORAC que emprega o radical peroxila, ndo serem encontrados no organismo, ou seja, os testes
ndo representam a condicdo real dos sistemas bioldgicos. Porém, caracterizam-se por serem

rapidos, reprodutiveis e acessiveis a laboratorios de pesquisa e a industria (BOROSKI et al., 2015).

3.3.1. METODO DE DPPH

O ensaio intitulado DPPH é um método baseado na eliminacdo do radical livre estavel

1,1-difenil-2-picril-hidrazila (DPPH) (Figura 3).
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NO,

Figura 3- Estrutura do radical livre estavel DPPH
Fonte: Oliveira (2015, p. 37).

O mecanismos por transferéncia de um atomo de H para neutralizagdo ou redugdo de um
radical livre na determinagdo da capacidade antioxidante de um composto, pode ser observado
para o DPPH na Equacao 6.

DPPH -+ AH=—DPPH—-H+ A" 6)

Estudos como de Karadag et al. (2009 apud OLIVEIRA, 2015, p. 37) defendem que

dificilmente se consegue determinar qual dos mecanismos ¢ determinante para esse método.
Enquanto outros autores como Huang e Prior (2005 apud OLIVEIRA, 2015, p. 37) acreditam
que a transferéncia de um atomo de hidrogénio (Figura 4) ¢ apenas uma reacao secundaria, além

de ser reversivel (Equagdo 6) (OLIVEIRA, 2015, p. 37).

2.0 Q0

N- NH
ON NO, + AH ON NO, + A-
NO, NO,
DPPH - DPPH-H

Figura 4- Reacdo entre o radical DPPH e um antioxidante através da transferéncia de um
atomo de hidrogeénio.

Fonte: Oliveira (2015, p. 37).
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Os radicais livres contém um elétron desemparelhado. A estabilidade do radical DPPH ¢
devida a sua estrutura quimica, ndo s6 em virtude dos trés anéis aromaticos, que apresentam efeito
de ressonancia, importante para estabilizar a carga eletronica do radical, mas também pelo
deslocamento do elétron desemparelhado sobre o radical nos trés grupos nitro e nos dois atomos
de nitrogénio, grupos que permitem o deslocamento de elétrons (OLIVEIRA, 2015, p. 38).

Por causa da localizagdo do elétron livre ao longo da molécula de DPPH (Figura 3), o
radical possui a cor purpura ou violeta com uma banda de absor¢cdo em solu¢do de etanol ou
metanol com absor¢do maxima na regido de 517 nm (515 a 528 nm). O método ¢ baseado na
medida da capacidade antioxidante de uma determinada substancia em sequestrar o radical DPPH,
reduzindo-o a hidrazina (molécula estavel diamagnética DPPH-H), com mudanga concomitante
na coloracao de violeta a amarelo palido (ALVES et al., 2010, p. 2204).

Inicialmente, os ensaios para avaliacdo da capacidade sequestrante de DPPH eram
realizados por ressonancia de elétron spin (RES), uma vez que a intensidade do sinal do radical
DPPH ¢ inversamente proporcional a concentragdo do antioxidante testado e o tempo de reagdo.
Atualmente, o método mais popular consiste na analise do decaimento da absorbancia na faixa de
comprimento de onda citada, produzido pela adi¢cdo do antioxidante a uma solugdo alcoolica do
radical DPPH (ALVES et al., 2010, p. 2204). Esse monitoramento deve ser realizado no escuro,
pois a luz é um fator que interfere na reagdo do radical DPPH, gerando uma substancia que acelera
a diminui¢do da absorbancia e, consequentemente, altera os resultados finais (OLIVEIRA, 2015,
p. 39). No geral o método ¢ simples, preciso e reprodutivel, ainda ¢ aplicavel a avaliagdo da
atividade antioxidante de diversas amostras como sucos de frutas, extratos vegetais e substancias
puras (ALVES et al., 2010, p. 2204).

Estudos anteriores utilizando acidos ascorbico e isoascorbico levaram a conclusao de que
a interacdo de um potencial antioxidante com o DPPH depende, sobretudo, da conformacao
estrutural e do numero de grupos hidroxilicos disponiveis. Entretanto, para a maior parte das
substancias, 0 mecanismo apresenta-se mais complexo e exige que outros estudos sejam feitos
(ALVES et al., 2010, p. 2204).

O método DPPH sofreu diversas mudancgas ao longo dos anos, entre os varios protocolos

desenvolvidos ndo foi estabelecido um procedimento padrao, o que dificulta a
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comparacao dos resultados. Esta falta de padronizacao leva as principais desvantagens do método:
as diferentes formas de interpretacao e determinagao da capacidade antioxidante. Isso ocorre, pois
avaliacdes realizadas por meio de distintas formas de medicdo e que empreguem diferentes
solventes ndo podem ter seus resultados comparados. Alias, o tipo de solvente utilizado também
pode ser um inconveniente, (em meio aquoso o radical pode tornar-se um tanto inacessivel ao
antioxidante, ¢ isso afeta a transferéncia de um elétron ou do atomo de H). O DPPH se dissolve
melhor em solventes organicos e em meio alcodlico a transferéncia de um atomo de hidrogénio
para o N ligado aos dois anéis aromaticos € facilitada. Assim, a carga antes deslocalizada passa a
restringir-se ao N central da molécula, aumentando sua reatividade com o antioxidante (Figura 5)

(OLIVEIRA, 2015, p. 39-40).

_F,_:-"’

o

—-N / \ NO,+AH —

e

Figura 5- Interacio por ligacio de hidrogénio do metanol com o radical DPPH e o aumento
da localizacao do elétron desemparelhado no atomo de nitrogénio (N¢) do radical DPPH
Fonte: Oliveira (2015, p. 40).
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Com relacdo a influéncia da luz, foi observado que sua presenga durante a reagdo ocasiona
uma perda da absorbancia entre a solu¢ao de DPPH e o antioxidante (em torno de 20 a 35%), perda
que pode ser maior com o tempo. Ainda, a presenca de compostos ndo antioxidantes nas solugdes
testadas (OLIVEIRA, 2015, p. 40) e a propria substancia analisada podem interferir nos resultados.
Essa ultima ocorre caso o espectro da substancia em questao se sobreponha ao do DPPH ao redor
de 517 nm. Além disso, o tamanho da molécula avaliada também é um fator determinante da
reagdo, em virtude da acessibilidade estérica, pois moléculas pequenas tém melhor acesso ao sitio
do radical podendo apresentar uma maior atividade aparente quando comparada a moléculas

maiores (ALVES et al., 2010, p. 2204).
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Ainda, o método ndo ¢ adequado para sistemas bioldgicos, pois as proteinas podem
precipitar-se em meio alcoolico, ou seja, nao € fisiologicamente relevante (OLIVEIRA, 2015, p.

