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RESUMO

O estresse oxidativo € um fendmeno que ocorre devido a deficiéncias no organismo
em combater o surgimento e proliferacdo de espécies reativas de oxigénio. O
equilibrio entre a formagao e o combate dessas espécies pode acontecer por agao
do préprio organismo, ou por ingestdo de nutrientes com atividades antioxidantes,
sendo esses capazes de atuar como agentes ativos e de prevengao para o ser
humano. As principais fontes de antioxidantes disponiveis para o humano s&o as
frutas e hortalicas, alimentos presentes na dieta e amplamente estudados pela
ciéncia. Um exemplo de fruto que possui atividade antioxidante é a pitaia. A pitaia é
um fruto da familia Cactaceae possuindo como principais espécies a Hylocereus
Undatus (Hu) e a Hylocereus Costaricensis (Hc), e nos ultimos anos vem sido muito
estudada devido a sua composi¢ao nobre em antioxidantes. O fruto quando avaliado
frente a varias técnicas de quantificagdo de antioxidantes mostrou resultados
relevantes e promissores, como por exemplo resultados de fendlicos totais igual a
33,67 + 1,59 mg EAG/100 g de amostra fresca na casca da espécie Hu 52,36 + 5,30
mg EAG/100 g de amostra fresca na polpa da espécie Hu. Para a casca da espécie
Hc o valor encontrado foi de 44,80 + 3,96 mg EAG/100 g de amostra fresca, e a
polpa forneceu um valor de 66,73 * 5,26 mg EAG/100 g de amostra fresca. Esses
valores podem ser comparados com outros frutos ja presentes na dieta do ser
humano, como por exemplo a banana, que na sua polpa a quantidade de fendlicos
totais chega a 57,13 + 3,64 mg EAG/100 g de amostra fresca, ou o maracuja que
possui 37,91 £ 0,14 mg EAG/100 g de amostra fresca. Outro diferencial da pitaia é a
quantidade de acido ascérbico que tem sido encontrado em sua composigao,
chegando a valores iguais a 29,93 £ 0,77 mg/100 g de amostra fresca na polpa da
Hc e 28,40 + 3,44 mg/100 g de amostra fresca na polpa da Hu, valores esses
superiores ao da pera, péssego, banana, abacate e macga, onde todos possuem
quantidades inferiores a 20,0 mg/100 g de amostra fresca de acido ascorbico em
sua composicao. Neste sentido a pitaia mostra-se capaz de auxiliar a dieta junto aos
frutos ja presentes na alimentagdo, podendo atuar como agente de prevencédo e
combate de doengcas no homem além de ser fonte de nutrientes e possuir
capacidade de utilizagdo do fruto na integra, inclusive sua casca.

Palavras chave: Hylocereus spp., Vitamina C, Acido Ascérbico, Fendlicos,
Flavonoides, Atividade Antioxidante, Composicao Centesimal, CLAE, Flavonoides
majoritarios



ABSTRACT

Oxidative stress is a phenomenon that occurs due to deficiencies in the body to
combat the emergence and proliferation of reactive oxygen species. The balance
between a formation and the prevention against the species can happen by the
action of the own organism, or ingestion of nutrients with antioxidant activities, being
these systems of action as active agents of prevention for the human being. As the
main sources of antioxidants available to man and fruits and vegetables, foods are in
the diet and widely studied by science. An example of fruit that has antioxidant
activity is Pitaya. Pitaya is a fruit of the Cactaceae family, with the main species
Hylocereus Undatus (Hu) and Hylocereus Costaricensis (Hc), and in the last years
they have been studied for their noble composition in antioxidants. Pitaya, when
evaluated against various antioxidant quantification techniques, showed relevant and
promising results, such as total phenolic results equal to 33.67 £ 1.59 mg GAE / 100
g of fresh sample in the peel of the Hu species 52.36 + 5.30 mg GAE / 100 g fresh
sample in the pulp of the Hu species whereas for the Hc peel the value found was
44.80 £ 3.96 mg GAE / 100 g fresh sample, and the pulp provided a value of 66.73 +
5.26 mg GAE / 100 g fresh sample. These values can be compared to other fruits
already present in the diet of the human being, such as the banana, which in its pulp
the amount of total phenolics reaches 57,13 + 3,64 mg GAE/ 100 g of fresh sample,
or the passion fruit that has 37.91 £+ 0.14 mg GAE / 100 g fresh sample. Another
difference of pitaya is the amount of vitamin C that has been found in its composition,
reaching values equal to 29.93 £ 0.77 mg / 100 g fresh sample in the Hc pulp and
28.40 + 3.44 mg / 100 g of fresh sample in the Hu pulp, such values are higher than
those of pear, peach, banana, avocado and apple, where all have amounts less than
20.0 mg / 100 g of vitamin C fresh sample in their composition. In this sense, pitaya
is able to replace several fruits already present in the diet, being able to be source of
nutrients and have the ability to use the fruit in its entirety, including its peel.

Keywords: Hylocereus spp., Vitamin C, Ascorbic Acid, Phenolics, Flavonoids,
Antioxidant  Activity, Centesimal Composition, HPLC, Major Flavonoids.
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1 INTRODUGAO

Frutas e vegetais sdo componentes importantes dentro de uma dieta
saudavel. A redugdo no consumo desses alimentos esta associada ao surgimento
de inumeros problemas de saude e ao aumento do risco de doengas nao
transmissiveis. Estima-se que 6,7 milhdes de mortes em todo o mundo foram
atribuidos ao consumo insuficiente de frutas e hortalicas em 2010 (LIM et al., 2012).

Existem evidéncias que indicam que o consumo de frutas e vegetais reduzem
o risco de doengas cardiacas (DAUCHET et al.,, 2006; HARTLEY et al., 2013),
acidente vascular cerebral (HARTLEY et al., 2013; He 2006) e certos tipos de cancer
(BOEING et al, 2012). Muitos desses fatores estdo ligados a composicao
antioxidante desses alimentos.

Os antioxidantes desempenham um papel importante na reducéo do risco de
cancer, pois possuem a capacidade de prevenir o dano oxidativo nas células do
corpo (SURH, 2003). Antioxidantes estdo presentes em varias vias para o ser
humano, mas principalmente em alimentos ricos em compostos fendlicos,
flavonoides, carotenoides, entre outros.

Em meio a tantos beneficios, existem algumas variedades de frutas e
hortalicas que se destacam devido a sua composi¢ao rica em nutrientes. Alguns
exemplos sdo: a uva, o brécolis, o alho e o tomate. Dessa forma, inumeros estudos
sao realizados buscando conhecer cada vez mais as particularidades e composigao
de outros alimentos. Um exemplo é a pitaia, um fruto que nao possui muitos estudos
sobre sua composi¢ao, porem apresenta grande potencial relatados na literatura.

Um fruto tipico das regides tropicais, a pitaia possui boa resisténcia devido a
sua pouca necessidade de agua e adaptagdo a climas quentes. Algumas das
propriedades biofarmacoldgicas atribuidas a pitaia incluem: atividade antioxidante
(LUO et al., 2014; SUH et al., 2016), atividade antiviral e antimicrobiana (STRACK et
al., 2003); melhora na manutencgéo dos niveis de colesterol (KHALILI et al., 2009);
como agente anticancerigeno (AZIZ, 2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo caracterizar o perfil antioxidante de
duas espécies de pitaia: Hylocereus undatus e Hylocereus costaricensis a partir de
técnicas gerais e especificas de determinagcdo de capacidade antioxidante, bem
como sua composigao centesimal, e com isso estabelecer valores de referéncia para
os compostos testados.

2.2 Objetivos especificos

Coleta e amostragem dos frutos;

Determinar a capacidade antioxidante da casca e da polpa das duas
espécies de pitaia por meio dos seguintes métodos:

o DPPH

o Determinagao de compostos fenolicos totais

o FRAP - redugao do ferro

Determinar a capacidade antioxidante da casca e da polpa das duas
espécies de pitaia por meio da seguinte técnica especifica:

o Determinacéao de flavonoides totais

Identificar os flavonoides majoritarios por CLAE com detec¢&o no UV-Vis;
Determinar o teor de acido ascoérbico por CLAE com deteccédo no UV-Vis;
Determinar a composi¢ao centesimal das duas espécies;

Realizar testes estatisticos no conjunto de dados de interesse para avaliar,
dentro de um determinado grau de confiabilidade, se os resultados séo
estatisticamente validos;

Correlacionar os resultados obtidos e determinar se ha diferenca estatistica
entre as diferentes partes do fruto e entre as espécies.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Uso de dieta balanceada na prevencao de doengas nao transmissiveis
segundo a OMS

A dieta humana varia muito de regiao para regidao, bem como em relagédo a
condigdes socioeconémicas da regido, mas o que € de consenso geral é a procura
por uma deita balanceada rica em nutrientes.

Comportamentos de risco como o tabagismo e inatividade fisica, junto com
uma dieta pobre em nutrientes, tem um resultado ruim para a saude do individuo.
Segundo a organizagdo mundial de saude (WHO, 2011), doengas nao
transmissiveis (DNT), incluindo doengas cardiovasculares, cancer, diabetes e
doencas respiratdrias crénicas, continuam a ser as principais causas de morte em
todo o mundo. DNT sado atualmente responsaveis por quase 70% das mortes no
mundo, em sua grande maioria ocorrendo em paises de baixa e média renda.

Em sua estratégia global para dieta, atividade fisica e saude, a OMS pede o
envolvimento da comunidade na modificacdo de habitos alimentares e a mudancga
para um estilo de vida preventivo. Um grande numero de evidéncias suporta a
necessidade da variedade e equilibrio em termos dos grupos de alimentos que
constituem a alimentacdo da populagéo. Frutas e legumes frescos sdo uns dos mais
importantes deles. No entanto, apesar da confirmagcdo nos resultados da
investigacao cientifica dos beneficios de saude do consumo regular de frutas e
legumes, a OMS estima que, em geral, o consumo desses alimentos € menor que a
metade da quantidade recomendada para intervengdes preventivas e terapéuticas
(OMS, 2013).

