UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
CURSO SUPERIOR DE LICENCIATURA EM QUIMICA

BRUNA SCHOENBERGER TEIXEIRA

CARACTERISTICAS QUIMICAS, TEORES DE COMPOSTOS BIOATIVOS,
VITAMINA C E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DA LARANJINHA-DE-PACU
(Pouteria glomerata (Miq.) Radlk.)

TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

APUCARANA
2015



BRUNA SCHOENBERGER TEIXEIRA

CARACTERISTICAS QUIMICAS, TEORES DE COMPOSTOS BIOATIVOS,
VITAMINA C E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DA LARANJINHA-DE-PACU
(Pouteria glomerata (Miq.) Radlk.)

TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
ao curso superior de Licenciatura em Quimica,
da Universidade Tecnolégica Federal do
Parana, como requisito parcial para aprovacao
no de Trabalho de Concluséo de Curso Il.

Orientadora: Prof2 Dra. Lilian Tatiani Dusman
Tonin

APUCARANA
2015



FOLHA DE AVALIACAO

Prof2. Dra. Lilian Tatiani Dusman Tonin
Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Orientador

Prof°. Dr. Elton Guntendorfer Bonafé
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana

Membro

Prof2. Dra. Graciana Freitas Palioto
Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Membro



AGRADECIMENTOS

A Deus por todas as gracas recebidas, pela protecéo e pela vida.

A minha mae, mulher Gnica, que com todo seu esforco me permitiu completar
mais essa etapa. A vocé mami dedico tudo que aprendi, obrigada pelo apoio,
carinho, conselhos, broncas e principalmente por todo amor que me oferece mesmo
guando ndo mereco. De todos os ensinamentos, de todos os professores, vocé é a

gue mais me ensinou. Nada sou sem vocé!

Ao meu querido pai, 0 quimico mais importante da minha vida, que se foi logo,

mas que sempre esteve em meu coragio e pensamento.

A minha familia, em especial a minha tia I1za, que estiveram presentes ao longo
de todo curso e que foram pacientes, principalmente com o meu conhecido mau

humor rotineiro. Amo muito voceés.

A Manoela que cuidou de mim, foi paciente e me ofereceu todo apoio e
carinho necessario para acreditar que seria possivel chegar até aqui. Obrigada por

estar sempre por perto.

A minha orientadora Lilian, eterna prof, amiga, conselheira e méde. Sua doucura
e sinceridade foram determinantes para que eu estivesse sempre por perto, fiel a
todos os desafios propostos. Vocé me tornou quimica, professora e ndo me deixou
esquecer que enquanto aluna, meu dever principal € estudar, mas sem deixar de
viver. Nunca me esquecerei de todos 0s ensinamentos e oportunidades, espero te

ter sempre por perto.

A todos os meus professores, em especial a professora Alessandra e ao
professor Ivan, por todos os conselhos, ensinamentos e principalmente por todo
carinho. A Bruna A., Angélica, Jéssica M., Jeniffer, Bruna F. e Jéssica que se
mostraram companheiras, amigas e confidentes. Aos meus amigos Caio, Lucas,
Bruno, Washington e Orivaldo que estiveram sempre por perto dando apoio e
compartilhando as dificuldades do curso e da vida. E por fim, a todos os membros da

universidade que direta ou indiretamente contribuiram com a minha formacao.



Mesmo quando tudo pede
Um pouco mais de calma
Até quando o corpo pede

Um pouco mais de alma

A vida ndo para...

(Dudu Falcéo e Lenine)



RESUMO

TEIXEIRA, Bruna Schoenberger. Caracteristicas quimicas, teores de compostos
bioativos, vitamina C e capacidade antioxidante da laranjinha-de-pacu (Pouteria
glomerata (Mig.) Radlk.). 2015. 53 p. Trabalho de Conclusédo de Curso -
Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Apucarana, 2015.

Existe uma diversidade muito grande de frutas encontradas no Brasil que ainda néo
foram estudadas. Sendo assim, tornam-se necessarios estudos que determinem a
qualidade nutricional de espécies pouco conhecidas. A laranjinha-de-pacu, espécie
Pouteria glomerata (Miq.) Radlk., € um fruto comestivel de odor adocicado, com
sabor azedo acentuado e pouca percepcdo de acUcar, utilizado no preparo de
sucos, doces, sorvetes e como alimento de peixe (isca). O presente trabalho teve
como objetivo determinar as caracteristicas quimicas (acidez titulavel e pH),
compostos bioativos (antocianinas, vitamina C, carotenoides, flavonoides amarelos,
flavonoides totais e fendlicos totais) e a capacidade antioxidante da polpa da
laranjinha-de-pacu. Os frutos coletados no Municipio de Rosana — SP foram
separados em casca e polpa e os estudos foram dirigidos com a polpa. Todas as
analises foram realizadas em triplicata. Diferentes extratos (aquoso, etandlico,
metanolico e metanol-acetona) foram preparados para determinacdo dos compostos
fendlicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante pelos métodos de
sequestro dos radicais livres DPPH e ABTS'. A acidez titulavel e pH da fruta,
indicaram seu potencial de consumo e industrializacdo quando comparada a outras
frutas do bioma brasileiro. Os teores de compostos bioativos, encontrados por este
estudo, demonstraram que a laranjinha de pacu pode ser considerada fonte de
vitamina C e de compostos naturais que apresentam atividade antioxidante elevada,
afirmando a qualidade nutricional da fruta. Para os compostos fendlicos e
flavonoides totais, quando analisada a influéncia dos extratos, os melhores solventes
extratores de compostos fenoélicos foram metanol-acetona (49,58 mg EAG 100g™) e
etanol (38,55 mg EAG 100g™), para flavonoides totais ndo observou-se diferenca
significativa entre os extratos. Quando analisada a influéncia dos extratos, para
atividade antioxidante, os melhores solventes extratores para o0 método de sequestro
do radical livre DPPH' foram etanol (98,65%) e metanol (94,62%), enquanto que para
o método do radical ABTS', os melhores solventes extratores foram os metanol
(97,61%) e agua (97,63%).

Palavras-chave: Pouteria glomerata (Mig.) Radlk. Vitamina C. Compostos
Fendlicos. DPPH. ABTS.



ABSTRACT

TEIXEIRA, Bruna Schoenberger. Chemical Characteristics, Bioactive Compounds
Levels, Vitamin C and Antioxidante Capacity of Laranjinha-de-Pacu (Pouteria
glomerata (Mig.) Radlk.). 2015. 53 p. Trabalho de Conclusdo de Curso -
Universidade Tecnoldgica Federal do Parand — Apucarana, 2015.

There is a diversity very large fruit found in Brazil que still have not been studied.
Therefore, studies are necessary in order to determine the nutritional quality of
species litttle Known. The laranjinha-of-pacu, species Pouteria glomerata (Mic.)
Radlk., is an edible fruit sweet odor, with sharp sour taste and little perception of
sugar, used in the preparation of juices, sweets , ice cream and as fish food (bait).
This study aimed to determine the chemical characteristics (acidity and pH), bioactive
compounds (anthocyanins, vitamin C, carotenoids, flavonoids yellow, total flavonoids
and phenolic) and the antioxidant capacity of the pulp laranjinha-of-pacu. The fruits
collected in the municipality of Rosana - SP were separated into peel and pulp and
studies were directed to the pulp. All analyzes were performed in triplicate. Different
extracts (aqueous, ethanol, methanol and methanol-acetone) were prepared to
determine the total phenolic compounds, total flavonoids and antioxidant activity by
kidnapping methods of DPPH' free radicals and ABTS'". The titratable acidity and pH
of the fruit, showed their potential consumption and industrialization when compared
to other fruits of the biome. The levels of bioactive compounds found from this study
demonstrated that laranjinha-of-pacu can be considered a source of vitamin C and
natural compounds which have high antioxidant activity, stating the nutritional quality
of the fruit. For total flavonoids and phenolic compounds when analyzed the influence
of the extracts, the best phenolic compounds extractor solvents were methanol-
acetone (49.58 mg EAG 100 g*) and ethanol (38.55 mg GAE 100 g) to flavonoids
total did not observe a significant difference between the extracts. When analyzed
the influence of the extracts for antioxidant activity, the best extracting solvent for the
kidnapping method of free radical DPPH" they were ethanol (98.65%) and methanol
(94.62%), while for the method of ABTS' radical, best extractor solvents were
methanol (97.61%) and water (97.63%).

