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Com o objetivo de caracterizar frutos de genétipos de caja-umbuzeiras cultivados
no Banco de Germoplasma do IPA (Instituto Agronédmico de Pernambuco), frutos
de 4 gendtipos (G 2.2; G 2.3; G 3.1; G 3.2) foram utilizados para quantificar os
principais fitoquimicos bioativos e avaliar o potencial antioxidante. Os polifendis
foram quantificados por método espectrofotométrico; o acido ascorbico por
método titulométrico e os carotendides por técnicas cromatografica e
espectrofotométrica. Os extratos hidroacetdnico, hidrometandlico e aquoso foram
obtidos empregando-se 03 sistemas de extragéo: a) extragdo sequencial: acetona
a 80%, metanol a 80% e agua; b) extragdo sequencial: agua, metanol a 80% e
acetona a 80%; c) extragdo nao sequencial. Os extratos isolados e combinados
foram avaliados quanto ao teor de fendlicos totais, a capacidade de sequestrar o
radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH®) e o radical 2,2-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS®"), a inibicdo da oxidagdo em sistema
da co-oxidagao [(-caroteno/acido linoléico e pelo método tiocianato férrico. Os
frutos apresentaram teor relevante de polifendis, baixos teores de acido ascorbico
e de carotendides. O B-caroteno-5,6-5'6’-diepdxido foi 0 componente majoritario
dos gendtipos G 2.2; G 2.3; G 3.1, e a luteina-5,6 epodxido do G 3.2. O
procedimento de extragdo que empregou a acetona 80% como primeiro solvente
conseguiu extrair maior quantidade de fendlicos totais. Todos os gendtipos
exibiram relevante capacidade de sequestro do radical DPPH (ECsy de 0,30 a
0,43, Tecso de 8,98 a 15,24 minutos, e EA de 0,18 a 0,40), expressiva capacidade
de sequestro do radical ABTS"* (55,56 a 120,08 uMol TEAC.g™") e forte inibicdo da
peroxidacao do acido linoléico (88,45 a 92,89%). Em sistema da co-oxidagao do
B-caroteno/acido linoléico exibiram agdo moderada (56,91 a 69,41 % de inibig&o),
demonstrando serem eficientes em bloquear o inicio da reacdo de oxidacéo
(F1<1), porém na fase de propagacao, o gendtipo G 3.2 demonstrou maior
eficiéncia (F2<1). Os frutos do caja-umbuzeiro apresentam em sua constituicdo
compostos bioativos e bom potencial antioxidante, podendo contribuir com o

aporte dietético de antioxidante.

Palavras-chave: Atividade antioxidante; Caja-umbu; Extragdo sequencial,

Fitoquimicos bioativos.
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The aim this work was to characterize “caja-umbu” fruits coming from the
germplasm’s collection IPA (Instituto Agronémico de Pernambuco). Fruits of the 4
genotypes (G 2.2, G 2.3, G 3.1, G 3.2) were used to quantify the phytochemicals
bioactive and evaluate the antioxidant potential. The polyphenols were quantified
by spectrophotometric method, the ascorbic acid by titulometric method and
carotenoids by chromatographic and  spectrophotometric  techniques.
Hydroacetone, hydromethanolic and aqueous extracts were obtained using 3
extraction systems: a) sequential extraction: acetone 80%, methanol 80% and
water, b) sequential extraction: water, methanol 80% and acetone 80% c) non-
sequential extraction. The isolated and combined extracts were submitted to the
determination of total phenolic content, screened for their free DPPHe (1,1-
diphenyl-2-picrilhidrazil) and ABTSe++) (2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazoline 6-
sulfonic acid) scavenging activity, and their effect on the linoleic acid peroxidation
by the system of co-oxidation B-carotene/acid linoleic and ferric thiocyanate
method. The fruits showed significant content of polyphenols, low levels of
ascorbic acid and carotenoids. The B—carotene 5-6, 5'6'-diepoxide was the major
component of genotypes G 2.2, G 2.3, G 3.1, and 5-6 epoxide lutein for G 3.2. The
extraction procedure which employed acetone 80% as first solvent could extract a
larger amount of total phenolic. All genotypes exhibited good DPPH+ scavenging
activity (ECso value of 0.30 to 0.43, Tecso value of 8.98 to 15.24 minutes, and EA
value of 0.18 to 0.40), significant ABTS++ scavenging capacity (55.56 a 120.08
Mol TEAC.g™") and high percentage of inhibition of peroxidation of linoleic acid
(88.45 to 92.89%). In co-oxidation of linoleic acid/B-carotene system exhibited
moderate activity (56.91 to 69.41% inhibition), showing that they are effective in
blocking the onset of oxidation reaction (F1 <1), but the propagation phase, G 3.2
genotype showed higher efficiency (F2 <1). Therefore, fruits of “caja-umbuzeiro”
have bioactive compounds and good antioxidant potential that can contribute to

the dietary intake of antioxidant.

Keywords: Antioxidant activity; Bioactive phytochemicals; “Caja-umbu’;

Sequential extraction.
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Uma grande variedade de frutos tropicais, nativos e exodticos com boas
perspectivas para exploracdo econdmica € produzida nas regides Norte e
Nordeste do Brasil (SACRAMENTO; SOUZA, 2000). Dentre as espécies frutiferas
destas regides destaca-se a Spondias sp., cujo extrativismo constitui fonte
alternativa de renda para os pequenos produtores do semi-arido (CAVALCANTI et
al., 1996). Dentre os frutos das Spondias sp, destaca-se o caja-umbu, resultante,
possivelmente, de cruzamentos naturais entre o caja (Spondias mombim L.) e o
umbu (Spondias tuberosa Arr. Cam.) (LIMA et al., 2002), que, embora, ainda se
encontre em fase de domesticagcdo, apresenta grande potencial agroindustrial
(LIRA JUNIOR et al., 2005).

