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RESUMO




A constatacdo de que os vegetais possuem substancias biologicamente ativas,
principalmente polifendis, que trazem beneficios a saude, tem impulsionado estudos
sobre sua propriedade antioxidante. Assim, considerando que os residuos gerados
pela agroindustria de polpa de frutas, ainda, contém significante teores de
compostos fendlicos, este trabalho teve como objetivo determinar o solvente e a
temperatura mais eficiente para a extracao destes fitoquimicos a partir de residuos
de acerola e avaliar o potencial antioxidante de seus extratos. Desta forma, extratos
hidroacetbnico, hidroetandlico, hidrometandlico e aquoso, obtidos por processo de
extracao seqliencial, em duas temperaturas (25 + 2°C e 50 + 2°C), foram avaliados
quanto ao teor de compostos fendlicos, e a sua acao antioxidante em sistemas
modelos, por meio do método da capacidade de sequestro do radical DPPH* (1,1-
difenil-2-picrilhidrazil), do radical ABTS™ (2,2’-azino-bis- (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) e da inibicdo da peroxidagdo do acido linoléico pelo método Tiocianato
Férrico, bem como, em éleo de soja por meio do teste acelerado em estufa. Quanto
ao teor de fendlicos, independente da temperatura usada no processo de extracao,
destacou-se o hidroacet6nico por ter apresentado o mais elevado teor (5.954,2 ug
em equivalente de catequina. mL™"). Os extratos hidroetanélicos e hidrometandlico
exibiram forte capacidade de seqlestro do radical DPPH® (baixo valor de ECs e de
Tecso, alto valor de EA), elevada capacidade de seqiestro do radical ABTS™
(1.445,1 e 1.1455uMol TEAC/g, respectivamente), e forte protecdo do acido
linoléico contra a peroxidacao (96,12% e 91,84% respectivamente). Estes extratos,
também, apresentaram boa capacidade em retardar formacdo de peréxidos e de
dienos conjugados em GOleo de soja. Os resultados obtidos permitem evidenciar que
o procedimento envolvendo solventes organico-aquosos, trés ciclos de extracao e a
temperatura de 25°C se mostrou eficaz na extracao de fendlicos totais. O solvente
hidroacetdnico embora tenha propiciado a extragdo de uma maior quantidade de
fendlicos totais, a acdo antioxidante deste extrato foi inferior a exibida pelos extratos
hidroetandlico e hidrometandlico que, nas condicées experimentais, exibiram a
melhor agdo antioxidante, tanto em sistema modelo como no teste acelerado em
estufa. Desta forma, o residuo agroindustrial de acerola apresenta-se como fonte de
antioxidante natural, permitindo vislumbrar a sua utilizagdo em alimentos em

substituicdo ou em associacao aos antioxidantes sintéticos.

Palavras chave: capacidade antioxidante, DPPH, fendlicos totais, residuo

agroindustrial, acerola



ABSTRACT




The observation that the plants have biologically active substances, mainly
polyphenols, that provide benefits to health, has driven studies on the antioxidant
property. Thus, considering that the agri-industrial waste from acerola also contains
phenolic compounds, this study was carried out to determine the procedure for
extraction of polyphenols and the antioxidant activity of their extracts. Hyidroacetone,
hydroethanolic, hydromethanolic and aqueous extracts, obtained by sequential
extraction procedure, combining three extraction cycles (20 minutes each one) and
two temperatures (25 = 2°C and 50 *+ 2°C), were submitted to the determination of
total phenolic and screened for their free DPPH® (1,1-diphenyl-2-picrilhidrazil) and
ABTS®" (2,2 "-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina 6-sulfonic acid) scavenging activity and
their effect on the linoleic acid peroxidation by the ferric thiocyanate method.
Soybean oil with the addition of the extracts (200ppm) were submitted to an
accelerated storage test in an oven at 60°C for 28 days, where sample were taken at
time intervals and analyzed for peroxide value and conjugated dienes. The extracts
showed high content of total polyphenols; however, the hydroacetone extract
exhibited the highest total phenolic content (5,954.2 ug catechin equivalent. mL™).
Hydroethanolic and hydromethanolic extracts exhibited good DPPH® scavenging
activity (low value of ECso and Tgcso, high value of EA), good ABTS®™ scavenging
capacity (1.445,1 e 1.145,5uMol TEAC/qg, respectively), high percentage of inhibition
of peroxidation of linoleic acid (96.12% and 91.84%, respectively). These extracts
showed the ability to retard the formation of peroxides and conjugated dienes in
soybean oil. The procedure involves aqueous-organic solvents, three cycles of
extraction and temperature of 25°C is effective in the extraction of phenolic
compounds. Although, the hydroacetone extract has exhibited the highest total
phenolic content, the antioxidant action of this extract was less than shown by
hydroethanolic and hydromethanolic extracts that, under the experimental conditions,
exhibited the best antioxidant activity, both in model system and in soybean oil.
Therefore, the agri-industrial waste from acerola can be considered as a source of
natural antioxidants and can be useful in food applications in replace or in
association with synthetic antioxidants.

Key words: antioxidant capacity, DPPH, total phenolics, acerola, agri-industrial

waste
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INTRODUCAOQO
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O Brasil, devido a sua vasta extensdo territorial e ampla variacdo climatica,
apresenta uma das maiores diversidades de espécies frutiferas do mundo. Em 2005,
com uma producdo de 41,2 milhdes de toneladas de frutas, assumiu a terceira
colocacao dentre os principais paises produtores, contribuindo para que a producéo
mundial de frutas pudesse atingir 690.756.513 toneladas (FAO, 2006). Na regido
nordeste brasileira, em funcdo das condicées edafoclimaticas, evidencia-se uma
producdo de grande variedade de frutos tropicais, nativos e exoéticos com boas

perspectivas para exploracao econémica (SACRAMENTO; SOUZA, 2000).

Especialmente no nordeste brasileiro, a fruticultura, importante setor da
agropecuaria, vem adotando um processo de profissionalizacédo, caracterizado pela
exploracédo de areas mais extensas, pela utilizacdo da irrigacao e pelo incremento de
novas tecnologias, visando producéo elevada e qualitativa de frutos. Em resposta a
esse avango, o numero de agroindustrias instaladas por toda a regido tem
aumentado significativamente, gerando um incremento na produgcdo de residuos
agroindustriais que ndo sao utilizados, mas que podem ser aproveitados, tornando-
se importante fator de reducédo dos custos de produgcdo (LOUSADA, et al., 2006).
Segundo Demajorivic (1995), esses residuos, designados de residuos sélidos,
diferenciam-se do termo lixo. Enquanto este ultimo nao possui nenhum tipo de valor,
ja que é algo que deve apenas ser descartado, aqueles possuem valor econdmico

agregado, por possibilitarem reaproveitamento no préprio processo produtivo.

Em geral, para a maioria das frutas, calcula-se que do total processado para a
producdo de sucos e polpas, seja gerado 40% de residuos agroindustriais.
Atualmente, as agroindustrias vém investindo no aumento de sua capacidade de

processamento, em conseqUéncia sao geradas grandes quantidades de
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subprodutos, que em muitos casos sdo considerados custo operacional para as
empresas ou fonte de contaminagdo ambiental (BARTHOLO, 1994). Além de criar
potenciais problemas ambientais, os residuos representam perdas de matérias-
primas e de energia, exigindo investimentos significativos em tratamentos para

controlar a poluicdo (TIMOFIECSYK; PAWLOWSKY, 2000).

Os residuos agroindustriais, constituidos principalmente por cascas e sementes de
vegetais, geralmente n&o recebem a devida atengédo, no sentido de serem usados
ou reciclados, evitando o desperdicio. Isto, possivelmente, ocorre devido a falta de
valor comercial desse produto (SOONG; BARLOW, 2004). No entanto, vale ressaltar
gue a casca e as fracées da semente de certas frutas exibem atividade antioxidante
mais elevada do que as fragdes da polpa (AJILA et al., 2007). Esta acao tem sido
atribuida a presenca de fitoquimicos bioativos, pois assim como as polpas das
frutas, os seus residuos contém niveis significantes de compostos biologicamente
ativos, que auxiliam as funcdes fisiolégicas e bioquimicas, beneficiando a saude

humana.

Merece destaque, o0 emprego de antioxidantes sintéticos pela industria alimenticia,
com vistas a reduzir ou evitar a oxidacao lipidica em éleos, gorduras e alimentos
que os contém. Esta reacdo promove o desenvolvimento de sabores e odores
desagradaveis, tornando os alimentos improprios para o consumo. Além disso, afeta
sua qualidade nutricional uma vez que degrada vitaminas lipossoluveis e acidos
graxos essenciais, colocando em risco a integridade e seguranca dos alimentos,
através da formacado de compostos poliméricos potencialmente téxicos (BOBBIO;

BOBBIO, 1992; FENNEMA, 2005)
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O Butil-hidroxi-tolueno (BHT), butil-hidroxi-anisol (BHA) e terc-butil hidroquinona
(TBHQ) sao os antioxidantes sintéticos mais largamente empregados pela industria
de alimentos. Entretanto, a inocuidade desses aditivos vem sendo questionada uma
vez que alguns estudos tém apontado para possiveis efeitos mutagénicos e
carcinogénicos (BIRCH et al., 2001). Neste contexto, os antioxidantes naturais
surgem como alternativa aos sintéticos, visto que podem agir de forma semelhante
na prevencao da oxidacao lipidica. Assim, frente a elevada proporcao de residuos
agroindustriais proveniente, principalmente, da industria processadora de polpa
congelada de frutas e do teor de fitoquimicos bioativos presente neste material
torna-se relevante investigar o seu potencial antioxidante na perspectiva de

emprega-los em alimentos em substituigcdo parcial ou total aos sintéticos.
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OBJETIVOS
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Objetivo Geral

Avaliar o potencial antioxidante de extratos elaborados a partir de residuos

agroindustriais de acerola

Objetivos Especificos

1. Determinar o procedimento para a extracao dos polifendis presentes no residuo
agroindustrial de acerola

2. Avaliar a atividade antioxidante de extratos elaborados a partir de residuos de
acerola em sistemas modelos.

3. Averiguar a habilidade dos extratos de residuos de acerola em reduzir a

peroxidacao do 6leo de soja.
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Radicais Livres

Estudos iniciais a respeito de radicais livres ocorreram por volta de 1924, no entanto,
apenas nos anos setenta, foi relatada a importancia desses radicais para os seres
vivos, particularmente para os seres aerdbios (BAST et al. 1991). Nestes seres, os
radicais livres sdo produzidos continuamente durante os processos metabdlicos e
atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons em varias reacdes
bioquimicas, desempenhando fung¢des relevantes no metabolismo. As principais
fontes de radicais livres sdo as organelas citoplasmaticas que metabolizam o
oxigénio, o nitrogénio e o cloro, bem como a membrana citoplasmatica (AUGUSTO,

2006).

As moléculas organicas e inorganicas e os atomos que contém um ou mais elétrons
nao pareados, com existéncia independente, podem ser classificados como
radicais livres (HALLIWELL, 1994), atualmente denominados espécies reativas do
oxigénio (EROs). O ndo emparelhamento de elétrons na ultima camada torna esses
atomos ou moléculas altamente instaveis, com meia-vida curtissima e quimicamente
muito reativas, capazes de reagir com qualquer composto situado préximo a sua
Orbita externa, passando a ter uma funcdo oxidante ou redutora de elétrons
(HALLIWELL; GUTTERDGE, 1999). Neste contexto, diversos compostos, como
carboidratos, lipidios, proteinas, &cido desoxirribonucléico (DNA) e &cido
ribonucléico (RNA), constituem os centros alvo destas moléculas, que ao serem
atingidos, com certa intensidade, podem provocar a desestabilizacdo do meio
molecular (HALLIWELL, 1997; FERREIRA; MATSUBARA, 1997; THOMAS, 2000;
ABDALLA, 2000; WILHELM FILHO et al., 2001). A oxidacdo dos acidos graxos

insaturados € o processo oxidativo mais freqlente no organismo humano
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(HALLIWELL, 1997). Essa peculiaridade quimica que confere alta reatividade aos
radicais livres é a base de sua possivel toxicidade (SALDANHA, 2005), dando
origem ao aparecimento de muitas doengas (Figura 1). Vale destacar que os danos
ao DNA causados pelos radicais livres desempenham um papel importante nos

processos de mutagénese e carcinogénese (POULSEN et al., 1998).

*CHOQUES
*DANOS RADIOTIVOS

ra

ESPECIES DIABETES
*CANCER REATIVOS .DOENCA DE
‘ENVELHECIMENTO DE
°PROCESSOS = PARKINSON
INFLAMATORIOS OXIGENIO
-ARTRITES (ERO)
-ARTEROSCLEROSE
<ISQUEMIA

(CEREBRAL.CORONARIANA)

Figura 1. Processos patolégicos possivelmente desencadeados pela agdo de espécies

reativas do oxigénio (EROs) no organismo humano (SAHIDI, 1997).

A associacdo entre a presenca de radicais livres e a patogénese de algumas
doencas, bem como a protecao exercida por certas substancias antioxidantes, tém
despertado o interesse, tornando-se objeto de estudo de diversos trabalhos,
especialmente nas ultimas décadas (GUTTERIDGE; HALLIWELL, 1994;

HALLIWELL ,1996; DREOSTI, 2000).