3.2 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é um termo geral utilizado para descrever o nivel do
dano oxidativo em uma célula, tecido ou 6rgao, sendo um tipo de estresse quimico
induzido pela presenca em nosso corpo de quantidades anormais de espécies
reativas de oxigénio (ERO). Esta condigdo pode ser consequéncia de um aumento
na produgao dessas espécies e/ou de uma diminui¢ao da eficiéncia dos sistemas de

defesa do organismo que combate esse efeito com agdes antioxidantes (MCCORD,
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2000). O sistema de defesa do organismo via de regra costuma ser eficiente para
combater as ERO. Este € um sistema de defesa complexo, constituido por varios
tipos de antioxidantes, que tem como objetivo impedir ou diminuir o potencial de
acgao prejudicial das ERO.

O sistema de defesa antioxidante possui componentes enzimaticos e nao
enzimaticos que impedem a formacdo das ERO e as removem antes que o dano
possa ocorrer, reparando de danos oxidativos e eliminando as moléculas
danificadas.

As enzimas antioxidantes superoxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase servem como uma primeira linha de defesa na destruicdo dos radicais
livres. Juntas, elas reparam o DNA oxidado, degradam a proteina oxidada e
destroem os lipidios oxidados. Muitas outras enzimas atuam como um mecanismo
de defesa antioxidante secundario para protecdo de danos adicionais
(GUTTERIDGE, 2000; HALLIWELL, 1996; CULOTTA, 2005).

3.3 Consequéncias do estresse oxidativo

A presenga das ERO no organismo € a principal causa de danos no DNA e o
acumulo lento e constante de danos no DNA (deoxyribonucleic acid) tem sido
considerada como a principal teoria de envelhecimento (BECKMAN, 1998). Muitas
mutacgdes relacionadas com o estresse oxidativo, ou danos e reparagdo do DNA,
também foram identificadas em humanos com sindromes de envelhecimento
prematuro (MCCORD, 2000).

Atualmente, verificou-se que o estresse oxidativo pode ser envolvido em mais
de 100 doengas (BECKMAN, 1998; HALLIWELL, 1996), tais como: sindrome da
imunodeficiéncia adquirida; doencas inflamatérias (artrite, lupus, eritematoso,
sindrome de dificuldade respiratéria adulta); doencgas autoimunes; cancer; diabetes.

Nestas doencas, o estresse oxidativo pode ter varios papéis, podendo atuar
em um 6rgéo especifico, sendo a principal causa da doenga, ou para outras doengas
podendo ter outras causas fundamentais levando ao estresse oxidativo, que por sua
vez vai alimentar ainda mais o desenvolvimento da doenca (BECKMAN, 1998;
HALLIWELL, 1996).
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3.4 Dieta rica em antioxidantes

E amplamente difundido que uma dieta baseada em alta ingestdo de frutas e
vegetais pode reduzir o risco de doengas relacionadas ao estresse oxidativo, como
cancer e doencas cardiovasculares. Uma dieta tipica fornece mais de 25 mil
componentes de alimentos bioativos, muitos dos quais podem modificar um grande
numero de processos que estdo relacionados com determinadas doencas
(LINDSAY, 2002).

A maioria dos componentes de alimentos bioativos sdo derivados de plantas e
sdo conhecidos como fitoquimicos (em sua grande parte antioxidantes). Existem
centenas de antioxidantes que pertencem ao grupo dos carotenoides, bem como a
classe de compostos formados pelos fendis ou polifendis, tais como derivados de
acido benzoico, flavonoides, proantocianidinas, estilbenos, cumarinas, linhanos e
lenhinas (LINDSAY, 2002; MANACH et al., 2005).

Uma caracterizacdo completa da concentragdo total de antioxidantes em
varios alimentos e grupos de alimentos &, portanto, essencial para que seja possivel
identificar alimentos ricos em antioxidantes e estudar se tal dieta esta associada com

um risco reduzido de doencas relacionadas ao estresse oxidativo.

3.5 Antioxidantes

3.5.1 Compostos Fendlicos

Os fendis sdo de grande importéncia na fisiologia das plantas com o seu
papel na pigmentagdo, sabor, crescimento, reproducdo e resisténcia a agentes
patogénicos e predadores. Milhares de fendis com pelo menos um anel aromatico
(anel fendlico) contendo grupos hidroxila foram caracterizados. Os fendis podem ser
divididos em subgrupos com base nos componentes estruturais. As distingées séo,
assim, feitas entre os acidos fendlicos, flavonoides e ligninas (LINDSAY, 2002;
MANACH et al., 2005).

A maioria dos fendis tém propriedades antioxidantes e sdo os antioxidantes
mais abundantes em nossa dieta. As principais fontes alimentares de fendis séo
frutas e bebidas e, em menor medida, verduras, legumes secos e cereais. O estado

de maturacdo afeta a concentragcdo e proporcdo de fendis, onde existe uma
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diminuicdo da concentragao de acido fendlico durante a maturacao, enquanto ha um
consideravel aumento na concentragdo de antocianinas (LINDSAY, 2002; MANACH
et al., 2005).

3.5.2 Flavonoides

Os flavonoides sdo os compostos fendlicos mais comuns na dieta e podem
ser divididas em seis subclasses principais: flavonas, flavanonas, flavonais,
flavonoides, antocianinas e isoflavonas (Figura 1). Dessas espécies, os flavondis

sao os flavonoides mais amplamente representados nos alimentos.

Figura 1 — Estrutura de compostos fendlicos (flavonoides) com atividade antioxidante (Adaptado de
LINDSAY, 2002)

o

FLAVONOIDE FLAVAN-3-0L ANTOCIANIDINA

FLAVONA FLAVANONA CHALCONA

Exemplos de flavonoides encontrados em frutos sdo: quercetina, rutina e

kaempferol.
3.5.3 Acido ascorbico
O acido ascorbico, ou como mais comumente conhecida vitamina C, € um

antioxidante, bem como outras vitaminas e muitos outros nutrientes de origem

vegetal (WINIFRED 1982). O acido ascérbico e seus ésteres funcionam como
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antioxidantes com alguns substratos, protegendo duplas ligagdes e eliminando o
oxigénio. A atividade dos ascorbatos foi demonstrada em 6leos vegetais, gorduras
animais, vitamina A, carotenoides, Oleos citricos e em alimentos que contém

gordura, tais como peixe, margarina e leite (AUDERA et. al. 2001).

Figura 2 — Estrutura do Acido Ascérbico
{'i}H
CH CHOH
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A eficiéncia dos ascorbatos como antioxidante depende do substrato e dos
compostos a serem protegidos. Uma vez que as posi¢oes 2 e 3 do acido ascorbico
sao nao substituidas, os dois radicais livres formados nestas posicboes podem ser
intermediarios na eliminagdo de oxigénio e inibigdo da formag&o de radicais em
ligagdes duplas (WINIFRED 1982).

O &cido ascorbico € uma vitamina hidrossoluvel, o que significa que o corpo
nao a armazena, dessa maneira deve-se obter a mesma de outras fontes, como por

exemplo frutas citricas, brocolis e tomates (CANTER et. al. 2007).

3.5.4 Carotenoides

Outra classe de compostos antioxidantes s&o os carotenoides. Os
carotenoides representam um grande grupo de pigmentos que sdo comuns na
natureza e responsaveis pelo amarelo, laranja, vermelho ou roxo cores de muitos
vegetais, frutas e flores. Até mil variantes que ocorrem naturalmente foram
identificadas. O seu papel principal em plantas esta relacionado com a coleta de luz
como componentes auxiliares. Carotenoides s&o pigmentos lipossoluveis, que
também sdo comuns em alguns microrganismos (LINDSAY, 2002; MANACH et al.,
2005).
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Pelo menos 60 carotenoides ocorrem em frutas e hortalicas consumidas pelos
seres humanos. Alguns dos carotenoides podem ser convertidos em vitamina A por

animais. Os carotenoides mais comuns podem ser visto a seguir na Figura 3.

Figura 3 — Estrutura de carotenoides (MANACH et al., 2005)

C. OH

: HyC
nﬂ e N %/%/W;l/‘\“_ -
cH, TcH
L CH CHy 5 CHy
HO" T~ TG i

3

b -Criptoxantina

HaC.

HiCy oCH; 13 JCH\"/ |
ﬂ/{'{;‘/ \‘{‘,/‘%.’" T {\VWK‘H\X/.
CH; "CH;

HO CH,

H

CHz CHz

alfa-Caroteno

HC.
. - =
HaC T 3

CH;
>< 5 \Q\)Q\\/“VQ‘JJJW-/‘{W\
LJ\ CHy CHy Oy ey
CH;

beta-Caroteno

H;C

e
H:C.  cHy CHy \/\TH\a/ |
S AT *ﬂ/*%{‘%/
H, tn, cfl, “cH,
“H=

Licopeno
CHy CHy CH;

HC = = T o T T
CHy CH; CHy CHy

3.6 Pitaia (Hylocereus ssp.)

A pitaia (Hylocereus ssp.), ou como também é conhecida “fruta do dragao”, é
uma planta nativa da América, com origem na regido da Colémbia e faz parte da
familia das Cactaceas e da subfamilia Cereoidae. Espalhou-se e hoje podem ser
naturalmente encontradas na Costa Rica, Venezuela, Panama, Uruguai, Brasil,
Colédmbia e México, em que os dois ultimos paises sdo os principais produtores a
nivel mundial (EDWARD, 2001).

O fruto mede de 10 a 12 centimetros de didmetro e é vermelho ou amarelo,
coberto com “escamas’. E de polpa doce e abundante possuindo coloragéo branca

ou avermelhada. As sementes possuem 3 milimetros de didmetro e sdo muito
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numerosas, possuem coloragao café sendo distribuidos em toda a polpa e s&o ricos
em Oleos essenciais (EDWARD, 2001).