Vale destacar que a inclusdo de frutas e seus produtos na dieta é uma
recomendacao nutricional relacionada a saude tendo em vista que estes
alimentos fornecem quantidades apreciaveis de vitaminas, minerais e fibras. Além
disto, evidéncias epidemiolégicas tém demonstrado que existe uma forte
correlagao inversa entre o consumo regular de frutas e hortalicas e a prevaléncia
de algumas doengas degenerativas, portanto, uma dieta rica em vegetais
encontra-se associada a uma maior expectativa de vida (RICE-EVANS; MILLER,
1995).

O crescente interesse por produtos saudaveis tem promovido expansao na
agroindustria de frutas que vem incluindo em sua linha de produgéo frutas com
caracteristicas sensoriais bastante exdticas, provenientes, principalmente, da
regiao Norte e Nordeste do pais. Entretanto, mesmo com esse crescente
interesse, inumeras espécies frutiferas de excelentes propriedades nutricionais e
sensoriais, com grande potencial de industrializagdo, continuam sem muito
destaque (CAVALCANTI et al., 1996).

Neste contexto, encontra-se o caja-umbu, ndo obstante ter sido alvo de
algumas recentes pesquisas relacionadas a caracterizagao fisica e fisico-quimica,
este fruto ainda apresenta uma grande escassez de dados cientificos referentes
aos teores de fitoquimicos que exibem propriedade antioxidante. Desta forma,
torna-se importante caracterizar estes frutos quanto aos principais compostos
bioativos e suas propriedades funcionais. Estas constatagdes motivaram a

implementacdo deste estudo que teve como objetivo quantificar os principais
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fitoquimicos bioativos em frutos do caja-umbuzeiro do Banco Ativo de

Germoplasma do IPA, bem como avaliar potencial antioxidante destes frutos.
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PROCESSO OXIDATIVO

Os lipideos na dieta tém papel importante, pois fornecem calorias e acidos
graxos essenciais e veiculam vitaminas. Nos alimentos estdo relacionados a
qualidade organoléptica, tornando-os mais palataveis, entretanto durante décadas
tém sido envolvido na etiologia da obesidade e de algumas doengas cronicas nao
transmissiveis (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999). Constituem um grupo
diverso de compostos, geralmente soluveis em solventes orgénicos e pouca
solubilidade em agua. Sua composicéo, estrutura cristalina, sua propriedade de
fusdo e capacidade de associacdo com a agua e outras moléculas nao lipidicas
oferecem especial importancia em relacdo as suas propriedades funcionais em
muitos alimentos (McCLEMENTS; DECKER, 2010).

Os lipideos séo principais componentes do tecido adiposo, e junto com as
proteinas e carboidratos, constituem os principais componentes estruturais das
células vivas (McCLEMENTS; DECKER, 2010). Acilglicerol (mono, di e tri), acidos
graxos livres, glicolipidios, fosfolipidios, esterdis e outras substancias integram o
grupo dos lipideos. A maior parte destes constituintes é oxidavel em diferentes
graus, sendo os acidos graxos insaturados as estruturas mais susceptiveis a
oxidagdo (RAMALHO; JORGE, 2006).

O processo de oxidagdo é inerente ao organismo animal e extremamente
importante para o seu metabolismo, contudo, ao mesmo tempo em que o0 oxigénio
€ essencial, sua presenca também ¢é perigosa em funcdo da possibilidade da
ocorréncia de reagdes de oxidacao, processo de dificil controle, que pode causar
danos as estruturas celulares e aos tecidos animais (ADAMS, 1999).

A oxidacgao nos sistemas bioldgicos ocorre devido a agéo dos radicais livres no
organismo. Estas moléculas, conhecidas como "espécies reativas de oxigénio"
(EROS), possuem elétron livre, dito nao pareado, em sua Orbita externa, que
propicia ligar-se a qualquer outro elétron, por isso sao extremamente reativas
(SOARES, 2002). In vivo sao formados via agao catalitica de enzimas, durante os
processos de transferéncia de elétrons no metabolismo celular, podendo ser
geradas no citoplasma, nas mitocdndrias ou nha membrana celular, ou ainda, por
neutréfilos e macrofagos durante a inflamagao, e o seu alvo celular (proteinas,

lipideos, carboidratos e DNA) esta relacionado com o seu sitio de formagdo. A



24

exposicao do organismo a fatores exdgenos, a exemplo da luz visivel, luz ultra-
violeta (UV), por raios-X e raios gama além de poluentes da atmosfera também
propiciam a formagao destas moléculas (Figura 1) (BIANCHI; ANTUNES, 1999;

VALKO et al., 2006).
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Figura 1. Formacao de Radicais Livres por processos enddégenos e exogenos.
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As EROs desempenham papel duplo no sistema bioldgico, uma vez que pode
ser prejudicial ou benéficas aos sistemas vivos. Os efeitos benéficos envolvem
funcdes fisioldgicas, como por exemplo, na defesa contra agentes infecciosos e
na fungdo de uma série de sistemas de sinalizagdo celular. Em contraste, em
altas concentragdes, as EROs podem ser importantes mediadores de danos as
estruturas celulares, lipidios e inclusive membranas, proteinas e acidos nucléicos
(VALKO et al., 2006).