Espécies reativas de oxigénio (EROS)

Na natureza existem duas importantes substancias que podem gerar radicais livres:

o oxigénio no estado fundamental (0% e o éxido nitrico (NO), que ocorre como
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poluente atmosférico, mas que, também, é sintetizado em diversas células.
Atualmente, o éxido nitrico tem sido identificado como o fator relaxante, dependente
do endotélio, e um importante vasodilatador (CHEESEMAN; SLATTER, 1996;

ROVER JUNIOR et al., 2001).

O oxigénio pode dar origem a diversas espécies reativas por absorcéo de energia ou
por transferéncia de elétrons (ROVER JUNIOR et al., 2001). Outra via de formacéao
de espécies reativas de oxigénio (EROs), consiste na reducado unieletrénica do
oxigénio a agua (Figura 2). Nesta reacao, a entrada de 04 elétrons na molécula de
oxigénio promove o aparecimento do radical superoxido (Oze-), perdxido de
hidrogénio (H2O2) e do radical hidroxil (OHe-), compostos intermediarios,
parcialmente reduzidos do oxigénio molecular (CHEESEMAN; SLATTER, 1996;

ROVER JUNIOR et al., 2001).

05 > Og'- — H>O- — OH‘-_). H-,O

Figura 2 — Espécies reativas de oxigénio ou ROS. (FONTE: ADEGOKE et al., 1998)

O radical superoxido (ou anion superéxido) (O.7) é o mais comum e abundante
radical existente nas células (BOVERIS, 1998). Pode ser gerado em eventos de
transporte de elétrons que ocorrem em cloroplastos e microssomos do reticulo
endoplasmatico, ou por reagdes de autoxidacdo do oxigénio molecular (SANTORO;
THIELE, 1997). Este radical € um agente oxidativo fraco em meio aquoso, porém
desempenha papel fundamental na formacao de outras EROs, tais como o peréxido
de hidrogénio e o radical hidroxil (GUTTERIDGE, 1995; LEE et al., 2004). Apesar do
nome sugerir alto poder oxidante a esse radical, o superéxido atua na maioria das

reacdes como um agente redutor (OGA, 2003).
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O peréxido de hidrogénio (H2O.), na auséncia de ions metéalicos, € a molécula
menos reativa dentre as EROs (LEE et al., 2004). Em decorréncia de sua
propriedade de 6xido-reducédo e da habilidade em formar radicais livres altamente
reativos na presenca de metais de transicdo, a exemplo do radical hidroxil (*HO)
formado em presenca de ferro (FRIDOVICH, 1998), surge no corpo humano um
mecanismo de defesa. Assim, o H-O, ndo desejado é removido das células pela
acdo da catalase, da glutationa peroxidase e de algumas outras peroxidases

(GUTTERIDGE, 1995).

O radical hidroxil (*HO), considerado o radical livre mais reativo, € um agente
oxidante extremamente agressivo em sistemas bioldégicos (GUTTERIDGE, 1995).
Este radical combina-se rapidamente com metais ou outros radicais no proprio sitio
onde foi produzido, podendo inativar ou provocar uma mutacao no DNA, inativar
proteinas ou iniciar o processo de oxidagao lipidica (FERREIRA; MATSUBARA,
1997). A capacidade desse radical em lesar as células é superior as demais EROs,
ja que o organismo nao dispde de um sistema enzimatico de defesa contra o radical

hidroxil (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000).

O oxigénio singlete (O2') é espécie reativa que pode ser gerada pelos fagdcitos por
inducado luminosa, por reacdes catalisadas por peroxidases, entre outros fatores
(EPE, 1991). O O,' difere do oxigénio molecular por ndo apresentar restricio na
transferéncia de elétrons, o que o torna altamente reativo, causando danos as
proteinas devido a oxidacdo de grupos essenciais de aminoacidos (HALLIWELL,;

GUTTERIDGE, 2000).
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Oxidacao lipidica

A oxidacao lipidica, também denominada de autoxidacao dos lipidios (Figura 3), é
tradicionalmente descrita como uma reagdo em cadeia constituida por trés etapas
distintas: iniciacdo, propagacdo e terminacdo (ARAUJO, 1995; FRANKEL, 1991;

GORDON, 1990; WHEATLEY 2000; CHOE e MIN, 2006).

Na etapa de iniciacdo da autoxidacdo, as espécies reativas de oxigénio atacam e
abstraem o atomo de hidrogénio de um grupamento metil, adjacente a dupla ligacao
do acido graxo insaturado, deixando um elétron desemparelhado no carbono,
formando um radical alila (R*) ou ocorre a adicdo de um radical livre a dupla ligagao.
Vale destacar que o mecanismo de formacao do primeiro radical livre ainda nao se
encontra devidamente esclarecido. Provavelmente, a principal via geradora de
radicais livres é a decomposicao de hidroperéxidos (ROOH) existentes em alimentos
em quantidades-traco, antes mesmo do inicio da autoxidacdo (GORDON, 1990).
Estas moléculas sdo geradas a partir da reacao da molécula lipidica com o oxigénio,
na presenga de catalisadores, como luz visivel, irradiacdo, radiacao ultravioleta,
temperatura e metais, denominados iniciadores. Uma outra via de formagdo dos
hidroperoxidos é a oxidacdo de acidos graxos polinsaturados, catalisada por
lipoxigenase e outras oxidases, que representam outra forma distinta de iniciagao

(ARAUJO, 1995; CHOE; MIN, 2006).
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Iniciacao: Ri H --=mmemeee- —-R’+ H

Propagacao: R:* + O ------ —R,00°

R:00° + RH------ —R,* + R{OOH
Terminagao: Ri'*Ry’ - —- Ri—R;

R, *R100"° ------ — R1O0R:

R100. * RZOO' ----- e d R1OOR2 +0 2

Figura 3: Esquema geral da autoxidacdo de acidos graxos polinsaturados (Fonte: CHOE;

MIN, 20086).

Na etapa de propagacdo o radical alila, sofre rearranjo molecular, seguido pela
adicdo do oxigénio triplete, dando origem ao radical peroxil. Este radical passa a
abstrair um atomo de hidrogénio do carbono o-metileno de outro acido graxo
insaturado adjacente, produzindo hidroperéxido e outro radical alila que
retroalimenta a reacdo. O radical alila pode, também, remover o atomo de hidrogénio
da posicao «, proxima a dupla ligacao de um acido graxo insaturado adjacente, com
adicdo do oxigénio na mesma posicao do hidrogénio removido, resultando no radical
peroxil. Este radical dara continuidade a reacdo em cadeia, produzindo
hidroperéxido (ARAUJO, 1995; GORDON, 1990; CHOE; MIN, 2006). Desta forma, a
degradacao oxidativa dos lipidios freqlentemente é descrita como um processo

autocatalitico ou autoxidativo.

Em muitos sistemas contendo oxigénio e acumulo de hidroperéxidos, a reacado de
propagacao conduz a formacéo do radical peroxil, cuja concentracao torna-se maior

do que a concentracdo do radical alila (GORDON, 1990; CHOE; MIN, 2006). Os
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hidroperoxidos, por clivagem ou decomposicdo molecular, formam radicais alcoxil
(RO") e hidroxil (OH") (ARAUJO, 1995; GORDON, 1990; CHOE; MIN, 2006). Na
presenca de metais, os hidroperéxidos sofrem uma rapida decomposicao, dando
origem aos radicais alcoxil e peroxil, que podem efetivamente propagar a reagcao em
cadeia (FRANKEL, 1991; CHOE; MIN, 2006). A duragao dessa reacao depende de
varios fatores, dentre eles o grau de insaturacées do acido graxo e a concentracao
de oxigénio (SHAHIDI; WANASUNDARA, 1992). A velocidade da peroxidacao

lipidica é limitada pela etapa de propagacao (SPITELLER; SPITELLER, 1998).

Quando ocorre reducdo da quantidade de acido graxo insaturado presente no
sistema, os radicais formados tendem a reagir sempre que possivel, ligando-se uns
aos outros, originando compostos estaveis. Assim, a reacdo de terminacao
interrompe a etapa de propagacédo da reacdo em cadeia (ADEGOKE et al., 1998;
CHOE; MIN, 2006). Os produtos finais da oxidagao lipidica, como alcodis, aldeidos,
cetonas, ésteres, e outros hidrocarbonetos, além dos produtos de elevado peso
molecular resultantes de reacdes de dimerizacao e polimerizacdo, sdo derivados da
decomposicdo dos hidroperéxidos (WHEATLEY, 2000; CHOE; MIN, 2006). A
formagdo de aldeidos e outros compostos volateis conferem sabor e odor

desagradaveis ao alimento, afetando a qualidade do produto.

Antioxidantes em alimentos

Os lipidios estdao relacionados a qualidade de certos produtos alimentares,
particularmente no que diz respeito as propriedades organolépticas, tornando-os
mais apetitosos. Além disso, conferem valor nutritivo aos alimentos, uma vez que

constitui fonte de energia metabdlica, de acidos graxos essenciais e de vitaminas
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lipossoluveis (ST. ANGELO, 1996). Assim estes alimentos, em funcédo da quantidade
de lipidios presente, estdo susceptiveis a oxidacao lipidica, o que impde o0 uso de

antioxidantes pela industria, como aditivos alimentares.

Os antioxidantes sdo substancias que podem retardar ou inibir a oxidagao de lipidios
ou de outras moléculas, evitando o inicio ou a propagacao das reacées em cadeia
de oxidacdo. Estes compostos, geralmente apresentam estrutura quimica aromatica
e contém pelo menos uma hidroxila, podendo ser sintéticos, como o butil-
hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), terc-butil hidroquinona (TBHQ) e o
propil galato (PG), largamente utilizados pela industria de alimentos (Figura 4), ou
naturais, substancias bioativas tais como organosulfurados, fendlicos e terpenos,
que fazem parte da constituicao de diversos alimentos (FENNEMA, 1993; BRENNA:

PAGLIARINI, 2001; ZHENG; WANG, 2001).

O uso dos antioxidantes sintéticos teve inicio nos anos 40, ocasidao em que estudos
demonstraram a eficacia do butil-hidroxianisol (BHA) em retardar a oxidacéo lipidica
em alimentos. Pouco tempo depois, constatou-se que alguns ésteres, alquilicos do
acido galico, também, possuiam potencial antioxidante (SAHIDI, 1997). Entretanto,
experimentos com animais tém demonstrado que os antioxidantes sintéticos
apresentam efeitos carcinogénicos, além de promover aumento do peso do figado e

significativa proliferacdo do reticulo endoplasmatico (MELO; GUERRA, 2002;
YILDRIM et al., 2001; ZHENG; WANG, 2001). O BHT vem sendo relacionado ao

desenvolvimento de doengas pulmonares (HOCMAN, 1988).
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OH OH
HO OH C(CH),
COOCH, OH
Propil Galato (PG) Terc-butil hidroquinona (TBHQ)
{OH (*H {H
CiCH,, (CH),C C(CH),
CICH Y,
OCH, OCH, CH,
1-BHA J-BHA
Butil-hidroxi-anisol (BHA) Butil-hidroxi-tolueno (BHT)

Figura 4 — Estrutura dos antioxidantes sintéticos PG, TBHQ, BHA e BHT

Em decorréncia dos efeitos deletérios ao organismo humano que vém sendo
atribuidos aos antioxidantes sintéticos, 0 seu uso passou a ser regulamentado na
maioria dos paises. Neste contexto, nos ultimos anos, com base em resultados de
algumas pesquisa, o “Joint Expert Committee on Food Additives” (JECFA ) da “Food

and Agriculture Organization” (FAO) e World Health Organization (WHO) tém
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alterado a recomendacdo da ingestdo diaria aceitavel (IDA) destas substancias

(WURTZEN, 1990).

No Brasil, a Resolugcdo n° 04/88 — CNS/MS, de 24 de novembro de 1998
(BRASIL,1998), regulamenta a utilizacdo de antioxidantes em creme vegetal,
margarinas, 6leos e gorduras. Na Tabela 1 encontram-se os antioxidantes sintéticos,
e os limites maximos de adicdo, estabelecidos pela citada resolugdo. Esses
compostos e alguns de seus derivados embora sejam eficazes na prevencédo da
oxidacao lipidica, em muitos paises, frente a sua toxicidade, sdo de uso proibido em

alimentos (SHAHIDI et al., 1992).

Frente aos efeitos adversos a saude atribuidos aos antioxidantes sintéticos, énfase
tem sido dada a busca por antioxidantes provenientes de fontes naturais, que
possam atuar sozinhos ou sinergicamente com outros aditivos, como alternativa
para prevenir a deterioragdo oxidativa de alimentos e limitar o uso dos antioxidantes
sintéticos (DURAN; PADILLA, 1993). Neste sentido, os primeiros estudos sobre
antioxidantes naturais ocorreram na década de 50 com Chipault et al., (1952). Estes
autores investigaram a atividade antioxidante de varias especiarias, ingredientes
utilizados em alimentos desde os primérdios da histéria, ndo somente para melhorar
ou ressaltar as caracteristicas sensoriais dos alimentos, mas também, para
preserva-los. Desde entdo, diversas pesquisas sobre a acao antioxidante de
compostos naturais, no ambito nacional e internacional, com incremento
consideravel a partir dos anos 80, vém sendo desenvolvidas em virtude,

principalmente, da busca de um estilo de vida mais saudavel.
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Tabela 1. Limite maximo de antioxidantes estabelecidos pela legislacdo brasileira Resolugéao
04/88 —CNS/MS.