40).

3.3.1.1. Interpretacdo dos Resultados

Os resultados costumavam ser apresentados como valor de ECso ou ICso, que sdo a
quantidade de antioxidante necessario para diminuir ou reduzir a concentragdo inicial do radical
DPPH em 50%. Este valor ¢ calculado através da regressao linear da curva de inibi¢ao percentual
do radical DPPH em funcao da concentragao do antioxidante (OLIVEIRA, 2015, p. 40). Para tanto,
se faz necessaria a utilizagao de diferentes concentragdes do extrato (que correspondem aos valores
do eixo x) e os valores das porcentagens de inibi¢do (eixo y) calculados através da Equacao 7. Os
resultados podem ainda ser expressos simplesmente em fungdo da porcentagem de inibig¢ao (% I),
uma correlacdo da absorbancia das amostras com a absorbancia da solug¢do metanodlica do radical,

conforma a seguinte equagao:

% I = Ac=Aam ¥ 100 7
Ac

Onde:

(Ac)=a absorbancia do controle, solu¢do metanolica do radical DPPH;

(Aam)= a absorbancia das amostras, solu¢cao da amostra apds 30 minutos de reagdo com
o radical DPPH (INFANTE, 2013).

Sdo muitos os trabalhos publicados que fazem uso desta técnica, no entanto nao ha
padronizacdo para apresentagdo dos resultados. Os trabalhos mais recentes sdo usualmente
reportados como equivalentes de trolox (acido 6-hidroxi- 2,5,7,8-tetrametilcromana-2-
carboxilico)(Figura 6- a), analogo hidrossoluvel do tocoferol (Figura 6- b). Nesses casos, uma
curva de calibragao ¢é construida a partir de solu¢des de diferentes concentragdes do padrao trolox,
e os resultados sdo expressos em pmol de equivalente do padrdo trolox em 1 grama da amostra

(BOROSKI ef al., 2015).
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HO o]

OH

Figura 6 - a) Estrutura do trolox; b) Estrutura do tocoferol (vitamina E)
Fonte: Franca (2011, p. 25).

3.3.2. METODO FRAP

O ensaio FRAP (Ferric Reducing Ability Power) determina o poder de reducdo de
antioxidantes utilizando o reagente ferricianeto de potassio ou o hexacianoferrato (III) de potassio.
Inicialmente, ocorre a formacdo do complexo oxidado de Fe**, o 2,4,6-tripiridil-1,3,5- triazina
(TPTZ) ap6s reagao com cloreto férrico (BOROSKI et al., 2015).

K;3[Fe*"(CN)g] + FeCls — Fe*'[Fe*(CN)g]+ 3KCl (8)

O TPTZ ¢ formado por duas moléculas de 2,4,6-tripiridil-1,3,5- triazina, que atuam como
ligantes e um ion metélico central Fe**. Na presenca de uma substancia antioxidante redutora em
meio 4cido (pH 3,6), o complexo [Fe(TPTZ).]*" recebe um elétron e ¢é reduzido a forma
[Fe*"(TPTZ):]*" (Figura 7), que apresenta intensa coloracdo azul com maximo de absor¢io em 593

nm (BENZIE; STRAIN, 1996 apud LOPES, 2015).



Complexo férrico de Complexo ferraso de
2 4 6-tripiridil -1,3 5-trlazina 2 4 B-tripiridil -1,3,5-triazina
[Fet ””(TPTZ:]z]S“ [FelIIJ(TPE)2]2+

Figura 7- Reducido do complexo férrico [Fe3*'(TPTZ):]3" a ferroso [Fe**TPTZ):]2+, pela
acao do antioxidante.
Fonte: Carbonera (2014, p. 27).

Para quantificagdo da atividade antioxidante, a absorbancia maxima do complexo
formado ¢ monitorada. Vérias metodologias empregadas para determinag¢do de capacidade
antioxidante incluem a redugio do ion Fe**, onde a determinacio é baseada na capacidade de
reduzir o Fe*" para Fe?*. Justamente em virtude do principio da técnica (medida da capacidade de
reducdo) esses métodos ndo podem ser empregados para antioxidantes que atuam por transferéncia
de hidrogénio, como carotenoides e tidis. Outra desvantagem do método ¢ atribuida a agdo no
organismo, onde os ions reduzidos (Fe?") podem atuar como pro-oxidantes, devido a formacdo de

radicais hidroxila, por exemplo (BOROSKI et al., 2015).

3.3.2.1. Interpretagdo dos Resultados

Os resultados podem ser apresentados em equivalente do padrao utilizado para construgao
da curva de calibragdo. Dentre os padrdes comumente empregados estdo BHT, trolox, 4cido galico,
entre outros antioxidantes. A curva ¢ estabelecida no comprimento de onda maximo do complexo

(563 nm) em determinada faixa de concentragdo em fun¢ao das leituras de
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absorbancia. Desta forma, para uma amostra soélida, por exemplo, os resultados podem ser
expressos em miligramas de equivalente do padrdao de antioxidante por grama de extrato. Ainda

nao ha uma padronizagao para expressao dos resultados (BOROSKI et al., 2015).

33.3. METODO DO RADICAL ABTS *

Outro ensaio para avaliar a capacidade antioxidante ¢ realizado através da captura do
radical 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS), denominado também por
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), quando padrao trolox ¢ utilizado. Este método ¢
aplicével tanto a matrizes lipofilicas quanto hidrofilicas e ¢ considerado pratico, rapido e de alta
sensibilidade, sendo por isso amplamente empregado (BOROSKI et al., 2015).

O principio do método tem por base a capacidade dos compostos antioxidantes presentes
na reagao de capturar os radicais livres ABTS com descoloragao da solugao e consequente redugao
da absorbancia, correspondendo quantitativamente a concentragdo de antioxidantes presentes na

amostra (Figura 8) (ZULUETA; ESTEVE; FRIGOLA, 2009 apud CARBONERA, 2014).