O termo espécies reativas de oxigénio inclui os radicais livres: hidroxila (HOs),
superoéxido (O3 «—), peroxila (ROQO¢), éxido nitrico (NOe) e alcoxila (RO¢) e os nao-
radicalares: oxigénio singlete ('0,), peroxido de hidrogénio (H,0.), acido
hipocloroso (HOCI) e ozbnio (O3). Em termos de reatividade, o radical hidroxila é o
mais reativo e mais lesivo radical conhecido, para o qual, o organismo humano
nao dispde de mecanismo de defesa, reage com uma série de endobidticos,
causa modificagdo no DNA, danos as proteinas, inativacdo enzimatica e
peroxidacao lipidica. O radical superéxido e o peréxido de hidrogénio sdo menos

reativos, o primeiro participa de certos processos quimicos importantes no
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contexto biologico, dentre os quais o principal na produgdo de radical HOe,
através da reducao de quelatos. Os radicais peroxilas e alcoxilas formados
durante a decomposigcao de peroxidos organicos e reagdes de carbono radicalar
com oxigénio, como na peroxidagao lipidica possuem reatividade intermediaria
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; PIETTA, 2000; VASCONCELOS et al.,
2007).

Normalmente, os seres vivos dispdem de mecanismo apropriado para
controlar essas moléculas que incluem as enzimas superdxido dismutase,
catalase, glutation-peroxidase e os antioxidantes endogenos (glutation, acido
urico, a-tocoferol, coenzima Q10 (ubiquinona), retinol e &acido ascérbico). O
desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes, denominado estresse
oxidativo, resulta na indugdo de danos celulares pelos radicais livres (BIANCHI;
ANTUNES, 1999; HALLIWELL, 2003; REUTER et al., 2010; VASCONCELOS et
al., 2007). Neste contexto, muitos estudos tém demonstrado que efeitos deletérios
dos radicais livres estdo potencialmente relacionados a etiologia de diversas
doengas crénicas nao transmissiveis, tais como doengas cardiovasculares,
neuroldgicas e algumas formas de cancer (Tabela 1) (BIANCHI; ANTUNES, 1999;
CATANEDO et al., 2008; VASCONCELOQOS et al., 2007).

Tabela 1. Doencas relacionadas ao estresse oxidativo

Doenca

Alerosclerose. Sindrome de Bloom. Sindrome de Down. Kwa-
shiorkor, Doenca de Keshan

Doenca de Parkinson, estados tdéxicos causados por dlcool. fumo,
CCl, etc.

Doenca de Alzheimer, Asma. Artrite reumatdide. asbestose,
Sindrome de Insuficiéncia Respiratoria do Adulto

Esclerose mdltipla

Doenca granulomatosa cronica
Diabetes mellitus, anoxia, injuria da reperfusio, pré-eclimpsia

Hiperensio arterial sistémica

Hemocromatose idiopdtica, talassemia, anemia falciforme, doenca
de Wilson

Doencga granulomatosa cronica, Deficiéncia de enzimas antioxi-
dantes ( Acatalassemia, por ex.)

Fonte: VASCONCELOS et. al., 2007
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A oxidacdo dos lipideos € uma das principais causa de deterioracido dos
alimentos. No processamento de alimentos varias operagdes favorecem as
reacdes de oxidacao cuja intensidade encontra-se diretamente relacionada a uma
série de fatores intrinsecos e extrinsecos que constituem o potencial redox do
sistema. Os acidos graxos insaturados presentes nos alimentos sao os
compostos mais susceptiveis ao processo oxidativo, havendo uma dependéncia
direta entre o grau de insaturacdo e a susceptibilidade & oxidacdo (DEGASPARI;
WASZCZYNSKYJ, 2004; SOARES, 2002).

Esta reacdo, também denominada de autoxidagdo, € descrita como uma
reacdo em cadeia constituida por trés etapas distintas: iniciagcdo, propagacao e
terminacdo. Na primeira etapa s&o gerados os radicais livres a partir da reacédo da
molécula lipidica com o oxigénio, na presenca de catalisadores, como luz visivel,
irradiagéo, radiagao ultravioleta, temperatura e metais, denominados iniciadores.
Nesta etapa se faz necessario a presenca de espécies reativas de oxigénio
(EROS) que possam atacar e abstrair o hidrogénio do carbono alilico da molécula
de acido graxo insaturado, deixando um elétron desemparelhado no carbono,
formando um radical alila (Re) ou propiciar a adicdo de um radical livre a dupla
ligagdo (ANDREO; JORGE, 2006).

Uma vez formado o radical alila passa-se para a etapa de propagacao,
ocasidao em que o radical alila, apds rearranjo molecular, seguido pela adigdo do
oxigénio triplete, origina o radical peroxila. Este radical por sua vez, abstrai um
atomo de hidrogénio do carbono a-metileno de outro acido graxo insaturado
adjacente, produzindo hidroperdxido e outro radical alila que retroalimenta a
reacdo. O radical alila pode, também, remover o atomo de hidrogénio da posi¢cao
a, proxima a dupla ligagdo de um acido graxo insaturado adjacente, com adigéo
do oxigénio na mesma posi¢ao do hidrogénio removido, resultando no radical
peroxila. Em decorréncia da estabilizagado por ressonancia de espécies radicais, a
sequéncia da reagao, usualmente, € acompanhada pela mudanga da posi¢céao da
dupla ligacdo dando origem a isébmeros que frequentemente contém grupos
dienos conjugados (ARAUJO, 2004; McCLEMENTS; DECKER, 2010).

Os radicais formados tendem a reagir sempre que possivel. Entretanto, a
reducdo da quantidade de acido graxo insaturado presente no sistema, leva os

radicais livres a ligarem-se uns aos outros, formando compostos estaveis. Esta
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reacao de terminagdo propicia a interrup¢cado da etapa de propagac¢ao da reagao
em cadeia. Os produtos finais da oxidacéo lipidica sao alcodis, aldeidos, cetonas,
esteres e hidrocarbonetos, derivados da decomposi¢cao dos hidroperoxidos, além
dos produtos de elevado peso molecular resultantes de reacdes de dimerizagao e
polimerizacdo (ARAUJO, 2004; McCLEMENTS; DECKER, 2010). A formagéo de
aldeidos e de outros compostos volateis confere sabor e odor desagradaveis ao
alimento, que afetam a qualidade do produto. Além disso, a oxidagao lipidica
compromete a qualidade nutricional do alimento uma vez que promove a
degradagao de vitaminas lipossoluveis e de acidos graxos essenciais, bem como
a sua integridade e seguranga, pois propicia a formacdo de compostos
poliméricos potencialmente toxicos (RAMALHO; JORGE, 2006).