Keywords: Pouteria glomerata (Mig.) Radlk. Vitamin C. Phenolic compounds.
DPPH. ABTS.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas a pesquisa em alimentos produziu diversos estudos
gue comprovam os beneficios para a saude, decorrentes do consumo de frutas e
vegetais. O conhecimento da composi¢do de alimentos consumidos no Brasil, em
diferentes regides, é base para orientacao nutricional em relacdo a uma alimentacéo
diversificada e saudavel (TACO, 2011).

No pais existe uma diversidade muito grande de frutos tropicais que séo
inseridos no mercado a partir de seus derivados, em forma de sucos, doces,
sorvetes e licores, por exemplo. Dentre esses frutos, muitos ainda n&do foram
devidamente pesquisados em relacdo as suas propriedades e atividades benéficas a
saude (ALMEIDA, 1998; KONCZAK; ZHANG, 2004; KUSKOSKI, 2006).

As plantas do género Pouteria, familia Sapotaceae, que compreendem cerca
de 435 espécies, tém sido muito utilizadas na alimentacdo e também na medicina
popular. Apesar de seu potencial como fonte de farmacos ser pouco conhecido,
algumas atividades bioldgicas como, antioxidante, anti-inflamatéria, antibacteriana,
antifngica e antinociceptiva, foram reportadas. Espécies de Pouteria foram
avaliadas também como fontes de enzimas para uso como reagente de sintese
(ALVES et al., 2000; RAMALHO et al., 2004; SWENSON; ANDERBEG, 2005;
SILVA; SIMEONI; SILVEIRA, 2009; NOGUEIRA, 2012).

Em relacdo a Pouteria glomerata (Mig.) rdlk (laranjinha-de-pacu), séo
minimos os estudos em relacdo as suas caracteristicas quimicas e bioativas, no
entanto, os poucos trabalhos relatados sobre a espécie, indicam o potencial do fruto
em relacdo a atividade antioxidante, teores de acidez e compostos bioativos, como
0s compostos fendlicos e acido ascorbico.

Visto todo esse potencial, faz-se necessario conhecer mais sobre a atividade
antioxidante, caracteristicas quimicas e bioativas da laranjinha-de-pacu, objetivando
gerar maior interesse de consumo, além de crescimento econémico através de sua

comercializacdo em regides onde o fruto é encontrado.



11

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar caracteristicas quimicas, quantificar os componentes bioativos e
determinar o potencial antioxidante da polpa do fruto laranjinha-de-pacu (Pouteria
glomerata (Miq.) Radlk.) coletadas no Distrito de Primavera, cidade de Rosana, do
estado de S&o Paulo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

+* Determinar a Acidez Total Titulavel e pH da polpa do fruto laranjinha-de-
pacu.
+* Determinar o teor dos compostos bioativos da polpa da fruta: Antocianinas,

Acido Ascorbico, Carotenoides, Flavonoides Amarelos, Flavonoides Totais e

Fendlicos Totais.

+* Preparar extratos da polpa da fruta laranjinha-de-pacu com diferentes
solventes.
+* Determinar a capacidade antioxidante dos diferentes extratos preparados

pelos métodos DPPH e ABTS.
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3 REFERENCIAL TEORICO

O recomendado para consumo de frutas, legumes e verduras pela FAO
(Food and Agriculture Organization of the United Nations) e OMS (Organizacao
Mundial da Saude) € um minimo de 400 g/dia ou entre 6% a 7% das calorias totais
de uma dieta de 2.300 Kcal diarias (WHO, 2003). De acordo com Chitarra e Chitarra
(2005), as caracteristicas fisico-quimicas mais comuns para avaliacdo da qualidade
nutricional dos frutos sdo pH, acidez total e compostos fendlicos (CHITARRA;
CHITARRA, 2005). Essas caracteristicas séo influenciadas por diversos fatores,
como as condicbes edafoclimaticas, tratos culturais, época e local de colheita,
variedade e manuseio poés-colheita (LIMA et al., 2013).

3.1 CARACTERISTICAS QUIMICAS DE FRUTOS

A medida do potencial Hidrogenionico (pH) € importante para as
determinacdes de deterioracdo do alimento com o crescimento de microrganismos,
atividade das enzimas, retencdo de sabor e odor de produtos, e escolha de
embalagem. Os acidos organicos presentes em alimentos influenciam o sabor, odor,
cor, estabilidade e a manutencdo de qualidade (CECCHI, 2003). De acordo com
Souza et al. (2013), o percentual de acidez total titulavel representa uma barreira de
seguranca contra o desenvolvimento de microrganismos, esta determinacdo é
bastante utilizada antes da escolha do processamento ao qual o fruto ira sofrer e

indica o estado de conservacdo de um produto.

3.2 ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes naturais sdo um conjunto de substancias formadas por
vitaminas, minerais, pigmentos naturais, entre outros compostos encontrados em
frutos vegetais, além de enzimas, que bloqueiam o efeito dos radicais livres.

Definidos como qualquer substancia que atrasa ou inibi a oxidagcdo de seu substrato
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oxidavel, decorrente das rea¢gBes metabdlicas ou fatores exdgenos, como radiacdes
ionizantes, denominados radicais livres (Figura 1). Os antioxidantes podem ser
classificados em primarios, sinergistas, removedores de oxigénio, bioldgicos,
agentes quelantes e antioxidantes mistos, divididos em antioxidantes enziméaticos e
ndo enzimaticos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000; GUARATINI; MEDEIROS;
COLEPICOLO, 2007).

Fontes endégenas Fontes exdgenas
Processos

[Cetulas | [ Potuentes || pmonses Radiach
Patolégicos ercisd oluentes || Atmosféricos o et
! | !

[ FORMACAO DE ESPECIES REATIVAS

S

Mecanismos de Defesa:
ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS E NAO ENZIMATICOS

Figura 1 — Fontes de espécies reativas e mecanismos de defesa.
Fonte: Guaratini; Medeiros; Colepicolo(2007)

Os radicais livres, provenientes do desemparelhamento de elétrons, sdo
encontrados centrados nas Espécies Reativas de Oxigénio (ERO’s) e Espécies
Reativas de Nitrogénio (ERN’s),constituidas principalmente pelos radicais
superéxido (O2) e peréxido(H,0,). Podem ser produzidos naturalmente ou por
disfuncdo biologica. Nos seres humanos, 0 estresse oxidativo surge de um
desequilibrio no estado antioxidante (ERO’s ou ERN’s versus defesa e mecanismos
de reparacédo) (VISIOLI; KEANEY; HALLIWELL, 2000; FINKEL; HOLBROOK, 2000,
WENZEL, 2013).

Entre as defesas enddgenas, estdo enzimas como a superéxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase, a vitamina E, acido arico e albuminas. Além destas
defesas, o consumo de antioxidantes dietéticos também é importante. O controle da
producéo dos radicais livres pode ser proveniente da dieta alimentar e outras fontes.
Destas Ultimas destacam-se tocoferdis (vitamina E), acido ascoérbico (vitamina C),
polifendis, e carotenoides (CAPECKA; MARECZEK; LEJA, 2005; SOUZA et al.,
2007; CHOE; MIN, 20009).
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A atividade antioxidante em compostos organicos deve ser mensurada por
mais de um método, pois os métodos para sua determinagcdo podem produzir
resultados muito divergentes, devido a sua sensibilidade. Entre os métodos mais
utilizados estdo o método se sequestro de radicais livre DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) e ABTS (2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)). Sua
popularidade pode ser atribuida a simplicidade e velocidade de andlise, mas isso &
conseguido por um prego potencial e a relevancia dos dados gerados com esses
procedimentos deve ser cuidadosamente considerada (MULLER et al., 2011;
ANTOLOVICH, 2002, SCHAICH; XIE, 2015).