O cultivo da fruta do dragédo desenvolve a partir de 0 a 1850 metros acima do
nivel do mar exigindo temperaturas entre 18 e 26 °C com chuvas de 1200 a 1500
mm por ano. Prefere climas quentes, mas também adaptado para climas secos
(EDWARD, 2001).

No Brasil, ha poucas areas que cultivam a pitaia, o que resulta na
necessidade de importar a maioria dos frutos comercializados, levando aos precos
elevados e ndo acessivel as camadas mais populares da populagcdo. No Brasil, a
pitaia comecgou a ser cultivada na década de 1990, no estado de Sao Paulo.

As variedades comercialmente disponiveis s&do Hylocereus undatus, frutas
com casca rosa avermelhada, polpa branca e sementes escuras (Figura 4 a). A
espécie Hylocereus costaricensis ou Hylocereus polyrhizus (Figura 4 — c) possui
casca rosa avermelhada e polpa vermelha purpura brilhante. A espécie Hylocereus
megalanthus possui casca amarela e polpa branca (Figura 4 — b) (BASTOS et al.,
2006).

Consumido como fruta fresca ou preparado como uma bebida refrescante,
processamento industrial em sucos, compotas e geleias oferece boas

oportunidades; além de possuir usos medicinais.

Figura 4 — Hylocereus undatus (a), Hylocereus megalanthus (b), Hylocereus costaricensis (c)

3.6.1 Uso medicinal

Na ultima década, tem-se detectado que os frutos possuem propriedades
antioxidantes (WU et al., 2006; ESQUIVEL et al., 2007). Wu et al. (2006) verificou
que a casca e polpa dos frutos sao ricos em polifendis, e a casca poderia inibir o

crescimento de células de céancer (KIM et al., 2011). Tenore et al. (2012)
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demonstraram que os extratos de polifendis do fruto tém propriedades antioxidante e
potencial nutracéutico.

Em ratos, um efeito contra hepatotoxicidade foi mostrado apds esta ser
induzida por acetaminofeno (LATIF et al., 2012). Uma dieta com base em pitaiai
diminui, a dislipidemia em ratos (MOHD et al., 2009). Em termos de fertilidade, Ankli
et al. (1999) determinaram que uma dieta rica em pitaia mostrou agéo preventiva em
casos de aborto. Aziz e Noor (2010) demonstraram os frutos promovem a fertilidade
em ratos, aumentando a contagem de esperma e incrementado a viabilidade
espermatica e taxa de producao.

Estudos relatam quem uma dieta baseada no consumo de pitaia é capaz de
regular niveis de colesterol por exemplo. Segundo Khalili (2009), apos ratos serem
submetidos a uma dieta baseada em pitaia teve potencial para reduzir niveis de TC
(total colesterol), TG (triglicerideos) e LDL-C (low-density lipoprotein cholesterol) e
aumentar os niveis de HDL-C (high-density lipoprotein cholesterol). Em resumo o
consumo da pitai no estudo auxilio na redu¢cdo nos niveis de colesterol “ruim” e
ajudou a elevar o colesterol “bom”, regulando os niveis naturais dos ratos.

No estudo de Choo (2016), além da atividade antioxidante da pitaia, é citada a
capacidade anticancer devido a presenca de nutrientes (flavonoides) no fruto,
beneficios na regulagéo do colesterol, efeitos probidticos e atividade antimicrobiana.

Segundo Omidizadeh et. al (2010), a administragdo de pitaia em ratos foi
capaz de induzir uma comportamento cardioprotetor nos animais. Esse efeito foi

atribuido a capacidade antioxidante da pitaia.

3.7 Determinacao da composicao centesimal e de atividade antioxidante

3.7.1 Composicao centesimal

No Brasil, tabelas nutricionais de alimentos sdo compilagdes de pesquisas
realizadas em diferentes regides do pais, por isso ndo sao levadas em conta
variaveis como fatores ambientais e de plantio. As tabelas também n&o contém os
elementos adicionados no preparo de alimentos processados, especialmente 6leos e
gorduras.

Convencionou-se chamar “Composi¢cdo Centesimal” de um alimento a

proporcdo em que aparecem, em 100 g do produto, grupos homogéneos de
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substancias que constituem o alimento (CARVALHO et. al. 2002). Também por
convengao, os grupos homogéneos de substancias constituintes do alimento séo os

seguintes:

Umidade ou volateis a 105 °C
Cinzas ou residuo mineral fixo
Lipidios, gorduras ou extrato etéreo;

Proteina bruta ou extrato nitrogenado;

o K& 0N =

Carboidratos, glicidios, agucares ou sacarideos;

Figura 5 — Diagrama de testes para determinagédo de composigéo centesimal (Adaptado de
CARVALHO, H.H. et. al. 2002)
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3.7.1.1 Técnica de determinacio de cinzas totais via seca

O método esta baseado na determinacdo da perda de peso do material
submetido a queima em temperaturas entre 550-570°C. A determinagao de cinzas
permite verificar a adicdo de matérias inorganicas ao alimento. A perda de peso
fornece o teor de matéria organica do alimento. A diferenga entre o peso original da
amostra e o peso de matéria organica fornece a quantidade de cinza presente no
produto (CECCHI et. al. 2003).

3.7.1.2 Técnica de quantificagao de proteinas pelo método de Kjeldahl
O método de Kjeldahl determina a matéria nitrogenada total de uma amostra.

A base do processo de Kjeldahl € o deslocamento do nitrogénio presente na

amostra, transformando-se em sal amoniacal (sulfato de amoénio, por meio de
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H2S04). A seguir, desse sal obtido, desloca-se o aménio recebendo-se sobre a
solugdo acida (acido bdrico). Por titulagdo determina-se a quantidade de nitrogénio
que lhe deu origem (CECCHlI et. al. 2003).

3.7.1.3 Técnica de quantificacdo de lipidios pelo método de Soxhlet

O processo é eminentemente gravimétrico e esta baseado na perda de peso
do material submetido a extragdo com éter de petroleo (CECCHI et. al. 2003).

3.7.1.4 Carboidratos totais ou extrato livre de nitrogénio obtidos por diferenca

Esta fracdo corresponde ao extrato livre de nitrogénio (nitrogen free extract).
Engloba diversos compostos tais como: fécula e amido, agucares, gomas, resinas,
acidos organicos, etc. Esta determinagdo do conteudo provavel de carboidratos na
amostra é efetuada por diferengca entre 100 (percentual total) e o somatoério dos
percentuais encontrados para umidade, cinzas, fracdo protéica, fibra e gordura
(CECCHI et. al. 2003).

3.7.2 Fendlicos totais

A analise de compostos fendlicos totais dos extratos foi realizada de acordo
com o método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton e
Rossi (1965). Singleton e Rossi (1965) descrevem o preparo do reagente e
demonstram a sua aplicabilidade na determinagdo de fendlicos totais em sua
metodologia.

O reagente de Folin-Ciocalteau é composto de sais de tungstato de sodio e
molibidato de s6dio em meio de acido cloridrico e acido fosférico (o qual fornece a
cor amarelada ao reagente).

O mecanismo do reagente se da devido a presenca de espécies redutoras
(tais como os compostos fendlicos) onde ocorre a redugdo desses sais, para
estados de oxidacao entre V e VI, e formacgao das espécies reduzidas, denominadas
complexos de molibdénio-tungsténio, os quais desenvolvem uma coloragao azul,
cuja intensidade é proporcional ao numero de hidroxilas ou grupos potencialmente
oxidaveis nos compostos fendlicos (SINGLETON e ROSSI, 1965).
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Os compostos fendlicos reagem com o reagente de Follin-Ciocalteu sob
condicdes basicas, para tal, uma solucado de carbonato de sddio é utilizada, para que
o pH fique em torno de 10. A remocéo do préton fendlico leva a formacgédo do anion
fenolato, o qual é capaz de reduzir o reagente de Follin-Ciocalteu. Essa reacdo de
oxirredugdo nao depende da estrutura dos composto fendlicos envolvidos
(JIMENEZ, 2010).

O desenvolvimento da reacdo (Figura 6) €& possivel observar em um
espectrofotdbmetro de absor¢do molecular no UV-Vis (A = 725 nm). A reagao a seguir
ilustra a reagao entre um composto fendlico redutor e a espécie oxidante presente

no Reagente de Folin:

Figura 6 — Reacao geral envolvida na determinacgao de fendlicos totais
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O mecanismo em que se baseia esse ensaio detecta a presencga de todas as
substancias reduzidas pelo reagente de Follin-Ciocalteu, ndo obrigatoriamente
refletindo os compostos fendlicos totais. Como este € um método n&o especifico, o
acido ascorbico, carboidratos ou minerais, como o Cu (I) podem participar da
reacao, figurando como interferente desta analise. Esse método ndo apresenta
dados quantitativos individuais e qualitativos dos constituintes fendlicos. Devido a
esse detalhe intrinseco ao método, outras técnicas mais especificas serdo adotadas
buscando definir um perfil antioxidante a espécie estudada.

3.7.3 DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila)

O método DPPH (BRAND et al., 1995) é baseado na captura do radical DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazila) por antioxidantes, produzindo um decréscimo da
absorbancia (visivel em um espectrofotdmetro a A=515 nm). O DPPH possui um
atomo de nitrogénio que esta ligado diretamente ao anel. Este atomo de nitrogénio
possui um elétron desemparelhado, caracterizando o mesmo como um radical. Esse

nitrogénio € responsavel pela estabilizagdo do DPPH junto com a espécie
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antioxidante (Figura 7), e com isso a mudanga da coloragao da solugao (devido a

alteracao do seu grupo cromaoforo).

