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Resumo

Um importante desafio para a pesquisa industrial nos ultimos anos é a busca
por antioxidantes naturais para produtos alimenticios, cosméticos e
farmacéuticos. Esses antioxidantes sado obtidos sobretudo de produtos de
origem vegetal, aos quais os compostos fendlicos estdo incluidos. Esses
compostos fazem parte do metabolismo secundario da planta e sao
encontrados no caule, fruto, raiz e principalmente nas folhas. Para este
trabalho, foram adquiridas folhas de acerola, araca, pitanga, guabiroba, goiaba
e pitanga oriundas de sitios da regido de Campo Mourdo. A extragdo de
CFT(compostos fendlicos totais) foi feita com etanol 80 % (v/v) acidulada com
HCI 0,5% (v/v) em alta temperatura. Em seguida, eles foram quantificados e
para a avaliagdo de sua atividade antioxidante utilizou-se o0 método do radical
ABTS, que se baseia na descoloracdao da molécula frente a uma substancia
antioxidante. Sendo assim, a quantidade de CFT variou de 2449,7 a 20626,2
mg AG/100g de folha para os extratos de acerola e pitanga, respectivamente.
Em contrapartida, a atividade antioxidante nestes extratos foi de no minimo
3040, 85 uM Trolox/g para a folha de acerola, enquanto o valor maximo foi de
13439,45 uM Trolox/g no extrato de guabiroba. Diante desses resultados, nao
foi encontrada uma correlacdo entre compostos fendlicos e atividade
antioxidante. No entanto, os teores de compostos fendlicos extraidos com
etanol acidulado em agua fervente apresentaram-se elevados em comparacao
a outras condi¢cdes de extracdo e que as folhas podem ser consideradas como
potenciais fontes de antioxidantes naturais.

Palavras-chave: folhas frutiferas, compostos fendlicos, antioxidantes, método
ABTS



Abstract

An important challenge for the research industry in recent years is the search
for natural antioxidants for food products, cosmetics and pharmaceuticals.
These antioxidants are obtained primarily from vegetable products, of which
phenolic compounds are included. These compounds are part of plant
secondary metabolism and are found on the stem, fruit, root , and especially the
leaves. For this work were acquired sheets acerola, guava , cherry , guabiroba ,
guava and cherry coming from sites in the region of Campo Mourao. The
extraction CFT (total phenolic compounds) was made with 80% ethanol (v / v)
acidified with HCI 0.5% (v / v) at high temperature. Then they were quantified
and the evaluation of their antioxidant activity used the ABTS method , which is
based on the decolorization of the molecule across a substance antioxidant.
Therefore, the CFT amount ranging from 2449,7 to 20626,2 mg to AG/100g
sheet and acerola cherry extracts , respectively. In contrast, the antioxidant
activity of these extracts was at least 3040, 85 mM Trolox / g for sheet acerola ,
while the maximum value was 13439.45 mM Trolox / g extract of guabiroba .
Given these results, no correlation was found between phenolic compounds
and antioxidant activity. However, the concentration of phenolic compounds
with acidic ethanol in boiling water were high in comparison with other
extraction conditions , and that leaves can be considered as potential sources

of natural antioxidants.

Keywords: leaves fruit, phenolic compounds , antioxidants , ABTS method
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1 Introducao

De acordo com Pietta (2000), antioxidantes sao substancias que
retardam a velocidade da oxidacao, através de um ou mais mecanismos, tais
como inibicdo de radicais livres e complexacao de metais. Eles podem ser
sintéticos ou naturais e, para serem utilizados em alimentos, devem ser
seguros para a saude. Alguns dos antioxidantes sintéticos mais importantes
sao hidroxianisol de butila (BHA) e o hidroxitolueno de butila (BHT), ja entre os
naturais destacam-se acido ascérbico, vitamina E e 8- caroteno (RICE-EVANS
et al., 1996).

Na selecao de antioxidantes, sdo desejaveis as seguintes propriedades:
eficadcia em baixas concentracées (0,001% a 0,01%); auséncia de efeitos
indesejaveis na cor, no odor, no sabor e em outras caracteristicas do alimento;
compatibilidade com o alimento e facil aplicacao, estabilidade nas condi¢des de
processo e armazenamento, e o composto e seus produtos de oxidacdo nao
podem ser téxicos, mesmo em doses muito maiores das que normalmente
seriam ingeridas no alimento. Além disso, na escolha de um antioxidante deve-
se considerar também outros fatores, incluindo legislacéao, custo e preferéncia
do consumidor por antioxidantes naturais (TOVANI BENZAQUEM, 2009).

Diversas pesquisas de porte nacional e internacional sobre propriedade
antioxidante de vegetais foram realizadas nos ultimos 20 anos em decorréncia
da busca de um estilo de vida mais saudavel e da constatacdo de que certos
alimentos apresentam substancias biologicamente ativas que trazem beneficios
a saude ou efeitos fisiolégicos desejaveis (PARK et al., 1997). Neste contexto,
0s vegetais que apresentam propriedade antioxidante integram o grupo destas
substancias, denominadas funcionais, por estarem potencialmente envolvidas
na reducéao do risco de doencas (KROON; WILLIAMSON, 1999).

De acordo com Laguerre et al. (2007), um importante desafio para a
pesquisa industrial nos ultimos anos € a busca por antioxidantes naturais para
produtos alimenticios, cosméticos e farmacéuticos. Esses antioxidantes sao
obtidos sobretudo de produtos de origem vegetal: compostos fenélicos, acido



ascérbico e carotendides. Nesses produtos, ha um grande interesse pelo
estudo da oxidacao lipidica, em virtude da deterioracdo que este tipo de dano
oxidativo pode causar (rancificacdo, perda de aromas e formacao de off-flavors,

rejeicdo do consumidor).