A garantia da qualidade dos produtos contendo lipideos e o prolongamento do
seu tempo de armazenamento esta diretamente associado a estabilizacdo da
molécula lipidica que € conseguida por controle das condicbes do processo
através da modificagdo das condicbes ambientais ou pela utilizacdo de
substancias antioxidantes com a propriedade de impedir ou diminuir o
desencadeamento das reacdes oxidativas (SOARES, 2002).

Os antioxidantes sdo capazes de inibir a oxidagao de diversos substratos, de
moléculas simples a polimeros e biossistemas complexos, por meio de dois
mecanismos. O primeiro envolve a inibicdo da formacado de radicais livres que
possibilitam a etapa de iniciagdo. O segundo abrange a eliminagdo de radicais
importantes na etapa de propagag¢ao, como alcoxila e peroxila, através da doagao
de atomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a reagcdo em cadeia
(NAMIKI, 1990; SIMIC; JAVANQVIC, 1994).

Diferentes centros de estudos vém desenvolvendo pesquisas envolvendo
compostos antioxidantes oriundos de fontes naturais, como exemplo, os que
estao presentes em extratos de plantas, pois eles possuem um papel importante
na redugdo da oxidagao lipidica em tecidos, vegetal e animal, pois quando
incorporado na alimentacdo humana ndo conservam apenas a qualidade do
alimento, mas também reduz o risco de desenvolvimento de doengas crdnicas
nao-transmissiveis (ANGELO; JORGE, 2007; BROINIZI et al., 2007).
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AGENTES ANTIOXIDANTES

Antioxidantes sdo compostos que podem retardar ou inibir a oxidagdo de
lipidios ou de outras moléculas, evitando o inicio ou propagag¢ao das reagdes em
cadeia (ANTOLOVICH et al., 2002; DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).
Segundo o mecanismo de acdo, Ramalho e Jorge (2006) classificam os
antioxidantes em primarios e secundarios. Os primarios sdo compostos fendlicos
que promovem a remogao ou inativacdo dos radicais livres formados durante a
etapa de iniciagdo ou de propagacgao da reacgao, através da doagédo de atomos de
hidrogénio a estas moléculas, convertendo-os em produtos termodinamicamente
estaveis e/ou reagindo com radicais livres, formando o complexo lipidio—
antioxidante que pode reagir com outro radical livre, a exemplo do bultil
hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT), galato de propila (PG), terc-butil-
hidroquinona (TBHQ) (Figura 2), tocoferol e flavondides. Os secundarios atuam
retardando a etapa de iniciacdo da autoxidagao por diferentes mecanismos que
incluem complexacdo com metais; sequestro de oxigénio; decomposi¢cdo de
hidroperdxidos para formar espécie nao radical; absorgao da radiagao ultravioleta

ou desativacdo de oxigénio singlete.
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Ramalho e Jorge (2006), em sua revisdo, além de classificar os antioxidantes

em primarios, os classificam em sinergistas, removedores de oxigénio, bioldgicos,
agentes quelantes e antioxidantes mistos. Os sinergistas sdo aqueles com pouca
ou nenhuma acdo antioxidante, mas, em combinagdo adequada com o0s
primarios, podem aumentar a atividade dos antioxidantes primarios. Os
removedores de oxigénio sdo compostos que atuam capturando o oxigénio
presente no meio, através de reagdes quimicas estaveis tornando-os,
consequentemente, indisponiveis para atuarem como propagadores da
autoxidacdo. Acido ascorbico, seus isdmeros e seus derivados sdo citados como
os melhores exemplos deste grupo. A glucose oxidase, superdxido dismutase e

catalases sdo enzimas consideradas antioxidantes bioldgicos, que podem atuar
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removendo oxigénio ou compostos altamente reativos de um sistema. Os agentes
quelantes/sequestrantes atuam complexando ions metalicos, principalmente,
cobre e ferro, que catalisam a oxidagao lipidica. Os mais comuns sao acido citrico
e seus sais, fosfatos e sais de acido etileno diamino tetra acético (EDTA). Os
antioxidantes mistos incluem compostos de plantas e animais que tém sido
amplamente estudados como antioxidantes em alimentos. Entre eles estdo varias
proteinas hidrolisadas, flavonodides e derivados de acido cinamico (acido caféico).

Os antioxidantes sintéticos e naturais apresentam fung¢des similares, no
entanto, alguns estudos tém demonstrado que alguns antioxidantes sintéticos
podem favorecer efeitos mutagénicos e carcinogénicos (DEGASPARI;
WASZCZYNSKYJ, 2004; KAUR; KAPOOR, 2001). Estudo toxicolégico
empregando butil hidroxitolueno (BHT) e butil hidroxianisol (BHA), inibidores
sintéticos amplamente utilizados na industria de alimentos, evidenciou em ratos o
desenvolvimento de células cancerosas (MARINOVA; YANISHLIEVA, 2003). Foi
constatado, também, que o TBHQ promoveu a redugédo do nivel de hemoglobina
e a hiperplasia de células basais, impondo aos érgéos responsaveis estabelecer
limites para seu uso em alimentos. Vale ressaltar que o TBHQ foi proibido no
Canada e na Comunidade Econdémica Européia. Enquanto que no Brasil, o
Ministério da Saude limitou o uso dos sintéticos, estabelecendo 200 mg/kg para
BHA e TBHQ e 100 mg/g para BHT como concentracbes maximas permitidas
para uso em alimentos (RAMALHO; JORGE, 2006).