O radical ABTS " estavel ¢ gerado pela reagdo quimica entre 0 ABTS e um oxidante,

como persulfato de potassio, didxido de manganés, enzimas (peroxidase ou metamioglobina, entre

outras) e apresenta coloragdo verde escuro com maximo de absorbancia em 734 nm (RE et al,

1999).
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Figura 8- Reaciio do radical ABTS na presenca de um composto antioxidante
Fonte: Carbonera (2014, p. 28 adaptado de Zulueta ez al, 2009).

Uma das criticas ao método estd relacionada ao fato do radical empregado nao ser
encontrado no organismo e de que nao € possivel avaliar compostos com potencial redox menores
do que do proprio radical. Por outro lado, o radical em questao proporciona a vantagem de diminuir
interferéncias de compostos que absorvam radiacdo eletromagnética em comprimentos de onda
menores, pois absorve na regido proéxima ao infravermelho (734 nm), o que também viabiliza a
analise de compostos que absorvem radia¢do na regido do visivel, como as antocianinas. Além

disso, trata-se de um radical altamente estavel (BOROSKI ef al., 2015).

3.3.3.1. Interpretacdo dos Resultados

Os resultados podem ser obtidos empregando-se varias concentracdes de extrato ou
apenas uma concentragdo. A partir de solugdes do padrao trolox em diferentes concentragdes (eixo
X) € suas respectivas absorbancias (eixo y), obtém-se a equagdo da reta por regressdo linear.
Substituindo o valor da absorbancia de uma unica concentragao do extrato na equagao da curva de

calibragao ¢ possivel expressar quanto equivale em umol de trolox determinada massa
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do extrato, ou seja, a capacidade do extrato de inibir o radical ABTS equivalente ao padrdo. Logo,
sabe-se qual quantidade de padrio trolox equivale a 1 g suco de fruta ou de extrato (umol ET. g'!)

(BOROSKI et al., 2015).
3.3.4. METODO ORAC

O método de capacidade de absor¢@o dos radicais de oxigénio - ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity) consiste em um ensaio espectrofluorimétrico, baseado na capacidade de
absorbancia do radical de oxigénio, utilizando fluoresceina (Figura 9) como marcador da
capacidade antioxidante, um método amplamente utilizado para avaliacdo de diversas matrizes

alimenticias (PRIOR; CAO, 1999 apud BOROSKI et al., 2015).

@)
@ 7
P

COOH

OH

Figura 9- Estrutura quimica da fluoresceina
Fonte: Boroski et al. (2015, p. 128).

No teste ORAC se verifica a capacidade de inibi¢do da oxidacdo dos radicais peroxila,
induzidos pelo iniciador AAPH (dihidrocloreto de 2,2’-azobis [2-amidinopropano]) (Figura 10),
por meio da decomposicao térmica desse azo-composto a 37°C (Figura 11) (OU et al, 2001 apud

CARBONERA, 2014 ).
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Figura 10- Estrutura quimica do 2,2'-azobis-(2-amidinopropano)
dihidrocloreto (AAPH)
Fonte: Boroski et al. (2015, p. 128).
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Figura 11- Reacdo de decomposicio térmica do azo-composto 2,2'-azobis-(2-
amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH).
Fonte: Carbonera (2014, p. 29 apud Zulueta, et al., 2009).

Neste ensaio, o radical peroxila reage com um composto fluorescente (fluoresceina,
substrato oxidavel) formando um produto nao fluorescente. O efeito protetor do antioxidante (AO)
se da através da doagdo de um atomo de hidrogénio aos radicais livres, evitando o decréscimo de
fluorescéncia (Figura 12). Esse efeito ¢ determinado pelo calculo da area formada abaixo da curva
de decaimento da fluorescéncia da amostra versus tempo, quando comparada ao branco, em que

nao ha antioxidantes presentes (OU et al, 2001 apud CARBONERA, 2014 ).
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Figura 12- Representacio da atuacio dos antioxidantes no ataque dos radicais peroxila a
fluoresceina
Fonte: Boroski ez al. (2015, p. 129).

A mudanga estrutural da fluoresceina apos a perda da fluorescéncia pela a¢ao dos radicais
ainda nao foi confirmada.

Quanto as vantagens envolvidas no uso do ensaio ORAC, estdo ndo s6 a utilizagdo de
uma fonte de radical bioldgica relevante e da temperatura do corpo humano (37°C), como também
por tratar-se do unico método que combina tempo e grau de inibi¢do por um antioxidante num
unico valor, reproduzindo o mecanismo de atuacdo e prevengado dos radicais livres no organismo

(PRIOR et al., 2003; WU et al., 2008; HUANG et al. 2002 apud CARBONERA, 2014).

3.3.4.1. Interpretacdo dos Resultados

Ap6s as analises ¢ obtido um grafico de tempo por intensidade de fluorescéncia. A area
abaixo da curva (AUC- area under curve) ¢ calculada, tanto para o padrdo quanto para a amostra.
A AUC também ¢ calculada para o branco. O controle ¢ obtido somente pela fluoresceina para
verificagdo da manutengdo de sua fluorescéncia ao longo do tempo. O calculo da AUC ¢ realizado

pela razao entre a intensidade da fluorescéncia de cada um dos pontos pela
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fluorescéncia obtida no primeiro ponto. Os resultados dessas divisdes sdo somados (BOROSKI,
etal.,2015).

A area liquida abaixo da curva (Net AUC) ¢ calculada pela subtracao do valor do branco,
ela representa apenas o valor da AUC para o padrdo ou para amostra. A partir da area liquida
calcula-se o valor da capacidade antioxidante por meio da equagdo da reta da curva de calibracao
feita com o padrdo trolox em determinada faixa de concentracdo, sendo assim o resultado ¢
expresso em equivalente trolox (TE), e finalmente em pumol de equivalente trolox por grama de

amostra com base na concentra¢ao do extrato empregado (BOROSKI et al., 2015).

3.4 ENSAIO COM REAGENTE FOLIN-CIOCALTEU

O ensaio com reagente de Folin-Ciocalteu (FCR) ¢ o mais utilizado para quantificacao de
fenois em uma amostra, o qual também € conhecido como ensaio para determinacao de compostos
fenolicos totais. Foi desenvolvido inicialmente por Singleton e colaboradores em 1965 e, em 1999,
o ensaio foi delineado e padronizado para quantificagdo de fendis totais (SINGLETON et al. 1956
apud TOMEI; SALVADOR, 2007).