Figura 7 — Reacao geral envolvida na determinacgao de atividade antioxidante por DPPH (BRAND et
al., 1995)
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Esse método foi modificado com ao longo do tempo para medir os parametros

cinéticos. As mudangas também foram realizadas com o passar dos anos buscando

atender melhor a estabilizagdo dos regentes envolvidos e solubilidade.
3.7.4 FRAP (Potencial antioxidante de reducéao do ferro)

A técnica utiliza o reagente 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina para determinar o
poder de redugado de determinada substancia. Esse reagente na presenca de uma
substancia antioxidante redutora e em meio acido, recebendo um elétron e sendo
reduzida (Figura 8), apresentando intensa coloragdo azul que pode ser quantificada

via espectrofotometria de absor¢ao molecular a 593 nm.

Figura 8 — Reacao geral envolvida na determinacgao de atividade antioxidante por FRAP (RUFINO,

EMBRAPA 2006)
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3.7.5 Flavonoides

O método utilizado para determinacao de flavonoides baseia-se na reagao de

complexagcdo com o metal aluminio. O método original (DOWN, 1959) propde uma
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reagcao onde a estequiometria entre a quercetina (padrao de referéncia) e o cloreto
de aluminio é de 1 para 1 (BOROSKI et al., 2015).

A identificacdo é dada pela formagdo de um complexo amarelo formado a
partir da reagdo dos antioxidantes e o aluminio (Figura 9). Tal reacdo pode ser
verificada em espectrofotbmetro a 425 nm. A reacdo padrdo de formacgao do

complexo estavel de aluminio e as espécies de flavonoides € apresentada a seguir:

Figura 9 — Reagéo geral envolvida na determinacéo de flavonoides na presenga de aluminio
(Adaptado de BOROSKI et al., 2015)
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3.7.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE

A cromatografia € uma técnica de separagdo de substancia em uma amostra.
A separacido ocorre devido a particularidade das estruturas moleculares das
substancias que se quer separar e composi¢cao molecular da amostra. Para tal essa
separagao envolve uma fase estacionaria (um sélido ou um liquido suportado em um
s6lido) e uma fase movel (um liquido ou um gas) (COLLINS et. al. 1993, LOUGH et.
al. 1995).

A fase movel flui através da fase estacionaria e transporta os componentes da
mistura com ela. Componentes de amostra que exibem interacdes mais fortes com a
fase estacionaria moverao mais lentamente através da coluna do que componentes
com interacbes mais fracas. Esta diferenca causa a separagdo dos componentes
(COLLINS et. al. 1993).
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Figura 10 — Principio cromatografico. Separacdo de trés analitos a partir de sua interagao com a fase
estacionaria e fase mével (Adaptado de COLLINS, C.H et. al. 1993)
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As separagdes cromatograficas podem ser realizadas utilizando uma
variedade de fases estacionarias, incluindo silica imobilizada em placas de vidro
(cromatografia em camada delgada), gases volateis (cromatografia gasosa), papel
(cromatografia em papel) e liquidos (cromatografia liquida) (CHAVES et. at. 1997.
MALDANER et. at. 2010).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma forma altamente
melhorada de cromatografia liquida em coluna. Em vez de um solvente ser deixado
escorrer através de uma coluna sob a gravidade, € realizada forca sob altas
pressdes de até 400 atmosferas, tornando a muito mais rapido (COLLINS et. al.
1993, LOUGH et. al . 1995).

Figura 11 — Principio da estrutura de um cromatografo liquido de alta eficiéncia (Adaptado de
COLLINS, C.H et. al. 1993)
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Nesse esquema € representada as partes de um CLAE, onde a fase mével é
bombeada a alta pressao pela bomba por todo o sistema. O injetor & responsavel



27

por realizar a coleta da amostra e a mesma é colocada no sistema por meio da fase
movel. Uma vez que a amostra se encontra no sistema a coluna cromatogréfica é
responsavel por realizar a separacdo das espécies. O sistema de CLAE também
possui mais dois componentes, um responsavel por observar a saida das espécies
depois da separagao da coluna, conhecido como detector, e um componente
exclusivo responsavel por converter os dados do detector para um formato que se
pode quantificar.

A separacao na cromatografia liquida de alta eficiéncia pode ocorrer de varias
maneiras, dependendo da matriz e substidncias que se pretende separar. Por
exemplo:

CLAE de fase normal: Separa os analitos com base na polaridade, utilizando
fase estacionaria polar e fase moével ndo polar. As amostras polares sdo assim
retidas na superficie polar da coluna mais fortemente do que os materiais menos
polares.

CLAE de fase reversa: A fase estacionaria € de natureza nao polar
(hidrofébica), enquanto que a fase movel € um liquido polar. O principio de
separagao baseia-se em interagdes hidrofdbicas, portanto, quanto menos polar o
material &, mais tempo ele sera mantido na fase estacionaria.

Esses sdo os exemplos mais usuais, entretanto existem também a
cromatografia por exclusdo de tamanho, troca ibnica, interacdo hidrofilica, entre
outras.

Uma das grandes vantagens da CLAE é a sua capacidade de separar varios
tipos de moléculas. Consequentemente foi necessario desenvolver varios tipos de
detectores devido as particularidades das moléculas separadas. Comercialmente
encontra-se com mais facilidade detectores do tipo ultra violeta-visivel (UV-VIS) e de
arranjo de foto diodos (PDA), indice de refracg¢ao, dispersdo de luz, espectrometro
de massa, detector de condutividade e detector de fluorescéncia (COLLINS et. al.
1993, LOUGH et. al. 1995).



28

4 METODOLOGIA

4.1 Materiais e reagentes

4.1.1 Reagentes e consumiveis

Etanol Absoluto Vetec®; papel filtro quantitativo Metaquimica®; acido galico
Sigma Aldrich®; Reagente Folin Ciocalteau Sigma Aldrich®; carbonato de sodio
Vetec®; quercetina Sigma Aldrich®; metanol Vetec®; cloreto de Aluminio Sigma
Aldrich®; trolox Sigma Aldrich®; DPPH Sigma Aldrich®; sulfato ferroso Sigma
Aldrich®; metanol Aldrich®; acido fosforico Aldrich®; acido acético Aldrich®.

4.1.2 Equipamentos e Softwares

Balanca Welmy® BCW 6/15/30; Liquidificador Mondial®; Estufa Marconi®;
Vortex Phonexis Lab®; Agitadora orbital Marconi®; Espectrofotometro PG
Instruments Ltd® Modelo T 80+; Cromatografo liquido de alta eficiéncia Thermo
Scientific® Ultimate 3000; Coluna Cromatografica NST®; Pacote Office - Microsoft
Excel 2016; Pacote Office - Microsoft Word 2016.

4.2 Amostragem

Os frutos de pitaia foram doados pela Agéncia Paulista de Tecnologia dos
Agronegocios (Apta) por meio do pesquisador Nobuyoshi Narita. A agéncia localiza-
se no polo Regional da Alta Sorocabana em Presidente Prudente (S&o Paulo).

O clima de Presidente Prudente é caracterizado como tropical chuvoso com
diminuicdo de chuvas no inverno e temperatura média anual de 22,7 °C, tendo
invernos secos e frios (com ocorréncias de geadas leves em alguns poucos dias da
estacdo) e verbes chuvosos com temperaturas altas. O més mais quente, fevereiro,
tem temperatura média de 25,3 °C, e os mais frios, junho e julho, de 19,1 °C. Outono
e primavera sao estacgdes de transicao (CPA UNICAMP, 2016).

A precipitagdo média anual € de 1361 mm, sendo agosto o més mais seco (42
mm) e janeiro 0 mais chuvoso (218 mm). Nos ultimos anos os dias quentes e secos

durante o inverno tém sido cada vez mais frequentes, ndo raro ultrapassando a
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marca dos 30 °C, especialmente entre os meses de julho e setembro (CPA
UNICAMP, 2016).

Os frutos foram numerados de 1 a 40, sendo que dos frutos enviados para
estudo, foram selecionados os 10 (de cada espécie) que apresentavam maturagéo
mais proxima, devido ao conhecimento prévio que a atividade antioxidante esta
totalmente ligada a maturagdo do fruto. Na Figura 12 pode ser observado que os
frutos apresentam estadios de maturagao diferentes, mostrando a necessidade da

selecao dos frutos.

Figura 12 — Frutos com tempos de maturagéo diferentes

Dos 10 frutos selecionados pela maturacdo, os mesmos foram aleatoriamente
separados em dois grupos de cinco frutos por sorteio, onde um grupo serviria para
realizacdo dos testes e os outros cinco seriam congelados para testes futuros se
necessarios.

Apos a separacao e acondicionamento adequado, os frutos foram limpos,
secos e identificados com sua numeragao inicial. Na sequéncia os frutos foram
pesados (Figura 13-b) por inteiro para avaliagdo da diferenga entre os frutos.

Com os frutos pesados, os mesmos foram abertos para que fossem

separadas as cascas das polpas (Figura 13-c e Figura 13-d):
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Figura 13 — Triagem e abertura dos frutos

a)

a)

Depois de separada a polpa da casca, as partes foram processadas uma a
uma (os frutos foram processados separadamente um a um e suas partes foram
processadas separadamente uma a uma igualmente) em liquidificador até obter uma
mistura homogénea. De cada processado foram retiradas trés aliquotas para
determinacdo da umidade e o restante foi armazenado em embalagem plastica
préprio para vacuo. Apods identificagdo todos os processados foram submetidos a
vacuo e congelado até o preparo do extrato para as analises.

Dessa maneira, os frutos foram identificados conforme Tabela 1:

Tabela 1 — Identificagao dos frutos estudados

Hylocereus costaricensis Hylocereus undatus
5 1
13 11
Analisadas 26 32
12 23
27 34
2 21
22
Controles 14 24
18 29

33 31
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4.3 Composigao Centesimal

4.3.1 Umidade - Método por estufa

Previamente lavou-se e secou-se as placas de Petri sendo posteriormente
todas pesadas. Pesou-se 2,0 g de cada amostra, previamente processada e em
triplicata, em sua respectiva placa de vidro e transportou-se até a estufa.

Colocou-se as placas de vidro na estufa na temperatura de 105 °C e foi
deixado por 3 horas até peso constante. Foi retirada a placa de vidro da estufa com
uma pinca e colocou-se num dessecador para esfriar. Pesou-se, depois de frio, o
conjunto placa de vidro mais amostra seca.’