Tipo de Composto antioxidante = Alimentos a ser Limite maximo *

aditivo adicionados (9/100g/ g/100mL)
Antioxidante Butil hidroxianisol (BHA) Creme vegetal 0,02
Margarinas 0,02
Oleos e gorduras 0,02
Antioxidante Butil hidroxitolueno (BHT) Creme vegetal 0,02
Margarinas 0,02
Oleos e gorduras 0,01
Antioxidante Terc-butil- hidroquinona Oleos e gorduras 0,02

(TBHQ)
Antioxidante Galato de propila (PG) Creme vegetal 0,01
Antioxidante OG (galato de octila) Margarinas 0,01
Antioxidante DG (galato de dodecila) Oleos e gorduras 0,01
Antioxidante Tocoferbis Margarinas éleo e 0,03
gorduras

sinérgico Acido citrico Margarinas a.s.

Oleo e gordura

sinérgico Acido fosforico Gorduras e 0,01
compostos
gordurosos 0,01
Margarinas
sinérgico Citrato de monoisopropila Margarina 0,01
Oleo e gorduras 0,01
sinérgico Palmitato de ascrobila Margarina 0,01
Estearato de ascorbila Oleo e gorduras 0,05

g.s.=quantidade suficiente *Sera tolerada a mistura na dose de 0,02g/100g no total, Isto é, a soma de
dois aditivos nao pode ultrapassar seu valor individual (Decreto n®55871, de 26/03/65 - BRASIL,
1965). (FONTE: SALINAS, 2002).
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Essas pesquisas vém constatando a presenca em vegetais, de numerosos
fitoquimicos, a exemplo dos compostos nitrogenados, carotendides, acido ascorbico
e tocoferdis, além dos compostos fendlicos, muitos dos quais apresentam
significante capacidade antioxidante. Estes fitoquimicos no organismo humano
atuam reduzindo os danos oxidativos provocados pelos radicais livres 0s quais estao
associados a muitas doencas, incluindo aterosclerose, doencas cardiovasculares,
catarata, diabetes, asma, hepatite, lesdo no figado, artrite, envelhecimento, doencgas
de imunodeficiéncia e cancer em seres humanos (BIRCH et al., 2001; SLUIS et al.,
2001; TOMAS-BARBERAN et al., 2001; VINSON et al., 2001; ZHENG; WANG, 2001;
YILDIRIM; MAVI; KARA, 2001; LEE; MITCHELL; SHIBAMOTO, 2000; MIDDLETON;
KANDASWAMY; THEOHARIDES, 2000; PIETTA; SIMONETTI; MAURI, 1998,

WATANABE, 1998).

Dentre os varios estudos sobre compostos naturais com agédo antioxidante, muitos
deles estado centralizados nos compostos fendlicos os quais agem como aceptores
de radicais livres, interrompendo a reacdo em cadeia, além de atuarem nos
processos oxidativos catalisados por metais, tanto in vitro, como in vivo (MANCINI

FILHO et al., 1998; SCALBERT; WILLIAMSON, 2000).

Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos apresentam em sua estrutura um anel aromatico com uma
ou mais hidroxila, que lhes confere propriedade antioxidante. Este grupo de
compostos engloba tanto moléculas simples como moléculas com alto grau de
polimerizacdo, que se encontram nos vegetais na forma livre ou ligada a agucares

(glicosideos) e proteinas (CROFT, 1998; BRAVO, 1998). Atualmente, sao
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conhecidos mais de 8000 compostos pertencentes a este grupo de fitoquimicos os
quais podem ser encontrados em diversas partes das plantas, como nas sementes,

frutos, folhas, casca, caule e também na raiz (DREOSTI, 2000).

Dentre os compostos fendlicos, destacam-se os flavondides e os &cidos fendlicos
como os mais comuns antioxidantes fendlicos de fonte natural. Os flavonédides
possuem uma estrutura basica formada por C6-C3-C6, em que as duas partes da
molécula com seis carbonos sao anéis aromaticos, denominados anel A e B, unidos
por trés carbonos que formam o anel y pirano, denominado anel C (Figura 5).
Integram esta classe, as antocianidinas, flavonas, flavondis, catequinas e taninos,
compostos largamente distribuidos na natureza (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ,

2004).

Figura 5. Estrutura quimica dos flavonoides

As varias classes de flavondides diferem entre si, pelo numero e posicdo das
hidroxilas e metoxilas presentes no anel C, enquanto que compostos individuais
dentro de cada classe sao diferenciados, principalmente, pelo nimero e posicao de

hidroxilas e metoxilas presentes nos dois anéis aromaticos (PIETTA, 2000).
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Estes fitoquimicos atuam como antioxidantes primarios, interrompendo a cadeia da
reacdo através da doacdo de elétrons ou de hidrogénio aos radicais livres,
convertendo-os em produtos termodinamicamente estaveis. Dentre estes
compostos, os flavondis em especial, atuam, também como antioxidante secundério,
retardando a etapa de iniciagdo da autoxidacdo através da complexagdo com metais

(SHI; NIKI, 1998; MELO; GUERRA, 2002; PIETTA, 2000).

Os acidos fendlicos estdo divididos em trés grupos. No primeiro encontram-se 0s
acidos hidroxibenzoicos, os mais simples encontrados na natureza, constituidos por
sete atomos de carbono (C6-C1), em que a molécula com 6 carbonos é um anel
aromatico que tem ligado um grupo carboxilico (Figura 6). Dentre os compostos
deste grupo, destacam-se os acidos protocatecuico, vanilico, siringico, gentisico,
salicilico e galico (ESCARPA; GONZALES, 2001; MACHEIX; FLEURIET; BILLOT,

1990).

]

R, COOH

R, = OH — Acido Salicilico; R, =R, = OH — Acido Gentisico; R, = OH — Acido
p-hidroxibenzdico; R, = Ry= OH — Acido Protocatequinico; R, = OCH,;
R, = OH — Acido Vanilico; R, = R, = R, = OH — Acido Galico; R, = R, = OCH,;
R, = OH — Acido Siringico

Figura 6. Estrutura quimica dos acidos hidroxibenzoicos.

No segundo grupo encontram-se os derivados do acido hidroxicinamico, compostos

fendlicos de ocorréncia natural, constituidos por nove atomos de carbono (C6-C3),
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em que seis dos carbonos formam um anel aromatico no qual encontra-se ligada
uma cadeia carbdnica constituida por trés carbonos (Figura 7). Os acidos p-
cumarico, ferulico, caféico e sinaptico sdao os hidroxicindAmicos mais comuns na
natureza. Estes acidos estdo presentes nos vegetais, usualmente, na forma de
ésteres, a exemplo do acido clorogénico, éster do acido quinico, constituido pelo
acido quinico esterificado ao acido caféico. Também s&o encontrados na forma de
glicosideos ou ligados a proteinas e a outros polimeros da parede celular e,

raramente, como acidos livres (DURAN; PADILLA, 1993).

e
]
pme)

3 CH =— ¢cH =—— COOH

Ry =Ry =Ry =Ry =H— Acido cindmico; Ry = OH — Acido o-cumarico;
Ry = OH — Acido m-cumérico; Ry = OH — Acido p-cumarico; Ry = Ry =
OH — Acido Caféico; Ry = OCH3; Ry = OH — Acido Fenilico; Ry = Ry =
OCHy; Ry = OH — Acido Sindpico

Figura 7. Estrutura quimica dos principais acidos hidroxicinamicos

Os acidos hidroxicinamicos, a exemplo do acido sinaptico, ferulico e p-cumarico sdo
antioxidantes mais ativos do que os derivados do &cido hidroxibenzoico, tais como
acido procatecuico, siringico e vanilico. A maior acao antioxidante exibida pelos
derivados do acido hidroxicinamico se deve a presenca da dupla ligagcdo na cadeia

lateral da molécula (-HC=CH-COOH), que participa da estabilizacdo do radical por
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ressonancia de deslocamento do elétron desemparelhado (WANASUNDARA,;

AMAROWICZ; SHAHIDI, 1994).

O terceiro grupo dos acidos fendlicos é constituido pelas cumarinas, compostos
derivados do acido cindmico por ciclizagdo da cadeia lateral do &cido o-cumarico
(Figura 8). Estes compostos estdo presentes, na forma glicosidica e, em maioria, na
forma livre, em vegetais, especialmente da familia Apiaceae e Rutaceae, onde se

encontram em abundancia (MADARI; JACOBS, 2004).

o H
@ h -

Acido o-cumarico

COO0OH

O C

N\

Cumarina

Figura 8. Estrutura quimica das cumarinas

Muitas atividades farmacolégicas foram atribuidas as cumarinas, tais como
hipotensora (HUANG et al., 1992), antiinflamatéria e atividade antitumoral (PAYA, et
al, 1992). Ha relatos de interacbes de uma série de cumarinas com as seguintes
espécies reativas de oxigénio: sequestro de superdxidos, radicais hidroxila e acido
hipocloroso (PAYA et al., 1992). Por varios anos foi empregada pela industria
alimenticia, no entanto, devido a sua toxicidade, foi praticamente banida do

mercado. Apesar disso, extratos hidroalcoolicos de Torresea cearensis, Justicia



38

pectoralis, Eclipta alba, Pterodon polygaliflorus e Hybanthus ipecacuanha, ricos em
cumarina, sao largamente empregadas pela medicina popular do nordeste do pais

(LEAL et al., 2000).

Os compostos fendlicos podem atuar como doadores de hidrogénio ao radical livre,
dando origem a um radical estavel, que por ressonancia, ndo tem a capacidade de
iniciar ou propagar as reacoes oxidativas; ou como agentes quelantes complexando
ions metalicos, principalmente cobre e ferro, que catalisam a oxidacao lipidica (OU

et al. 2002; RAMALHO; JORGE, 2006; SHAHIDI et al., 1992).

Acao antioxidante

A atividade antioxidante de um composto proveniente de uma fonte natural é
influenciada por diversos fatores, tais como: concentracdo do fitoquimico
antioxidante no vegetal que, por sua vez, depende das condigdes edafoclimaticas do
cultivo; o solvente e a técnica de extracdo empregada, a forma do vegetal testado,
se em po, em extrato ou fracdo isolada e o substrato lipidico utilizado no ensaio

(FRANKEL, 1991; MADSEN; BERTELSEN, 1995).

No que se refere a solubilidade do composto em um determinado solvente,
evidencia-se que é uma caracteristica peculiar do fitoquimico, o que explica a
inexisténcia de um procedimento universal e aponta para a necessidade de selegcéao
criteriosa do método de extracdo para cada fonte natural de antioxidante. Neste
sentido, considerando a diversidade de polifendis existente em vegetais, com
polaridades distintas, a extragdo eficiente destes constituintes requer o uso de

solventes com diferentes polaridades.
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Freqlientemente sdo usadas solugcbes aquosas de etanol, metanol e acetona, entre
outras, em diferentes concentracées, cuja eficacia dependera da polaridade dos
polifendis presentes na amostra, bem como, do grau de polimerizacdo e da
interacdo com os outros constituintes (NACZK; SHAHIDI, 2004). Além disso,
recomenda-se a combinacdo de pelo menos dois ciclos de extracdo, de modo a
garantir a eficacia do processo, permitindo extrair compostos com diferentes

estruturas quimicas (PEREZ-JIMENEZ, et al., 2008).

A estrutura molecular dos polifendis e, mais especificamente, a posi¢cao e o grau de
hidroxilacdo do anel aromatico tém influéncia direta sobre a atividade antioxidante
destes compostos, bem como sobre o seu mecanismo de acdo (SHAHIDI; JANITHA;
WANASUNDARA, 1992; OU et al. 2002). A hidroxila existente na posicao orto com o
grupo metoxila, doador de elétrons, aumenta a estabilidade do radical fenoxil e a
eficiéncia antioxidante do composto (CUVELIER; RICHARD; BERSET, 1992). Uma
segunda hidroxila na posicdo orto ou para, também aumenta a atividade
antioxidante. O acido caféico, que apresenta essa caracteristica, possui uma
atividade antioxidante maior do que o &cido ferulico (CHEN; HO, 1997). Vale
destacar que a agao sequestrante do composto parece estar relacionada aos grupos

hidroxil localizados na posicao para no anel aromatico.

Frente a diversidade da estrutura quimica dos compostos antioxidantes e de seus
mecanismos de acgdo, varios ensaios tém sido desenvolvidos para avaliar a
capacidade antioxidante de diferentes amostras. Alguns deles determinam a
habilidade dos antioxidantes para sequestrar radicais livres gerados no meio da
reacdo, outros, utilizando lipideos como substrato, avaliam a eficiéncia dos

antioxidantes em inibir a peroxidacao lipidica através da quantificacdo dos produtos
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da reacdo, como dienos conjugados e hidroperéxidos, bem como dos produtos de
decomposicao da peroxidacao lipidica (FRANKEL; MEYER, 2000; ANTOLOVICH et
al., 2002; GIADA; MANCINI-FILHO, 2004 ). Este fato impb6e a necessidade de
avaliar a capacidade antioxidante por varios ensaios, com mecanismo de acao

diferente.