O interesse no potencial antioxidante das folhas, para esta pesquisa, foi
reforcado pela facil disponibilidade do material na regidao, presenca de
substancias antioxidantes e fendlicas em sua composicao e porque os estudos
até entao realizados e relacionados com a atividade antioxidante, na maior
parte compreende aos frutos, bagacos e polpas, sendo portanto, poucos 0s
trabalhos relacionados com as folhas.

2 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antioxidante de compostos fendlicos extraidos de

folhas de aracd, goiaba, guabiroba, jabuticaba, pitanga e acerola.

2.1 Objetivos Especificos

e Realizar a extragdo de compostos fenolicos com etanol 80% (v/v)
utilizando acido cloridrico concentrado ( HCI) 0,5 % (v/v).

e Quantificar compostos fendlicos totais utilizando curva de
calibracdo de acido galico e medicbes espectrofotométricas de
cada extrato;

e Determinar a atividade antioxidante utilizando método ABTS;



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Folhas frutiferas

Este capitulo ira abordar algumas caracteristicas sobre as espécies
vegetais utilizadas para a obtencédo dos extratos nos experimentos, que foram:
acerola, aracga, jabuticaba, pitanga, guabiroba e goiaba.

3.1.1 Acerola

A acerola (Malpighia emarginata DC), fruto originario das Antilhas, tem
grande importancia nutricional por ser fonte natural de vitamina C. No entanto,
além desta vitamina, outros compostos bioativos, como os polifendis, fazem
parte da composicao deste fruto. Estes compostos, por possuirem propriedade
antioxidante, atuam minimizando os danos oxidativos causados no organismo
pelas espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, prevenindo doencas crbénicas
ndo transmissiveis, como cancer e aterosclerose, entre outras (JACOB,;
BURRI, 1996).

De acordo com Vendramini e Trugo (2000), a composicao quimica,
inclusive a distribuicdo de componentes do aroma, é dependente das espécies,
condicoes ambientais e também, do estagio de maturacao da fruta. O teor de
vitamina C e outras atributos inerentes & qualidade da acerola, tais como
coloragao, peso e tamanho dos frutos, teor de sélidos soluveis e pH do suco,
além de serem afetadas pela desuniformidade genética dos pomares, sofrem
influéncia de outros fatores, como precipitagées pluviais, temperatura, altitude,
adubacao, irrigacdo e a ocorréncia de pragas e doencas (NOGUEIRA et al.,
2002).

Simao (1971) esclarece que Malpighia glabra L. é um arbusto de
tamanho médio, com 2 a 3 metros de altura. Possui ramos densos e
espalhados, folhas opostas, com peciolo curto, ovaladas e eliptico-lanceoladas,
medindo entre 2,5 e 7,45 cm. A base e principalmente o apice das folhas séo



agudos, de coloragdo verde-escuro brilhante na superficie superior e verde-
palido na superficie inferior.

3.1.2 Araca

O aracazeiro ( Psidium catteyanum ) pertence a familia botanica das
Murtaceae, e encontra-se naturalmente distribuido em uma extensa area do
Brasil, desde a Bahia até o Rio Grande do Sul. O fruto é uma baga de
coloragdo amarelada ou vermelhada, de acordo com o genétipo, cuja safra
ocorre nos meses de fevereiro a abril (MANICA, 2000 apud MEDINA, 2009). A
polpa € branca, amarelada ou avermelhada, mucigelatinosa, aromética,
contendo muitas sementes. No Brasil ndo ha relatos de plantacdes que tém por
finalidade a pratica industrial. Além do aproveitamento doméstico dos frutos e
da madeira, utilizam-se também as raizes, cascas e folhas no preparo de
infusdes, que sao difundidos na medicina popular (MEDINA, 2009).

De acordo com Rego (2008), as folhas dessa espécie sao coricaceas,
glabras, de 5 cm a 10 cm de comprimento por 3 cm a 6 cm de largura, com seis

a oito pares de nervuras secundarias pouco visiveis.

3.1.3 Goiaba

Psidium guajavara L., conhecida como goiabeira, pertence & familia
Myrtaceae, que compreende cerca de 130 géneros e 3,6 mil espécies de
arbustos e arvores distribuidos principalmente nos trépicos e subtrépicos. E
uma das espécies mais estudadas desta familia. Existem dois tipos mais
comuns da fruta, a vermelha ( P. guajava variedade pomifera) e a branca ( P.
guajava variedade pyrifera). Seus principais constituintes sdo taninos,
flavondides, Oleos essenciais, alcodis sesquiterpenocides e acidos
triterpenoides. Em extratos aquosos de folhas desta planta, foram isolados dois
acidos fendlicos, acido galico e acido ferdlico, e no extrato acetbnico foram
identificados acidos galico, cafeico, clorogénico, ferulico; quercetina e rutina
(HAIDA et al., 2011).



De acordo com os mesmos autores, o cha das folhas € comumente
usado no tratamento de diarréias, inflamagdes na boca e da garganta ou em
lavagens locais de \Ulceras e leucorreia. Investigacdes farmacoldgicas
indicaram que suas raizes, a casca dos caules e suas folhas possuem
atividade antipirética, analgésica do estdmago, antitussigena, hipoglicEémica,
anti-inflamatéria, anestésica e atividade depressora do sistema nervoso central.
Recentemente, a capacidade antioxidante de quercetina glicosidica, principal
constituinte da folha do extrato metandlico, tem atraido a atencdo dos
pesquisadores para a aplicacao destes produtos na area da farmacologia.