Na sequéncia o conjunto retornou para a estufa por mais uma hora e o
mesmo procedimento de pesagem foi repetido. Se a massa obtida for proxima a da
primeira pesagem (diferengca maxima de 0,1%) o teste deve ser finalizado. O peso
da agua evaporada € igual a diferenga entre o peso da amostra umida do peso da
amostra seca. Os solidos totais serdo a diferenca entre o peso total da amostra e o

peso de agua.

4.3.2 Técnica de determinacao de cinzas totais por via seca

Pesou-se em cadinho calcinado 5 g de amostra anotando-se o peso do
cadinho vazio e o peso da amostra. A incineracao foi iniciada aos poucos, em bico
de Bunsen, procurando aquecer igualmente todas as faces do cadinho, transferindo-
se o cadinho para o forno mufla a 550°C, deixando-o por um espaco de tempo
suficiente para a total destruicdo da matéria organica, até obter cinzas brancas.

A temperatura foi diminuada até, pelo menos, 150°C, retirando-se o cadinho e
deixando-se esfriar completamente em dessecador por, aproximadamente, 25

minutos e pesou-se apos esfriar.

Calculo:

%Cinza = Peso da cinza x 100

Peso da amostra
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Peso da amostra A diferenca entre o peso do conjunto apds a incineragao e o

peso do cadinho vazio foi a quantidade de cinzas da amostra.

4.3.3 Técnica de quantificacdo de proteinas pelo método de Kjeldahl

Pesou-se 500 mg da amostra em papel manteiga e anotou-se o peso. O
conteudo foi colocado no tubo de digestao de proteina. Pesou-se 2,5 g de sulfato de
sédio e adicionar ao tubo, vertendo 12 a 14 mL de solugao sulfo-cuprica.

A amostra foi levada a digestor a uma temperatura de 420°C até que a
solugao se torne esverdeada (aproximadamente uma hora). Na sequéncia realizou-
se a destilacdo colocando 12 mL de acido borico 4% em erlenmeyer de 250 mL.
Adicionou-se 40 mL de agua destilada e 3 gotas de indicador Tashiro, sendo que ao
fim do processo a solugao ficou verde.

A amostra foi titulada com acido sulftrico 0,1 mol L' até que a cor da solugéo
tornou-se roxa).

Para calculo, tomou-se como referencial que:

1,0 mL de H2S04 (0,1 mol L") - 0,0014 g de nitrogénio

Sendo o resultado obtido para 100 g de produto seco:

Proteina (%) = Kx V x Fator
P

Onde:
K=Fc x0,0014 x 100;
Fc = fator de correcéo da solugao de acido sulfurico 0,1N;
P = massa da amostra em gramas;
V = volume da solugao de acido sulfurico gasto na titulagéo;
Fator = fator de conversao do nitrogénio em proteina;

Fator = fator de conversao de nitrogénio para proteina (6,25).
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4.3.4 Técnica de determinacao de lipidios pelo método de Soxhlet

Pesou-se de 2 a 5 g de amostra em um cartucho de Soxhlet previamente
preparado com papel filtro e algodao e o peso foi anotado. Preencheu o cartucho
com algodéo, até cobrir toda a amostra e secou em estufa a 105°C, por 2 horas.

Na sequéncia foi colocado o cartucho dentro do extrator de Soxhlet e foi
adicionado 250 mL de éter de petrdleo e iniciou-se 0 processo durando ao todo 8
horas e posteriormente a secagem a massa foi anotada.

Calculos:

Lipidios(%) = PL x 100
P
PL = Peso do baldo com gordura — Peso do baldo antes da extragao;

P = peso da amostra.

4.3.5 Carboidratos totais ou extrato livre de nitrogénio (E.L.N ou Nifext) obtidos por
diferenca

E.L.N. (%) (tomado como carboidratos) = 100 — (% umidade + %cinzas + %

proteinas + % gorduras)

4.4 Preparo dos extratos

Os extratos das frutas foram obtidos a partir de 2,0 g de amostra previamente
processadas. O preparo foi realizado para a polpa e a casca em ftriplicata.

Com o0s processados em temperatura ambiente, foram pesados
aproximadamente 2,0 g de amostra em um erlenmeyer de 50 mL seco e limpo. Na
sequéncia adicionou-se 10 mL de etanol absoluto e homogeneizou-se em vortex por
aproximadamente 2 minutos. Apos esta etapa, a solugdo foi levada em agitagcéo
durante 60 minutos em agitadora orbital ao abrigo da luz.

Em seguida, as amostras foram filtradas a vacuo com papel filtro quantitativo
e transferidas para baldes volumétricos de 25 mL e avolumada com agua destilada.

Os filtrados foram acondicionados em tubos tipo Falcon para analises.
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4.5 Fenolicos totais

O preparo da curva de calibracdo foi realizado a partir de trés solucdes
estoque. Para cada solugdo foi pesado 20 mg de padrao de acido galico e diluido
em baldo volumétrico de 100,0 mL com agua destilada resultando em uma solugéo
com concentragédo de 200 ug mL".

Ap6s homogeneizar cada solugcdo realizaram-se as diluicdes nas
concentragdes de 5,0/7,5/10,0/14,0/17,0/20,0 ug mL-".

A partir dos extratos previamente preparados coletou-se uma aliquota de 2,0
mL e transferiu para tubos de ensaio protegidos da luz. Em seguida foi adicionado
2,5 mL do reagente Folin Ciocalteau diluido. A mistura permaneceu em repouso de 3
a 8 minutos. Em seguida foi adicionado 2,0 mL de carbonato de sédio 4% e os tubos
foram deixados em repouso por 1 hora, ao abrigo da luz (Figura 14).

Um preparo de amostra foi realizado igualmente, mas com a auséncia de

extrato, que serviu de branco no momento da leitura.

Figura 14 — Esquematica para método de fendlicos totais

Realizar a
leitura a 725 nm
I:: > -
-
-

Deixar em
repouso

por 1 hora
Aguardar de ao abrigo

3 a 8 minutos da luz

Aliguota de Adicionar 25mL  Adicionar 2,0 mL
2,0mL do do reagente de do carbonato de
extrato Folin sodio

Mediu-se a absorbancia em espectrofotdmetro a 760 nm. Os resultados dos
compostos fendlicos totais foram expressos em equivalente de acido galico (mg
EAG por 100,0 g de extrato) com base na equagao da reta obtida para a curva de

calibragao de acido galico previamente preparada e lida.
4.6 Flavonoides
O preparo da curva de calibracdo foi realizado a partir de trés solucdes

estoques. Para cada estoque pesou-se 10 mg de padrdo de quercetina e diluiu-se

em baldo volumétrico de 5 mL com metanol em uma concentragdo de 2000 mg L.
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Apds homogeneizar cada estoque realizaram-se as diluigdes nas concentragdes de
10,0/30,0/50,0/80,0/100,0 mg mL"". A partir dos extratos previamente preparados
coletou-se uma aliquota de 1,00 mL e transferiu para tubos de ensaio protegido da
luz. Logo apds adicionou-se 0,25 mL do cloreto de aluminio 5% e 3,70 mL de
metanol. A mistura permaneceu em repouso por meia hora, ao abrigo da luz (Figura
15).

Um preparo de amostra seguiu igualmente, mas com a auséncia de extrato

para a leitura do branco.

Figura 15 — Esquematica para método de flavonoides

Deixar em Reahzar a
repouco por leitura a 425 nm
30 minutos

| [

Allquota de Adicionar 0,25 mL  Adicionar 3,7 mL
1,0 mL do do clorelo de de Metanol
extrato aluminio 5%

Foi medida a absorbancia em espectrofotdmetro a 425 nm. Os resultados dos
flavonoides foram expressos em equivalente de quercetina (mg EQ por 100 g de
extrato). Os dados foram calculados a partir da curva de calibragdo de acido galico
previamente preparada e lida.

4.7 DPPH

Procedeu-se o preparo da curva de calibragdo a partir de trés solugdes
estoques. Para cada estoque pesou-se 25 mg de padrdo de trolox e dilui-se em
baldo volumétrico de 50 mL com etanol ([trolox] = 500 ug mL™").

ApbGs homogeneizar cada estoque seguiu com diluicées nas concentragdes de
25, 125, 250, 375 e 500 uyg mL'. Posteriormente pipetou-se 30 YL de cada
concentracao de padrao para tubos de ensaio, adicionando-se 2,0 mL de solucido de
DPPH (0,06 mmol L-') mantendo as solugdes em ao abrigo da luz por 60 minutos.

A partir de cada extrato obtido anteriormente (2 g para baldo volumétrico de
25 mL) foram preparadas as seguintes diluicbes (Tabela 2), em etanol, para as

amostras:
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Tabela 2 — Diluicbes para as amostras de DPPH

Concentragéo final

Amostra (mg mL-") Volume pipetado (mL) Balao volumétrico (mg mL")
80 0,781 25 2,5
80 1,250 10 10
80 3,125 10 25
80 5,000 10 40
80 6,250 10 50

A partir de cada solucédo obtida, pipetou-se 0,5 mL em tubo de ensaio, com
2,0 mL da solucao de DPPH, deixando as amostras em repouso por 60 minutos ao
abrigo da luz, obtendo assim solugdes de cada amostra com concentragdes de 0,5/
2,0/ 5,0/ 8,0/ 10,0, respectivamente em mg mL™" (Figura 16).

Um preparo de amostra seguiu igualmente, mas com a auséncia de extrato

para a leitura do branco.