3.3. COMPOSTOS BIOATIVOS

3.3.1 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos presentes nas plantas, enquadram-se em diversas
categorias, como fendis simples, acidos fendlicos (derivados de acidos benzadico e
cinamico), cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis,
lignanas e ligninas. Os intermediarios formados pela acdo de antioxidantes fendlicos
sdo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico presente em
sua estrutura.

Em compostos fendlicos a atividade antioxidante deve-se principalmente as
suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas
desempenham um papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres
e quelacdo de metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como nha
propagacdo do processo oxidativo (HERNANDEZ; PRIETO GONZALES, 1999:
SOUZA et al., 2007).

Esses compostos tém recebido atencdo especial em estudos cientificos,
principalmente por inibirem a peroxidacdo lipidica e a lipooxigenase in vitro. A

quantificacdo de compostos fendlicos é realizada por meio de uma variedade de
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métodos, e o método que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteau é o mais empregado
nesses estudos. Seus efeitos biologicos j4 foram relacionadas a prevencdo de
doencas cardiovasculares, neurodegenerativas, cancer, entre outras devido a suas
propriedades antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana e anticarcinogénica
(HERNANDEZ; PRIETO GONZALES, 1999; SCALBERT; JOHNSON; SALTMARSH,
2005; ABE et al., 2007; SOUZA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009).

3.3.1.1 Flavonoides

Os flavonoides s@o uma classe de polifendis de baixo peso molecular,
derivados da benzo-y-pirona, que podem ser encontrados em frutas, vegetais,
sementes e flores, bem como cerveja, vinho, cha verde, cha preto e soja, que sao
consumidos na dieta humana em uma base regular. Também pode ser usado na
forma nutricional, juntamente com certas vitaminas e suplementos minerais, e em
diversos extratos de plantas. Além disso, os flavonoides sdo conhecidos por atuar
como agentes colorantes em flores de plantas, assim como em alimentos. Por
apresentarem importante atividade bioldgica e fisiologica, pesquisadores tém-se
centrado nas propriedades desses compostos (DAVIES; STUMPF, 1981;
MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002; KONCZAK; ZHANG, 2004; KUMAR; PANDEY,
2013).

Esses compostos sdo classificados em varias subclasses (Figura 2),
incluindo flavonas, flavonéis, flavanonas, isoflavanas, antocianidinas e catequinas.
Frequentemente hidroxilados nas posic¢odes 3, 5, 7, 3', 4' e/ou 5'. (DAVIES; STUMPF,
1981; MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002).
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Figura 2 — Estrutura quimica dos principais tipos de flavonoides.
Fonte: Marc¢o; Poppi (2008)

Os flavonoides contém em sua estrutura quimica um namero variavel de
substituintes. Devido a esses substituintes, uma série de modificagcbes em sua
estrutura base, tais como, glicosilagcéo, esterificacdo, amidagao, hidroxilagéo, entre
outras alteracbes sao responsaveis por modular a polaridade, toxicidade e
direcionamento intracelular destes compostos, influenciando diretamente em sua
atividade biologica (HUBER; RODRIGUEZ, 2008).

Nas plantas, os flavonoides estdo envolvidos nos mecanismos de resposta
contra o estresse causado por elevada da radiacdo UV-B, infeccdo por
microrganismos ou ataque de herbivoros. Podem exercer multiplos efeitos
biologicos, devido suas propriedades antioxidantes, como proteger lipoproteinas de
baixa densidade da oxidacdo, modificar a biossintese de eicosanodides (respostas
anti-prostandide e anti-inflamatério), promover o relaxamento do musculo liso
cardiovascular (efeitos antiarritmico, anti-hipertensivo), proteger contra doenca
arterial coronariana. Além disso, flavonoides também demonstraram ter atividade
antiviral, citotoxica, anti-ulcerogénica e  atividades  antiateroscleroética
(FORMICA,1995; HERTOG et al. 1995).

3.2.1.2 Antocianinas

Mais proeminentes entre os flavonoides sdo as antocianinas, derivadas das

antocianidinas. As antocianinas sao corantes naturais responsaveis pelos tons de
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vermelhos, roxos e azuis evidentes em muitas frutas, legumes, gréos de cereais e
flores, representadas por mais de 600 estruturas moleculares (Figura 3). As
antocianinas sdo de grande interesse para industria de corante alimentar, uma vez
gue apresentam capacidade de transmitir cores vibrantes aos produtos (KONCZAK;
ZHANG, 2004, MARCO et al., 2008; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

Apresentam ainda a propriedade de possuirem grande atividade
antioxidante, desempenhando um papel importante na prevencdo de doencas
cardiovasculares, neuronais, cancer, diabetes, entre outras. Nas plantas sé&o
importantes para diversas funcbes como na dispersdo de sementes, polinizacao e
protecdo contra danos de irradiagdo UV (HOLTON; CORNISH, 1995; KONCZAK;
ZHANG, 2004, AGRAWAL, 2011).

Figura 3 — Estrutura geral das antocianinas.
Fonte: Castafieda-Ovando et al. (2009)

As antocianinas quando isoladas, sdo altamente instaveis e muito
suscetiveis a degradacao, sua estabilidade é afetada por varios fatores tais como
pH, temperatura de armazenamento, estrutura quimica, concentracao, luz, oxigénio,
solventes, a presenca de enzimas, flavonoides, proteinas e ions metalicos.
(CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).
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3.3.2 Carotenoides

Os carotenoides, pigmentos lipossollveis, amarelos, laranjas e vermelhos,
sdo outra classe de compostos que apresentam capacidade antioxidante no
organismo humano. Os efeitos protetores de carotenoides contra doencas se déo a
partir da atividade antioxidante de extincdo de oxigénio atdbmico, eliminacdo de
radicais peroxil e por interagirem sinergicamente com outros antioxidantes. A
atividade antioxidante aumenta com o aumento do numero de duplas ligacbes
conjugadas, grupos cetona e presenca de anéis ciclopentano em sua estrutura.
Além disso, outra propriedade importante dos carotenoides é sua conversdo em
vitamina A, no entanto, o organismo humano nédo é capaz de sintetiza-los, dessa
forma as fontes de carotenoides sdo as frutas e hortalicas em sua maioria. Na
alimentacao os principais carotenoides consumidos s&o a-carotenos, B-carotenos, [3-
criptoxantina, luteina, zeaxantina e licopeno (KRINSKI, 1993; ALALUF et al., 2002;
AOKI et al., 2002; LORENZO et al., 2019; SINGH et al, 2015).

Em plantas superiores, os carotenoides estdo localizados em organelas
subcelulares (cloroplastos e cromoplastos). Nos cloroplastos encontram-se
associados principalmente as proteinas e sao, normalmente, mascarados pela
presenca de outros pigmentos clorofilicos dominantes. Atuam como pigmentos
fotoprotetores na fotossintese e como estabilizadores de membranas. Nos
cromoplastos, eles sado depositados na forma cristalina (ex. tomates e cenouras) ou
como goticulas de 6leo (ex. manga e paprica) (KURZ; CARLE; SCHIEBER, 2008).

3.3.3 Acido Ascorbico

O acido ascérbico, também chamado de vitamina C (Figura 4), é um grande
agente redutor em reacdes bioquimicas, indicando ser um bom regulador contra o
estresse oxidativo, ocorre normalmente em sua forma reduzida (acido ascorbico) ou

oxidada (acido dehidroascorbico). Pode ser rapidamente destruido pela acao da luz,



19

calor, alcalinidade, catalisadores metalicos, danos fisicos e baixa umidade relativa
(MOESLINGER et al., 1995; LEE; KADER, 2000).

Alguns ensaios sdo comumente aplicados na quantificacdo de &cido
ascorbico em alimentos vegetais, como por exemplo, o0s métodos
espectrofotométricos que incluem a oxidacdo do &cido ascérbico com 2,6-
dicloroindolfenol, redugcéo do acido dehidroascorbico com 2,4-dinitrofenilidrazina ou
reducdo de ions metalicos. (MOESLINGER et al, 1995; CHAMBERS et al., 1996).

HO

HO OH

Figura 4- Estrutura do Acido Ascorbico.
Fonte:Autoria propria

A acdo redutora do &acido ascorbico € atribuida ao grupo enodiol
(COH=COH-), assim como o carater acido da molécula. Sua acdo enquanto agente
antioxidante depende do pH, sendo maxima em meio acido (CHAMBERS et al.,
1996).