Os questionamentos sobre a inocuidade dos antioxidantes sintéticos tém
impulsionado a busca por antioxidante natural que possa substituir ou reduzir o
uso dos sintéticos. Além disso, alguns antioxidantes naturais, ainda, apresentam
vantagem funcional, uma vez que exibem maior solubilidade em agua e em dleo,
tornando-os adequados para serem empregados em emulsdes e em outras
formulagdes, como os hidrogéis. Os residuos agroindustriais destacam-se como
fontes de antioxidantes naturais, uma vez que, geralmente, apresentam teor
significante de compostos bioativos. Assim, o emprego deste material para
obtencao de antioxidante natural constitui um outro ponto positivo, tendo em vista
que este material podera ter um destino muito mais benéfico do que contribuir
com a poluicdo ambiental, favorecendo o homem e o meio ambiente, evitando o

desperdicio de alimento (OLIVEIRA et al., 2009). Os antioxidantes naturais estédo
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amplamente contidos no reino vegetal, com destaque para as frutas, alimento
nutricionalmente importante da dieta por serem reconhecidas fontes de vitaminas,
minerais e fibras. Nos ultimos anos, no entanto, evidéncias epidemiolégicas tém
demonstrado que o consumo regular de vegetais esta associado a redugédo da
mortalidade e morbidade por algumas doencas crdnicas ndo transmissiveis. O
efeito protetor exercido por estes alimentos tem sido atribuido a presencga de
fitoquimicos com agao antioxidante, dentre os quais se destacam os polifendis,
além do acido ascorbico, da vitamina E e do B-caroteno (BRAVO, 1998;
DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004; KAUR; KAPOOR, 2001; MARTINEZ-
VALVERDE; PERIAGO; ROS, 2000; WANG; CAO; PRIOR, 1996). Estes
fitoquimicos bioativos variam extensamente em estrutura quimica e,
consequentemente, na fungédo biolégica. Entretanto, apresentam em comum as
seguintes caracteristicas: a) em sua maioria, sdo metabdlitos secundarios,
geralmente, relacionados com os sistemas de defesa das plantas, protegendo-as
contra a radiacdo ultravioleta ou a agressbes de insetos ou patégenos; b)
substancias organicas, geralmente de baixo peso molecular; c) ndo sé&o
sintetizados pelo organismo humano, necessitando ser ingeridos em quantidades
significativas através da dieta, de modo a propiciar prote¢cdo a saude humana
(HORST; LAJOLO, 2007). Dentre os fitoquimicos com propriedade antioxidante

destacam-se o acido ascorbico, vitamina E, B-caroteno e os polifendis.

ACIDO ASCORBICO (VITAMINA C)

Acido ascorbico, também denominado de vitamina C, com férmula quimica
CeHsOs (Figura 3), € uma molécula polar com 4 hidroxilas das quais duas
encontram-se na posicdo C=C, podendo interagir entre si por ligacao de
hidrogénio (GREGORY I, 2010). A vitamina C € uma substéncia cristalina,
hidrossolivel e com sabor &acido. E insolivel na maior parte dos solventes
organicos. O calor, a exposigdo ao ar e o meio alcalino aceleram a sua oxidagéo,
especialmente quando o alimento esta em contato com o cobre, o ferro ou
enzimas oxidativas. E frequentemente chamada de L-acido ascérbico, para
identificar suas moléculas como levdgiras ao invés de D-destrégiras. Atua no

organismo em reagao de oxido-reducgdo, adicionando ou abstraindo atomos de
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hidrogénio a uma molécula. Assim, o acido ascorbico oxida-se ao sofrer acéo de
agentes oxidantes, que propiciam a abstracdo de dois atomos de hidrogénio da
molécula, dando origem ao acido desidroascorbico. Enquanto que a reducéo
ocorre quando dois atomos de hidrogénio sdo adicionados ao &acido

desidroascorbico, formando novamente o acido ascérbico (ARANHA et al., 2000).

CH,OH
HC—OH
0

OH OH

Figura 3. Estrutura quimica do acido ascérbico

Desempenha funcdes em muitas reagdes e processos celulares e ainda
esta envolvido em muitas etapas bioquimicas, participando de diversos processos
metabdlicos, dentre eles a formacdo do colageno e sintese de epinefrina,
corticoesterdides e acidos biliares. Além de co-fator enzimatico, participa dos
processos de oxido-reducido, aumentando a absorgao de ferro e a inativacdo de
radicais livres, tais como radicais superoxidos, oxigénio singlete, peroxido de
hidrogénio e radical peroxila (ARANHA et al., 2000; KLIMCZAK et al., 2007). Por
ser altamente biodisponivel €, portanto, o mais importante antioxidante
hidrossoluvel em fluidos bioldgicos, eficiente sequestrador de espécies de
oxigénio reativo, protegendo outros substratos de danos oxidativos e
regenerando, por reducado, outros antioxidantes, como a-tocoferol, glutationa e [3-
caroteno (DOBLADO; FRIAS; VIDAL-VALVERDE, 2007). Experimentos com
animais tém demonstrado que a vitamina C previne o estresse oxidativo,
realgando sua capacidade antioxidante, e reduz produtos da peroxidacéao lipidica
(BAYERLE-EDER et al., 2004).
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CAROTENOIDES

Os carotendides sao isoprendides, comumente constituidos por oito unidades
de isoprenos, constituindo uma longa cadeia de polieno que pode conter de 2 a
15 ligagbes duplas conjugadas, que podem apresentar configuragao cis ou trans.
Entretanto, freqientemente sdo encontrados na natureza carotendides cujas
ligacdes duplas encontram-se na forma frans. A luz, calor e presenga de acidos
promovem a isomerizagdo da forma frans para a cis (RODRIGUEZ-AMAYA,
2000).