O principio desta técnica consiste na redu¢do do reagente de Folin-Ciocalteu pelo
composto analisado, uma solu¢do de complexos que também apresenta atomos de molibdénio no
estado de oxidagao VI, que na presenga de elétrons passa para o estado de oxidagao V, conferindo-
lhe coloragdo azul em decorréncia da mudanga de estado. Os produtos de reagdo podem ser
detectados na faixa de 740 a 750 nm (absorbancia maxima). Para reducdo do molibdénio, os
compostos fenodlicos devem estar desprotonados, condi¢cdo favorecida em meio basico (HUAN;
OU; PRIOR, 2005 apud INFANTE, 2013, p. 41).

Os compostos fendlicos totais determinados por FCR sdo frequentemente expressos em
equivalente de acido galico. Quanto as desvantagens do método, elas estdo relacionadas a
formacao do complexo de cor azul ndo ser atribuida exclusivamente a compostos fenolicos. Outros
compostos tais como acidos organicos, acido ascorbico, aminas aromaticas e Fe (III), também

conferem esse efeito (MAGALHAES et al., 2008 apud INFANTE, 2013, p. 41).
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O ensaio de fendis totais por FCR ¢ conveniente, simples e reprodutivo. Por isso, tem sido
vastamente aplicado e tornou-se um ensaio rotineiro no estudo de antioxidantes fenolicos, uma vez
que se estabeleceu uma correlagdo entre o conteudo fendlico e a capacidade antioxidante de
produtos naturais (JAYAPRAKASHA et al., 2007; ATOUI et al., 2005; PICINNELI ef al., 2004;
ANAGNOSTOPOULOU et al., 2006; SURVESWARAN et al., 2007; STRATIL et al., 2006;
SALVADOR et al., 2006; TERMENTZI et al., 2006 apud TOMEI; SALVADOR, 2007).

3.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO GENERO EUGENIA

Entre as espécies frutiferas brasileiras, a familia Myrtaceae ¢ uma das mais
representativas, contando com cerca de 20 géneros e 1000 espécies, sendo um ter¢o dessas
pertencentes ao género FEugenia (SENNA et al., 2011). Este género ¢ constituido por
aproximadamente 550 espécies de arvores e arbustos, das quais cerca de 400 podem ser
encontradas no Brasil (CARVALHO et al., 2014).

Os frutos das espécies de Eugenia costumam apresentar cores vibrantes que variam do
amarelo ao purpura. Conforme Bagetti et al, (2011), Harborne e Williams, (2000) e Moon e
Schibamoto (2009, apud INFANTE, 2013), a atividade antioxidante de frutos com tais coloragdes
normalmente est4 relacionada a presenga de compostos fenolicos. Além disso, a composicao de
muitas espécies ricas em compostos fenolicos justificaria as propriedades antioxidantes e
adstringentes de varias mirtaceas conhecidas.

O Quadro 1 a seguir apresenta os dados levantados a partir de pesquisas publicadas sobre

a capacidade antioxidante de varias espécies do género Eugenia.

Espécie (nome Extrato Partes da Métodos Capaqdade Referéncia
popular) Planta Antioxidante
. Extrato
E. beaurepaireanal |\ Con | Folhas DPPH- ICs (g.mL") 18,00 MAGINA,
cereja do mato 2010.
EtOH
. Extrato
E- beaurepaireanal | 1o | Caule DPPH- ICs (g.mL") 12,61 MAGINA,
cereja do mato EtOH 2010.
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Espécie (nome Partes da . Capacidade A
popular) Extrato Planta Meétodos Antioxidante Referéncia
g Extrato
E. bras.lllenSls/ bruto em DPPH- ICso (mg.mL") 0,14 0,004 INFANTE,
grumixama 2013.
EtOH Folhas
g Extrato
E. brasiliensis/ | 0 om ORAC (umol ET.g"! extrato) | 757,32+3474 | NLANTE,
grumixama EtOH 2013.
g Extrato
E. brasiliensis’ | 116 om DPPH- ICs (mg.mL") 0,20+ 0,004 INFANTE,
grumixama 2013.
EtOH Semente
g Extrato
E. brasiliensis/ |\ em ORAC (umol ET.g" extrato) | 211,84+ 9,33 INFANTE,
grumixama EtOH 2013.
g Extrato
E- brasiliensis/ 1 1o em DPPH- ICso (mg.mL") 0,47+ 0,003 INFANTE,
grumixama EtOH 2013.
Extrato Polpa
E. brasiliensis/ bruto em ORAC (pumol ET.g"! extrato) | 477,45+ 23,25 INFANTE,
grumixama EtOH 2013.
. DUDONNE, et
- DPPH % de inibi¢do 31.58 +£4.73 al., 2000,
extrato ~ -
E. caryop ffy ”%tS/ aquoso Botdo da ABTS % de inibi¢ao 46.68 + 0.73 DUDONNE, et
cravo da india (50°C) flor al., 2009.
DUDONNE, et
-1 5
ORAC (umol ET.g! extrato) 3084 + 65 al., 2000,
E. caryophyllata ~ ILVESTRI. et
Thunb /cravo-da- | EtOH B";f:rda DPPH- ICso (ug.mL™") 1.118,77 S o 2301 N €
india N )
NEERGHEEN
-1
FRAP (pmol Fe(IT).g 290+4.06 et al., 2006, p.
Extrato planta) 787-799
E. elliptica metanoli Folhas :
co TEAC/ABTS (umol ET.g"! 17343 14 SF;RS(%EES
de extrato) 787-799.
Folh DPPH- ICs) (mg.mL™") 0,08+ 0,003 INFANTE,
. Oas "ORAC (umol ET.g " extrato) | 644,31+ 25,44 2013.
E. involucratal | Xttra“r’n Soment DPPH- ICso (mg.mL ™) 0,74+ 0,021 INFANTE,
cereja do rio grande ‘E‘tgl‘fl emente  "ORAC (umol ET.g T extrato) | 96,24+ 4,70 2013.
Pol DPPH- ICso (mg.mL"") 0,60+ 0,009 INFANTE,
°'P%  "ORAC (pmol ET.g7 extrato) | 127,62+ 5,78 2013,
E. jambolanfz Lam/ EtOH Polpa DPPH (umol ET. g! de 133419 KUSKOSKI, et
jambolao amostra) ’ ’ al., 2006.
Folh DPPH- ICso (mg.mL™") 0,11+ 0,002 INFANTE,
0thas — "ORAC (pmol ET.g " extrato) | 417,71+ 16,71 2013
Sement DPPH- ICso (mg.mL™") 0,07+ 0,001 INFANTE,
E. leitonil/ aragh- | ¢ oo eMENe "ORAC (pmol ET.g7 extrato) | 514,75+ 21,54 2013
piranga B
DPPH- ICso (mg.mL™") 0,79+ 0,008 INFANTE,
Polpa 2013
ORAC (umol ET.g"! extrato) 102,82+ 7,81
E. luschnathiana/
Pitomba-da-baia ou | MeOH Fruta DPPH (ICsp pg/ml) 38.0 +4.86 REYNERTSON
etal., 2008.