Presente em quase todos os legumes frescos e frutas, além de sua
caracteristica antioxidante agem como cofatores enzimaticos desempenhando um
papel crucial, ndo s6 nos diversos processos bioldgicos das plantas, mas também na
manutencdo da saude humana, tais como a reducéo do risco de doencas crbnicas,
promocdo da formacdo de colageno e desenvolvimento 6sseo normal, além de
auxiliar no tratamento do cancer. Os seres humanos ndo podem sintetizar sua
prépria vitamina C devido a falta de L-gulonolactona oxidase. Assim, tém de ingerir
regularmente em sua dieta (OLMOS et al., 2006; SARKAR; SRIVASTAVA; DUBEY,
2009).

Nos frutos citricos sdo observados teores variados de &cido ascoérbico, os
guais podem ser adequados de acordo com a necessidade de ingestdo diaria. As

fontes de acido ascorbico nos frutos sdo classificadas em diferentes niveis, indo de
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fontes de 100 a 300 mg 100g™ de polpa até fontes muito baixas, inferiores a 25 mg
100g™ de polpa. Os teores tendem a aumentar com o amadurecimento das frutas e
sofrem variacdes quando armazenados sob congelamento (SILVA, 2009).

3.4 LARANJINHA-DE-PACU

A laranjinha-de-pacu, espécie Pouteria glomerata (Miquel) Radlkofer,
representada na Figura 5, pertence a familia Sapotaceae, classe Magnoliopsidas,
ordem Ericales, reino Plantae. Ocorre em florestas neotropicais, principalmente na
mata ciliar, mata alagavel, solos argilosos ou siltosos, distribuindo-se no Chaco
Oriental e na mata ribeirinha, sendo predominantemente do cerrado (POTT; POTT,
1994). Podendo chegar até 8 metros de altura, € um arbusto ou arvore ramificada
até o solo, que floresce entre setembro a dezembro e frutifica entre janeiro a agosto,
possui latex branco, leitoso, ndo abundante. As flores sdo brancas em
inflorescéncias axilares e os frutos sado do tipo baga, carnosos com casca verde
guando imaturos e amarelados quando maduros, geralmente com quatro sementes
por fruto. Suas folhas sdo vermelhas quando velhas (POTT; POTT, 1994; MELO,
2013).

Figura 5- Frutos da laranjinha-de-pacu (P. glomerata).
Fonte: Arquivo pessoal
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Conhecido popularmente como laranjinha-de-pacu, laranjinha, moranguinha ou
parada, € um fruto comestivel de odor adocicado, com sabor azedo acentuado e
pouca percepc¢do de acUcar. Possui polpa rica em vitamina C e é considerado um
bom formador de gel, por apresentar bom teor de acidez, devido a presenca de
acido tartarico, malico e de pectina em sua polpa. O fruto é utilizado no preparo de
sucos, doces, sorvetes e como alimento de peixe (isca). A arvore da laranjinha-de-
pacu ainda apresenta a caracteristica de ser madeiravel (POTT; POTT, 1994; POTT;
POTT, 2000; PENNINGTON, 1990; ALMEIDA, 1998; FERREIRA, 2015).
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4 METODOLOGIA

4.1 FRUTOS

Os frutos laranjinhas de pacu foram coletados na regido ribeirinha do
Distrito de Primavera, as margens do rio Parani, em abril de 2015. O distrito
pertence ao Municipio de Rosana (Figura 6), localizado no extremo-ocidental do
estado de Sdo Paulo, na divisa entre os estados do Parana e Mato Grosso do Sul.
Sua vegetacdo encontra-se na faixa de transicdo entre os dominios Tropical
Atlantico e dos Cerrados (EMUBRA, 2015).

Figura 6 — Municipio de Rosana
Fonte: Skyscrapercity (2015)

4.2 PREPARO DOS EXTRATOS

As laranjinhas-de-pacu coletadas para este estudo, foram lavadas com agua
potavel, em seguida, polpa e casca foram separadas, desintegradas manualmente
para homogeneizacdo da amostra e congeladas em freezer doméstico, protegida da
luz para analises posteriores.

Nossos estudos foram realizados com a polpa da laranjinha-de-pacu (Figura

7). Os extratos da polpa foram preparados com agua, etanol 95% (EtOH), metanol
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80% (MeOH), utilizando-se 50mL do solvente extrator com 10,0 g de polpa em
agitacdo magnética ao abrigo da luz. Apds duas horas de agitacdo, os extratos
foram filtrados com papel filtro (PALIOTO et al.,, 2015). O extrato metanol
50%/acetona 70% (MeOH/Ace) foi preparado segundo metodologia descrita por
Rufino et al., (2007).0s extratos foram preparados em duplicata, e armazenados
sobre refrigeracdo em frasco ambar, para posterior andlise, até no maximo por 7
dias. As analises com cada extrato foram realizadas em triplicata (n=6). As
absorbancias foram lidas em espectrofotdmetro Agilent Tecnologies, modelo Cary 60
UV-vis.

Figura 7-Polpa da laranjinha-de-pacu.
Fonte: arquivo pessoal

4.3 CARACTERIZACAO QUIMICA

4.3.1 Acidez Total Titulavel

A acidez total titulavel da laranjinha-de-pacu foi determinada segundo as
normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1985), na qual 10 g da polpa do fruto foi
homogeneizada com 100 mL de &agua destilada e 2 a 4 gotas de solugcdo de

fenolftaleina foram adicionadas. Em seguida a amostra foi titulada com solucdo de
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NaOH 0,1 M, até coloracéo rosea. O NaOH 0,1 M foi padronizado com &cido oxalico
0,1 M. Os resultados foram expressos em gramas de acido citrico por 100 gramas
de polpa. Os calculos foram realizados de acordo com a Equacdo 1, onde (V)
representa o volume de NaOH gasto, (f) é o fator de correcdo da solucdo de
NaOHO0,1M, (PM) é o peso molecular do acido citrico em gramas, (P) € a massa da
amostra, (c) € a correcdo para solu¢cdo de NaOH 1 M, utiliza-se correcdo 10 para
solucdo NaOH 0,1 M e (n) é o numero de hidrogénios ionizaveis.

VxfxMxPM

% acido citrico = =S

(1)

4.3.2 pH

O potencial Hidrogeniénico (pH) do extrato aquoso da polpa da laranjinha-
de-pacu foi determinado utilizando-se de pHmetro digital da Bel Engineenring,
modelo W3B, segundo as normas do Instituto Adolfo Lutz (1985). No qual, 10 g de
laranjinha-de-pacu foram agitados até a completa suspensédo das particulas em 100
mL de agua destilada, em seguida o pHmetro foi calibrado com solu¢des-tampéo de

pH 4 e pH 7 e 0 pH determinado.

4.4 COMPOSTOS BIOATIVOS

4.4.1 Antocianinas e Flavonoides Amarelos

A determinacdo das antocianinas totais e flavonoides amarelos foi realizada
segundo a metodologia de Francis (1982). Pesou-se 1,00 g da polpa do fruto em um

béquer de 50 mL com 30 mL de solucdo extratora de etanol 95% e HCIl 1,5 M
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(85:15), seguido de agitacdo magnética. A solucdo foi transferida para um balédo
volumétrico de 50 mL e envolvida em papel aluminio, sendo o volume completado
com solucao extratora e deixado por uma noite em repouso.

O extrato foi filtrado para um baldo de 100 mL, também envolto em papel
aluminio. A leitura foi realizada imediatamente apoés a filtracdo em espectrofotdmetro
Agilent Tecnologies, modelo Cary 60 UV-vis a 535 nm para antocianinas e 374 para
flavonoides amarelos. Os resultados foram expressos em mg por 100g de polpa. Os
calculos foram realizados segundo as equacfes 2 e 3 a seguir.