Quimicamente, sao classificados em carotenos, compostos constituido
exclusivamente por carbono e hidrogénio, e em xantofilas, compostos que
apresentam grupos substituintes com oxigénio, hidroxilas, grupos ceto e epoxi
(RODRIGUEZ-AMAYA; PORCU; AZEVEDO-MELEIRO, 2007). Estes fitoquimicos
sdo pigmentos naturais, amplamente distribuidos na natureza. Nas hortali¢as,
estao localizados nos cloroplastos e sua coloracdo € mascarada pela presenca da
clorofila. Entretanto, eles também existem nos cromoplastos nos tecidos nao
fotossintéticos onde s&o responsaveis pelas cores amarela, alaranjada e
vermelha de muitos frutos e flores. Dos mais de 600 carotendides existentes na
natureza, aproximadamente 20 estao presentes em tecidos e no plasma humano,
dos quais apenas seis em quantidades significativas: a-caroteno, B-caroteno, B-
criptoxantina, licopeno, luteina e zeaxantina (TOLEDO; BURLINGAME, 2006).

Somente plantas, bactérias, fungos e algas podem biossintetizar os
carotendides (STAHL; SIES, 2003), enquanto que os animais sado incapazes,
portanto, devem incorpora-los a sua dieta, pois desempenham papel importante
na saude humana (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999). Os carotendides além de alguns
serem provitamina A, exibem outras propriedades bioldgicas, terapéuticas e
preventivas de varios tipos de disturbios e enfermidades em humanos (COSTA et
al., 2010; NUNES; MERCADANTE, 2004). Evidéncias cientificas demonstram seu
efeito na resposta imune, na comunicacéao intracelular e sua agao benéfica contra
doencas relacionadas ao envelhecimento. Além disso, ha indicios de que os
carotendides em associacdo com outros componentes presentes em frutas e
hortalicas apresentam efeito protetor contra algumas doengas crénicas. O efeito

sinergistico entre B-caroteno e vitaminas C e E esta relacionado a protegéo
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celular. Esta acéo, provavelmente, decorrente da capacidade do (B-caroteno em
reagir com os radicais livres, regenerando a-tocoferol a partir de radicais de
tocoferol (UENOJO; MAROSTICA JUNIOR; PASTORE, 2007).

A acdo protetora dos carotenodides esta relacionada a sua propriedade
antioxidante, especificamente, a capacidade de sequestrar o oxigénio singlete e
interagir com radicais livres (RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN,
2008). A capacidade dos carotendides de sequestrar o oxigénio singleto tem sido
atribuida ao extenso sistema de duplas ligagdes conjugadas, exibindo a maxima
agao aqueles que possuem nove ou mais duplas ligagdes (RODRIGUEZ-AMAYA;
KIMURA, 2004). Os carotendides podem, também, capturar radicais peroxil
mediante transferéncia de elétrons ou sequestro de atomos de hidrogénio,
mecanismos que levam a formagdo de uma grande variedade de radicais
carotendides. A reagao do carotendide com o radical pode dar origem a diferentes
produtos, dependendo da posi¢ao que o carotendide ocupa na membrana lipidica,
se orientado para a fase aquosa ou para a organica (EL-AGAMEY et al., 2004).
Vale ressaltar que a agao antioxidante dos carotendides € inversamente
proporcional a sua concentracdo, uma vez que podem alterar as propriedades de
membranas bioldgicas, influenciando a permeabilidade a toxinas, ao oxigénio ou
metabdlitos (CERQUEIRA et al., 2007).

POLIFENOIS

Os compostos fendlicos ou polifendis, quimicamente, podem ser definidos
como substancias que possuem um anel aromatico contendo um ou mais grupos
hidroxilicos incluindo os seus derivados funcionais. Possuem estrutura variavel,
constituindo um amplo grupo de substancias, com mais de 8000 estruturas
fendlicas conhecidas, que se encontram largamente distribuidas no reino vegetal
(ANGELO; JORGE, 2007; BRAVO, 1998). Estes compostos originam-se do
metabolismo secundario das plantas, sdo essenciais para o0 seu crescimento e
reproducgao, e sao também sintetizadas quando a planta € submetida a condigdes
de estresse como, infec¢des, ferimentos, radiagdes UV, dentre outros (NACZK;
SHAHIDI, 2004).
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Os polifendis, em fungdo de sua estrutura quimica, apresentam propriedade
antioxidante, podendo atuar como sequestradores de radicais livres e como
quelantes de metais. Por exibir estas propriedades vem despertando o interesse
face a possibilidade de serem utilizados na prevengdo de varias doengas
degenerativas, como envelhecimento prematuro, processos inflamatorios,
cicatrizacao, cancer, entre outras (PESSUTO et al., 2009). Os polifendis além de
sua habilidade em doar hidrogénio ou elétrons na reagdo de oxido-redugao, os
produtos intermediarios formados nesta reagéo, apds a perda do hidrogénio, séo
relativamente estaveis devido a ressonancia do anel aromatico apresentada por
estas substancias (CUVELIER et al., 1992; MAILLARD et al, 1996;
McCLEMENTS; DECKER, 2010).