Alves et al. (2006) mencionaram a existéncia nas folhas de 9-10% de
taninos, 90,3% de 6leo essencial (cariofileno, nerolidiol, 1,8-cineol, pselinemo,
a-pineno, b-bisaboleno, aromadendreno) e triterpenoides (acido ursdélico,

oleandlico, catecdlico, guiavoloico, maslinico).

3.1.4 Guabiroba

Campomanesia xanthocarpa O. Berg, popularmente, também &
chamada de guabirova, guariba. Pertencente a familia Myrtaceae € uma
frutifera muito cultivada em quintais, principalmente nas regiées sul e sudeste
do pais, além de ser facilmente encontrada em seu habitat natural, desde
Minas Gerais e Mato Grosso do Sul até o Rio Grande do Sul em quase todas
as formacdes florestais dessas regides. E uma arvore semidecidua de 4 a 15
metros de altura. Algumas espécies sdo indicadas para paisagismo e

reflorestamento para recuperacdo ambiental (LORENZI et al., 2006).

Segundo este autor, os frutos possuem polpa suculenta, firme e de
sabor doce, com maturacdo em novembro-dezembro, e sdo muito apreciados
para consumo in natura e usados no preparo de geléias, sucos, doces,
sorvetes, pudins, licores, batidas ou curtidos na cachaca. A textura do fruto
pode ser atribuida ao alto teor de pectinas.

Infusbes preparadas com folhas sdo comumente usadas como
depurativos, antidiuréticos, purificadores do sangue, antirreumatico e para
baixar o teor de colesterol (Ballvé et al., 1995 apud Hass, 2011). Além disso, foi



encontrada atividade anti-lcera apresentada pelo extrato alcodlico das folhas
(Markman et al., 2004 apud Hass, 2011).

3.1.5 Pitanga

A pitanga, Eugenia uniflora L, € um fruto nativo das regides Sul e
Sudeste do Brasil. Seu cultivo se encontra difundido por diversos paises,
podendo ser encontrada no sul dos Estados Unidos, nas ilhas do Caribe e em
alguns paises asiaticos (BEZERRA et al., 2000; VIZZOTTO, 2008).

A pitanga é uma fruta tipo baga, globosa, com sete a dez sulcos
longitudinais de 1,5 a 5,0 cm de diametro, que possui aroma caracteristico
intenso e sabor doce e acido. Possui em média 77% de polpa e 23% semente,
¢ rica em vitaminas A, C e do complexo B, apresentando também calcio, ferro e
fosforo (BEZERRA et al., 2000).

Magina et al., estudando a atividade antioxidante de trés espécies de
Eugenia, verificou que o extrato bruto do caule de Eugenia brasiliensis e
E.beaurepaireana apresentou maior conteudo de compostos fendlicos quando
comparado ao extrato das folhas, porém, de uma maneira geral,as fracdes
obtidas das folhas apresentam a maior quantidade de compostos fendlicos.

3.1.6 Jabuticaba

A jabuticabeira pertence a familia das mirtaceas, sendo conhecida ha
cerca de cinco séculos. Seu fruto foi chamado pelos tupis de “IAPOTI” KABA”,
ou seja, “fruta em botdo’, em uma referéncia a sua forma arredondada.
Encontra-se amplamente distribuida no Sul e Sudeste brasileiros,
principalmente na mata pluvial atlantica e nas submatas de altitude, nascendo

espontaneamente em muitas regides brasileiras (MELETTI, 2000).

De acordo com este autor, o fruto da jabuticabeira € uma baga globosa,
roxo-escura quando madura, de 1 a 3,5 cm de didmetro, com casca grossa e

polpa esbranquicada, muito doce, envolvendo de uma a quatro sementes.



A jabuticaba é uma fruta que contém alto teor de antocianinas, a
quantidade média é de 314 mg/100g de fruta, quando comparadas com a uva
(227 mg/100g), jambolédo (386 mg/100g) e amora (290 mg/100g), sendo que os
pigmentos naturais estdo presentes apenas na casca da jabuticaba. Em outras
espécies, as substancias também séo encontradas na polpa (TERCI, 2004).

Para Donadio (2000), a jabuticabeira apresenta folhas com epiderme
glabra, a folha é hipostomatica, com estébmatos paraciticos, com glandulas;
colénquima com parénquima palicadico e lacunoso; idioblastos incolores,
desenvolvidos; tecido formado por esclerénquima e pouco colénquima;
possuem transpiracdo cuticular baixa, sem restricdo o dia todo, sendo do tipo
heterobarica; possui células de contorno irregular com paredes espessas e
pontuagbes simples na epiderme abaxial, e células maiores, com paredes
pouco espessas e pontuagdes simples e estbmatos numerosos na epiderme
adaxial; os idioblastos s&o freqUentes, e estdo em contato com a epiderme
adaxial; as glandulas sao esparsas e estdao no nivel do parénquima palicadico,
em contato com a epiderme adaxial, e sdo compostas de duas células; o
sistema fibrovascular € bem desenvolvido, formado da nervura central, floema,
xilema e nervuras laterais; o bordo da folha possui células epidérmicas com
paredes espessas, e com células do parénquima lacunoso irregulares e de
tamanhos variaveis, o que permite diferencia-la de outras Mirtaceas.

3.2 Compostos fendlicos

Para Nass (2007), os vegetais possuem dois tipos de metabdlitos:
primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios sao responsaveis pela
sobrevivéncia do vegetal, exercendo funcdo ativa nos processos de
fotossintese, respiracédo e fixacao de nutrientes, ao passo que os metabdlitos

secundarios estao relacionados com as estratégias de defesa das plantas.

Os principais metabdlitos secundarios estao classificados em trés grupos
de acordo com sua rota biossintética: terpenos, compostos fendlicos e
compostos contendo nitrogénio (TAYZ; ZEIGER, 2004).