Dentre os métodos que determina a habilidade dos antioxidantes para sequestrar
radicais, destacam-se aqueles que envolvem um radical croméforo, simulando as
espécies reativas de oxigénio, dos quais os mais utilizados sdo o DPPH® (1,1-difenil-
2-picrilnidrazill e o ABTS* [2,2’-azino-bis(3-etil-benzolina-6-sulfonado)]. Estes
métodos, por serem praticos, rapidos e sensiveis, sdo amplamente empregados
(ARNAO, 2000). O método que utiliza o DPPH?®, radical livre estavel, de cor violeta e
com banda de absorcdo em solugdo metandlica centrada em 517 nm, foi
inicialmente proposto por Blois (1958). Neste ensaio, 0 antioxidante reage com o
radical DPPH®, convertendo-o em sua forma reduzida. Nesta reacdo, a solugéo
metanodlica de DPPH?®, inicialmente de coloracédo violeta, torna-se descolorida e o
grau desta descoloracao indica a habilidade do antioxidante em sequestrar o radical
livre (MOLYNEUX, 2004). No método que usa o ABTS"™, radical croméforo
monocatidonico gerado pela oxidagdo do ABTS™ [2,2’-azino-bis(3-etil-benzolina-6-
sulfonado)] com persulfato de potassio, ocorre a abstracao do hidrogénio, doador de
elétrons, da substancia antioxidante pelo radical, promovendo a supressao da cor da

solucdo. O grau deste descoramento é usado para avaliar a atividade oxidante (RE,

et al.,1999; SILVA, et al., 1999).

Dentre os ensaios que utilizam lipidios como substrato destaca-se o do tiocianato

férrico, indice de peroxido e dienos conjugados. O método tiocianato férrico é
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utilizado para medir a quantidade de perdxido gerado durante a oxidacao de uma
solucdo de 4acido linoléico incubada sob aquecimento (50°C). Os peroxidos
formados, reagem com Fe?* dando origem ao Fe** que complexa com ions
tiocianato (SCN- ), tornando a solugcao avermelhada. A intensidade da cor vermelha
€ monitorada em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 500 nm (LIU; YAO,

2007).

O indice de peréxido € o método mais comum para determinar o estado oxidativo de
um oOleo. Entretanto, seu uso se limita aos estagios iniciais da oxidacao, uma vez
que quantifica produtos primarios da reacdo (ROSSEL, 1983 citado por TELLES,
2006). A quantificacdo dos peréxidos gerados tem como base duas de suas
propriedades: a) liberar iodo da solugdo de iodeto de potassio, b) oxidar fons Fe?+ a
Fe®+. O indice de perdxido é geralmente expresso em termos de miliequivalentes de
peréxidos por Kilograma do 6leo (AOCS, 2006). As principais fontes de erro do
método iodométrico sdo a absorcao de |, pelas duplas ligacoes e a liberacao de I, do
iodeto de potassio (Kl) pelo O? atmosférico. Além disso, os produtos medidos s&o
muito instaveis e o método €& bastante sensivel a temperatura ambiente

(ANTOLOVICH et al., 2002).

A medida da percentagem de acidos diendicos conjugados é um método alternativo
para monitorar a oxidacdo de 6leos, bastante usada na avaliacdo da oxidacao
lipidica (FARIA; ESPINOZA-ATENCIA, 1994). A formacao de dienos é proporcional
ao ganho de oxigénio e a formacao de peréxidos durante os estagios iniciais de
oxidacao de acidos graxos poliinsaturados (LUGASI et al., 1995). Nesta etapa, o

aumento de peréxidos ocorre paralelo ao incremento na absor¢ao da luz ultra violeta
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(UV) pelos dienos conjugados (HILST, 1999). Desta forma, apresenta correlagéo

satisfatéria com indice de peréxidos (NAWAR, 1985).

Uso de residuos agroindustriais na obtencao de antioxidantes naturais

Residuos agroindustriais resultantes do processamento de vegetais sao atraentes
fontes de antioxidantes naturais (MOURE et al., 2001). Estes subprodutos da
industria de alimentos, ainda, contém quantidade relevante de compostos fendlicos e
apresentam bom potencial antioxidante (LAPORNIK et al, 2005), fato constatado por
varios estudos. Gorinstein, et al., (2001) evidenciaram que cascas de limdes,
laranjas, e toranjas exibiam teor de fendlicos totais 15% superiores ao dos frutos.
Do mesmo modo, Li et al. (2005) relataram quantidade mais elevada de fendlicos em
cascas de roméa (249,4 mg .g™'), em comparagdo com a polpa desse fruto (24,4 mg.
g™"). O teor de fendlicos totais (232 mg.100g™ , em base seca) da polpa comestiveis
de banana (Musa cavendish) corresponde a cerca de 25% da quantidade desses
fitoquimicos presentes na casca (SOMEYA, et al , 2002). Soong e Barlow (2004)
relataram que os fendlicos totais de sementes de varias espécies de frutos, como

manga, “longan”, abacate, e jaca foram maiores do que os da polpa.

Quanto a acgado antioxidante de residuos agroindustriais, varios autores fazem
referéncia ao potencial antioxidante deste material. Extratos obtidos a partir de
sementes de uvas exibiram 75 a 90% de atividade antioxidante (JAYAPRAKASHA,
et al., 2001). O residuo de uva constitui uma importante fonte de polifendis, cujos
compostos majoritarios em extratos de cascas de uva sao as antocianinas, enquanto
que os dos extratos das sementes sao procianidinas (SHRIKHANDE, 2000).

Atividade antioxidante in vivo de extrato da semente de uva foi constatado por Sato
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(2001). Extrato metandlico de residuo agroindustrial de acerola (pele) exibiu uma
forte acdo antiradical frente ao DPPH e ao anion superéxido (OLIVEIRA, et al.,

2009).

Vale ressaltar que o volume de residuo produzido pela agroindustria é bastante
elevado. Este material sem ter utilizagdo comercial, muitas vezes transforma-se em
uma fonte de poluicdo ambiental. No caso das industrias brasileiras processadoras
de frutas tropicais, destaca-se aquelas, geralmente concentradas na Regiao
Nordeste do pais, que processam acerola para obtengédo de suco e polpa. Cerca de
34,40 mil toneladas de acerolas sdo processadas por ano, montante equivalente a
7,16% do total de frutas processadas, produzindo 18 mil toneladas de suco e polpa

desta fruta (ASTN e APEX, 2003).

A aceroleira (Malpighia emarginata DC), planta originaria da América Central e Norte
da América do Sul, teve sua difusdo mundial iniciada pelos espanhéis durante o
periodo de colonizagdo. Na regido Nordeste brasileira foi introduzida em 1955, no
Estado de Pernambuco através da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), a partir de sementes trazidas de Porto Rico (MARINO NETTO, 1986). Nos
anos 80 a UFRPE patrocinou e desenvolveu uma campanha de conscientizacao
sobre os valores nutricionais da acerola e suas possibilidades de uso. E provavel
que a maior parte das mudas plantadas no Brasil, tenha sido gerada a partir

daquelas primeiras matrizes (CHAVES, et al., 2004).

Em virtude da excelente adaptacdo ao solo e ao clima, o cultivo expandiu-se por
todo o pais, tornando o Brasil o maior produtor e consumidor de acerola do mundo

(SOUZA et al, 1999; ARAUJO; MINAMI, 1994). A principal regido brasileira
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produtora de acerola é a Nordeste, seguida da regido Sudeste com cerca de 70% e

15% da producéo brasileira, respectivamente (IBGE, 2000).

Os frutos da aceroleira, drupa de superficie lisa ou dividida em trés gomos, com
tamanho de 3 a 6 cm de didmetro, possui polpa carnosa e suculenta (Figura 9 a).
Estes frutos, quando maduros, apresentam coloracdo externa variando do
alaranjado ao vermelho intenso (GOMES, et al., 2002). Devido a sua coloracao
atrativa, semelhante a cereja européia foi denominada de “West Indian Cherry”
(COUCEIRO, 1985 apud SAO JOSE; ALVES, 1995). Esta fruta delicada por possuir
tecido protetor muito fino, amadurece rapidamente. Conhecida como “Cereja-das-
Antilhas” adquiriu importdncia mundial devido ao seu alto teor de vitamina C
(GONZAGA NETO; SOARES, 1994). Aliado a isto, apresenta potencial para
industrializacdo, podendo ser consumida sob forma de suco, compota, geléia, além
de ser utilizada no enriguecimento de sucos e de alimentos dietéticos

(CARPENTIERI-PIPOLO et al., 2002).

Em extrato metandlico de residuo de acerola (pele) Oliveira et al. (2009),
evidenciaram a presenca de significante quantidade de compostos fendlicos e forte
capacidade antioxidante, ratificando a afirmativa de que algumas frutas podem
potencialmente conter maior teor de fitoquimicos antioxidantes nas sementes e
peles do que na polpa dos frutos (GUO et al., 2003). Esta constatacdo motivou a
implementacao deste estudo, objetivando investigar a capacidade antioxidante deste

material com vistas a utilizacao de seu potencial como inibidor da oxidacgéao lipidica.



Figura 9 — (a) Fruto maduro da aceroleira (Malpighia emarginata D.C.),

(b) Residuos fresco de acerolas.
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RESUMO

Com objetivo de determinar o procedimento para a extracdo dos polifendis presentes
em residuo agroindustrial de acerola e investigar a sua capacidade de sequestrar o
radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) foram elaborados, de uma mesma amostra
e com extracdo sequencial, extratos hidroaceténico, hidroetanédlico, hidrometandlico
e aquoso. Os extratos obtidos, utilizando 03 ciclos de extracdo (20 minutos cada
ciclo) e duas temperaturas (25 + 2°C e 50 + 2°C), para cada solvente, foram
submetidos a determinacdo do teor de fendlicos totais e da capacidade de
sequestrar o radical DPPH. Dentre os extratos, independente da temperatura usada
no processo de extracdo, destaca-se o hidroacetbnico por ter apresentado o mais
elevado teor de fendlicos totais. No entanto, utilizando trés diferentes concentragdes
de fendlicos totais (10, 15 e 30 pg/mL), nao foi evidenciado diferengas na acao
antioxidante entre os extratos obtidos a 25°C e 50°C, exceto o hidrometandlico na
concentragdo de 10upg/mL. A cinética da reagdo dos extratos obtidos a 25°C
demonstrou a maior eficiéncia do extrato hidroetandlico, cuja acao foi semelhante a
do A&cido ascérbico, seguido pelo hidrometandlico e hidroacetbnico. Assim, o
procedimento envolvendo solventes organico-aquosos, trés ciclos de extragao e a
temperatura de 25°C se mostrou eficaz na extracao de significantes quantidades de
fendlicos totais (1.780,6 a 5.954,2 pg em equivalente de catequina. mL") e na
obtencdo de extratos com relevante capacidade de sequestrar o radical DPPH
(>70%). O residuo de acerola surge como uma fonte promissora de antioxidantes
naturais, no entanto, estudos adicionais sdo necessarios para testar sua acao

antioxidante em outras condi¢cdes experimentais.

Palavras chave: capacidade antioxidante, DPPH, fendlicos totais, residuo

agroindustrial, acerola
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ABSTRACT

This study was carried out to determine the procedure for extraction of polyphenols
from acerola agri-industrial waste and the extract used to determine the antioxidant
activity. hydroacetone, hydroethanolic and hydromethanolic extracts obtained
through a sequential extraction process, combining three extraction cycles (20
minutes each one) and two temperatures (25 + 2°C and 50 * 2°C), were submitted to
the determination of total phenolic and free DPPH (1,1-diphenyl-2-picrilhidrazil)
scavenging activity. The extracts showed high content of total polyphenols; however,
the hydroacetone extract exhibited the highest total phenolic content. The antioxidant
action of the extracts obtained through two temperatures was similar, except
hydromethanolic extract with 10pug/mL of the total phenolic. The kinetic reaction
showed that hydroethanolic extract was the most efficient and its action was
comparable with ascorbic acid. The procedure involving aqueous-organic solvents,
three extraction cycles at 25°C resulted in extracts with significant amounts of
phenolic total (1,780.6 to 5,954.2 pg catechin equivalent. mL™") and extracts with good
DPPH scavenging capacity (>70%). The waste of acerola can be considered as a
source of natural antioxidants; however, further studies are needed to test its

antioxidant action in other experimental conditions.

Key words: antioxidant capacity, DPPH, total phenolics, acerola, agri-industrial

waste.
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INTRODUCAO

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

Aliado ao aspecto nutricional e funcional do fruto, a acerola apresenta uma
elevada producdo e um forte potencial para industrializacdo, gerando residuo
agroindustrial que, geralmente, resulta em acumulo de lixo e impacto ambiental. Vale
destacar que as cascas e as sementes sao freqlentemente os maiores
componentes de varios frutos, e geralmente ndo recebem a devida atencdo. Neste
sentido, ndo ocorre o reaproveitamento ou a reciclagem deste material,
possivelmente, em decorréncia da falta de valor comercial (SOONG; BARLOW,
2004). Merece destaque, também, o teor de compostos com acdo antioxidante
presente nesses residuos, pois estudos tém revelado que as cascas e as sementes
de certos frutos exibem atividade antioxidante mais elevada do que a polpa, e que o
perfil dos fitoquimicos antioxidantes é diferenciado nestas partes do vegetal (GUO et
al., 2003; SOONG; BARLOW, 2004; AJILA et al., 2007).