Integram o grupo dos polifenois desde moléculas simples, tais como os acidos
fendlicos, até compostos altamente polimerizados, como os taninos. No grupo dos
polifendis destacam-se os flavondides, os acidos fendlicos, e os taninos por
estarem largamente distribuidos no reino vegetal, podem ser encontrados em
todas as frutas e vegetais (BROINIZI et al., 2007). Os flavonoides encontram-se
presentes em frutas, folhas, sementes e em outras partes da planta na forma de
glicosideos ou agliconas. Estes compostos possuem estrutura fenilbenzopirona
(Ce—C3—Csg), onde as duas partes da molécula com seis carbonos sao anéis
aromaticos, denominados anel A e B, unidos por trés carbonos que formam um
anel y pirano, denominado de anel C (Figura 4) (ERLUND, 2004). Flavonas,
flavononas, flavondis, isoflavonas, flavandis, antocianinas e proantocianidinas sao

algumas classes pertencentes ao grupo dos flavonodides (HO; RAFI; GHAI, 2010).

Figura 4. Nucleo basico dos flavondides
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As varias classes de flavonodides diferem entre si pelo numero e posicéo
das hidroxilas e metoxilas presentes no anel C, enquanto que compostos
individuais dentro de cada classe sao diferenciados, principalmente, pelo numero
e posicao de hidroxilas e metoxilas presentes nos dois anéis aromaticos. A
posicdo e o numero de hidroxilas presentes na molécula influenciam a atividade
antioxidante desses compostos e a hidroxilagdo do anel B € um fator importante
para essa atividade. Acredita-se que a orto-dihidroxilagdo contribui marcadamente
para a atividade antioxidante e que todo composto com hidroxilas na posicéo 3’ e
4’ no anel B apresenta propriedade antioxidante. Além da hidroxilagdo do anel B,
outra importante caracteristica € a presenca do grupo carbonila na posi¢ao 4 e
hidroxilas livres na posi¢cao 3 e/ou 5 (COOK; SAMMAN, 1996; ERLUND, 2004).

Estudos tém demonstrado que os flavondides tém exercido efeitos
benéficos sobre o organismo, inibindo a instalagdo de algumas doengas, incluindo
cancer, doengas cardiovasculares e outros disturbios neurodegenerativos. Muitas
das acgdes biolégicas dos flavonodides tém sido atribuidas as suas propriedades
antioxidantes, através de sua capacidade de reducdo ou através de possiveis
influéncias sobre o estado redox intracelular (WILLIAMS; SPENCER; RICE-
EVANS, 2004).

Os acidos fenolicos caracterizam-se por terem um anel benzénico, um
grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos hidroxila e/ou metoxila na
molécula. Estes compostos estdo reunidos em dois grupos: derivados do acido
hidrobenzdico e derivados do acido hidrocinamico (Figura 5). No primeiro grupo
os compostos apresentam sete atomos de carbono (C6-C1), constituido por um
anel aromatico e um grupo carboxilico ligado a este anel. O segundo reune
compostos com nove atomos de carbono (C6-C3), formando um anel aromatico
com uma cadeia carbdnica, constituida por 3 carbonos, ligada ao anel (ANGELO;
JORGE, 2007; SOARES, 2002).
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Figura 5. Estrutura quimica dos acidos hidroxibenzodicos (a) e hidroxicindmicos
(b).

Os acidos hidroxicinamicos mais comuns sao caféico, p-cumarico e acido
ferulico, que frequentemente ocorrem em alimentos na forma de ésteres simples,
a exemplo do acido clorogénico, cuja molécula € constituida pelo acido quinico
esterificado com o acido caféico. Também sdo encontrados na forma de
glicosideos ou ligados a proteinas e outros polimeros da parede celular e,
raramente, como acidos livres. Os derivados do acido hidroxibenzoéico estido
presentes principalmente nos alimentos sob a forma de glicosideos, os acidos p-
hidroxibenzdico, vanilico e protocatecuico sdo as formas mais comuns (MATTILA,
HELLSTROM, 2007).

Dentro de cada grupo, os acidos fendlicos diferem nos padrbes de
hidroxilagbes e metoxilagbes em seus aneéis aromaticos. A hidroxila na posicéo
orto com o grupo metoxil, doador de elétrons, € um fator que aumenta a
estabilidade do radical fenoxil e aumenta a eficiéncia antioxidante do composto. A
presenga de uma segunda hidroxila na posigao orto ou para, também aumenta a
atividade antioxidante. O acido caféico, que apresenta essa caracteristica, possui
uma atividade antioxidante maior do que o acido ferulico. O efeito sequestrante de
radical hidroxil parece estar diretamente correlacionado aos grupos hidroxil
localizados na posigao para no anel aromatico (BALASUNDRAM et al., 2006). A
natureza quimica destes compostos permite que atuem como agentes redutores,

cessando a reagao de oxidacao através da doacao de elétrons ou de hidrogénio
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aos radicais livres, convertendo-os em produtos estaveis, ou complexando com
metais, componentes iniciadores da oxidacéo lipidica (MELO et al., 2008).

Os taninos integram a classe dos compostos fendlicos que, em fungao de
sua estrutura quimica, sao classificados em condensados e hidrolisaveis. Os
taninos condensados, denominados de proantocianidinas, sdo polimeros de
flavondides (flava-3-ol e flavan-3,4-diol), cujos mondmeros sao unidos por uma
ligacao carbono-carbono. Os taninos hidrolisaveis séo ésteres do acido galico e
do acido elagico glicosilados, formados a partir do chiquimato, e apresentam
grupos hidroxilas dos glicidios esterificados com acidos fendlicos. Os taninos
elagicos sao muito mais frequentes que os galicos (AGOSTINI-COSTA; LIMA;
LIMA, 2003; MONTEIRO et al., 2005; SANTOS-BUELGA; SCALBERT, 2000).