Os compostos fendlicos (CF), sdo substancias amplamente distribuidas
na natureza, sendo que mais de 8000 compostos fendlicos ja foram detectados
em plantas. Esse complexo grupo faz parte dos constituintes de uma variedade
de vegetais, frutas e produtos industrializados. Podem ser pigmentos, que
conferem a aparéncia colorida aos alimentos, ou produtos do metabolismo
secundario. Esses compostos agem como antioxidantes, ndo somente pela sua
habilidade em doar hidrogénio ou elétrons, mas também devido a seus radicais
intermediarios estaveis, que impedem a oxidacao de ingredientes do alimento,
principalmente de lipideos (SILVA et al., 2010).

Os CF também sao potentes antioxidantes, podendo agir como
redutores de oxigénio singleto, atuando nas reacdes de oxidagao lipidica,
assim como na quelacdo de metais. Compostos antioxidantes estao
naturalmente presentes em frutas, sendo que algumas apresentam altas
concentracdes de determinados grupos (ALMEIDA et al., 2006). CF de fontes
vegetais podem ser divididos em dois grupos: os flavondides e 0s néao
flavonéides (MELO; GUERRA, 2002).

Volp et al. (2008), avaliam que os flavondides sao estruturas
polifendlicas de baixo peso molecular encontradas naturalmente nas plantas.
Sao os responsaveis pelo aspecto colorido das folhas e flores, podendo estar
presentes em outras partes das plantas.

Segundo os mesmos autores, os flavonobides englobam uma classe
muito importante de pigmentos naturais e tém a estrutura quimica C6- C3- C6,
sendo que as duas partes da molécula com seis carbonos sao seis anéis
aromaticos. Com relacdo aos nao flavondides, sao classificados como: os
derivados das estruturas quimicas C6-C1 especificas dos &cidos hidroxi-
benzoéico, galico e elagico; os derivados das estruturas quimicas C6-C3
especificas dos acidos caféico e p-cumarico hidroxi-cinamatos e os derivados
de estruturas quimicas C6-C3-C6 especificas do trans-resveratrol, cis —
resveratrol e trans-resveratrol-glucosidio. Na figura 1, sdo representadas as
estruturas quimicas de alguns flavonoides frequentemente encontrados em

alimentos de origem vegetal.



Compostos fendlicos

Acidos fenélicos flavonoides

Acidos hidroxi Acidos hidroxi Flavondis Flavandis Flavanonas antocianidinas isoflavondides

= = Flavonas
benzoicos cinamicos

Galico P-CUMArico Quercetina Apigenina Catequina Erixictol Cianidina Genisteina
Protocatéquico Caféico Kampfero Lutecdina Epicatequina Hespendinag Pelargonidina Daidzeina
Vanilico Fenilico Miriceting Crisina Epigalocate- Narigenina Deffinidina Gliciteina

Siringico Sinaptico Galangina quina Peonidina
Malvidina

Figura 1: Compostos fitoquimicos presentes em matrizes vegetais
Fonte: Karakaya (2004)

3.3 Metodos de avaliacao da atividade antioxidante

Devido a complexidade da composicao desses alimentos, a separacao e
o estudo individual de cada substancia antioxidante sdo praticamente inviaveis
além de custosos. Por isso, espera-se dos pesquisadores que venham a ter
métodos rapidos para a determinacdo da eficiéncia dos antioxidantes na
prevencao de doencas. Entretanto, muitos métodos ainda precisam ser
aperfeicoados. Um teste de atividade antioxidante com base em reacdes
quimicas parece nao ser condizente com situagdes reais, ainda que existam
muitas publicacbes com medida de atividade antioxidante in vitro (HUANG et
al., 2005).

Sendo assim, o trabalho ira discorrer sobre os métodos ORAC, DPPH e
ABTS, que sao comumente utilizados na avaliagdo do potencial antioxidante e

redutor, principalmente de fontes naturais.
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3.3.1 Método ORAC (Oxigen Radical Absorbance Capacity)

O método consiste na medida do decréscimo da fluorescéncia das
proteinas, como consequéncia da perda de sua conformidade ao sofrer dano
oxidativo. Utiliza como molécula alvo dos radicais livres de oxigénio as
ficobiliproteinas B- ficoeritinas ou R — Ficoeritrina (PE), altamente
fluorescentes, que contém um pigmento vermelho fotorreceptor (34 grupos
prostéticos tetrapirrélicos unidos covalentemente). Essas proteinas derivam de
espécies de algas roxas e cianobactérias e possuem um peso molecular de
250.000 daltons (PRIOR; CAO, 1999).

De acordo com Gongalves (2008), o ORAC, verifica a capacidade
sequestradora de um antioxidante frente a formacdao de um radical peroxila
induzido pelo 2,2’ — azobis ( 2 — amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH) a 37°C.
Neste ensaio, o radical peroxila reage com um composto fluorescente
formando um produto nao fluorescente. O efeito protetor de um antioxidante é
verificado calculando-se a area formada abaixo da curva de decaimento da
fluorescéncia da amostra versus tempo, quando comparada ao branco, que
nao apresenta antioxidantes. Inicialmente, o composto fluorescente utilizado
para reagir com o radical peroxila formado era a [B- ficoeritrina. Mas foi
observado que a B- ficoeritrina interagia com os compostos fendlicos levando a
erros neste método. No entanto, OU et al. (2001) desenvolveram e validaram
uma modificacdo do ORAC wusando a fluoresceina como composto
fluorescente, que perde a fluorescéncia indicando reacdo com o radical
peroxila. Além disso, a fluoresceina mostrou excelente fotoestabilidade,

reducao dos custos deste experimento e ndo interage com antioxidantes.