L . Fator de diluicdo x absorbancia
Antocianinas totais = 998 > (2)
. Fator de diluigdo x absorbancia
Flavonoides amarelos = 976 5 (3)

4.4.2 Acido Ascorbico

O teor de acido ascorbico foi determinado através da metodologia descrita
por Horwitz (2000) e modificado por Benassi e Antunes (1998), na qual 2,5 g da
polpa de laranjinha-de-pacu foram transferidas para um baldo volumétrico e o
volume completado com acido oxalico 2%. Apds 15 minutos sob agitacdo magnética,
uma aliquota de 2,0 mL do extrato foi transferida para um Erlemeyer contendo 50
mL de acido oxalico 2% e a solucao titulada com 2,6-diclorofenolindofenol 0,01% até
obter-se uma coloracdo rosa-clara. A padronizacdo foi realizada com acido
ascorbico, transferindo-se 0,0015 g do padrao para um baldo volumétrico de 50 mL
e completando-se o volume com solucado de acido oxalico 2%.

Uma aliquota de 10 mL dessa solucao foi transferida para um Erlenmeyer
contendo 50,0 mL de &acido oxalico 2% e titulada com solucdo de 2,6-
diclorofenolindofenol 0,01% até obter-se uma coloragéo résea clara. Os resultados
foram expressos em mg de acido ascoérbico por 100g de amostra. Os calculos foram
realizados de acordo com a Equacdo 4, onde (n’) indica o volume de 2,6-

diclorofenolindofenol em mL gastos na titulagdo da amostra, (n) o volume de 2,6-
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diclorofenolindofenol em mL gastos na padronizacéo e (P) a massa da amostra em

grama ou volume de amostra usado na titulagéo.

Acido Ascorbico= 122 Xpn' 4)

5

4.4.3 Carotenoides

A determinagdo de carotenoides totais foi realizada de acordo com a
metodologia de Higby (1962), na qual 10,0 g da polpa da laranjinha-de-pacu foi
extraida com 40 mL dos solventes alcool isopropilico e hexano numa proporc¢éo 3:1.
A mistura foi homogeneizada e em seguida adicionou-se 85 mL de agua destilada e
transferiu-se para o funil de separacdo. Apos 30 minutos em repouso, as fases
foram separadas e mais duas lavagens com agua foram feitas. Em seguida,
recolheu-se o filtrado em baldo volumétrico de 50 mL contendo 5 mL de acetona,
aferindo-se o volume com hexano. O branco foi preparado em baldo volumétrico de
50 mL, contendo 5 mL de acetona, aferido com hexano. A absorbancia foi lida a 450
nm e os resultados expressos em mg por 100g de polpa. Os célculos foram
realizados através da Equacao 5, onde (A) absorbancia da amostra, (E) largura da

cubeta em cm, (W) o quociente entre a massa da amostra original em g e o volume
final da diluicdo em mL.

(Ads0 x 100)

Carotenoides totais= 50X Ex W) (5)
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4.4 .4 Fendis Totais

Os compostos fendlicos totais da laranjinha-de-pacu foram determinados
utilizando o reagente Folin-Ciocalteu de acordo com a metodologia descrita por
Minussi et al. (2003), adaptada de Singlenton et al. (1965). Foram adicionados a um
tubo de ensaio, 0,5 mL de extrato, 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu diluido em
agua destilada 1:10. Esses reagente ficaram em repouso por 8 minutos e a eles
foram adicionados 2mL de carbonato de sédio a 4% (m/v). ApGs 2 horas em repouso
ao abrigo da luz a leitura da absorbancia foi feita a 740 nm em espectrofotometro
Agilent Tecnologies, modelo Cary 60 UV-vis. Foi conduzido um branco nas mesmas
condicdes, substituindo a amostra por 0,5 mL de agua.

Uma curva padrdo de acido galico (Figura 8 8) nas concentracdes de 100,
80, 60, 40, 20, 10 ug mL™ foi construida e os resultados foram expressos em mg
GAE 100 g de polpa da fruta, onde GAE representa o equivalente em acido galico.

0,5 -

0,4 - HO OH
OH
0,3

y =5,6345x - 0,0328

0,2 -
R?=0,9972

0,1 -

O T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Figura 8- Curva padréo de 4cido galico para determinacdo de compostos fendlicos.

Fonte: Autoria propria

Na reacdo entre o padrdao acido galico e o reagente Folin-Ciocalteu ocorre
inicialmente a desprotonacdo do acido galico (composto fendlico) em meio basico,
gerando os anions fenolatos. A partir dai, ocorre uma reagéo de oxirreducao entre o

anion fenolato e o reagente de Folin, na qual, o molibdénio, componente do reagente
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de Folin, sofre redugdo e o meio reacional muda de coloragdo amarela para azul

(Figura 9) (OLIVEIRA et al, 2009).

COOH coo"
NEQC03
—_—

H OH HO OH

OH OH

coo" Co0”

+2 Mo — +2Mo® + 2 H'

HO OH 0 OH

OH 0

Figura 9- Reacédo do acido galico com molibdénio VI, componente do reagente de Folin-
Ciocalteu.

Fonte: Oliveira et al, (2007)

4.4 .5 Flavonoides Totais

Os flavonoides totais foram determinados segundo a adaptacao

da

metodologia descrita por Funari e Ferro (2006). Solucdes dos extratos com

concentracdo 10.000 pg mL™ foram preparadas. Em um baldo volumétrico de 10 mL,

foram adicionados 1,0 mL da solucédo do extrato, 1,0 mL de reagente etanol-cloreto

de aluminio a 2%, e o volume completado com etanol. As leituras foram realizadas

apo6s 30 minutos, a 425 nm em espectrofotdbmetro Agilent Tecnologies, modelo Cary

60 UV-vis. Uma curva padréo (Figura 10) nas concentracdes de 50, 40, 30, 20, 10,

5, 2,5 ug mL™ foi preparada com solucéo metandlica de rutina. Os resultados foram

expressos em mg de rutina por 100 gramas de polpa.



29

0,14
0,12 y =0,0022x + 0,0184
R?=0,9859

0,1
0,08
0,06

0,04 fo—H

HQ,
0102 OH JHOH
OH

0 10 20 30 40 50 60

Figura 10 - Curva padréo de rutina para determinac¢éo de flavonoides totais.
Fonte: autoria prépria

4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.5.1 Método do Sequestro do Radical livre DPPH'

Empregado no sequestro de radicais livres para a determinacao da atividade
antioxidante de compostos organicos, o método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
representado na Figura 11, é um dos métodos colorimétricos mais utilizados, por ser
rapido e estavel (ROGINSKI; LISSI, 2005).

O radical de nitrogénio do DPPH confere a molécula a coloracdo violeta-
escura caracteristica, com absorcdo na faixa de 515-520 nm. A reducédo do
nitrogénio é indicada por um decréscimo na faixa de absorbancia no espectro de luz,
gue altera a coloracdo para amarelo. Isso ocorre quando o elétron desemparelhado
do atomo de nitrogénio no DPPH" é estabilizado a DPPH-H pelo recebimento de um
atomo de hidrogénio proveniente de antioxidantes presentes amostra (ROGINSKI;
LISSI, 2005; RUFINO, 2007).
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Figura 11 — Estabilizacdo do radical livre DPPH.
Fonte: Rufino et al. (2007)

Para determinacdo da atividade antioxidante dos extratos aquoso, etanélico,
metandlico e do extrato MeOH/Ace da laranjinha-de-pacu, adicionou-se em uma
cubeta 0,5 mL de amostra, 3 mL de etanol absoluto e 0,3 mL da solucéo do radical
DPPH 0,3 mM em etanol (EtOH). Apos 100 minutos de incubacéo a absorbancia foi
determinada em espectrofotometro Agilent Tecnologies, modelo Cary 60 UV-visa
517nm (BRAND-WILLIAMS et al., 1995). A atividade foi expressa de acordo com o
branco especifico da amostra, portanto, 0 mesmo foi determinado usando-se 3,3 mL
de etanol e 0,5 mL da amostra em cada concentracéo e as absorbancias lidas a 517
nm apés 100 min de reacdo. Como controle negativo foi utilizado 3 mL de etanol
absoluto, 0,5 mL de etanol 70% e 0,3 mL de DPPH 0,5 mM.

A atividade antioxidante foi expressa como porcentagem de inibicdo em
relacdo ao controle, de acordo com a Equacdo 6, onde (Aa) representa a
absorbancia da amostra, (Ab) representa a absorbancia do branco e (Ac) representa
a absorbancia do controle negativo. Foi utilizado como padréo o BHT (butil-hidroxi-

tolueno) e acido ascorbico a uma concentracdo de 100 ug mL™.