Outro aspecto importante € o emprego de antioxidantes sintéticos pela
industria de alimentos, como os inibidores da oxidagéo lipidica de éleos, gorduras e
alimentos que os contém, cuja inocuidade tem sido questionada, aliado ao fato de
que os consumidores, preocupados com a saude, tém demonstrado interesse por

produtos naturais (PESCHEL et al., 2006). Desta forma, pesquisas estdo voltadas
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para a busca de compostos naturais que apresentem esta propriedade funcional,
com vistas a substituir ou reduzir o uso dos antioxidantes sintéticos. Neste contexto,
tem sido investigada a acdo antioxidante de sementes de citrus (BOCCO et al.,
1998); de casca de maca (WOLFE et al., 2003) e de sementes de uvas (MIELNIK et
al., 2006), entre outros. Entretanto, estudos relacionados a atividade antioxidante de
residuos de frutas tropicais e subtropicais sdo escassos.

Frente a elevada proporcéao de residuos de frutas provenientes das industrias
processadoras de polpa de frutas e o seu potencial antioxidante, torna-se relevante
investigar a capacidade antioxidante deste material. Assim, este trabalho teve por
objetivo determinar procedimento para a extracdo dos polifendis presentes no
residuo de acerola e investigar sua capacidade de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-

picrilhidrazil (DPPH?).

MATERIAL E METODOS

Material

Os residuos do fruto de acerola (casca e semente) foram cedidos, no més de
marco de 2008, por uma industria produtora de polpa congelada de frutas, localizada
na cidade de Recife/PE. Este material, coletado diretamente da linha de producao,
foi imediatamente transportado para Laboratério de Analises Fisico-quimicas de
Alimentos, do Departamento de Ciéncias Domésticas da UFRPE, onde foram
submetidos a secagem, 50°C, em estufa com circulacado de ar, até atingir umidade
igual ou inferior a 10%. Em seguida, os residuos desidratados foram triturados, em
multiprocessador, passados em tamis de 80 mesh para obteng¢do de um p6 uniforme
que foi acondicionado em sacos de polietileno, e mantido sob congelamento (-18°C)

durante o desenvolvimento dos experimentos.
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Métodos
Obtencgao dos extratos

Os extratos hidroaceténico, hidrometandlico, hidroetandlico e aquoso foram
obtidos de uma mesma amostra por extracdo sequencial, utilizando-se duas
temperaturas (25 = 2°C e 50 £ 2°C). Uma aliquota do residuo desidratado (20 g) foi
mantida, por 20 minutos, sob agitacdo permanente, em acetona a 80% (30 mL), nas
temperaturas testadas e em seguida, filtrada. O residuo desta filtracao foi submetido
ao mesmo processo de extragao por mais dois periodos de 20 minutos, totalizando
60 minutos de extracdo. Os filtrados resultantes foram combinados e o volume
ajustado para 100 mL. O residuo foi reutilizado para a extracdo com metanol a 80%
e, subseqlientemente, com etanol a 80% e agua nas condicdes acima descritas. Os
extratos obtidos foram acondicionados em recipientes tampados e mantidos sob
congelamento (-182C) até o momento das andlises. O processo de extracdo foi

efetuado em triplicata.

Fendlicos totais

A concentragdo dos compostos fendlicos totais foi determinada por
espectrofotometria, utilizando reagente Folin-Ciocalteau (Merck), segundo a
metodologia descrita por Wettasinghe e Shahidi (1999) e curva padrao de catequina.
Os resultados foram expressos em ug de fendlicos totais em equivalente de

catequina por mL do extrato.

Atividade antioxidante
A capacidade de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) dos extratos
foi determinada utilizando-se o método descrito por Brand-Williams et al. (1995),

modificado por Miliauskas et al. (2004). Extratos com diferentes concentragdes de
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fendlicos totais foram adicionados a solugdo de DPPH em metanol a 0,1M, atingindo
a concentracdo final de fendlicos totais de 10, 15 e 30 pg.mL™". Em seguida, apds
repouso de 20 minutos, a absorbancia foi medida a 515nm. A capacidade de
sequestrar o radical DPPH foi expressa em percentual, calculada em relacdo ao
controle (sem antioxidante).

Para avaliar a cinética da reacao, os extratos nas diferentes concentracdes de
fendlicos totais (10, 15 e 30 pg.mL™"), apés a adicdo da solucdo de DPPH® em
metanol a 0,1M, foram monitorados através do registro da absorbancia até que a
reacao atingisse um plat6é de estabilidade, e os percentuais de sequlestro calculados
foram plotados em funcédo do tempo da reacéo.

Como termo de comparacdo foi utilizada a capacidade de seqlestro do
radical DPPH® do BHT** e do acido ascoérbico, determinada nas condi¢cdes descritas.
Todas as determinacdes foram efetuadas em triplicata e os resultados submetidos a
analise de variancia e teste de Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o

programa “Statistic for Windows”.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de extracdo sequencial utilizando solventes de diferentes
polaridades e trés ciclos de extracdo para cada solvente possibilitou a extracao de
compostos fendlicos em quantidade variada (Tabela 1). Comparando a quantidade
de fendlicos extraidos pelos diferentes solventes utilizados, evidencia-se que,
independente da temperatura empregada no processo de extracdo, a solugdo de
acetona a 80% extraiu a maior quantidade de fendlicos totais. E possivel que a
superioridade da solucdo de acetona na extracdo destes fitoquimicos nao seja

mantida se a ordem dos solventes de extracdo for alterado. No entanto, isto ndo
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ocorreu na extracao de fendlicos de Camellia sinensis (L) O. Kuntz. A solugcédo de
acetona a 70% empregada em sequUéncia a solugdo hidrometandlica conseguiu
extrair o maior teor desses fitoquimicos (MANIAN, et al. 2008)

A eficiéncia da acetona, na extracdo de fendlicos totais, também foi
constatada por Xu e Chang (2007) ao evidenciarem que, em algumas variedades de
ervilha, a acetona a 50% extraiu a maior quantidade destes compostos, enquanto
que em lentilha, soja e duas variedades de feijao, os polifendis foram melhores
extraidos com acetona a 80%. Em cascas desidratadas de uma variedade de
tubérculo (Dioscorea alata), o etanol a 50% foi mais eficiente na extracdo dos
fendlicos totais, e 0os compostos presentes em cascas de duas variedades de
mangas foram mais bem extraidos com acetona a 80% (CHUNG et al., 2008; AJILA
et al., 2007). Em residuos agroindustriais de alcachofra, tomate e brécolis a maior
extracdo de fendlicos, também foi obtida com acetona a 80%, porém o metanol a
50% e o etanol a 50% foram mais eficazes na extracdo de fendlicos de residuos
agroindustriais de maga, morango, pepino e chicoéria (PESCHEL et al., 2006).

A solubilidade dos compostos fendlicos em um determinado solvente é uma
caracteristica peculiar do fitoquimico, o que explica a inexisténcia de um
procedimento universal e aponta para a necessidade de selecdo criteriosa do
método de extracdo para cada fonte natural de antioxidante. Neste sentido,
considerando que nos vegetais ha polifenbis com polaridade diversificada, para a
extragdo eficiente destes constituintes se faz necessario o uso de solventes com
diferentes polaridades. Solu¢cdes aquosas de etanol, metanol e acetona, entre
outras, sao freqlientemente usadas, em diferentes concentracdes, e a eficacia das
mesmas dependera da polaridade dos polifendis presentes na amostra, bem como
do grau de polimerizacao e da interagdo com outros constituintes (NACZK; SHAHIDI,

2004). Pérez-Jiménez et al. (2008) ressaltam que para a eficiéncia do processo de



73

extracdo deve-se combinar pelo menos dois ciclos de extracdo utilizando-se
solucdes de solventes organicos aquosos, com diferentes polaridades, de modo a

extrair compostos com diferentes estruturas quimicas.

Tabela 1: Teor de fendlicos totais em extratos de residuo agroindustrial de acerola
obtidos por trés ciclos de extragcdo sequencial para cada solvente e duas
temperaturas (25 + 2°C e 50 + 2°C)

Fendlicos Totais (ug em equivalente catequina. mL™)

Temperatura Extrato Extrato Extrato Extrato

de extracao  hidroacetonico hidrometandlico hidroetanélico aquoso

(80%) (80%) (80%) (100%)
5.954.2 + 1.408,4 + 1.780,6 + 922 17+
25°C
104,467 138,73 79,230 PA 51,23%A
5.305,6 + 1.248,3 + 1.654,6 + 952,73 +
50°C
193,15 2A 81,08* 49,43 60,73

Os valores referem-se a média + desvio padrao de trés determinacdes. Médias seguidas por letras
mailsculas iguais, nas colunas, e minlusculas iguais, nas linhas, ndo diferem estatisticamente entre si
pelo Teste de Duncan (p>0,05).

Estatisticamente, ndo houve diferenca entre os teores de fendlicos totais dos
extratos hidroetandlico e hidrometandlico, porém o extrato aquoso exibiu a menor
concentracdo destes constituintes, sendo, portanto, eliminado. A temperatura de
50°C néao incrementou a extracdo dos polifendis, indicando como adequado o
processo de extracao efetuado a 25 + 2°C.

Segundo Spigno et al. (2007), de maneira geral, o tempo e a temperatura de
extracdo sdo parametros a serem aperfeicoados a fim de diminuir o tempo e custo
do processo de extracdao. Alguns autores, embora concordem que a temperatura
podera favorecer a extracdo de alguns compostos, dentre eles os fendlicos,

ressaltam que também poderd desencadear a sua degradacdo com possivel

prejuizo da acao antioxidante (YILMAZ; TOLEDO, 2006; PINELO et al., 2005).
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Dentre 0s métodos quimicos empregados para avaliar a atividade
antioxidante, aquele que investiga a capacidade do composto ou do extrato em
seqUestrar o radical DPPH’ tem sido amplamente utilizado, por ser préatico e rapido
(BRAND WILLIAMS et al., 1995; BONDET et al., 1997; SANCHEZ-MORENO et
al.,1998; ESPIN et al., 2000). Sendo assim, aliquotas de cada um dos extratos foram
submetidas ao ensaio do DPPH®. Inicialmente, foi investigado o efeito da
temperatura empregada no processo de extracdo sobre a agdo antioxidante dos
extratos, cujo percentual de sequestro, atingido aos 20 minutos da reacgdo, €

apresentado na Tabela 2.

Tabela 2: Capacidade de sequestro do radical DPPH (%) pelo extrato
hidroaceténico, hidroetandlico e hidrometandlico de residuo agroindustrial de
acerola, obtidos com trés ciclos de extracao e duas temperaturas (25°C e 50°C).

10pug.mL"’ 15 pg.mL™’ 30 pg.mL™"
Extratos

25°C 50°C 25°C 50°C 25°C 50°C
Hidroacetdnico 52,99 + 59,39 <+ 60,79 <+ 73,01% 75,43 + 90,13 +

0,96° 0,15° 0,35 ° 0,10% 0,48% 0,822
Hidrometandlico 65,86 + 92,81+ 7123 + 9268 + 8311 + 91,08 *

0,37° 0,27° 0,96 % 0,512 0,31% 0,982
Hidroetanélico 93,78 + 9430 + 9410 + 9352 + 9365 + 91,00 *

0,612 0,572 0,582 0,802 0,29° 0,862

Percentual de sequestro exibido pelos extratos aos 20 minutos de reagédo. Os valores referem-se a
média + desvio padrao de trés determinagbes. Médias do mesmo extrato, contendo a mesma
concentracao de fendlicos totais, seguidas de pelo menos uma letra minuscula igual, na linha, nao
diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Duncan (p>0,05).

Ao comparar a capacidade de sequestro dos extratos, obtidos a 25°C e 50°C,
contendo a mesma concentragcdo de fendlicos totais, evidencia-se que apenas o

extrato hidrometandlico, na concentracdo de 10ug/mL, apresentou diferenca

significativa. Neste caso, o extrato obtido a temperatura 50°C exibiu
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significativamente maior percentual de sequestro do que o extrato obtido a 25°C. O
hidroetandlico, independente da concentracdo e da temperatura de obtencdo do
extrato, exibiu a maior capacidade de seqlestro do radical DPPH". Assim, evidencia-
se que a temperatura de obtencao dos extratos nao influenciou de forma marcante a
acao antioxidante dos extratos, corroborando para indicar como ideal o processo de

extracao efetuado a 25°C.

Os extratos obtidos por extracdo a 25°C foram analisados quanto a cinética
da reacao (Figura 1). A analise dos dados permite evidenciar que o extrato
hidroetandlico, nas trés concentragdes, exibiu o mais elevado percentual de
sequestro, estatisticamente semelhante a do acido ascorbico. Este extrato, aos 10
minutos da reagao, atingiu valores superiores a 90% de seqUiestro do radical DPPH".
Os extratos hidroacetdnico e hidrometandlico exibiram capacidade antioxidante
semelhante entre si, cujos percentuais de seqiiestro do radical DPPH®, nos primeiros
minutos de reacdo, foram inferiores a 50%, atingindo, aos 70 minutos da reacao,
valores superiores a 80%. A acao destes dois extratos foi inferior a do BHT que,
embora, tenha também exibido, nos primeiros minutos da reacdo, percentual de
sequestro abaixo de 50%, atingiu aos 20 minutos percentual superior a 80%. Assim,
considerando que o tempo de reacdao € um parametro importante na avaliacdo da
capacidade antioxidante (SANCHEZ-MORENO et al.,1998), pode-se afirmar que o
extrato hidroetandlico é mais eficiente em sequlestrar o radical DPPH® do que o
hidrometandlico e o hidroacetbnico.