Para Lima (2008), a vantagem deste método em relagdo aos demais que
determinam a capacidade antioxidante usando a absorbéancia, que é o uso da
fluorescéncia como medida de dano oxidativo, pois assim, ocorre menor
interferéncia dos compostos coloridos presentes nas amostras. Isso é fator
importante a se considerar quando se analisam alimentos que possuem cor
(especialmente frutas e hortalicas), suplementos de produtos naturais e vinho

tinto. Outra vantagem é o uso de radicais peroxila ou hidroxila como pro6 -
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oxidantes, conferindo maior significado biologico frente aos métodos que usam

oxidantes ndo, necessariamente, pro - oxidantes fisioldgicos.

3.3.2 Sequestro do radical DPPH (2,2 -difenil -1- picril —hidrazil)

A molécula de DPPH é caracterizada como um radical livre estavel em
virtude da deslocalizacao do elétron desemparelhado por toda a molécula. Esta
deslocalizacao confere a esta molécula uma coloragao violeta, caracterizada
por uma banda de absorcdo em etanol em cerca de 520 nm. Este ensaio se
baseia na medida da capacidade antioxidante de uma determinada substancia
em sequestrar o radical DPPH, reduzindo-o a hidrazina. Quando uma
determinada substancia que age como doador de atomos de hidrogénio é
adicionada a uma solugdo de DPPH, a hidrazina é obtida com mudanca
simultanea na coloracao de violeta a amarelo palido (ALVES et al, 2010).

Segundo Brand- Willians et al., (1995), a interacdo do antioxidante com o
DPPH depende de suas conformagdes estruturais. Para o melhor entendimento
dos mecanismos de reacdo dos substratos é interessante caracterizar os
intermediarios e os produtos da reagéo, sendo também necessaria a separacao
dos compostos por cromatografia e posterior identificacao.

3.3.3 Método ABTS ( 2, 2 — azinobis - 3- etil — benzotiazolina — 6-
acido sulfonico)

Além do método DPPH, a determinacdo da atividade antioxidante pelo
método ABTS (2,2- azino — bis — 3- etil — benzotiazolina — 6- acido sulfénico) é
bastante utilizado. Ambos apresentam boa estabilidade em certas condicdes de
analise, mas também mostram diferencas importantes frente aos antioxidantes
e quanto & manipulagdo. O DPPH é um radical livre que € adquirido dessa
forma, sem a necessidade de preparo; ja o radical ABTS deve ser gerado por
reacdes enzimaticas ou quimicas. Outra diferenca € que o ABTS pode ser
solubilizado em meios organicos e aquosos nos quais a atividade antioxidante

pode ser determinada, dependendo da natureza dos compostos antioxidantes,
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enquanto que o DPPH somente pode ser solubilizado em meios orgénicos,
especificamente alcodlicos (ARNAO, 2000).

O método, segundo baseia-se na geracdo do ABTS™*, de cor azul
esverdeado, por meio da reacdo do ABTS com perssulfato de potassio que
possui absorcdo maxima em 645, 734 e 815 nm. Com a adicdo de um
antioxidante ocorre a reducdo do ABTS™ a ABTS promovendo a perda da
coloragao do meio reacional, como € observado na figura 2. Com a extensao
da perda de cor, a porcentagem de inibicio do ABTS* é determinada em
funcédo do Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid), um
padrao submetido as mesmas condi¢cdes de analise do antioxidante. O método
€ aplicavel ao estudo de antioxidantes hidrossolluveis e lipossolluveis,
compostos puros e extratos vegetais (RE et al., 1999).

CQH5 K2505

sof )+ _ SOH
HOS .S Nz(::(j +anti0xidant|:%8 S>= Hiij/
A=
©N>= / N\ C:Hs/
b CH

ABTS™ ABTS
(azul esverdeado) (sem cor)

Figura 1: Reducao do radical ABTS por um antioxidante
Fonte: Rufino et al. (2007)

O método ABTS* é simples e pode ser avaliado em diferentes faixas de
pH, o que torna essa metodologia importante para o conhecimento do efeito do
pH em mecanismos oxidantes. Porém, esse método tem a limitagdo de n&o ser
um representante das biomoléculas e nem mesmo sem encontrado em
nenhum sistema biol6gico. Destaca-se, ainda, que termodinamicamente,
qualquer componente que apresente um potencial redutor menor que este
radical pode reagir com o mesmo (MAGALHAES et al., 2008).
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4 Materiais e Métodos

4.1 Material

Foram utilizadas folhas de acerola, araga-roxo, guabiroba, goiaba,
jabuticaba, pitanga adquiridas em sitios de Campo Mourao. O material vegetal
foi lavado com agua potavel e seco em estufa com circulacdo de ar a
temperatura de 90°C por um periodo de 18 horas. Sendo assim, as folhas
foram moidas em um liquidificador para obtengdo de pé uniforme,
acondicionadas em potes de plastico e armazenadas em geladeira a
temperatura de 5 a 8°C.

As andlises foram realizadas na UTFPR Campus Campo Mourao.

4.2 Preparo dos extratos

A metodologia para extracdo de CFT foi feita conforme Asolini et al.
(2006), com modificagdes. Foram pesadas 4 g de cada folha em tubos falcon.
Adicionou-se 35 mL de etanol 80% (v/v) acidificado com 0,5% (v/v) de acido
cloridrico (HCI) P.A. em cada extrato e os tubos foram colocados em banho

com agua fervente por 30 minutos.