(Aa - Ab)x 100 (6)

AA% =100 - v
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4.5.2 Método do Sequestro do Radical ABTS'

A captura do radical livre ABTS 2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) estd entre os métodos mais utilizados para determinacdo da atividade
antioxidante em frutos, podendo ser realizado em espécies lipofilicas e hidrofilicas.
Essa captura pode ser gerada através de uma reagdo quimica, eletroquimica ou
enzimatica, indicada pela descoloracdo verde-escura do radical ABTS', como indica
a Figura 12 (KUSKOSKI et al., 2005; ANTOLOVICH, 2002).

g 50,- '+ Coxidant S S0
80 S>_ ’N=< jg/ antioxidante so,- S>_ ‘N:‘( jg/
: =N M = M
Nll. C:H; h{ C.H::Ir
C.H, C.H,

K505

cor: verde-escura cor: verde-clara

Figura 12 - Estabilizac&o do radical ABTS-+ por um antioxidante e sua formacéo pelo
persulfato de potéssio.
Fonte: Rufino et al. (2007)

A atividade antioxidante dos extratos aquoso, etandlico, metandlico e do
extrato MeOH/Ace da laranjinha-de-pacu foi determinada segundo a metodologia de
Rufino et al. (2007), adaptada de Larrauri et al. (1997). O radical ABTS' foi preparado
a partir da reacdo de 5 mL da solucéo estoque de ABTS (192 mg de ABTS em 50
mL de etanol) com 88 L da solucéo de persulfato de potassio (378,4 mg em 10 mL
de etanol). A mistura foi mantida no escuro, a temperatura ambiente, por 16 horas.
Em seguida, foi diluido 1 mL desta mistura em alcool etilico até obter uma
absorbancia de 0,70 nm + 0,05 nm a 734 nm, preparada no dia da analise. Os
extratos foram preparados nas concentra¢des de 200.000 pg mL™ e 20.000 pg mL™
e uma aliquota de 30 pL de cada concentracdo foi adicionada a 3,0 mL do radical
ABTS'. Ap6s 6 minutos foi realizada a leitura em espectrofotometro a 734 nm. A
atividade antioxidante foi expressa como porcentagem de inibicdo em relagcdo ao

controle, de acordo com a Equacdo 7, onde (Ac) representa a absorbancia do
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controle positivo e (Aa) representa a absorbancia da amostra. Foi utilizado como
padrdo o BHT (butil-hidroxi-tolueno) e &cido ascorbico a uma concentracdo de 100
pg mL™t,

AA% =222 x 100 )

4.6 Andlise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software Statistica®
8.0 (StatSoft, Inc.,1984-2007). Os resultados apresentados, obtidos pelo teste de
Tukey (p<0,05), correspondem a média de seis repeti¢cdes + desvio padrao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracteristicas Quimicas

A Tabela 1 indica os valores obtidos para a acidez titulavel e pH da polpa da
laranjinha-de-pacu, do municipio de Rosana — Séo Paulo.

Tabela 1. Acidez titulavel e pH da polpa dos frutos de laranjinha-de-pacu.

Acidez Titulavel (g 100 g™) pH

3,58+0,03 3,99+0,01

Os resultados sdo médias de trés repeticGes seguidas dos seus respectivos desvios padrao.

O pH determinado neste estudo de 3,99 indicou o carater acido da polpa da
laranjinha-de-pacu, esse valor foi superior ao obtido por Batista (2013) de 3,48 e por
Ferreira (2015) de 2,9, quando analisadas frutas coletadas no Mato Grosso do Sul.
Estudos anteriores sobre a laranjinha-de-pacu indicaram boa qualidade nutricional
para o fruto, conferindo a ele potencial de consumo e producéao industrial.

De acordo com o Regulamento Técnico Geral para fixacdo dos Padrdes de
Identidade e Qualidade para polpa de fruta, a laranjinha-de-pacu indicou pH préximo
ao pH minimo recomendado para polpa de acerola (pH 4,0), graviola (pH 3,5),
goiaba (pH 3,5) manga (pH 3,3), 0 que indica seu potencial no preparo de bebidas e
produtos alimenticios (BRASIL, 2000).

Ainda de acordo com o Regulamento Técnico, a acidez titulavel da polpa de
laranjinha-de-pacu de 3,58 gramas de acido citrico por 100 gramas de polpa, se
mostrou elevada se comparada com a polpa de frutas como manga (0,32 g 100g™),
graviola (0,60 g 100g™), acerola (0,80 g 100g™), caja (0,90 g 100g™) e cupuacu (1,50
g 100g™) e foi inferior ao suco de lim&o (5,00 g 100g™%) (BRASIL, 2000). A polpa
indicou ainda, acidez maior que a determinada por Ferreira (2015) (0,84 g 100g™) e
inferior a determinada por Batista (2013) (4,27 g 100g™) para polpa da mesma fruta.

A acidez é um importante parametro na apreciacdo do estado de conservacéo
de um produto alimenticio. Geralmente um processo de decomposi¢ao do alimento,

seja por hidrdlise, oxidagdo ou fermentacdo, altera quase sempre a concentracao
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dos ions de hidrogénio. A acidez é resultante dos é&cidos organicos, 0s quais

influenciam na cor, sabor, odor e na qualidade das frutas (LIMA et al., 2013).

5.2 Compostos Bioativos

A Tabela 2 indica os teores de flavonoides amarelos, antocianinas,
carotenoides e vitamina C (acido ascoérbico) em mg 100 g* para a polpa da
laranjinha-de-pacu.

TABELA 2. Valores de compostos bioativos em mg100 g™ para polpa da laranjinha-de-pacu.

Flavonoides Antocianinas Carotenoides Vitamina C
Amarelos
9,63+0,22 0,65+0,14 0,93+0,08 34,87+0,59

Os resultados sdo médias de trés repeticdes seguidas dos seus respectivos desvios padrao.

Os flavonoides amarelos presentes em polpas de fruta sdo responsaveis por
diversos efeitos biolégicos, principalmente devido as suas propriedades
antioxidantes. O valor encontrado neste estudo 9,63 mg 100 g™, se mostrou superior
ao encontrado por Silva et al. (2012) para polpa de diferentes genétipos de caja
(1,37-5,25 mg 100 g*) e por Lima et al. (2013) para genétipos de pitaia (1,89-6,03
mg.100 g*) e valor inferior ao encontrado por Palioto et al. (2015) para polpa de noni
(13,01 mg 100 g™).

O teor de antocianinas determinado por este estudo (0,65 mg 100g™) foram
inferiores as polpas de goiaba (2,7 mg 100g™), acerola (16,0 mg 100g™), morango
(23,7 mg 100g?) e acai (22,8 mg 100g™) determinadas por Kuskosk et al. (2006),
guando analisadas pelo mesmo método. O fruto da laranjinha-de-pacu possui cor
amarelo vibrante, com pouca ocorréncia de coloracdo avermelhada, o que pode
explicar o baixo teor de antocianinas encontrados neste estudo, se comparada a

polpa de frutas com coloracao avermelhada predominante.

Na presenca de acidos fendlicos e flavonoides ndo antocianicos as
antocianinas tem sua estabilidade aumentada em relacdo ao descoramento,

preservando a cor caracteristica do alimento que se da de acordo com a
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concentracdo de antocianinas encontradas. Esse aumento na estabilidade é
atribuido & copigmentacdo, ou seja, associacdo entre antocianina e flavonol
(copigmento) por ligacbes de hidrogénio, de modo que o flavonol venha a formar
uma estrutura protetora envolvendo a antocianina (MARCO; POPPI, 2008).

No entanto, condi¢cBes de cultivo, tempo de plantio, exposicdo a luz UV e
método de colheita podem levar a degradacdo das mesmas. Desse modo,
resultados distintos podem ser encontrados para uma mesma fruta, assim como
variagcdes sdo observadas no teor de antocianinas para frutas em condi¢des iguais
de cultivo, crescimento e fertilizacao (SIRIWOHARN, 2004).