Figura 16 — Esquematica para método de DPPH

Adicionar o volume (mL) do extrato em BV

0,781 1250 3125 5000 6250

'# 4 i {

Completar o volume
com Etanal

A pamr de cada baléo, transferir um volume
de amaostra igual a 0,5 mL e na sequéncia

adicionar 2,0 mL da solucido de DPPH
Deixar em repouso
ao abrigo da luz por
= = 60 minutos

- Realizar a leitura a

517 nm

A absorbancia foi medida em espectrofotbmetro a 517 nm. Os resultados do
DPPH foram expressos em IC50, que € uma média da inibicdo de um composto
(50% de inibicdo), ou seja, a quantidade necessaria para que seja consumido 50%
do DPPH presente na solucdo pelas espécies antioxidantes presentes. O IC50 foi

obtido através da curva gerada por cada amostra.
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4.8 FRAP

A partir da solugdo padrdo de sulfato ferroso (2000 pmol L"), foram
preparadas em baldes volumétricos de 10 mL, solu¢des variando a concentracéo de
100 pumol L-" a 2000 pmol L.

Ao abrigo da luz, foi transferida uma aliquota de 90 uL de cada solugao de
sulfato ferroso para tubos de ensaio, acrescentou-se 270 yL de agua destilada e foi
misturado com 2,7 mL do reagente FRAP, homogeneizou-se em agitador de tubos e
foi mantido em banho-maria a 37°C. Realizou-se a leitura (595 nm) ap6s 30 minutos
da mistura e foi utilizado o reagente FRAP como branco para calibrar o
espectrofotdmetro.

A partir dos extratos previamente preparados foi transferido, ao abrigo da luz,
uma aliquota de 90 pL de cada diluigdo do extrato para tubos de ensaio,
acrescentou-se 270 pyL de agua destilada, foi misturado com 2,7 mL do reagente
FRAP, homogeneizou-se em agitador de tubos e manteve-se em banho-maria a 37
oC. Foi realizada a leitura (595 nm) apds 30 minutos da mistura preparada e
utilizado o reagente FRAP como branco para calibrar o espectrofotdmetro (Figura
17).

Figura 17 — Esquematica para método de FRAP

r[é%iéiggrgor g R_ea[izar a
s e leitura a 595 nm
‘ & L - -

Aliquota de 90 Adicionar 270 Adicionar 2,7 mL
microlitros do  microlitros de agua  do reagente de
extrato destilada FRAP

Foi medida a absorbancia em espectrofotometro a 595 nm. Os resultados de
FRAP foram expressos em equivalente de sulfato ferroso (mg equivalente de sulfato
ferroso por 100 g de extrato), com base na equagéo da reta da curva de calibragao
de acido galico previamente preparada e lida:
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Y = AX+B

Onde Y é a absorbancia da amostra, A é o coeficiente angular da curva do
padrao de sulfato ferroso, X € a concentragdo de FRAP em mg equivalente de

sulfato ferroso por litro de amostra e B é o coeficiente linear da curva do padrao.

4.9 Determinacgao de acido ascoérbico por CLAE

A metodologia analitica utilizada para determinacdo de acido ascérbico no
extrato de pitaia seguiu conforme metodologia desenvolvida e validada por Hung
Khiem (2013).

4.9.1 Parametros da metodologia:

Técnica: Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgéo por absorgéo
molecular na regido do ultravioleta/visivel (HPLC-UV/Vis)

Parametros cromatografico:

Solugdes Limpeza: Coluna: MeOH 10%

Injetor: MeOH 70%

Fluxo: 1,0 mL min™"

Volume de Injegio: 20,0 uL

Coluna: C18 150X4,6 mm, 5 ym

Temperatura da Coluna: Ambiente

Detector: UV/Vis: 210 nm

Preparo das Solugdes

e Acido acético glacial 0,025%: Misturou-se 1,0 L de agua ultrapura a
250 uL de acido aceético glacial e homogeneizou. Desgaseificar e filtrar
em membrana hidrofilica.

e Diluente: Metanol 90% em agua purificada (v/v)
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Preparo das Amostras

e Solugédo Padréo (curva analitica): Foi transferido 13,0 mg de padrao de
acido ascorbico para baldo volumétrico de 100 mL. Adicionou-se 70 mL
de diluente e levou ao vortex até completa solubilizagdo. O volume foi
completado com diluente e homogeneizado. A curva de padrbes foi

preparada conforme Tabela 3:

Tabela 3 — Diluigbes para a curva analitica de acido ascorbico

Aliquota (mL) Diluigdo mL)  Concentragéo (ug mL™")

2,50 5,0 65,00
5,39 20,0 35,00
2,98 50,0 7,74
1,92 50,0 5,00
0,67 50,0 1,73

e Solucao Teste: Transferiu-se 9,0 mL do extrato para baldo volumétrico
de 10 mL e completou-se o volume com diluente, a solugcido foi

homogeinizada e entao filtrada em membrana de Nylon 0,22 ym.

4.10 Identificacao de flavonoides por CLAE

A metodologia analitica utilizada para identificagdo dos flavonoides
majoritarios seguiu conforme Gray (2007) para determinagédo de flavonoides. Para
confirmagédo dos tempos de retencédo dos flavonoides foram utilizados padrdes de

referéncia.

4.10.1 Parametros da metodologia:

Técnica: Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgéo por absorgéo

molecular na regido do ultravioleta/visivel (HPLC-UV/Vis)
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Parametros do sistema:

Solugdes Limpeza: Coluna: MeOH 10%

Injetor: MeOH 70%

Fluxo: 1,0 mL min"’

Volume de Injegio: 20,0 uL

Coluna: C18 150X4,6 mm, 5 ym

Temperatura da Coluna: Ambiente

Detector: UV/Vis: 370 nm

Preparo das Solugdes

e Fase movel: Foi misturado 500 mL de agua purificada, 500 mL de
metanol e 0,5 mL de acido fosférico concentrado e homogeneizou-se.
Desgaseificou e filtrou em membrana hidrofilica.

e Diluente: metanol
Preparo das Amostras

e Solucdo Padrao: Foi transferido 0,50 mL do Mix de Flavonoides para
baldo volumétrico de 1,0 mL e completou o volume com diluente.
e Solugédo Teste: Filtrou-se em membrana de Nylon 0,22 ym o extrato

previamente preparado.

4.11 Tratamento estatistico

Testes estatisticos foram aplicados aos resultados obtidos buscando verificar
a validade dos mesmo em um determinado grau de confianga, para isso foram
avaliados se as distribuicbes dos conjuntos de dados seguem um comportamento
normal bem como se havia a presencga de outliers nos dados.

Para verificar se as medias dos conjuntos de dados s&do semelhantes ou nao

foi realizado um teste t de diferenca de medias.
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Tabela 4 — Testes estatisticos e critérios adotados

Normalidade Outliers  Diferenga de médias

Umidade Sim Sim Sim
Fendlicos totais Sim Sim Sim
Flavonoides Sim Sim Sim
DPPH Sim Sim Sim
FRAP Sim Sim Sim
Acido ascérbico Sim Sim Sim
Cinzas Sim Sim Sim
Proteinas Sim Sim Sim
Carboidratos Sim Sim Sim
Lipidios Sim Sim Sim

Para determinar se o conjunto de dados possui um comportamento normal,
adotou-se o teste de Anderson Darling. O teste de Anderson-Darling € usado para
testar se um conjunto de dados veio de uma populagdo com uma distribuigao
especifica. E uma modificacdo do teste Kolmogorov-Smirnov (K-S) e faz uso da
distribuicdo especifica no calculo de valores criticos. Isto tem a vantagem de permitir
um teste mais sensivel e a desvantagem de que valores criticos devem ser
calculados para cada distribuigdo (ISIGMASIX, 2017).

As hipéteses adotadas nesse teste sao:

Ho: Os dados sao amostrados a partir de uma populagdo que é normalmente
distribuido (ndo houve diferenca entre os dados e os dados normais).

Ha: Os dados sdo amostrados a partir de uma populagdo que nao é
normalmente distribuida.

Critério: Rejeita-se a hipotese nula se o P valor obtido for menor que o valor
de alfa (alfa = 0,05)

Para testar a presenca de outilers no conjunto de dados utilizou-se o teste de
Grubbs. O Teste de Grubbs € um teste estatistico que detecta um outlier de cada
vez. Os valores discrepantes sao retirados do conjunto de dados até que nao haja
mais nenhum outliers. Desta forma, € possivel utilizar a distribuicdo normal padrao
para avaliar o valor e a sua distancia relativa. Este método é muito utilizado em
laboratérios para a deteccdo de erros em preparacdo de amostras e erros em
medi¢des, etc (CAMPOS, 2015).
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As hipéteses adotadas nesse teste sao:
Ho: O dado é considerado um valor extremo
Ha: O dado nao é considerado um valor extremo

Critério: Rejeita-se a hipotese nula se o modulo do valor de Z for menor que o
valor de Z tabelado

Para verificar a diferenga entre as medias dos conjuntos de dados usou-se o
teste-t - amostra dupla presumindo variagdes diferentes. Essa ferramenta de analise
testa a igualdade das médias de populagao com base em cada amostra. Essa forma
de Teste-t presume que os dois conjuntos de dados sao provenientes de
distribuicbes com variagdes diferentes (EXCEL, 2016).

As hipoteses adotadas nesse teste séo:

Ho: A média 1 ndo tem diferenca da média 2.

Ha: A média 1 tem diferenca da média 2.

Critério: Rejeita-se a hipotese nula Se P(T<=t) bi-caudal for < 0,05
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composigcao centesimal

5.1.1 Umidade

Inicialmente a umidade dos frutos foram determinadas para que os resultados
do restante dos testes pudessem ser apresentados em base seca, a qual é a
maneira mais comum de se expressar tais valores na literatura, e principalmente
porque os resultados em base seca minimizam a questao das diferentes valores de
umidades encontrada em diferentes partes dos frutos e entre espécies diferentes
dos frutos.

Na Tabela 5 pode-se observar os resultados para a determinagcdo da

umidade.

Tabela 5 — Resultados para determinagao de umidade

Hylocereus Undatus Hylocereus Costaricensis
Casca 92,11 +0,40 a1 89,39 +1,08 a2

Umidade (%)
Polpa 85,39 +1,24 b1 85,53 0,94 b1

1. DP = Desvio padrdao; Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem entre si (p<0,05), pelo teste de
T, Médias na mesma linha seguidas de numero diferentes diferem entre si (p<0,05), pelo teste de T. Todos os
conjuntos de dados apresentaram distribuicao normal e ndo apresentaram outliers.