O sobrenadante foi retirado e armazenado em outro tubo. A “torta”
resultante dessa extracdo, foram adicionados 20 mL do mesmo solvente
utilizado na primeira etapa e realizou-se uma nova extracdo com 35 mL de
etanol 80% (v/v) acidificado com 0,5% de Acido Cloridrico (HCI) 37% (m/m) em
banho de agua em ebulicdo por 30 minutos. O sobrenadante foi retirado e
guardado juntamente com outro extrato obtido na primeira extracao. Feito isso,
centrifugou-se em 6000 rpm por 30 minutos € armazenou-se em geladeira a
2°C na auséncia de luz para ndao haver degradacao dos compostos a serem
analisados, durante uma semana para a realizacdo das analises fisico-

quimicas.
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4.3 Determinacao de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método
espectrofotométrico de Folin- Ciocalteau segundo metolologia proposta por
Singleton et al. (1999) com modifica¢cdes. Foi utilizado acido galico como
padrdao de referéncia. Este método envolve a reducdo do reagente pelos

compostos fendlicos das amostras com formacédo de um complexo azul.

Uma aliquota de 0,1 mL dos extratos foi transferida para um tubo de
ensaio de 10 mL e adicionado 3 mL de agua destilada seguidos de 0,25 mL do
reagente de Folin Ciocalteau. A reacao ficou em repouso por 3 minutos para
entdo ser acrescentado 2 mL de carbonato de sodio (NaxCOs) a 7,5% (m/v).
Um teste em branco foi conduzido nas mesmas condigbes, de modo que foi
usado 0,1 mL de agua destilada em substituicio da amostra. As amostras
foram protegidas com papel aluminio e conduzidas a um banho de 37°C por
meia hora. A leitura de absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro
utilizando comprimento de onda de 765 nm. A quantificacdo de fendis totais
nos extratos em triplicata foram expressos em mg AG/100g de folha.

4.4 Determinacao da atividade antioxidante total (AAT) pelo
método ABTS*

A atividade antioxidante pelo método ABTS™ [2,2° — azinobis — (3-
ethylbenzothiazoline-6- sulfonic acid)] foi feita conforme a metodologia descrita
por Rufino et al.(2007). O radical ABTS™ foi formado pela reacdo de 5 mL da
solucdo ABTS* 7mM com 88 L da solugéo de persulfato de potassio 140mM,
incubados a temperatura de 25°C e na auséncia de luz, durante 16 horas. Uma
vez formado, o radical foi diluido com etanol P.A. até a obtencao do valor de
absorbancia de 0,700+0,020 a 734nm.

4.4.1 Curva de calibracao

Preparou-se uma solucdo padrao de Trolox, um antioxidante sintético
analogo a vitamina E, na concentragdo 2 mM. Primeiro, diluiu-se 25 mg deste
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composto em alcool etilico até completar o volume para 50 mL em baldo
volumétrico. A partir desta solucéo, foram preparadas em baldes volumétricos

de 10 mL, solugdes variando a concentragao de 100 a 2000 pM.

Em ambiente escuro, transferiu-se 100 pL de cada solu¢do de trolox
para tubos de ensaio, contendo 10 mL da solugéo do radical ABTS. A leitura foi
realizada apds 6 minutos da mistura. O alcool etilico foi utilizado como branco

na calibracdo do equipamento.

Sendo assim, plotou-se as concentragdes de trolox (UM) no eixo x e as
respectivas absorbancias no eixo y e calculou-se a equacéo da reta.

4.4.2 Determinacao da atividade antioxidante total nos extratos

A partir do extrato de cada folha, foram preparadas trés diluicdes
diferentes, em triplicata. Em ambiente escuro, transferiu-se um aliquota de 100
UL de cada diluicdo do extrato para tubos de ensaio com 10 mL do radical
ABTS. A leitura foi feita apdés 6 minutos de reacdo a 734 nm, e o etanol foi
utilizado como branco. A partir das absorbéncias obtidas das diferentes
diluicbes dos extratos, plotou-se a absorbancia no eixo y e a diluicdo (mg/L) no
eixo x. Em seguida, determinou-se a equacéo da reta. O calculo da ATT foi
feito substituindo na equacéao da reta a absorbancia equivalente a 1000 uM do
padrao Trolox. O valor obtido para o termo x corresponde a diluicdo da amostra
(mg/L) equivalente a 1000 uM de trolox, conforme equacéo 1.

ly=-ax+b | (Eq. 1)

onde:
y = Absorbancia correspondente a 1000 uM de trolox

x= diluicdo da amostra (mg/L) equivalente a 1000 uM de trolox

A partir do resultado encontrado (x) na equacéao 1, dividiu-se por 1000
pra ter o valor em g. O resultado final foi calculado conforme equacao 2, pela
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divisdo de 1000 (uM) pelo valor de X (g) e multiplicado por 1 (g) para encontrar
o valor final (Z) que foi expresso em uM trolox / g de folha.

| X (g) = x/1000|

| Z=1000/ X(g). 1| (Eq. 2)

4.5 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como média + desvio padrao e
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias foram submetidas ao

teste de Tukey (p< 0,05) usando o programa Assistat versdo 7.6 beta.
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5 Resultados e Discussoes

5.1 Compostos fendlicos

Na figura 4, é apresentada a curva padrao de acido galico, cuja equacao
da reta foi utilizada para o célculo de compostos fendlicos nos extratos.

O Reagente de Folin Ciocaulteu consiste de mistura dos acidos
fosfomolibidico e fosfotungstico, na qual o molibdénio se encontra no estado de
oxidacao (VI) (cor amarela no complexo NaoMo0O,4.2H,0); porém, em presenca
de certos agentes redutores, como os compostos fendlicos, formam-se os
chamados complexos molibdénio-tungsténio azuis [(PMoW;104)*], nos quais a
média do estado de oxidacdo dos metais esta entre 5 (V) e 6 (VI) e cuja
coloragao permite a determinagédo da concentracdao das substancias redutoras
que, nao necessariamente, precisam ter natureza fendlica (OLIVEIRA et al.,

2009), conforme é observado na figura 3.