O teor de carotenoides encontrado neste estudo foi de 0,93 mg 100g™, inferior
ao encontrado por Visotto et al. (2012), para polpa de frutas como o butia (5,5 mg
100g™) e aracé vermelho (1,28 mg 100g™) e superior ao encontrado por Almeida et
al. (2013), para polpa de acerola (0,615 mg 100g™) e por Palioto et al. (2015) para
polpa de noni (0,45 mg 100g™).

A vitamina C é uma das substancias com maior significado para a nutricao
humana e em frutos citricos apresentam teores muito variados, pois sofre
degradacéao pela acao da luz, calor e baixa umidade relativa (MOESLINGER et al.,
1995; LEE; KADER, 2000). O valor encontrado de 34,87+0,59 mg 100 g* neste
estudo indica baixa concentracdo de acido ascorbico na polpa da laranjinha-de-pacu
em relacdo a classificacdo de Silva (2009): entre 100 a 300 mg 100 g’ s&o
consideradas fontes altas; 50 a 100 mg 100 g fontes médias, 25 a 50 mg 100 g™

fontes baixas e fontes muito baixas quando menores que 25 mg 100 g™.

Quando comparada com outras frutas através da Tabela Brasileira de
Composicao de Alimentos (TACO), a laranjinha-de-pacu apresentou teor de vitamina
C superior a frutas como uva itdlia (3,3 mg 100 g*), graviola (19,1 mg 100 g™,
banana prata (21,6, mg 100 g) e cupuacu (24,5 mg 100 g™*), teor aproximado de
frutas como liméo galego (34,5 mg 100 g ), abacaxi (34,6 mg 100 g), laranja da
terra (34,7 mg 100 g™), lim&o tahiti (38,2 mg 100 g) e teor inferior ao de frutas como
laranja lima (41,3 mg 100 g%), tangerina tipo poncé (48,8 mg 100 g*), morango (63,6
mg 100 g), mexerica (112,0 mg 100 g?) e acerola (941,4 mg 100 g*) (TACO,
2011).
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De acordo com Ferreira (2015), na producdo de sorvetes a polpa do fruto
apresentou bons resultados, indicando boa conservacdo das propriedades
nutricionais pos processamento, principalmente em relacdo aos bons teores de

vitamina C, o que indica uma alternativa de aproveitamento da laranjinha-de-pacu.

A Tabela 3 indica os teores de compostos fendlicos totais e flavonoides totais
dos diferentes extratos a uma concentracdo de 10.000 pg mL™. O contetdo de
fendis totais dos extratos foi determinado pelo método Folin-Ciocalteu e expresso
como miligramas de equivalentes de &acido galico por 100 gramas de polpa (mg EAG
100g™") e o contetdo de flavonoides totais foi calculado como miligramas de
equivalentes de rutina por 100 gramas de polpa (mg ERT 100 g™).

TABELA 3. Resultados dos compostos fendlicos totais e flavonoides totais de diferentes extratos da
polpa da laranjinha-de-pacu.

Extratos Fendlicos Totais Flavonoides Totais
(10.000 pg mL™) (mg EAG 100 g™ (mg ERT 100 g™)
MeOH 32,25+2,82° 12,23+1,53°
EtOH 38,55+0,90*" 14,04+1,30°
Aquoso 30,00+4,45" 15,40+1,34°
MeOH/Ace 48,61+1,37% 14,95+1,82°

Resultados expressos como média + desvio padrao (n=6). Letras iguais ha mesma coluna indicam
gue ndo ha diferencas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey.
EAG = equivalentes de &cido galico; ERT = equivalentes de rutina

Para os compostos fendlicos, a maior concentracdo de fendis totais foi
observada nos extratos MeOH/Ace (49,58 mg EAG100g™) e etandlico (38,55 mg
EAG 100g™), que n&o indicaram diferenca significativa (p>0,05) entre si pelo teste de
Tukey. Os extratos etandlico (38,55 mg EAG 100g™), metanélico (32,25 mg EAG 100
g™}) e aquoso (30,00 mg EAG 100 g*) ndo indicaram diferenca significativa (p>0,05)

pelo mesmo teste.

Em estudos anteriores sobre a fruta, o teor de compostos fendlicos verificado
na polpa e casca, quando determinados segundo a metodologia de SWAIN e HILLS
(1959), se mostrou maior para os extratos aquoso (164,57 e 230,00) e etandlico
(162,71 e 250,00) em mg EAG 100 g* (BATISTA, 2013; FERREIRA, 2015). Se
comparada a frutos do cerrado, onde a laranjinha-de-pacu € encontrada, esta

indicou valores inferiores ao taruma para os extratos aquoso (1681,00) e etandlico
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(1259,00) em mg EAG g™ de extrato seco e ao caraguata para 0s mesmos extratos,
(2768,00) e (2736,00) mg EAG g™ respectivamente.

Extratos metanélicos de frutas como pitaia (23,15 mg GAE 100 g*) e maméao
(15,3 mg GAE 100 g?) indicaram teores de compostos fendlicos inferiores ao
encontrado para laranjinha-de-pacu, ja o abacaxi (85,1 mg GAE 100 g*), a banana
(215,7 mg GAE 100 g%, a laranja (114,6 mg GAE 100 g*) e a manga (110,5 mg
GAE 100 g*') apresentaram teores de compostos fendlicos mais elevados em
relacéo a fruta estudada (FALLER; FIALHO, 2009; LIMA, 2013).

O teor de flavonoides totais para a polpa da laranjinha de pacu neste estudo
nao apresentou diferenca significativa (p>0,05) pelo teste de Tukey para os
diferentes extratos analisados. Dados de teor de flavonoides totais para a polpa da

laranjinha-de-pacu em outros estudos nao foram encontrados na literatura.

Flavonoides apresentam normalmente grupos hidroxila e excelentes
propriedades de quelacéo de ferro e outros metais de transicdo, o que lhes confere
uma grande capacidade antioxidante. Por isso desempenham papel essencial na
protecdo frente os fendmenos de dano oxidativo e possuem efeitos terapéuticos em
um numero elevado de patologias, incluindo a cardiopatia isquémica, a aterosclerose
e o cancer (MARTINEZ-FLOREZ, 2008).

5.3 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos da polpa da laranjinha-de-pacu (aquoso,
metanolico, etandlico e metanol/acetona) foi determinada pelos métodos de
sequestro dos radicais livres DPPH e ABTS' nas concentracées de 200.000 pg mL™

e 20.000 pg mL™ e analisados estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

5.3.1 Método do Sequestro do Radical livre DPPH-
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A Tabela 4 apresenta os resultados de atividade antioxidante para a polpa da
laranjinha-de-pacu determinada pelo método do sequestro do radical livre DPPH
Para os diferentes extratos.

TABELA 4. Resultado da Atividade Antioxidante (%AA) de diferentes extratos da polpa da laranjinha-
de-pacu pelos métodos de sequestro de radical livre DPPH-.

Extrato Concentragdo %AA DPPH
(Mg mL™)
AqQuoso 200.000 93,42+0,38"
Aquoso 20.000 25,60+1,35°
EtOH 200.000 98,65+0,34*"
EtOH 20.000 32,49+1,40°
MeOH 200.000 94,52+1,67*°
MeOH 20.000 33,20+1,55°
MeOH/Ace 200.000 93,37+2,22°
MeOH/Ace 20.000 32,16+0,99°
BHT 100 99,45+0,04%
Acido Ascorbico 100 99,68+0,06%

Resultados expressos como média + desvio padrdao (n=6). Letras iguais ha mesma coluna indicam
gue ndo ha diferencas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey.
BHT = butil-hidroxi-tolueno; DPPH = 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

De acordo com a Tabela, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) pelo teste
de Tukey para os extratos etandlico e metandlico em relacdo aos padrdes acido
ascorbico e BHT a uma concentracdo 200.000 pg mL™. Os demais extratos, aquoso
e metanol-acetona, na mesma concentracdo indicaram diferenca significativa em
relacdo aos padrbes quando analisadas pelo mesmo teste. Os extratos nao

indicaram diferenca significativa entre si.