curuiri
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Espécie (nome Extrato Partes da Métodos Capagldade Referéncia
popular) Planta Antioxidante
Folh DPPH- ICso (mg.mL™") 0,08+ 0,003
Exrat oMa  "ORAC (umol ET.g " extrato) | 644,31+ 25,44
E. myrcianthes/ brzt;ae?n Semente DPPH- ICso (mg.mL") 0,74+ 0,021 INFANTE,
ubajai EtOH ORAC (umol ET.g"! extrato) 96,24+ 4,70 2013.
Pl DPPH- ICs (mgmL ") 0,60+ 0,009
olpa ORAC (pmol ET.g extrato) | 127,62+ 5,78
o
Extrato FRAP (umol Fe(IT).g 290:£4.06 NEERGHEEN
E. orbiculat metanéli |  Folhas planta) t al., 2006, p
. orbiculata . etal., , D
co TEAC/ABTS (umol ET.g 37343.14 787-799.
de extrato)
E. reinwardtiana/ REYNERTSON
cereja da Australia MeOH Fruta DPPH (ICs0 pg/ml) 110+8.31 etal., 2008.
-1 :t
Extrato FRAP (;ﬁglal;e(ll).g 1463+£35.32 NEERGHEEN
E. tinifolia metandli Folhas . et al., 20006, p.
co TEAC/ABTS (umol ET.g 200+11.81 787-799.
de extrato)
E umbellﬂora/ bE;(:;a;?Il Folhas DPPH (ICSO (gmL'l) 39,70 MAGINA,
baguagu EtOH Caule DPPH (ICso (g.mL"") 52,20 2010.
E. umbelliflora DPPH (umol ET. g'! de KUSKOSKI, et
Berg/ baguacu EtOH Polpa amostra) 11.2+0.1 al., 2006.
E. uniflora DPPH % max de AO 92,15 LUZIA;
o EtOH Semente 1 BERTANHA;
L./pitanga DPPH (ICso (mg.g™) 30,72 JORGE, 2010,
. N 1
Eugenia uniflora | gy Folha ABTS (uM trolox. g7de | 5097 8. 476,5 | SOUZA, 2013,
L./pitanga folha)

Quadro 1- Capacidade Antioxidante para Varias Espécies do Género Eugenia

Fonte: Autoria prépria (2016).

Além desse, 0 mesmo levantamento foi realizado para os estudos sobre fenolicos totais

em diferentes espécies de Eugenia, estudos acerca da mesma espécie com resultados que

divergiram também sdo apresentados.

Espécie/Nome Método Parte da Pollfer}ms Referéncia
Popular Planta Totais
P Folha
. Folin-Ciocalteu (Anagnostopoulou et 174,+ 1,6
E. beaurepaireanal | = ;%0063 (o de dcido galico (AG)/ MAGINA, 2010.
cereja do mato
grama de extrato) Caule 138,0+ 2.7
E. brasiliensis/ Folin-Ciocalteu (Anagnostopoulou ez | Folha 1626 3,3
’ . al. 2006) (mg de acido galico (AG)/ MAGINA, 2010.
grumixama
grama de extrato) Caule 174.4 1.6
Folha 73,2543 ,41
E. brasiliensis/ Folin&Ciocalteu(mg GAE/grama de | Semente 42,60+1,90 INFANTE. 2013
grumixama extrato) Polpa 26,69+1.22
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Esp;me/N ome Método Parte da Pollfer}ms Referéncia
opular Planta Totais
E. caryophyllus/ cravo | Folin&Ciocalteu(mg GAE/grama de | Botdo da DUDONNE, et al.,
oo 212.85+2.96
da india extrato) flor 2009.
Folin—Ciocalteu(Singleton and Rossi
E. elliptica 1965) (mg de 4cido galico (AG) | Folhas | 16£037 | NEERGHEEN,er
al., 2006, p. 787-799.
grama de planta)
E. involucratal cereja | Folin&Ciocal GAF/grama de | oma | 70194188
: lnggrli‘g”’rt:ng:rqa olin&itoca fiff;{i \ gramade mgemente | 22,75+0,50 | INFANTE, 2013.
£ Polpa 18,3620,66
E. jambolana Lam/ Folin&Ciocalteu(1927) (mg de acido KUSKOSKI, et al.,
jamboldo glico/ 100g de frutos) Polpa | 229.6+ 13,6 2006.
. . . . Folha 88,62+2,43
E. lethml/ araca- Fohn&ClocalteuEm;g GAE/grama de Somente 36.08:1.24 INFANTE, 2013.
piranga extrato) Polpa 120,67+4,38
E. luschnathiana/ Folin-Ciocalteu
Pi £omba- da-baia ou (Kéhkonen et al., 1999; Singleton & Fruta 2204021 REYNERTSON et
- Rossi, 1965).((mg GAE/g de extrato ' ’ al., 2008.
curuiri
seco)
. . Folha 100,29+3,29
E. myrcianthes/ ubajai FOhn&Clocahzgff;i )GAE/ gramade o e | 1134049 | INFANTE, 2013.
Polpa 17,80+0,89
Folin—Ciocalteu(Singleton and Rossi
. . (1 NEERGHEEN, et
E. orbiculata 1965) (mg de acido galico (AG)/ Folhas 28+ 1.0 al., 2006, p. 787-799.
grama de planta)
Folin—Ciocalteu
E. reinwardtiana/ (Kéhkonen et al., 1999; Singleton & Fruta 925+ 0.78 REYNERTSON et
cereja da australia Rossi, 1965).((mg GAE/g de extrato ‘ ' al., 2008.
seco)
Folin—Ciocalteu(Singleton and Rossi
E. tinifolia 1965) (mg de 4cido galico (AG)/ Folhas | 23x13¢ | NEERGHEEN, el
al., 2006, p. 787-799.
grama de planta)
E. umbelliflora Berg/ | Folin&Ciocalteu(1927) (mg de acido KUSKOSKI, et al.,
baguagu galico/ 100g de frutos) Polpa 897,6+ 5.1 2006.
) Folin-Ciocalteu (Anagnostopoulou et Folha 128,1+2,9
E. “m”bef’{f;’”j Bergl | 41.2006) (mg de 4cido gilico (AG)/ MAGINA, 2010.
guag grama de extrato) Caule 105,8+ 2,6
Folin—Ciocalteu(Singleton and Rossi LUZIA;
E.uniflora L./pitanga 1965) (mg de acido galico (AG)/ Semente 75,64 BERTANHA;
grama de extrato) JORGE, 2010.
Folin- Ciocalteau
E.uniflora L./pitanga | (Singleton et al. 1999) (mg AG/100g Folha 206,2+130,2 SOUZA, 2013.

de amostra)

Quadro 2- Compostos Fendlicos Totais para Varias Espécies do Género Eugenia
Fonte: Autoria prépria (2016).