COOH coo
N82C03
—_—

HO OH HO OH

OH OH

coo Ccoo

+2Mo® —» +2 Mo+ 2 H'

HO OH 0 OH

OH 0

Figura 3: Reacgao do acido galico com molibdénio.
Fonte: Oliveira et al., 2009

Em seguida, a tabela 1, apresenta os resultados obtidos com os extratos
etandlicos de folhas de aracgd, guabiroba, goiaba, jabuticaba, acerola e pitanga.
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Figura 4: Curva Padrao do acido galico
Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 1: Quantidade de compostos fendlicos realizados em
extracdo com 80% de etanol acidulado com 0,5 % (v/v) de HCI concentrado em
b.s. (base seca).

Extrato Compostos fendlicos (mg AG/1009)
Acerola 2449,7°+45,55
Araca 16670,19+167,51
Goiaba 12508,9°+576,86
Guabiroba 13015,5°+148,84
Jabuticaba 17828,0°+632,72
Pitanga 20626,2°+130,25

Fonte: Elaborado pelo autor

O extrato que apresentou maior contetdo de compostos fendlicos totais,
foi o de pitanga, seguido das folhas de jabuticaba e aracd que apresentaram
valores intermediarios. Nao houve diferenca significativa entre a quantidade de
CFT dos extratos de goiaba e guabiroba. No entanto, a acerola apresentou um

menor conteldo de fendis totais.

Neste trabalho obteve-se 13015,5 mg AG/100 g de amostra nas folhas
de guabiroba. Valores similares foram encontrados por Rocha (2011), que
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obteve 11500 mg AG/100 g em extratos etanélicos da mesma folha. Magina et
al. (2010), pesquisou CFT em trés espécies de Eugenia (E. brasiliensis,
E.beaurepaireana e E. umbelliflora), cujos valores foram de 16260, 13800 e
12810 mg AG /100 g, respectivamente. Esses resultados concordaram com os

valores obtidos neste trabalho para as folhas de guabiroba, araca e goiaba.

Santos e Vieira (2010), utilizando etanol acidulado, submeteu as
mesmas folhas a extracdo em temperatura ambiente e seus resultados sao

visualizados na tabela 2.

Tabela 2 - Teor de compostos fendlicos (mg equivalentes de acido galico/100
g) nas folhas secas de acerola, araca, guabiroba, goiaba, ora-pro-nobis,
jabuticaba e pitanga extraidas com metanol 80%-acidulado com acido cloridrico
e etanol 80%.

Amostra Solvente  metanol 80% Solvente etanol

acidulado com 1% (v/v) de 80%

HCI 37%

mg EAG/ 100g (b.s) mg EAG/ 100g
(b.s)

Acerola 1656,66 + 55,072 1410,00 £ 00°®
Orapronobis 1693,33 + 32,152 940 + 27,07
Goiaba 4893,33 + 68,07 ° 2116,66 + 20,82 ¢
Jabuticaba 5000 + 72,11 < 2960 + 17,32 °
Pitanga 5130 + 81,85 %® 2752 + 47,03 °
Guabiroba 5196,66 + 49,33 ¢ 3316,67 + 60,27 2
Araca 5494 + 52,42 © 3296,67 + 15,27 2

Na mesma coluna, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si. Teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.

EAG = equivalente de &cido gélico

b.s = base seca

Fonte: Santos e Vieira (2010).

Os resultados deste trabalho indicaram que temperaturas elevadas,
utilizando etanol acidulado, favoreceram a extracdo de maior quantidade de
compostos fendlicos do que em temperaturas mais brandas utilizadas pelas
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autoras. Em ambos os trabalhos, a acerola apresentou um conteddo menor de

compostos fendlicos.

Asolini et al. (2006), pesquisaram CFT em folhas de arruda, camomila,
macela, alcachofra, erva-mate, tanchagem, malva, salvia, capim-limao e
alecrim. Os resultados variaram de 1800 a 14500 mg AG /100g de folha seca
de malva e erva-mate, respectivamente. Os valores encontrados neste trabalho
para as folhas de acerola, goiaba e guabiroba estdo situados na faixa de
variagao encontrados pelos autores.

HAIDA et al. (2011), pesquisando compostos fendlicos em folhas, obteve
quantidades que variaram de 15829 a 16507 mg AG/100g de extrato seco para
a goiaba branca e 16061 a 17510 mg AG/100g para goiaba vermelha que
superam o valor encontrado neste trabalho para o extrato alcéolico dessa
mesma folha. Na literatura ha valores similiares ao deste trabalho obtidos por
Chen, Lin e Hsieh (2007) no extrato aquoso de folhas de goiaba (15436 mg
AG/100g).

Melo et al. (2003) ressaltam que os compostos bioativos em uma
matriz vegetal apresentam polaridade diferenciada. Desta forma, a solubilidade
em um determinado solvente € caracteristica peculiar do fitoquimico, o que

explica a inexisténcia de um procedimento de extracao universal.

Para Gobbo-Neto e Lopes (2007), ha varios fatores que podem interferir
no teor de metabdlitos secundarios nas plantas, dos quais 0s compostos
fendlicos fazem parte. Dentre eles estdo a sazonalidade, temperatura,
disponibilidade hidrica, radiacao ultravioleta, adicdo de nutrientes, poluicao
atmosférica, danos mecéanicos e ataque de patégenos.