A eficiéncia do extrato hidroetandlico dos residuos de acerola foi superior a de
outros residuos relatados na literatura. O extrato aquoso e etandlico de bagaco do
pendudculo do caju, nas concentragdes de 0,25 mg.mL e 0,5mg.mL, ap6s 30 minutos,

exibiram capacidade de seqliestro do radical DPPH® superior a 80%, enquanto que
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na concentracao de 0,125 mg.mL esta acao foi de 54% e 57%, respectivamente
(BROINIZI et al., 2007). Nadhlala et al.(2008) averiguando a capacidade de
seqUiestro do radical DPPH® de extrato da casca de alguns frutos (Flacourtia indica,
Uapaca kirkiana e Ziziphus mauriatina) detectaram que, aos 20 minutos da reacao, o
percentual de sequestro foi de 7,50%; 7,00% e 6,85%, respectivamente. Assim,
evidencia-se que os extratos dos residuos agroindustriais de acerola, em especial 0

hidroetandlico, exibem um forte potencial antioxidante.
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Figura 1: Cinética da capacidade de seqlestro do radical DPPH dos extratos
hidroacet6nico, hidrometandlico e hidroetandlico de residuo agroindustrial de acerola, e do
&cido ascorbico e BHT, como controle, na concentragéo final de 10pg.mL" (a); de 15pg.mL™
(b) e de 30ug.mL™" (c) de fendlicos totais, obtidos com trés ciclos de extracéo a 25°C.
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CONCLUSAO

O procedimento metodologico que envolve solventes organico-aquosos, trés
ciclos de extracdo e temperatura de 25 + 2°C mostrou-se eficaz para extrair
quantidade significativa de polifendis a partir de residuos de acerola. Todos os
extratos exibiram agéo antioxidante, com destaque para o extrato hidroetandlico que
se mostrou mais eficiente em seqiestrar o radical DPPH’, no entanto estudos
adicionais sao necessarios para testar a agao antioxidante destes extratos em outras
condigbes experimentais. Frente ao potencial antioxidante, residuos de acerola

surgem como uma fonte promissora de antioxidante natural.
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Resumo

Com o objetivo de avaliar a capacidade antioxidante de residuo agroindustrial de
acerola, extratos hidroacetbnico, hidrometanélico e hidroetandlicos, obtidos por
processo de extracdo sequencial, foram submetidos a determinacdo do teor de
fendlicos totais e da atividade antioxidante em sistema modelo e em 6leo de soja.
Desta forma, foi determinada a capacidade dos extratos de sequestrar os radicais
DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) e ABTS (2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico), e de inibir a peroxidagdo do &acido linoléico pelo método Tiocianato
Férrico. Para o teste acelerado em estufa, o 6leo acrescido dos extratos (200ppm)
foram incubados a 60°C, durante 28 dias, e ao em intervalos regulares de tempo
foram determinados o indice de peréxido e dienos conjugados. Os extratos
hidroetandlicos e hidrometandlico exibiram forte capacidade de sequestro do radical
DPPH (baixo valor de ECsy € de Tecso, alta EA), elevada capacidade de sequestro
do radical ABTS (1.445,1 e 1.1455uMol TEAC/g, respectivamente), elevado
percentual de inibicao da peroxidacdo do acido linoléico (96,12% e 91,84%
respectivamente). Estes extratos, também, apresentaram capacidade em retardar
formagao de peroxidos e de dienos conjugados. O solvente hidroaceténico embora
tenha propiciado a extracdo de uma maior quantidade de fendlicos totais, a acéo
antioxidante deste extrato foi inferior a exibida pelos extratos hidroetandlico e
hidrometandlico que, nas condi¢coes experimentais utilizadas, exibiram a melhor

acao antioxidante, tanto em sistema modelo com no teste acelerado em estufa.

Palavras-chave: DPPH, ABTS, Tiocianato férrico, indice de perdxido, dienos

conjugados, residuo de acerola
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Abstract

This study was carried out to evaluate the antioxidant capacity of the agri-industrial
waste from acerola. Hydroacetone, hydroethanolic and hydromethanolic extracts
obtained through a sequential extraction process were submitted to the determination
of total phenolic and antioxidant activity in model system and in soybean oil. Thus,
the extracts were screened for their free DPPH (1,1-diphenyl-2-picrilhidrazil) and
ABTS (2,2 '-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina 6-sulfonic acid) scavenging activity and
their effect on the linoleic acid peroxidation by the ferric thiocyanate method.
Soybean oil with the addition of the extracts (200ppm) were submitted to an
accelerated storage test in an oven at 60°C for 28 days, where sample were taken at
time intervals and analyzed for peroxide value and conjugated dienes.
Hydroethanolic and hydromethanolic extracts exhibited good DPPH scavenging
activity (low value of ECsp and Tgcso, high value of EA), good ABTS scavenging
capacity (1.445,1 e 1.145,5uMol TEAC/qg, respectively), high percentage of inhibition
of peroxidation of linoleic acid (96.12% and 91,84%, respectively). These extracts
showed the ability to retard the formation of peroxides and conjugated dienes.
Although, the hydroacetone extract has exhibited the highest total phenolic content,
the antioxidant action of this extract was less than shown by hydroethanolic and
hydromethanolic extracts that, under the experimental conditions, exhibited the best

antioxidant activity, both in model system and in soybean oil.

Key words: DPPH, ABTS, ferric thiocyanate, peroxide value, conjugated dienes,

acerola waste
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1. Introducao

Do ponto de vista nutricional, os lipidios sdo importantes nutrientes que, além
de veicular vitaminas lipossoluveis, fornecem energia ao organismo. Em funcao de
sua natureza quimica, estas moléculas estdo sujeitas a reacdes de oxidacdo que
promovem alteracdo do sabor e odor, bem como, do valor nutritivo dos alimentos.
Desta forma, a oxidacao lipidica, considerada um processo autocatalitico, uma vez
que os produtos iniciais da reacdo propiciam a propagacdo em cadeia, deve ser
prevenida de modo a minimizar os efeitos adversos e aumentar o tempo de vida util
dos produtos alimenticios (KRING; BERGER, 2001).

A industria de alimentos, visando proteger os lipidios da degradacgao
oxidativa, vem fazendo uso de aditivos antioxidantes, isolados ou em combinacgdes,
sendo os mais amplamente empregados o butil-hidroxianisol (BHA), butil-hidroxituelo
(BHT), butil-hidroquinona terciaria (t-BHQ) e propil galato (PG). No entanto, no inicio
dos anos 80, frente aos questionamentos sobre a inocuidade desses antioxidantes
e da comprovacgao de que, em doses elevadas, poderiam causar diversas alteragdes
em animais, instituiu-se em diversos paises regulamentacao para o seu uso, e deu-
se énfase a busca por antioxidantes naturais (DURAN; PADILLA, 1993; MADHAVI et
al., 1995 YILDRIM; MAVI; KARA, 2002).

Neste contexto, varios fitoquimicos com acao antioxidante, com destaque
para os compostos fendlicos, tém sido isolados de extratos de diferentes partes de
plantas, tais como, sementes, frutas, folhas, caule e raizes (MIRANDA et al., 2001;
MANCINI-FILHO, et al., 1998; KLIMCZAK, et al 2002; MALECKA, 2002; SCHMIDT,
et al 2003; SCHWARZ et al., 2001). Vale ressaltar que algumas frutas podem conter

um teor mais elevado de compostos antioxidantes nas sementes e peles do que na
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polpa, e, em geral o perfil desses fitoquimicos é diferenciado nestas partes do
vegetal (GUO et al., 2003).

Outro aspecto importante é a elevada producédo brasileira de residuos
agroindustriais, por ser um pais de grande atividade agricola. No caso da acerola, a
industria processa cerca de 34,40 mil toneladas, montante equivalente a 7,16% do
total de frutas processadas, produzindo 18 mil toneladas de suco e polpa (ASTN;
APEX, 2001). Como consequiéncia sdo geradas grande quantidades de residuos,
material organico sem utilizagdo comercial, que muitas vezes transforma-se em uma
fonte de poluicado ambiental.

Em diversos centros de pesquisa evidencia-se uma crescente busca de
alternativas para utilizacdo da matéria organica gerada pelas agroindustrias
(CATANEDO, et al. 2008). O aproveitamento desses residuos como uma opg¢ao para
a extracdo de componentes bioativos vegetais que poderiam ser utilizados na
industria alimenticia, farmacéutica e cosmética seria uma forma eficiente, de baixo
custo e que diminuiia o impacto ambiental (MAKRIS; BOSKOU;
ANDRIKOPOULOS, 2007). Além disso, constituiria uma alternativa viavel para
explorar os compostos antioxidantes de residuos provenientes do processamento de
suco de frutas tropicais (OLIVEIRA, et al. 2009).

Assim, considerando que em residuo agroindustrial de acerola foi constatada
quantidade significante de compostos fendlicos com forte capacidade antioxidante
(OLIVEIRA, et al. 2009), e a alta producéo de residuo a partir do processamento
dessa fruta, este trabalho teve como objetivo investigar a capacidade antioxidante
deste material com vistas a utilizagcdo de seu potencial como inibidor da oxidacéo

lipidica.
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2. Material e Métodos

2.1 Preparacao da amostra

Os residuos do fruto de acerola (casca e semente) foram cedidos pela
FRUTOTAL, industria produtora de polpa congelada de frutas, localizada na cidade
de Recife/PE. No Laboratério de Andlises Fisico-quimicas de Alimentos, do
Departamento de Ciéncias Domeésticas da UFRPE, os residuos foram submetidos a
secagem, a 50°C, em estufa com circulacdo de ar, até atingir umidade igual ou
inferior a 10%. Em seguida, os residuos desidratados foram triturados, em
multiprocessador, passados em tamis de 80 mesh para obteng¢do de um pd uniforme
que foi acondicionado em sacos de polietileno, e mantido sob congelamento (-18°C)

durante todo o desenvolvimento dos experimentos.

2.2 Extracao

Os extratos hidroacetdnico, hidrometandlico e hidroetandlico foram obtidos por
extracdo sequencial, em temperatura ambiente (25 + 2°C). Uma aliquota do residuo
desidratado (20g) foi mantida, por 20 minutos, sob agitacdo permanente, em
acetona a 80% (30mL) e, em seguida, filtrada. O residuo desta filtracdo foi
submetido ao mesmo processo de extracdo por mais dois periodos de 20 minutos,
totalizando o tempo de extracdo de 60 minutos. Os filtrados resultantes foram
combinados e o volume ajustado para 100 mL. O residuo da filtracao foi reutilizado
para a extracdo com metanol a 80% e, subseqientemente, com etanol a 80% nas

condigbes acima explicitadas. Os extratos foram acondicionados em recipientes
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tampados e mantidos sob congelamento (-18°C) até o momento das andlises. O

processo de extracao foi efetuado em triplicata.

2.3 Determinacao dos fendlicos totais

A concentragdo dos compostos fendlicos totais foi determinada por
espectrofotometria, utilizando reagente Folin-Ciocalteau (Merck), segundo
metodologia descrita por Wettasinghe e Shahidi (1999) e curva padrao de catequina.
Os resultados foram expressos em pg de fendlicos totais em equivalente de

catequina por mL do extrato.