Quando analisados a uma concentracdo de 20.000 pg mL™ os extratos
metanolico, etandlico e metanol-acetona nao diferiram entre si (p>0,05) pelo teste de
Tukey, diferindo apenas do extrato aquoso. Para essa concentracdo, todos 0s

extratos indicaram diferenca significativa em relacdo aos padrdes utilizados.

A polpa da laranjinha-de-pacu, nos diferentes extratos analisados, indicou seu
bom potencial frente ao combate ao estresse oxidativo causado por espécies

reativas. A atividade antioxidante da fruta pode ser explicada em relacao aos teores
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de compostos fendlicos determinados por este estudo, incluindo flavonoides e
antocianinas, assim como outras classes de compostos como carotenoides, e
vitamina C, uma vez que estes atuam como antioxidantes naturais hidrofilicos e
lipofilicos, principalmente devido a suas estruturas quimicas. Dessa forma, a posicao
e 0 numero de hidroxilas presentes na molécula desses compostos é um fator
relevante para sua atividade (HERNANDEZ; PRIETO GONZALES, 1999; SOUZA et
al., 2007; BERGAMACHI, 2010).

Estudos a respeito dos mecanismos de reacdo, propostos para avaliacdo da
atividade antioxidante dos compostos fendélicos pelo método do DPPH", envolvem,
de forma isolada ou combinada, a dimerizacéo entre dois radicais fenoxil, seguida da
regeneracdo de dois grupos hidroxila pela transferéncia do hidrogénio, que pode
novamente reagir com DPPH' ou uma molécula de DPPH" pode complexar-se com
um radical aril, conforme demonstrado na Figura 13 (BRAND-WILLIAMS et al., 1995;
BONDET et al., 1997; RAO; AGARWAL, 1999).

DPPH "

o ~—

y G 0

DPPH-H

Figura 13— Proposta de mecanismos de reacdo para substancias fendlicas com DPPH.

Fonte: Arbos (2009)
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As propriedades coloidais dos substratos, condi¢cdes e etapas de oxidagéao e
estabilidade dos radicais podem influenciar a atividade dos antioxidantes presentes
em frutas, assim como a presenca de compostos ndo antioxidantes. O tipo de
solvente, a polaridade e o pH da reacdo também podem afetar a atividade dos
compostos sub ou superestimando o resultado final da analise (ROCKENBACK et
al., 2008; BERGAMACHI, 2010).

De acordo com Yamaguchiet al. (1998), reacées com o radical DPPH néao sao
afetadas pela lipofilicidade e hidrofilicidade dos antioxidantes, o que foi observado
através da similaridade entre as atividades de sequestro de radicais livres do Trolox
e a-tocoferol. No entanto, existe uma cinética diferenciada de reagcdo com o radical
DPPH' para diferentes compostos antioxidantes como, por exemplo, compostos
como o BHT e BHA que reagem lentamente, compostos de cinética rapida, que
levam poucos segundos para reagirem, como o acido ascorbico, e compostos de
cinética intermediaria, com reagdes entre 5 e 30 min, como o a-tocoferol (BRAND-
WILLIAMS et al., 1995).

Segundo Brand-Williams et al. (1995), a interacdo de um potencial antioxidante
com o DPPH depende da sua conformacédo estrutural. Entretanto, 0 mecanismo se
mostra complexo para a maioria dos compostos testados, o que indica a

necessidade de estudos mais aprofundados a respeito desses mecanismos.

Os melhores solventes extratores analisados por este método foram os
extratos hidroalcolicos etanol 95% e metanol 80%, indicando maior atividade

antioxidante da polpa da laranjinha-de-pacu frente ao sequestro de radicais DPPH.

5.3.2 Método do Sequestro do Radical ABTS

A Tabela 5 apresenta os resultados de atividade antioxidante para a polpa da
laranjinha-de-pacu determinada pelo método do sequestro do radical livre ABTS

frente a diferentes extratos.
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Tabela 5 - Resultado da Atividade Antioxidante (%AA) de diferentes extratos da polpa da laranjinha-
de-pacu pelos métodos de sequestro de radical livre ABTS:.

Extrato Concentracdo %AA ABTS
(Mg mL™)
AquOSO 200.000 97,63+0,16°
AquOSO 20.000 19,19+0,61°
EtOH 200.000 88,80+0,93°
EtOH 20.000 13,44+0,37'
MeOH 200.000 97,61+0,85°
MeOH 20.000 24,35+0,48°
MeOH/Ace 200.000 93,97+0,60°
MeOH/Ace 20.000 22,09+0,52°
BHT 100 98,24+0,04°
Acido Ascoérbico 100 97,73+0,10%

Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=6). Letras iguais na mesma coluna indicam
gue nao ha diferencas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey.
ABTS = 2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico); BHT = butil-hidroxi-tolueno

Para este método ndo houve diferenca significativa (p>0,05) para os extratos

aquoso e metandlico a uma concentracdo de 200.000 pg mL™ pelo teste de Tukey,
em relacdo aos padrdes acido ascorbico e BHT. Os extratos metanol-acetona e
etanol foram os menos ativos, indicando diferenca significativa (p>0,05) com os
padrdes e entre si.

Quando analisados a uma concentracdo de 20.000 pg mL™ os extratos
metanolico e metanol-acetona foram os mais ativos e nao diferiram entre si (p>0,05)
pelo teste de Tukey. Os extratos aquoso e etandlico indicaram diferenca significativa
(p>0,05) e diferiram entre si para 0 mesmo teste. Para essa concentracdo, todos os

extratos indicaram diferenca significativa (p>0,05) em relacéo aos padrdes utilizados.

Os efeitos defensivos de antioxidantes naturais hidrofilicos e lipofilicos
presentes em frutas sdo comumente avaliados pelo método do sequestro do radical
livre ABTS', que pode ocorrer via reacdao quimica, eletroquimica ou enzimatica
(HALLIWELL, 2000; KUSKOSKI et al, 2005).

Para este método os melhores solventes extratores foram o0s estratos

hidroalcolico (MeOH 80%) e aquoso, indicando maior atividade dos compostos
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bioativos da polpa da laranjinha-de-pacu, quando extraido com solventes com alta
polaridade.

Estudos indicam que a atividade antioxidante é afetada por diversos fatores e
gque a polaridade ndo consiste no Unico parametro que influencia a acdo dos
antioxidantes. A localizacdo dos grupos hidrofilicos € mais importante que a
polaridade dos extratos e exerce forte influéncia no percentual de inibicdo da
oxidacdo observado, dependendo do meio onde sao adicionados (PRADO et al.,

2009).
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6 CONCLUSAO

Neste estudo foram determinadas a acidez titulavel e o pH da polpa da
laranjinha-de-pacu do Municipio de Rosana — SP, assim como os teores dos
compostos bioativos (antocianinas, vitamina C, carotenoides, flavonoides amarelos,
flavonoides totais e fendlicos totais) e a atividade antioxidante, de diferentes extratos
da polpa da fruta, pelos métodos DPPH e ABTS.

A acidez titulavel e o pH demonstraram bom potencial de consumo e
industrializacao da fruta, quando comparada a outras frutas do bioma brasileiro.

Os teores de compostos bioativos revelaram a qualidade nutricional da fruta,
podendo a mesma ser considerada fonte de vitamina C e de compostos fendlicos,
conhecidos principalmente por suas propriedades antioxidantes.

Quando analisados por diferentes extratos, os compostos bioativos presentes
na polpa da laranjinha-de-pacu, indicaram boa atividade pelos dois métodos de
sequestro de radical livre (DPPH e ABTS), no entanto, resultados diferentes foram
observados em relacdo as solucdes extratoras e as concentracdes de 200.000 e
20.000 pg mL™ testadas.

Para o método DPPH o0s extratos que apresentaram maior atividade
antioxidante frente ao sequestro do radical livre, foram os extratos etanolico (95%) e
metanolico (80%). Para o método ABTS os melhores extratos foram os extratos
metanolico (80%) e aquoso.

Os diferentes resultados de atividade antioxidante para os métodos analisados
indicam que um estudo mais aprofundado, visando o isolamento dos constituintes
guimicos da fruta e a respeito dos mecanismos dos compostos bioativos presentes

na polpa da laranjinha-de-pacu, frente aos radicais livres, deve ser realizado.
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