A Figura 18 apresenta as diferengas do teor de compostos fendlicos em

amostra seca e considerando o conteido de umidade em amostra fresca.

Figura 18 — Comparativo da composigéo fendlica em amostra seca (AS) e amostra fresca (AF)
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Os resultados de fendlicos totais quando vistos em amostra fresca mostram
que para ambas as espécies de pitaia a polpa apresenta a maior composi¢ao
fendlica. Entretanto quando os mesmos resultados s&o vistos em amostra seca, a
casca da espécie Hylocereus Costaricensis apresenta maior composigao fendlica

em relacao a polpa.

5.1.2 Composig¢ao centesimal

Uma vez que as informagdes basicas nutricionais de um alimento séo
intrinsecas as suas composi¢des centesimais. A Tabela 6 apresenta os resultados

da composicao centesimal das duas espécies de pitaia.

Tabela 6 — Resultados para composi¢ao centesimal em amostras frescas

Hylocereus Undatus  Hylocereus Costaricensis

Casca Casca
Casca 92,11 %0,40a1 89,39 *1,08a2
Umidade (%)
Polpa 85,39 *1,24b1 85,53 +0,94b2
Casca 0,45 +£0,09c1 0,51 +£0,06c2
Cinzas (g/100 g)
Polpa 0,47 +£0,04d1 0,46 £0,07d1
Casca 1,40 £ 0,591 1,02 £0,10e2
Proteina (g/100 g)
Polpa 1,31 +0,29f1 1,48 +0,28f1
Casca 0,28 +0,09g1 0,31 +0,06g92
Lipidios (g/100 g)
Polpa - - - -
Casca 8,76 *0,68i1 6,26 +0,41i2
Carboidratos (g/100 g)
Polpa 12,95 +0,60j1 13,26 +0,72j2
Casca 42,05 +0,52k1 31,04 +£0,45k2
Valor caldrico kcal/100
Polpa 55,99 *0,1511 56,59 +0,30I12

Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem entre si (p<0,05), pelo teste de T, Médias na mesma linha seguidas
de numero diferentes diferem entre si (p<0,05), pelo teste de T. Todos os conjuntos de dados apresentaram distribuicao normal e

nao apresentaram outliers

Na tabela 7 pode-se observar os dados obtidos por Nurul e Asmah (2014)
para a composi¢cédo centesimal da polpa de Hylocereus Costaricensis cultivadas na

Malasia e Australia.
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Tabela 7 — Resultados para composi¢ao centesimal segundo Nurul e Asmah (2014) para a
Hylocereus Costaricensis

Polpa Malasia  Polpa Australia

Umidade (%) 85,05+ 0,11 89,98 + 0,02
Cinzas (g/100) 0,54 + 0,01 1,19 £ 0,06
Proteina (g/100) 1,45 + 0,01 0,41 £ 0,01
Lipidios (g/100) - -
Carboidratos (g/100) 12,97 £ 0,11 8,42 + 0,03
Valor caldrico (kcal/100) 62,95 + 0,45 35,36 £ 0,15

E possivel notar a semelhanca com os resultados experimentais, mostrando
que apesar do cultivo ser realizado em regides diferentes, as médias s&o proximas,
validando os resultados obtidos.

Quando comparada a outros frutos muito utilizados no dia a dia da populagao
a pitaia apresenta composicao interessante do ponto de vista nutricional, segundo a
Tabela Brasileira de Composic¢ao de Alimentos (TACO, 2011) a acerola por exemplo,
em sua polpa possui uma concentragao protéica de 0,90 g/100 g de amostra fresca,
e a laranja apresenta 0,80 g/100 g de amostra fresca enquanto a macga 0,20 g/100 g
de amostra fresca. Quando a concentragao lipidica € considerada, observa-se,
segundo TACO (2011), valores de 0,20 g/100 g de amostra fresca, para a laranja
0,20 g/100 g de amostra fresca e a maca 0,20 g/100 g de amostra fresca.

Alimentos com baixo teor lipidico e alto teor proteico sdo vistos como
diferenciados dentro de uma dieta, por ser capaz de serem inseridos em sistemas de

alimentacgdes restritos e no auxilio e manutencéo de perda de peso (KHALILI, 2009).

5.2 Atividade antioxidante

A determinagao da atividade antioxidante foi baseada nos resultados obtidos
nos testes de fendlicos totais, flavonoides, DPPH e FRAP (Tabela 8).

Tabela 8 — Resultados para determinagao de atividade antioxidante nas amostras em base seca

Hylocereus Undatus Hylocereus Costaricensis
Fendlicos totais mg Casca 426,77 + 20,21 a1 422,21 + 37,30 a2
EAGI00 g Polpa 358,42 + 36,28 b1 461,18 + 36,28 b2

Flavonoides mg EQ g Casca 13,93 +0,91c1 13,64 0,62 c1
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Polpa 477 +0,31d1 503 +0,10d2

FRAP PRE [] umol de Casca 60,63 £3,13 e1 29,29 *0,76e2
Fe(llVg Polpa 50,27 +2,33e1 46,21 +3,80 f2

DPPH IC50 (mg mL") Casca 7,48 0,65 g1 9,53 +1,05¢92
Polpa 0,84 0,08 h1 2,03 +0,22h2

1. EAG = equivalente em dcido gdlico; 2. AS = Amostra seca; 3. DP = Desvio padrdo; 4. EQ = equivalente em
quercetina; 5. PRE = Poder redutor equivalente; Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem entre
si (p<0,05), pelo teste de T; Médias na mesma linha seguidas de numero diferentes diferem entre si (p<0,05), pelo teste
de T. Todos os conjuntos de dados apresentaram distribuicao normal e ndo apresentaram outliers.

Os resultados obtidos representam de uma forma geral os frutos da regido de
onde foram coletados. Sabe-se que a composi¢cdo de nutrientes que se encontram
em uma determinada espécie depende do solo, da maneira que é cultivado, do

clima, entre outros fatores.

5.2.1 Fenodlicos totais

Os resultados encontrados em amostra fresca foram de 44,80 + 3,96 mg
EAG/100 g de amostra fresca para a casca da espécie Costaricensis e 66,75 + 5,25
mg EAG/100 g de amostra fresca para a polpa, enquanto para a espécie Undatus a
casca apresenta 33,67 £ 1,59 mg EAG/100 g de amostra fresca e a polpa 52,36 +
5,30 mg EAG/100 g de amostra fresca. Esses resultados apresentaram grande
semelhangca com dados da literatura. Segundo Nurliyana et al.(2010), a espécie
Undatus apresenta em sua polpa 3,75 mg EAG/100 g de amostra fresca enquanto
Nurul e Asmah (2014) encontraram valores entre 70,24 £ 1,65 e 72,80 + 4,80 mg
EAG/100 g de amostra fresca para a espécie Costaricensis.

Quando a pitaia é colocada lado a lado com outros frutos em relagéo a sua
atividade antioxidante a mesma mostra resultados satisfatérios. Segundo Fu et. al.

(2011), por exemplo, o abacate possui conteudo de fendlicos totais igual a 21,86 +

+

1,25 mg GAE/100 g de amostra fresca, enquanto a uva verde apresenta 23,20 +
1,58 mg GAE/100 g de amostra fresca, ou até mesmo frutos com atividade
antioxidante usados como referéncia, como por exemplo a laranja, que possui 61,08
+ 3,66 mg GAE/100 g de amostra fresca, e o abacaxi, que apresenta 94,04 + 1,47
mg GAE/100 g de amostra fresca.

Com base nos resultados obtidos, pode-se verificar que em base seca existe

uma variagdo na disponibilidade fendlica entre as espécies de pitaia (Tabela 8). A
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espécie Undatus possui maior composigao fendlica na casca, enquanto a espécie
Costaricences possui a maior composicao fendlica na polpa. Esse fato deixa clara o
potencial do uso integral do fruto, onde, por exemplo a casca, muitas vezes é
considerado improprio para o consumo, entretanto possui uma quantidade de
nutriente equivalente a da polpa, sendo esse possivel de ser consumido como suco

ou geleia.

5.2.2 Flavonoides

Alguns fatores mostraram-se importantes nos resultados de flavonoides. Por
exemplo as cascas das duas espécies apresentaram valores superiores aos dados
das polpas (Tabela 8), ainda a espécie Undatus apresentou para a polpa 4,77 + 0,31
mg EQ/ g enquanto a casca obteve 13,93 + 0,91 mg EQ/ g, para a espécie
Costarisensis obteve-se 5,03 £ 0,10 mg EQ/ g enquanto a casca obteve 13,64 + 0,62
mg EQ/ g todos considerando base seca, valores esses muito préximo aos
encontrados por por Taganas et. al. (2016), a casca da espécie Undatus apresenta
5,71 mg EQ/ g de amostra seca.

Algumas correlagbes podem ser vistas nos resultados de flavonoides, por
exemplo, as partes (cascas) dos frutos das duas espécies que apresentavam cores
mais intensas também apresentaram maiores composicoes de flavonoides.

Os flavonoides sdo responsaveis pela coloragdo de alguns frutos e folhas
encontradas na natureza, tanto em questdo de tonalidade quanto em intensidade.
Segundo o estudo de Lattanzio et al. (2006), foram encontradas correlagbes entre a
distribuicdo fendlica e alguns mecanismos de protecdo em uma série de frutos.
Ainda segundo este mesmo autor, alguns tipos de antioxidantes possuem
capacidade protetora contra raios solares nocivos ao fruto, e que esses agentes
estdo presentes em maior concentragdo nas cascas dos frutos, bem como alguns
outros agentes que possuem efeitos envolvendo a reprodugdo ou agao repelente a
insetos, e igualmente esses estdo presentes em maior concentragdo nas cascas dos

frutos.
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5.2.3 FRAP

Os resultados da avaliacdo do potencial de reducdo encontrados em amostra
seca foram de 29,29 + 0,76 [ ] ymol de Fe (ll))g amostra seca para a casca da
espécie Costaricensis e 46,21 + 3,80 PRE [ ] umol de Fe (ll)/g de amostra seca para
a polpa, enquanto para a espécie Undatus a casca apresenta 60,63 + 3,13 [ ] umol
de Fe (Il)/g amostra seca e a polpa 59,27 + 2,33 [ ] ymol de Fe (ll)/g amostra seca.