2.4 Avaliacao da atividade antioxidante
a) Capacidade de seqliestro do DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)

A capacidade dos extratos de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
(DPPH) foi determinada utilizando o método descrito por Brand-Williams et al.
(1995), modificado por Sanchez-Moreno, Larrauri e Saura-Calixto (1998). Extratos
com diferentes concentracdes de fendlicos totais foram adicionados a solugcédo de
DPPH em metanol (0,1M), atingindo a concentracao final de 10, 15 e 30 ug de
fendlicos totais. mL™. A absorbancia a 515 nm foi monitorada, em espectrofotémetro
(Shimadzu UV-1650PC) até a reacao atingir o platd. A concentracdo do DPPH
remanescente no meio da reacgao foi calculada a partir da curva padrdao do radical
DPPH, e o percentual de DPPH remanescente (DPPH,em%) de cada concentracao

do extrato foi calculado utilizando a seguinte expressao:

% DPPHgem = DPPH {/ DPPH 1.0 100
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Onde: DPPH ; é concentracao do radical DPPH no tempo em que a reacéao atingiu o

platd; DPPH 1_o é concentragao inicial do DPPH (tempo 0 da reacao)

Em seguida, a concentracao eficiente para diminuir em 50% a concentragao inicial
do DPPH (ECs) foi calculada a partir do grafico da concentracdo da amostra (g de
fendlicos totais da amostra. g DPPH") versus DPPHgen%. cujo resultado foi
expresso em g de fendlicos totais do extrato por g de DPPH. A eficiéncia antiradical
(EA) foi calculada considerando o valor de ECsy € 0 tempo em que foi atingido o

ECso (Tecso), conforme expressao abaixo:

EA=1/ECs0.Tecs0

Como termo de comparacdo foi utilizada a capacidade de sequestro do
radical DPPH do BHT e do &cido ascorbico, determinada nas condi¢gdes acima

descritas.

b) Capacidade de seqlestro do radical ABTS'™ (2,2’-azino-bis-(3-

etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)

A capacidade de sequestro do radical 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico (ABTS™) foi determinada segundo o método descrito por RE et al.
(1999). O radical ABTS"" foi gerado a partir da reacdo da solucdo aquosa de ABTS
(7 mM) com 2,45 mM de persulfato de potassio. Esta solugao foi mantida ao abrigo
da luz, em temperatura ambiente por 16h. Em seguida, a solucdo do radical foi
diluida em etanol até obter uma medida de absorbancia de 0,7 + 0,05, em
comprimento de onda de 734 nm. Os extratos com diferentes concentracdes de

fendlicos totais foram adicionadas a solugdo do ABTS™, atingindo concentracéo final
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de 10, 15 e 30ug, e a absorbancia medida, apds 6 minutos, em espectrofotometro
(Shimadzu UV-1650PC). A capacidade antioxidante da amostra foi calculada em
relagio a atividade do antioxidante sintético Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico), nas mesmas condicées, e os resultados foram
expressos em atividade antioxidante equivalente ao Trolox (uMol TEAC.g" de

fendlicos totais do extrato).

c)- Atividade antioxidante em emulsao de acido linoléico

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada utilizando o método
Tiocianato descrito por Jayaprakasha, Shigh e Sakariah (2001). A emulsao do acido
linoléico foi preparada homogeneizando 0,28g de acido linoléico, 0,28g de Tween
20, como emulsificante, e 50mL de tampéao fosfato 0,2 M (pH 7,0). Aliquotas dos
extratos, com concentracdo final de fendlicos totais de 125 ppm, foram
individualmente misturadas com 2,5mL da emulsédo do &cido linoléico e 2,5mL
tampao fosfato 0,2 M (pH 7,0), acondicionadas em frasco de vidro ambar, com
tampa rosqueavel, e encubada em estufa com circulagcao de ar a 50°C £ 0,5. Em
periodo regular de tempo (a cada 7 dias), 0,1 mL desta solucao foram retirados e
adicionados a 5 mL de etanol 75% (v/v), 0,1 mL de tiocianato de aménio 30% (p/v) e
0,1 mL de cloreto ferroso 0,02 M em HCI 3,5%. Apds, exatamente 3 minutos a
temperatura ambiente (25,0 + 0,5°C) foi medida a absorbancia a 500nm, em
espectrofotometro Shimadzu UV-1650PC. O experimento foi encerrado no momento
em que o controle (amostra sem adicao de antioxidante) atingiu um valor maximo de
absorbancia. O grau da inibicdo da peroxidacao do acido linoléico foi calculado

usando expressao algébrica:
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% inibicao = [abs. média final do controle - abs. Média final da amostra] x100

abs. média final do controle.

Como termo de comparacdo foi utilizada a acdo antioxidante do BHT e acido

ascérbico (100ppm), determinadas nas mesmas condi¢coes acima descritas.

d) Atividade antioxidante em 6leo de soja: indice de peroxidos e Dienos
conjugados.

Aliquotas dos extratos foram individualmente acondicionadas em vidro &mbar, com
tampa rosqueéavel, contendo 50 mL de 6leo de soja refinado, isento de antioxidante
sintético e de acido citrico, gentiimente cedido pela Bunge alimentos S.A., atingindo
a concentracao final de fendlicos totais de 200ppm. Para a incorporacdo dos
extratos foi adicionado emulsificante Tween 20 ao Oleo. Amostras controle
constituidas por 6leo adicionado de BHT (200 ppm), de acido ascérbico (200ppm) e
de 6leo sem adicdo de antioxidante foram preparadas e, juntamente com as
amostras testes, incubadas em estufa a 60°C por 28 dias. Em seguida, aliquotas
foram retiradas em diferentes intervalos de tempo (0, 7, 14, 21, e 28 dias) e
submetidas a determinacdo do indice de peroxidos por titulagdo com solucédo de
tiosulfato de sodio de acordo com o método (Cd 8-53) da AOCS (2006), e de dienos
conjugados por método espectrofotométrico (Ti 1a-64) descrito na AOCS (2006). Os
resultados foram expressos em meq.de peréxido.Kg™' de 6leo, e em porcentagem de

acidos diendicos, respectivamente.
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2.8 Analise estatistica.

Todas as determinagdes foram efetuadas em triplicata e os dados submetidos
a analises de variancia e teste de Ducan ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando

o programa “Statistic for Windows”.

3. Resultado e Discussao

O extrato hidroacetbnico apresentou o mais elevado teor de polifendis,
superior estatisticamente aos demais extratos (Tabela 1). Evidencia-se, portanto,
que a maioria dos compostos fendlicos presentes no residuo agroindustrial de
acerola foi solubilizada em acetona a 80%. Oliveira et al (2009) relatam que o extrato
metandlico de residuo de acerola (pele) apresentou teor de polifendis de 681mg
100g™, inferior ao deste estudo. Esses autores ressaltam que o extrato metandlico
continha, aproximadamente, 2 e 10 vezes mais fendlicos totais do que os extratos de
maracuja e abacaxi, respectivamente.

Diversos solventes, como o metanol, etanol, acetona, propanol, acetato de
etila e dimetilformamida, tém sido comumente utilizados na extragéo de fendlicos em
frutas e seus residuos (ANTOLOVICH, et al, 2000; LUTHRIA; MUKHOPADHYAY,
2006). Alonthman et al (2008) empregando etanol, acetona, metanol e agua, em
diferentes concentragdes (50, 70, 90%), como solventes extratores, evidenciaram
que a acetona (50%) e etanol (70%) extrairam maior teor de polifen6is em abacaxi,
enquanto que em goiaba o maior rendimento de fendlicos foi obtido com acetona e
etanol a 90%. Em residuo de uva da variedade COUDERC13 e Pinot Gris, o teor de
fendlicos do extrato de acetona variou de 109,64 a 207,80 e 370,17 a 420,61 mg
acido galico 1007'9, respectivamente (CATANEOQ, 2008). Teor inferior foi encontrado

em extrato de metanol a 60% de semente e casca de manga (RIBEIRO et al., 2008).
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A extracdo dos polifendis em materiais de origem vegetal é influenciado pela
solubilidade dos compostos no solvente empregado no processo de extracdo. Sendo
assim, a polaridade do solvente extrator tem papel fundamental na solubilidade
destes compostos (NACZK; SHAHIDI, 2006). Normalmente, solventes menos
polares sdo considerados mais adequados para a extragdo de polifendis lipofilicos
(ALONTHMAN, et al 2008). Solvente hidroacetdnico, geralmente, é apontado como
um bom sistema de solvente para a extracdo de antioxidantes polares (LU e
FOO,1999; LUXIMON-RAMMA, et al 2003, SUN et al., 2002). Merece destaque a
ampla utilizagdo do etanol como solvente extrator, possivelmente por existir em
vegetais uma gama de polifendis solluveis em solvente hidroetandlico, além de ser

um solvente bem tolerado em modelos para consumo humano.

Tabela 1: Teor de fendlicos totais em extratos de residuo agroindustrial de acerola
obtidos por trés ciclos de extragdo sequiencial para cada solvente e em temperatura
ambiente (25 + 2°C)

Fenolicos Totais (ug em equivalente catequina. mL™)

Extrato Extrato Extrato
hidroacetonico hidrometanolico hidroetanolico
5.954,2 + 104,462 1.408,4 + 138,73° 1.780,6 + 79,23°

Os valores referem-se a média + desvio padrao de trés determinacdes; as médias seguidas por letras
iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (p>0,05).

Determinacao da capacidade de sequiestrar radicais livres

e Sequestro do Radical DPPH

O valor ECsg esta inversamente relacionado a atividade antiradical. Sendo
assim, o extrato que apresenta alto potencial em sequestrar radicais livres possui

baixo valor de ECsy (ROESLER, et al, 2007). Desta forma, evidencia-se que 0s
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extratos hidroetandlico e hidrometandlico, com os mais baixos valores de ECso,
exibiram a melhor capacidade de sequestro do radical DPPH, cuja acgédo foi
estatisticamente semelhante a do acido ascorbico. A menor agdo antioxidante foi
exibida pelo extrato hidroaceténico, sem contudo, diferir significativamente do BHT
(Tabela 2). Elevado potencial em sequestrar os radicais livres foi observado por
Samotyja e Malecka (2007), em extratos comerciais de alecrim, soluvel em agua e
em Obleo, e extrato etandlico de semente de “blackcurrant” com valor de ECsy de
0,106, 0,143, e 0,103g de antioxidante/g DPPH, e uma eficiéncia antiradical de 0,45,
0,25 e 0,35, respectivamente.

Considerando que o poder antioxidante € resultante da capacidade do
composto ou do extrato em atuar rapidamente, em baixa concentragédo, prevenindo
ou retardando a reacao de autoxidacao, se faz necessario utilizar outros parametros,
além de ECsg, para melhor avaliar a capacidade antioxidante de uma amostra. Neste
sentido, Sanchez-Moreno, Larrauri e Saura-Calixto (1998), estabeleceram o Tecso €
EA como parametros de avaliacao da capacidade antioxidante em ensaio de DPPH.
Segundo estes autores, o comportamento cinético de um antioxidante, baseado no
valor de Tgcso pode ser classificado em rapido (Tecso < 5 minutos), intermediario
(Tecso = 5 a 30 minutos) ou lento (Tecso > 30 minutos), € no que se refere a eficiéncia
antiradical, o valor de EA permite classificar o antioxidante em baixa (EA < 1), média
(EA >1 e<5), alta (EA >5 e < 10) ou super alta (EA >10) capacidade de sequestro
do radical DPPH.

Desta forma, tendo como base as escalas de classificagdo acima citadas,
evidencia-se, na Tabela 2, que o extrato hidroetandlico, a semelhanca do &cido
ascérbico, reagiu rapidamente com o radical DPPH (Tecso < 5 minutos), enquanto
gue os demais extratos foram considerados de velocidade intermediaria (Tecso = 5 a

30 minutos). Quanto a eficiéncia antiradical, o extrato hidroetanélico (EA >5e <10) e
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o acido ascérbico (EA >10) foram classificados, respectivamente, em alta e super
alta eficiéncia antiradical, enquanto que hidrometandlico foi considerado com média
eficiéncia (EA >1 e £ 5), e o extrato hidroacetonico, juntamente com o BHT, com
baixa eficiéncia. Assim, o extrato hidroetandlico, por ter como caracteristica baixo
valor de ECsp e de Tgcso € alta EA, exibe um forte poder antioxidante frente ao

radical DPPH.

TABELA 2. Valores de ECsy, de Tecso € classificacdo cinética e antiradical de
extratos de residuo agroindustrial de acerola

ECso
(g fendlicos
Amostras totais . Tecso Classificacao EA Classificacao
gDPPH™) (min) cinética antiradical
b intermediario 0,49° -
Hidroacetonico 0,24 + 0,02a 8,57 £ 0,81 a Baixo
b rapido 7,81°

Hidroetandlico  0-16 £0,01° 0,8 £0,59° P Alto

0,17 £0,01° 542+0,01> Intermediario 1,08° Médio

Hidrometandlico
BHT 02+001% 1812+0612 intermedidrio 0,28 Baixo
Acido ascorbico 0,15+ 0,02° 0,57 +0,01° rapido 11,69  Super alto

Os valores referem-se & média + desvio padrao de trés determinacdes; as médias seguidas por letras
iguais, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Ducan (p>0,05).Tgcso- tempo
necessario para atingir o valor de ECs; EA= eficiéncia anti-radical = 1/ECsy. Tecso -

e Seqliestro do Radical ABTS™

A capacidade de seqliestro de radicais livre ABTS"™ dos extratos de residuo
agroindustrial de acerola encontra-se na Tabela 3. Evidencia-se que esta acao foi
diferenciada entre os extratos, cujos valores médios de TEAC variou entre 159,38 e
1.445,1uMol TEAC/g. O extrato hidroetandlico exibiu a mais elevada capacidade de
sequestro, seguido pelo hidrometandlico, cuja acdo foi superior a do extrato

hidroacetbénico, BHT e 4&cido ascérbico. A acdo antioxidante dos extratos
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hidroetandlico e hidrometandlico de residuo de acerola foi superior a de extratos de
bagaco de duas variedades de uvas determinada por Cataneo, (2008) (463,46 e
98,92uMol TEAC/g) e por Soares et al (2008) (0,89 e 1,57 uMol TEAC. g-'), e
semelhante a do extrato hidrometandlico obtido a partir da améndoa do caroco da
manga (1.397. uMol TEAC. g-') (SOONG; BARLOW, 2004). No entanto, extratos
etanodlicos de cascas de frutas originarias da Tailandia exibiram valores médios de
capacidade de seqiiestro do radical ABTS entre 207.000 a 4.590.000 pMol. g, com
destaque para roma (Punica granatum) e “long-gong” (Lansium domesticum) por
terem apresentado, respectivamente, a maior e a menor capacidade antiradical

(OKONOGI et al 2007).