Notas:

GAE= Equivalente em acido galico.
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Por meio dos dados apresentados para todas as analises relacionadas a determinagao de
capacidade antioxidante pode ser observada a falta de padronizagdo para expressao dos resultados,
0 que se caracteriza em um obstaculo para comparacao de resultados at¢ mesmo entre estudos

realizados com mesmo tipo de ensaio.
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4. METODOLOGIA

4.1. PREPARACAO DOS EXTRATOS DAS ESPECIES DE EUGENIA

Os frutos frescos e maduros da espécie E. moraviana foram coletados em area
remanescente de uma floresta estacional semidecidual do Noroeste do Parana (coordenadas 52°
53’W e 22° 35°S, Diamante do Norte, PR). Uma exsicata foi depositada no Herbario Educacional
da Universidade Estadual de Maringa, sob o nimero HUEM 21428.

Para a obtencao do extrato bruto, primeiramente 400 g da polpa dos frutos de E. moraviana
foram submetidas a um processo de extracdao exaustiva por maceragao estatica com etanol. Em
seguida para total remoc¢ao do solvente, o extrato etandlico foi seco por evaporacao em evaporador
rotativo sob pressdo reduzida, seguido pelo processo de liofilizagdo por 48 horas, obtendo-se o
extrato alcodlico bruto dos frutos de E. moraviana (27,8 g).

Os frutos frescos e maduros de E. blastantha foram coletados no Bosque Municipal de
Paranavai - PR, pela professora Mariza Barion Romagnolo. Para a obten¢do do extrato bruto,
primeiramente 400 g da polpa dos frutos de E. blastantha foram submetidas a um processo de
extracao exaustiva por maceragao estatica com etanol. Em seguida para total remogao do solvente,
o extrato etanolico foi seco por evaporacao em evaporador rotativo sob pressao reduzida, seguido
pelo processo de liofilizagdo por 48 horas, obtendo-se o extrato etanolico bruto dos frutos de .
blastantha (26,6 g).

A partir dos extratos brutos foram preparadas solu¢des em metanol de 2 g.L!(solugdo
estoque) para cada uma das espécies. Essas solugdes foram empregadas em todas as analises.
Sendo que cada ensaio demandou diluigdes especificas, de acordo com a reatividade de cada
espécie, obtidas a partir das solugdes estoque.

Para os ensaios DPPH e ABTS foi utilizada uma dilui¢ao 1:5 do extrato da espécie E.
blastantha. J& para o ensaio FRAP foram necessarias uma dilui¢ao 1:3 do extrato de E. moraviana
e 1:10 do extrato de E. blastantha. No ORAC as dilui¢cdes foram as mesmas para as duas espécies
(1:800) e, por fim, para o ensaio de Fendlicos Totais, para o qual bastou uma dilui¢do de 1:3 do

extrato de E. blastantha.
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4.2. PREPARO DA SOLUCAO DE DPPH

A solugdo estoque de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) foi preparada na concentragao
de 50 mmol. L"! em metanol. O valor de absorbancia foi de aproximadamente 0,689 em 517 nm.
Para leitura das absorbancias das amostras foram diluidos em metanol 25 pL do extrato e 2mL do
radical, em quadruplicata. Solugdes metanolicas de trolox em diferentes concentragdes foram
utilizadas para a obteng@o da curva de calibracao (y= -2,54333E* x + 0,69784; 12 = 0,9944), sendo
a capacidade antioxidante expressa em pumol de equivalente trolox por grama de amostra (pmol

ET gh).

4.3.PREPARO DA SOLUCAO DE FRAP

A solugdo de FRAP foi preparada pela dilui¢ao de uma solugdo aquosa de TPTZ (2.4,6-
Tris(2-piridil)-1,3,5-triazina) (10 mmol. L™!) e de cloreto férrico (20 mmol. L™') em uma solug¢do
tampao (pH 3,6) de acetato de sddio (300 mmol. L™") na proporg¢do de 1:1:10 (v/v/v), como descrito
por Benzie e Strain (1996). As leituras de absorbancia foram realizadas em 593 nm. Solugdes
metandlicas de trolox em diferentes concentragcdes foram utilizadas para a obtengdo da curva de
calibragao (Y=0,0013x+0,01161; r>=0,9996), sendo a capacidade antioxidante expressa em pmol

de equivalente trolox por grama de amostra (umol. ET g™!).

4.4 PREPARO DA SOLUCAO DE ABTS

No ensaio ABTS, a solugao de trabalho foi preparada de acordo com Rufino ez al. (2007),
reagindo-se a solucio estoque de ABTS (7 mmol. L™!) com solugdo de persulfato de potassio (140
mmol. L™"). A solugdo final ficou em repouso, ao abrigo da luz e temperatura ambiente, durante

16 h antes da utilizacdo. O valor de absorbancia entre 0,65 € 0,75 em 734 nm
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foi determinado diluindo-se SmL da solucao estoque com aproximadamente 88 puL da solugdo de
persulfato de potassio. Solugdes metandlicas de trolox em diferentes concentragdes foram
utilizadas para a obtencdo da curva de calibragdo (y= -0,003x + 0,676; > = 0,9957), sendo a

capacidade antioxidante expressa em pmol de equivalente trolox por grama de amostra (wmol ET

g™h.