5.2 Avaliacao da Atividade antioxidante pelo método ABTS

Na figura 5 é apresentada a curva padrdo do ABTS e na tabela 3, estdo
descritos os valores de cada extrato que correspondem em uM de trolox/g de
folha.
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Figura 5: Curva padrao de Trolox
Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 3: Atividade antioxidante total (AAT) de extratos etandlicos em uM
trolox/g de folha.

Extrato AAT
Araca 5018,1°+425,82
Goiaba 7039,23°+235,02
Guabiroba 13439,45%+2750,86
Jabuticaba 6451,28°+629,71
Pitanga 5897,76°+476,46
Acerola 3040,85°+301,47

Fonte: Elaborado pelo autor

A maior atividade antioxidante dentre as folhas analisadas neste trabalho
foi a encontrada na folha de guabiroba (13439,45), cujo valor foi quase 5 vezes
maior frente ao menor valor, exibido pela acerola (3040,85).

Nora (2012) obteve para atividade antioxidante por método ABTS 150,2
uM trolox /g de fruto de araca vermelho, que € inferior ao resultado encontrado
neste trabalho que foi de 5628,4 uM trolox/g de folha. Isso, provavelmente, se
deve ao fato da autora ter feito a extracdo com outros solventes, acetona e

metanol, do fruto e ndo da folha, indicando que esta possui uma maior
capacidade antioxidante.
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Silva (2011), trabalhando com polpas de guabiroba armazenadas em
diferentes dias, obteve em 30 dias para extrato hidroalcodlico 109,9 uM trolox
/g de polpa para 131,90 mg de AG/100g.

Fetter et al. (2009), em sua pesquisa, selecionou frutos de pitanga em
diferentes estadios de maturacao e obteve de 445,29+26,37 a 960,83t 5,56 mg
equivalente acido clorogénico/100g de peso fresco de compostos fendlicos
totais, que apresentaram atividade antioxidante variando de 4502,57+353,14 a
13668,41+200,87 ug trolox/g de peso fresco. A atividade antioxidante
encontrada nesse trabalho, que foi de 7370,8 uM trolox/g de folha, corrobora
com os valores da referida pesquisa, por situar na faixa de variacao encontrada
pelos seus autores. Embora os autores citados tenham usado outras partes da
planta, os resultados mostraram que as folhas além de possuirem maior
quantidade de CF, também apresentaram melhor atividade antioxidante.

Santos e Vieira (2010) avaliando a atividade antioxidante das mesmas
folhas utilizadas nesse trabalho, concluiram que os extratos capazes de reduzir
em 50% a atividade do radical DPPH em menores concentragdes, foram
pitanga (0,71 pg/mL), jabuticaba (0,76 pg/mL), goiaba (1,06 ug/mL); os que
apresentaram valores intermediarios foram aracéa (2,42 ug/mL), e guabiroba
(3,81 pg/mL); e o maior de todos foi o extrato de folhas de acerola (9,32
ug/mL). Neste estudo, foi utilizado outro método de avaliagdo da atividade
antioxidante, o do radical ABTS, que corroborou com o resultado apresentado
pelas autoras, no fato da folha da acerola ter uma atividade antioxidante menor
que as outras espécies estudadas. No entanto, esse trabalho divergiu no fato
da guabiroba apresentar uma maior atividade antioxidante, ao passo que no
trabalho de Santos e Vieira (2010), a pitanga apresentou maior atividade

antioxidante.

Os extratos de aracga, goiaba, jabuticaba e pitanga ndo apresentaram
diferencga significativa (p>0,05) entre si. Observa-se entdo que estes extratos
apresentam uma alta capacidade de doar seus elétrons e atuarem como

excelentes antioxidantes.

Asolini et al. (2006), avaliando extratos aquoso e etandlico de alcachofra,

obtiveram baixos teores de compostos fendlicos totais ( 3227 e 4003 mg
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AG/100 g respectivamente), com atividade antioxidante acima de 85%,
sugerindo que a concentracdo de CFT ndo determina a atividade antioxidante,

mas sim a natureza destes compostos presente nos extratos.

Os resultados apresentados também indicaram que nao foi encontrada
uma correlacao linear entre a quantidade CFT (compostos fendlicos totais) e a
ATT (atividade antioxidante total) utilizando o método do radical cation ABTS ,

como é observado na figura 6.
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Figura 2: Correlacéo entre teor de CFT e a ATT de folhas de acerola,
goiaba, guabiroba, araca, jabuticaba e pitanga
Fonte: Elaborado pelo autor
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6 Conclusao

Todos os extratos etandlicos acidificados extraidos em alta temperatura
apresentaram elevados teores de compostos fendlicos, que em ordem
crescente, estdao as folhas: acerola, goiaba, guabiroba, araca, jabuticaba e
pitanga. Porém, dentre as seis, a que possuiu maior atividade antioxidante foi a
folha de guabiroba, onde nao foi encontrada uma correlagdo entre a quantidade
de CFT e atividade antioxidante. Por isso, € necessario que se explorem mais
sobre as folhas dessas frutiferas, pois os trabalhos até entdo publicados
demonstram que além de um elevado teor de compostos fendlicos elas
possuem excelente atividade antioxidante, que se aplicadas em alimentos,
podem no futuro substituir antioxidantes sintéticos, a fim de reforcar a

seguranca alimentar.

7

Para trabalhos futuros, é importante a avaliacdo do ter de acucares
destes extratos, ja que pesquisas pré-liminares indicaram que eles possuem
uma quantidade significativa; verificagdo da inibicdo de enzimas por compostos
fendlicos, bem como sua atividade antimicrobiana; identificar isoladamente os
compostos bioativos presentes em cada folha e estudar seu efeito no

organismo humano a niveis toxicologicos.
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