TABELA 3. Capacidade de seqUestro do radical livre ABTS"* dos extratos de residuo

agroindustrial de acerola

Atividade antioxidante

Amostras (uMol TEAC.g™).
Hidroacetonico 291,71 +20,90°
Hidroetandlico 1.445,1 + 73,072

Hidrometandlico 1.145,5 + 45,812
BHT 159,38 + 4,76°
Acido ascérbico 564,32 + 45,49%°

Os valores referem-se a média * desvio padrdo de trés determinacoes; Médias seguidas por letras
iguais nao diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Ducan (p>0,05).TEAC= Atividade
antioxidante em equivalente de trolox (6min)

e Inibicao da peroxidacao do acido linoléico - Método Tiocianato Férrico

O efeito antioxidante dos extratos sobre a inibicdo da peroxidacdo do acido
linoléico, avaliado por meio do método tiocianato férrico, encontra-se apresentado na
Figura 1. Os hidroperdxidos gerados durante a oxidagao do acido linoléico reagem
com o sulfato ferroso, dando origem ao sulfato férrico e, em seguida, ao tiocianato

férrico, de cor vermelha sangue, que € monitorada espectrofotometricamente. Apos
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o periodo de incubacao (288h), observa-se que a densidade otica (DO) maxima
atingida pelo controle (amostra sem adicao de antioxidante) foi de 1,1, momento em
que foi interrompido o0 ensaio, uma vez que apds este tempo ocorreu um decréscimo
da densidade o6tica desta amostra. Segundo Hua-Ming, Koji, Fumio e Nokihara
(1996), o decréscimo da densidade ética revela que ocorreu interrupg¢ao da oxidacao
em decorréncia da nao disponibilidade do acido linoléico no meio da reacdo e do

surgimento de produtos secundarios oriundos da degradacao dos hidroperéxidos.

Os extratos hidroetandlico e hidrometandlico exibiram a mais elevada
atividade antioxidante, cujo percentual de inibicdo da peroxidagéo do acido linoléico,
ao final do ensaio (288h) foi de 96,12% e 91,84%, respectivamente, sem contudo,

diferir estatisticamente da acao exibida pelo extrato hidroaceténico, BHT e &acido

ascorbico.
1,4
1,2
: /
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FIGURA 1. Atividade antioxidante de extratos de residuo agroindustrial de acerola, BHT e acido

ascorbico (125ppm) pelo método tiocianato férrico.

A acdo antioxidante do extrato hidroetandlico do residuo agroindustrial de
acerola foi superior a dos extratos de semente de uva, obtidos com o uso de

acetona, metanol e quatro diferentes concentragdes de acetato de etila, relatada por
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JAYAPRAKASHA et al. (2001). Esses autores ressaltam que dentre os extratos
estudados, o obtido com acetato de etila e agua (17:3) apresentou, ao final de 100h,
0 mais elevado percentual de inibicdo da peroxidagédo do acido linoléico (86%). Liu e
Yao (2007) avaliando a agédo antioxidante de extratos de cevada obtidos com o
emprego de varios solventes extratores (metanol a 70%, etanol a 70% e acetona a
70%), evidenciaram que o extrato hidroacetbnico exibiu o maior percentual de
inibicdo da oxidagdo do acido linoléico. A composicao dos extratos, referente aos
compostos fendlicos, justifica as diferencas na acédo antioxidante apresentadas pelos

varios extratos.

Atividade antioxidante em éleo de soja
a) indice de peroxidos

O efeito de antioxidante dos extratos de residuo agroindustrial de acerola
sobre a oxidacdo de 6leo de soja acondicionado em estufa a 60°C encontra-se
apresentado na Tabela 4. Observa-se que o indice de peroxido aumentou em todos
os tratamentos durante o periodo de encubacédo, atingindo valores mais elevados na
amostra controle (6leo sem adicao de antioxidante). podendo este fato ser justificado
pelo desenvolvimento de produtos primarios da oxidacado dos lipideos (ANGELO;
JORGE, 2008).

O extrato hidroetandlico exibiu maior acao de protecdo do bleo contra a
oxidacao, uma vez que propiciou a menor formacao de perdxidos, cuja acédo, aos 28
dias, foi estatisticamente semelhante a do extrato hidrometandlico, porém superior a
do hidroacetdénico e a dos antioxidantes sintéticos. As normas brasileiras que
regulamentam a adequacéao de 6leo de soja refinado para consumo (portaria 482/99-

ANVISA), estabelecem o maximo de 10meg/kg de indice de peréxido (BRASIL,
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1999). Os extratos de residuos de acerola foram eficazes em retardar a oxidacao do
6leo de soja até o 14° dia, uma vez que mantiveram o indice de peréxido abaixo
desse limite.

Diferentes concentracdes de extrato metandlico de alho (250, 500, 1000ppm),
mostraram-se efetivas na protecao de éleo de girassol (teste em estufa, a 65°C, por
24 dias) contra a oxidagao, no entanto a concentracao de 1000ppm mostrou-se mais
eficiente (IQBAL; BHANGER, 2007). Anwar et al, (2007) evidenciaram que o extrato
hidrometandlico (80%) de folhas de moringa oleifera, na concentracao de 600ppm,
foi bastante eficiente em retardar a peroxidacdo do éleo de girassol acondicionado
em temperatura ambiente por 60 dias. Assim como a adicao de extrato de farelo de
arroz (600mg.kg™), de alecrim (200 - 500ppm) e de semente de blackcurrant
(3000ppm) retardou de forma eficiente a formacgéao de perdxido em 6leo de girassol
(CHATA et al, 2006; SAMOTYJA; MALECKA, 2007). Suja et al., (2004) relatam que
a adicao de diferentes concentracdes de antioxidantes naturais e de antioxidantes
sintéticos (200ppm) protegeu o 6leo de girassol refinado, durante o teste em estufa a
60°C, por 15 dias. A amostra tratada com 100ppm de TBHQ apresentou valor de
peréxido de 15,8 meq. Kg'. Em ensaios em estufa a 63°C, a oxidacdo do 6leo de
soja adicionado de extratos etanélicos de alecrim (500mg.kg”), de orégano
(1000mg.kg™') e de antioxidantes sintéticos TBHQ (100 e 20mg.kg”") e BHA+BHT
(200mg.kg™") foi retardada, porém os extratos naturais ndo atingiram a eficiéncia do

TBHQ (ALMEIDA-DORIA e REGITANO-D'ARCE, 2000).
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Tabela 4. Efeito da adicao de extrato de residuos de acerola (200ppm de fendlicos totais) na

formacéo de perdxidos (meq.kg™) em 6leo de soja acondicionado a 60°C

Tempo de incubacao (dias)

Tratamentos

0 7 14 21 28
Extrato 1,33 + 460+ 9,40+ 16,13+ 21,40+
hidroacetdnico 0,23%  0,32%8 (088"  1,25"8C 1,44%
Extrato 1,33 + 213+ 727+ 12,00 14,2
hidroetanélico 0,23 0,13 0,428 +1,08°°  +1,30%
Extrato 1,33 + 3,07+ 9,07+ 15,33+ 19,47 +

hidrometandlico 0,23 A 0,44°® 0,37°A 1,27PABC 1,3138C
1,33 + 8,87+ 15,40 + 2413 + 28,80 +

Controle 0,23%F  0,82°% 152"  144%  {00%
1,33 + 513+ 987+ 21,00+ 26,0 +

BHT 0,23°* 0,228 097" 1,478 1,59%8
1,33 ¢ 487+ 1287+ 21,13+ 2280+

AA 0,23 0,72¢48 215" 2,628 2,328

Os valores referem-se a média * desvio padrdo de trés determinacoes; Médias seguidas por letras
mindsculas iguais, na linha, e por letras maiusculas iguais, na coluna, ndo diferem estatisticamente
entre si pelo Teste de Ducan (p>0,05). AA: 4cido ascérbico; BHT: Butil hidroxitolueno; controle: 6leo
sem adicdo de antioxidante.

Dienos Conjugados

A determinacéo de dienos conjugados € um método utilizado para medir o estado
oxidativo de 6leos, e, portanto um indicador da eficacia dos antioxidantes (YOON, et
al. 1991). Como se pode observar na Tabela 5, 0 aumento de dienos conjugados
nas amostras foi progressivo durante os 28 dias do teste acelerado em estufa, e que
a acao dos extratos hidroetandlico e hidrometandlico, aos sete dias do teste, foi
estatisticamente superior a do extrato hidroacetbnico e a dos antioxidantes
sintéticos. Nao havendo diferenca na acdo antioxidantes dos extratos nos dias

subsequentes.
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Tabela 5. Efeito da adicdo de extrato de residuo agroindustrial de acerola (200ppm de
fendlicos totais) na formagao dienos conjugados (% de &cidos diendicos) em 6leo de soja
acondicionado a 60°C

Tempo de aquecimento

Tratamento 0 7 14 21 28
Extrato 0,29 + 0,43 + 0,97 + 1,33 + 1,82 +
hidroacetdnico 0,02 °A 0,017 0,10°A 0,092°A 0,183
Extrato 0,29 + 0,29 + 0,66 + 1,01 + 1,29 +
hidroetandlico 0,02 0,03°® 0,09°°A 0,15%A 0,14
Extrato 0,29 + 0,33 + 0,70 + 1,18 + 1,42 +
hidrometandlico  0,02°* 0,028 0,09%A 0,192 0,163
0,29 + 0,52 + 1,04 + 1,51 + 1,96 +
Controle 0,029 0,03% 0,14 0,19°A 0,18%
0,29 + 0,43 + 0,86 + 1,32 + 1,77 +
BHT 0,029 0,04%%A 0,07°A 0,114 0,18 A
0,29 + 0,47 + 0,98 + 1,47 + 1,93 +
AA 0,029 0,05 0,120¢A 0,16%* 0,22%

Os valores referem-se a média + desvio padrao de trés determinacdes; AA: acido asérbico; BHT: Buitil
hidroxitolueno; controle: sem antioxidante. Médias seguidas por letra mindscula iguais na linha e por
letra maidscula iguais na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Duncan(p>0.05).

Acao de antioxidante natural sobre a formacao de dienos conjugados vem sendo
investigada por varios autores, cujos estudos utilizaram concentracdo de extrato
superior a 200ppm. Igbal e Bhanger (2007) evidenciaram que o efeito do extrato
metandlico de alho (250, 500 e 1000ppm) adicionado em 6leo de girassol, submetido
a estocagem a 65°C por 24 dias, foi dose-dependente. A maior protecdo da oxidacao
foi conseguida com 1000ppm do extrato de alho. Extrato de coentro adicionado ao
6leo de soja, na concentracao de 1.600mg.kg, retardou o processo de oxidagéo, no
entanto, a acédo foi mais eficaz ao associar o extrato de coentro a antioxidante

sintético, palmitato de ascorbila (ANGELO; JORGE, 2008). Extratos hidrometandlico
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(80%) de folha de moringa oleifera na concentracdo de 600ppm exibiu 0 menor teor
de dienos conjugados, refletindo maior protecdo do extrato contra a oxidacao

(ANWAR et al., 2007).

Conclusoes

O residuo agro-industrial de acerola apresenta elevado teor de fendlicos totais
cujos extratos exibem forte capacidade antioxidante. O solvente hidroaceténico
embora tenha propiciado a extragdo de uma maior quantidade de fendlicos totais, a
acao antioxidante deste extrato foi inferior a exibida pelos extratos hidroetandlico e
hidrometandlico que, nas condi¢coes experimentais utilizadas, exibiram a melhor
acao antioxidante, tanto em sistema modelo com no teste acelerado em estufa.

Frente ao potencial antioxidante dos extratos de residuo de acerola e o nao
estabelecimento de limites para a adicdo de antioxidante natural em alimentos,
torna-se conveniente testar o efeito desses extratos em concentracdo de fendlicos

superior a 200ppm sobre a estabilidade de 6leo vegetal.
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O procedimento metodoldgico que envolve solventes organico-aquosos, trés
ciclos de extracdo e temperatura de 25 + 2°C mostrou-se eficaz para extrair
quantidade significativa de polifendis a partir de residuo agroindustrial de
acerola.

Todos os extratos exibiram quantidade relevante de compostos fenélicos e
acao antioxidante. O solvente hidroaceténico embora tenha propiciado a
extracdo de uma maior quantidade de fendlicos totais, a acdo antioxidante
deste extrato foi inferior a exibida pelos extratos hidroetandlico e
hidrometandlico que, nas condi¢cées experimentais, exibiram a melhor agéao
antioxidante, tanto em sistema modelo com no teste acelerado em estufa.
Frente ao potencial antioxidante dos extratos de residuo de acerola e 0 nao
estabelecimento de limites para a adicdo de antioxidante natural em
alimentos, torna-se conveniente testar o efeito desses extratos em
concentracdo de fendlicos superior a 200ppm sobre a estabilidade de dleo
vegetal.

O residuo agroindustrial de acerola pode ser visto como fonte de antioxidante
natural, permitindo vislumbrar a sua utilizagdo em alimentos em substituigcao
ou em associacao aos antioxidantes sintéticos. No entanto, se faz necessario
desenvolver estudos adicionais, visando avaliar sua agao antioxidante em

outras condi¢des experimentais e sua toxicidade in vivo.