4.5.CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DETERMINADA PELO ENSAIO ORAC

O teste foi realizado pela adicao de 25 pL do extrato. Para o branco foram adicionados
25 pL de tampao fosfato (pH = 7), e para construgdo da curva de calibragdo, 25 pL de solucdo de
padrao trolox (curva de calibragdo: y=(NET+17,401)/4,3508, onde NET ¢ a diferenga entre a soma
das intensidades de fluorescéncia normalizadas e a fluorescéncia do branco). Em seguida, foram
acrescidos 150uL da solugdo de fluoresceina (1,03 mmol. L") e a cubeta foi entdo mantida sob
prote¢do da luz e ambientada durante 5 min a 37°C. Na sequéncia, foram adicionados 25 uL da
solucdo de AAPH (161 mmol.L!) e finalmente realizada leitura das intensidades de fluorescéncia

em espectrofluorimetro (OU; HAMPSCH-WOODILL; PRIOR, 2001).

4.6.DETERMINACAO DE FENOIS TOTAIS

O conteudo de compostos fenolicos foi determinado com base no método colorimétrico
de empregando o reagente de Folin-Ciocalteau (SINGLETON; ROSSI, 1956). Este reagente forma
um complexo de coloracdo azul na presenca de agentes redutores, no caso os compostos fendlicos
(COUTINHO; PASCOLATTI, 2014, p. 22). Foram diluidos 250 pL do extrato em metanol, a
mesma quantia foi adicionada do reagente de Folin-Ciocalteau (diluido 1:1 em agua). Também
foram adicionados 500 pL de solucao saturada de Na,COs e 4 mL de 4dgua destilada. A solucao do

branco consistiu apenas em 250 pL de metanol. Os tubos foram mantidos sob
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protecdo da luz por 25 min e centrifugados por 10 min a 3000 rpm. Por fim, o valor de absorbancia
foi lido em 725 nm. Solucdes de 4cido gilico com concentragdes entre 0 e 200 mg. L' foram
utilizadas para a obtencdo da curva de calibracdo (y= 0,0057x - 0,0115; > = 0,9996), sendo a

capacidade antioxidante expressa em miligramas de acido galico por grama de amostra (mg AG.
g
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos fenolicos sdo produtos secundarios do metabolismo das plantas que
constituem um grupo grande e complexo. Essas moléculas sdo essenciais para o crescimento e
reproducdo das plantas e sua sintese ¢ induzida em condi¢des de estresse biodtico e abidtico, como
infecgoes, lesdes, radiagao UV, o0zdnio, salinidade, estresse hidrico e calor. Eles sdo parcialmente
responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma e estabilidade oxidativa nos alimentos (MANACH et
al., 2004)

Estes compostos t€ém uma poderosa atividade antioxidante in vifro e sdo capazes de
destruir uma vasta gama de espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e cloro, tais como anion
superoxido, radical hidroxil, radicais peroxil, acido hipocloroso e acido peroxinitroso. Eles
também quelam ions metalicos e, assim, diminuem a sua atividade pro-oxidante. Como evidéncias
consideraveis indicam que o aumento do dano oxidativo estd associado ao desenvolvimento da
maioria das doengas degenerativas relacionadas a idade, especula-se que os polifenois podem ter
efeitos protetores contra tais condi¢des (TABART et al. 2009).

Virios autores afirmam que nenhum método isolado ¢ suficiente para determinacdo da
capacidade antioxidante (HUANG, OU, PRIOR, 2005; PRIOR & CAO, 1999 (apud DUDONNE
et al., 2009); TABART et al. 2009). Portanto, mais do que um tipo de ensaio da capacidade
antioxidante deve ser realizado para considerar todos os possiveis modos de agdo de um
antioxidante. Buenger et al. (2006, apud DUDONNE et al., 2009) em estudos sobre a comparagio
de métodos in vitro para avaliagdo de potencial antioxidante atestou que as analises de DPPH e
ABTS sdo as mais praticas, de baixo custo, além de apresentarem resultados mais reprodutiveis.
Com destaque para o ensaio de ABTS, devido a eliminagdo de interferéncia de cor (se¢do 3.3.3),
particularmente interessante em extratos de plantas.

Ja Thaipong et al. (2006) em sua comparagdo dos ensaios ORAC, FRAP, ABTS e DPPH
para extrato alcodlico de goiaba considerou as técnicas de DPPH e FRAP as de maior
reprodutibilidade e menor tempo de analise. De fato, o ensaio ABTS despende maior tempo ja que
o preparo da solucdo radicalar ¢ feito 16h antes do uso. Entretanto, com relagdo a comparagao

entre os resultados obtidos nos ensaios e valores de capacidades antioxidantes
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descritos na literatura, os mesmos autores relatam melhor compatibilidade para os resultados do
ensaio ORAC.

Considerando que o uso de diferentes ensaios antioxidantes ajudariam a identificar
variagdes na resposta dos compostos presentes em extratos das espécies E. moraviana ¢ E.
blastantha, neste trabalho foram determinadas as capacidades de sequestro de radical livre dos
extratos selecionados usando os ensaios DPPH, ABTS e ORAC e sua capacidade de reducao de
ion férrico utilizando o ensaio FRAP.

Dos métodos empregados, em FRAP e ABTS costumam prevalecer mecanismos de
transferéncia de elétron, (com reducao do radical, em que nao se podem avaliar compostos com
potencial redox menores do que o do proprio radical), assim como para o método de Compostos
Fendlicos Totais, enquanto que em ORAC e DPPH ocorre transferéncia de um atomo de
hidrogénio. Além disso, o ensaio ORAC ¢ o tnico que leva em conta a acdo cinética de
antioxidantes, o que pode explicar a discrepancia entre os resultados (DUDONNE et al., 2009).
As diferencas apresentadas pelos métodos podem ser justificadas ainda com base nas distintas
afinidades dos antioxidantes pelas substancias oxidantes utilizadas nos ensaios bem como pelo
mecanismo de ag¢ao envolvido e a composi¢do do meio reacional (INFANTE, 2013).

Os resultados dos ensaios ORAC, FRAP, ABTS, DPPH e Fendlicos Totais em termos de
equivalentes dos padrdes utilizados sdo apresentados na Erro! Fonte de referéncia nao
ncontrada.. Esses valores correspondem a quantia de padrdo que equivale a 1 g de extrato em

capacidade de inibi¢do do radical.