Em um estudo conduzido com varios frutos, Liu encontrou valores para a
macga, por exemplo, igual a 0,42 £ 0.05 [ ] umol de Fe (I1)/100g amostra fresca,
enquanto que para uva o valor foi de 0,07 = 0,01 [ ] ymol de Fe (11)/100g amostra
fresca enquanto a laranja apresenta valor de 0,15 + 0,01 [ ] ymol de Fe (11)/100g
amostra fresca.

O melhor resultado obtido no estudo em amostra fresca foi para a polpa da
espécie Undatus, a qual apresentou valor de 0,87 + 0,03 [ ] umol de Fe (I1)/100g

amostra fresca.

5.2.4 DPPH

Os dados da anélise de DPPH, expressos como % de inibicdo de 50% do
reagente DPPH (IC50), evidenciam que quanto menor o valor de IC50 maior € o
potencial antioxidante. Por exemplo, as polpas apresentaram valores melhores em
relagao as cascas. A espécie Undatus mostrou que a casca do fruto possui um valor
de IC50 igual a 7,48 + 0,65 mg mL"", enquanto a polpa obteve 0,84 + 0,08 mg mL"".
Ja a espécie Costarisensis a casca mostrou um valor igual 2 9,53 £+ 1,05 mgmL"' e a
polpa 2,03 + 0,22 mg mL-".

Segundo Choo e Yong (2011) a espécie Undatus mostrou que o conjunto
casca + polpa do fruto possui um valor de IC50 igual a 7,48 + 0,65 mg mL",
enquanto a polpa obteve 0,84 + 0,08 mg mL-'. Ja a espécie Costariensis a casca
mostrou um valor igual a 9,53 + 1,05 mg mL-! e a polpa 2,03 + 0,22 mg mL".

Quando o valor de IC50 é comparado com outros frutos é possivel observar o
diferencial do fruto baseado nesse teste, por exemplo, segundo Prado (2009), o
abacaxi possui na sua polpa um valor de IC50 igual a 7,0 + 0,2 mg mL™", enquanto a
goiaba possui um valor para a polpa de 2,36 + 0,09 mg mL' e o maracuja 1,62 +

0,04 mg mL". Esses valores se aproximam muito do encontrado para a polpa das
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duas espécies de pitaia, sendo que para a espécie Undatus todos esses valores

ficaram superiores a ele.

5.2.5 Relagdes entre os resultados obtidos para a atividade antioxidante

A partir da Figura 19, pode-se verificar a correlagdo entre os resultados

quando todos os testes de composigao antioxidante sdo compilados.

Figura 19 — Correlagéo grafica entre os resultados obtidos para a atividade antioxidante entre as

amostras analisadas
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Nota-se que a espécie Undatus obteve melhores resultados para FRAP e
DPPH, enquanto os resultados para fendlicos totais ficaram em destaque para a
espécie Costaricensis, evidenciando que que nem toda a atividade antioxidante
provem de compostos fendlicos, devido a existéncia de uma série de outros
compostos com carater antioxidante.

Outra observacao valida que pode ser feita € em relacdo a distribuicao
homogénea dos resultados de fendlicos totais na casca, onde os valores foram
préximos, enquanto a polpa apresentou uma distribuicdo menos desses compostos.
Ja para o estudo de flavonoides observa-se que a casca apresenta composi¢ao

majoritaria dessas espécies.
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5.3 Composi¢ao majoritaria de flavonoides

Para determinar a composigdo majoritaria de flavonoides, foi utilizado uma
mistura de padrbes para identificar os compostos de interesse (rutina, quercetina,
kaempferol e isorhamnetina). A identificacdo dos principais flavonoides ocorreu por

comparagao de padrbes, como verificado nas Figuras 20 e 21.

Figura 20 — Cromatograma dos padrdes de flavonoides
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Segundo informagbes da Organizagédo de Medicina Alternativa das Filipinas
(2016), a composi¢ao majoritaria de flavonoides da pitaia € composta de kaempferol,
quercetin, isorhamnetina, e kaempferol 3-O-alpha-L-arabinfuranoside. A partir dos
resultados obtidos é possivel verificar a presenga dos trés principais compostos
citados na literatura.

A partir da biossintese geral demonstrada por Kanehisa (2013), o kaempferol
€ a primeira espécie a ser formada das identificadas. A quercetina € formada a partir
do kaempferol sendo convertida em rutina e a isorhamnetina. Pelo perfil verificado
na Figura 21 nota-se que a conversao do kaempferol em quercetina acontece em
maior proporcédo do que a formacgao da rutina e isorhamnetina. Outra consideragao é
sobre a menor formagao da Rutina, cuja concentragdo € menor.

Essas informagdes dizem muito a respeito das biossinteses que ocorrem no
fruto da pitaia e sobre as enzimas que nelas estdo presentes, pois cada uma das

conversoes dependem de sistemas diferentes e enzimas diferentes.

5.4 Determinacgio de Acido Ascérbico

O teor de acido ascérbico foi determinado por metodologia analitica em
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgdo no UV-Vis. Para quantificar foi
utilizado padrdo com pureza conhecida o qual o tempo de retencéo foi determinado
e posteriormente a identificagdo e quantificagdo foi realizada na amostra. Na Figura
22 pode-se observar o cromatograma da solugao padrao e na Figura 23 observa-se

o cromatograma da solugao amostra.
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Figura 22 — Cromatograma representativo do padrao de acido ascérbico
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Figura 23 — Cromatograma representativo de acido ascérbico em amostras de pitaia
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A seguir, na Tabela 9, os resultados das quantificagbes obtidos a partir da

equacgao y = 4755,9x - 3739,2, das duas espécies e das duas partes dos frutos s&o

apresentados:
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Tabela 9 — Resultados acido ascoérbico

Hylocereus Undatus Hylocereus Costaricensis

Acido ascorbico Casca 21,64 +1,69 a1 8,03 *042a2
mg/100 g de AF1 £
DP2 Polpa 28,4 + 3,44 b1 29,93 +0,77 b1

1. AF = amostra fresca; 2. DP = desvio padrdo; Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem
entre si (p<0,05), pelo teste de T, Médias na mesma linha seguidas de numero diferentes diferem entre si
(p<0,05), pelo teste de T. Todos os conjuntos de dados apresentaram distribuicao normal e nao apresentaram
outliers.

Segundo Nurul e Asmah (2014), a polpa do fruto da espécie Costaricensis
cultivada na Malasia apresentou valor igual a 24,66 mg/100 g de amostra fresca
enquanto para o mesmo fruto coletado na Australia valores de 30,21 mg/100 g de
amostra fresca foram encontrados. Para a espécie Undatus, Heal with food (2011)
cita que o valor encontrado para a polpa é de 20,50 mg/100 g de amostra fresca.

Quando comparado com outros frutos, a pitaia se destaca também na
quantidade de acido ascoérbico. Segundo informagdes nutricionais The Natural Food
Hub (2001) varios frutos comuns a dieta do ser humano, como por exemplo, a maga
(6,0 mg/100 g de amostra fresca), o abacaxi (15,0 mg/100 g de amostra fresca),
maracuja 30,0 mg/100 g de amostra fresca), possuem quantidade de acido

ascorbico menor ou préxima da encontrada na pitaia.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos para a atividade antioxidante das duas
espéecies de pitaia estudadas pode-se verificar que o potencial do fruto para auxilio
no combate e prevengdao de doencas se justifica devido aos altos teores de
antioxidantes encontrados tanto nas polpas quanto nas cascas. Os resultados de
atividade antioxidante, bem como acido ascorbico e flavonoides delinearam o perfil
antioxidante dos frutos, sendo possivel ver a distribuicdo das espécies e com isso
possibilitar o aprimoramento da pitaia.

Desta maneira, é possivel verificar que as partes dos frutos que mostraram a
maior concentracdo de flavonoides foram as cascas, uma parte do fruto que
normalmente ndo € consumida. Foi possivel constatar a partir da composicéao
majoritaria dos flavonoides observar a presenta da rutina, quercetina, kaempferol e
isorhamnentina, sendo esses 0s compostos que tornam a composicao de
flavonoides tado abundante. Uma vez que os flavonoides sao de conhecimento e
seus beneficios sdo muito difundidos, o consumo da casca pode vir a suprir algumas
necessidades de ingestao desses compostos. Métodos alternativos de consumo,
que nao degradem os flavonoides, devem ser propostos para que esse beneficio
seja aproveitado.

Em relacdo a outros frutos normais a dieta do ser humano, a pitaia apresenta
capacidade antioxidante e teor de acido ascorbico superiores a muitos frutos, o que
demonstra seu potencial para ser incluido na dieta. Esse fator € de especial
importancia, pois dietas balanceadas pedem mudancas periddicas de variedades de
alimentos, tornando o fruto um potencial agente na prevencéo de doengas.

Um fruto com altos teores de antioxidantes, vitaminas, baixa concentracdo de
gorduras e calorias, sendo uma grande fonte de agua e flavonoides, tornando um
fruto promissor para a dieta, necessitando que suas fungdes sejam mais difundidas
e que se torne viavel para a introducdo na alimentagcdo das regides mais
necessitadas.

Apesar da pouca literatura para comparacio, € possivel ver que os dados
estao de acordo com o que se observa em outros paises, levando em consideragao
que os resultados dependem de varios fatores (por exemplo: clima, forma de plantio,

tempo de maturacdo, entre outros).
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