Tabela 1 - Capacidade Antioxidante dos extratos de E. moraviana e E. blastantha obtida pelos ensaios

ORAC, FRAP, ABTS, DPPH e Compostos Fenoélicos Totais

(continua)
Espécies
E. moraviana E. blastantha
ORAC 2120,05 + 50,80 1848,29 + 70,97
(umol de ET. g de extrato™)
FRAP 732,82 £ 24,55 2023,46 + 34,12

(umol de ET. g de extrato™)
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Tabela 2 - Capacidade Antioxidante dos extratos de E. moraviana e E. blastantha obtida pelos ensaios

ORAC, FRAP, ABTS, DPPH e Compostos Fenoélicos Totais

(conclusio)
Espécies

E. moraviana E. blastantha

ABTS 68,18 £ 2,68 42,51 £ 5,57
(umol de ET. g de extrato™)

DPPH 737,20 £ 53,01 1789,82 + 139,22

(umol de ET. g de extrato™)

Fenolicos Totais 64,54 + 2,36 213,28 +4,55

(mg AG. g de extrato™)

Fonte: Autoria Propria (2016).

Apesar dos ensaios ORAC e ABTS resultaram em maior capacidade antioxidante para o
extrato da espécie de E. moraviana, os resultados de FRAP, DPPH e Fenolicos Totais apontaram
para uma maior capacidade antioxidante para o extrato de E. blastantha, mostrando uma diferenca
consideravel e bem mais favoravel para a segunda espécie avaliada (Erro! Fonte de eferéncia
nio encontrada.), o que pode estar associado a diferencas no perfil de compostos fenolicos entre
estes frutos.

Com relagdo aos erros, o ensaio ABTS para a espécie E. blastantha, representou 0 maior
valor (13,11%), ao passo que os demais ensaios apresentaram erros entre 1,68 a 3,93%, exceto
método de DPPH, em que os erros foram de 7,78 a 8,08%.

A atividade antioxidante obtida pelo ensaio ORAC tanto para espécie E. moraviana
(2120,05 + 50,80) quanto para E. blastantha (1848,29 + 70,97) ndo se apresentaram maiores do
que a atividade do 6leo essencial da espécie E. caryophyllus (cravo da india) (DUDONNE ef al.,
2009), porém, ambos resultados foram superiores aos encontrados para as espécies E. brasiliensis
(grumixama), E. myrcianthes (ubajai), E. leitonil (araca-piranga) e E. involucrata (cereja do rio
grande) (INFANTE, 2013).

As atividades antioxidantes determinadas em pmol de ET. g de extrato”'de DPPH para os
extratos de E. moraviana (737,20 53,01) e de E. blastantha (1789,82+ 139,22) também se

caracterizaram superiores a atividade descrita por Kuskoski et al. (2006) para as espécies E.
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jambolana (jambolado) e E. umbelliflora (baguagu), conforme Quadro 1- Capacidade Antioxidante
para Varias Espécies do Género FugeniaQuadro 1. Nao obstante, as capacidades determinadas por
ABTS para os extratos de E. moraviana (68,18 + 2,68) e de E. blastantha ( 42,51+ 5,57) foram
inferiores as obtidas para extratos metandlicos das espécies E. elliptica, E. orbiculata e E. tinifolia
(NEERGHEEN et al., 2006) (Tabela 1). O mesmo resultado para o extrato de E. moraviana
comparado aos resultados de Kuskoski ez al/ (2006) em estudo sobre a capacidade antioxidante de
varias frutas foi proximo aos valores obtidos para acerola e superior aos valores determinados para
manga, abacaxi, graviola, cupuagu, maracuja, uva, agai, goiaba, amora e morango.

A comparagao dos resultados do ensaio FRAP entre espécies do género ndo foi possivel
em virtude da falta de padronizacdo do ensaio (estudos que empregavam esse ensaio dentro do
género utilizaram outros padroes como Ferro (II)).

Quanto aos resultados obtidos na determinagdo de Compostos Fendlicos Totais, os
valores obtidos na avaliagdo do extrato de E. blastantha (213,28+ 4,55) foram superiores aos
obtidos para o extrato de E. moraviana (64,54 + 2,36). A espécie E. blastantha mostrou resultados
melhores quando comparados aos relatados para extratos das folhas e caules das espécies E.
umbelliflora (baguacu), E. brasiliensis (grumixama) e E. beaurepaireana (cereja do mato), com
excecdo para o extrato do caule de cereja do mato (MAGINA, 2010). Ainda para espécie E.
blastantha, o resultado foi muito similar ao obtido por Dudonné et al. (2009) para E. caryophyllus
(cravo da india) e também, maiores do que os valores de compostos fenolicos encontrados em
folhas, sementes, cascas e polpas de E. brasiliensis (grumixama), E. myrciantes (ubajai), E. leitonil
(araca-piranga) e E. involucrata (cereja do rio grande) por Infante (2013).

A atividade antioxidante dos polifenodis ocorre por diferentes mecanismos. O mais
importante € o sequestro de radicais livres, que depende da estrutura do composto envolvido. A
intensidade da atividade antioxidante exibida por estes fitoquimicos difere, principalmente devido
ao numero e posicao de grupos hidroxila na molécula (RICE-EVANS, MILLER, PAGANGA,
1996). Portanto, a maneira como estes compostos neutralizam os radicais livres dependera das suas
concentragdes relativas na matriz da amostra. Além disso, os compostos fendlicos podem atuar de
forma sinérgica, aditiva ou antagonista para inibir espécies reativas.

De um modo geral, ambas as espécies apresentaram expressiva atividade em todos os

ensaios realizados, o que as caracteriza como possiveis fontes de antioxidantes. Considerando
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que consumo de alimentos ricos nesses compostos esta associado a potencializagdo de efeitos
promotores da satide humana através da prevencao de varias doencas. Esses resultados estimulam

a realizacao de estudos adicionais para identificacdo dos compostos.
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6. CONCLUSAO

A aplicagdo de diferentes métodos foi relevante para observacgao de atividades distintas.

Os resultados do presente estudo revelaram que os frutos com maior teor de fendlicos
(extrato da espécie E. blastantha) também tiveram a maior atividade antioxidante nos ensaios
DPPH e FRAP, além de demonstrar atividade superior a outras espécies do mesmo género, ja
estudadas e a diversas frutas comuns no consumo dos brasileiros.

O extrato dos frutos da espécie E. moraviana mostrou maior capacidade antioxidante
apenas pelos métodos ORAC e ABTS.

Esses resultados reforgam a importancia de uma ingestao regular de frutas para fornecer
polifendis antioxidantes na dieta humana e indicam que o guamirim (ou cereja preta) € a
grumixama-mirim tém um grande potencial antioxidante. Contudo, sdo necessarios mais estudos
para identificar e quantificar todos os compostos fenolicos presentes nestes frutos e determinar a

contribui¢do dos principais compostos para a atividade antioxidante.
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