Eles sdo encontrados em muitas plantas usadas pelo homem que incluem
as ervas medicinais, bem como aquelas usadas na alimentacado e na fabricacao
de bebidas. Nas plantas, os taninos podem ser encontrados em todas as partes,
tanto nas raizes, flores, frutos, folhas, cascas e caule. Eles contribuem para o
sabor adstringente em alimentos e bebidas, a exemplo dos vinhos tintos, chas e
frutas verdes. Alguns investigadores constataram que os taninos servem para
proteger as plantas contra os herbivoros e as doencas patogénicas (QUEIROZ,
MORAIS; NASCIMENTO, 2002). Segundo esses autores, os taninos
condensados perfazem, aproximadamente, a metade da matéria seca da casca
de muitas arvores. Constituem a segunda fonte de polifendis do reino vegetal,
perdendo apenas para a lignina. Além de serem potentes antioxidantes, possuem
larga aplicacdo na complexagdo com proteinas, e, portanto muito empregados na

industria.

FRUTAS COMO FONTE DE ANTIOXIDANTE

Historicamente, as frutas tém sido um elemento necessario e comum na
alimentagcdo humana. Por conterem fitoquimicos com propriedade antioxidante,
poderao ser vistas como antioxidante dietético contribuindo para aumentar a
capacidade antioxidante do plasma, resultando em maior resisténcia do

organismo a doengas crbnicas n&o transmissiveis (KAUR; KAPOOR, 2001).
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Portanto, estudos que facilitem a exploracédo e a expansio de seu cultivo sédo
de carater importante. Apesar disso, pouco se tem estudado sobre as frutas
comestiveis nativas ou introduzidas nos tropicos. Muitas espécies poderiam ser
exploradas, economicamente, porém o desconhecimento quase total de sua
biologia apresenta-se como um fator limitante (NORONHA; CARDOSO; DIAS,
2000).

As regides Norte e Nordeste do Brasil, em especial, produzem grande
variedade de frutos tropicais, nativos e exdticos com boas perspectivas para
exploracdo econdémica (SACRAMENTO; SOUZA, 2000). Dentre as espécies
frutiferas da regido nordeste brasileira destaca-se as Spondias sp., cujo
extrativismo constitui fonte alternativa de renda para os pequenos produtores do
semi-arido (CAVALCANTI et al., 1996).

O género Spondias, pertencente a familia Anacardiaceae, possui 18 espécies,
dentre elas, destacam-se, no Nordeste brasileiro, as espécies Spondias mombin
L. (cajazeira), Spondias purpurea L. (cirigueleira) e Spondias tuberosa Arr. Cam.
(umbuzeiro). Estas espécies produzem frutos do tipo drupa, de aparéncia, aroma
e sabor agradaveis, bastante apreciados para o consumo como fruta fresca ou na
forma processada como polpa, sucos, doces, néctares, picolés e sorvetes, entre
outros (GIACOMETTI, 1993; LIMA et al., 2002). Vale ressaltar que, especialmente
no Nordeste brasileiro, estas espécies tém consideravel importancia social e
econbmica, pois seus frutos e produtos sdo amplamente comercializados nos

mercados, supermercados e restaurantes da regiao.

CAJA-UMBU

A umbu-cajazeira (Spondias L.) (Figura 6 e 7), também denominada de caja-
umbuzeira, € uma das 18 espécies do género Spondias que no semi-arido
nordestino encontra-se ao lado do umbuzeiro (Spondias tuberosa Arruda).
Considerada um hibrido natural entre o umbuzeiro e a cajazeira, apresenta copa
globular, achatada, com altura entre 6 e 8 m e diametro que pode alcangar 20 m,
cujo formato da planta parece com o do umbuzeiro, embora apresente diametro
de copa visivelmente superior (CARVALHO et al., 2008).
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Figura 6. Frutos de caja-umbuzeiras provenientes do Banco de Germoplasma do
Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA) (Itambé, 2009).

A diversidade genética de populag¢des nativas de Spondias é ampla, e devem
ser preservadas e avaliadas em Bancos de Germoplasma, visando a
disponibilizacdo de gendtipos para exploragdo agroindustrial e programas de
melhoramento genético (SOUZA, 2001). Neste contexto, a Estagdo Experimental
de Itambé-PE do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), localizada na Zona
da Mata de Pernambuco, tem se destacado no ambito nacional pelos primeiros
trabalhos cientificos desenvolvidos em caracterizacao de frutos de Spondias, com
o intuito de salvaguardar os genomas de interesse agronémico. Dentre os Bancos
de Germoplasmas de frutos deste género do IPA, destaca-se o do caja-umbu,
cujo material de propagacao foi coletado em plantas selecionadas a partir de
prospeccdes genéticas nas areas de ocorréncia espontédnea nas Regides do
Agreste e Sertdo de Pernambuco (Serra do Araripe). Atualmente, este banco
possui 33 acessos, sendo cada acesso representado por 1 planta, cujas mudas
foram obtidas por meio de propagacao sexuada, e plantadas no espagamento 12
x 12 m (LIRA JUNIOR et al., 2005).
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Figura 7. Plantas de caja-umbuzeiras do Banco de Germolasma do Instituto
Agronémico de Pernambuco (IPA) (Itambé, 2009).

O crescente interesse por produtos saudaveis tem promovido expansao na
agroindustria de frutas que vem incluindo em sua linha de producéo frutas com
caracteristicas sensoriais bastante exdticas, provenientes, principalmente, da
regidao Norte e Nordeste do pais. Entretanto, mesmo com esse crescente
interesse, inumeras espécies frutiferas de excelentes propriedades nutricionais e
sensoriais, com grande potencial de industrializagdo, continuam sem muito
destaque. Dentro deste contexto encontra-se o caja-umbu, ndo obstante ter sido
alvo de algumas recentes pesquisas (CARVALHO et al., 2008; LIMA et. al., 2002;
LIRA JUNIOR et al., 2005; NARAIN; GALVAO; MADRUGA, 2007), quanto a sua
composicdo e aproveitamento tecnoldgico, este fruto, ainda, apresenta uma
grande escassez de dados cientificos, especialmente no que concerne aos

compostos bioativos presentes no fruto, bem como, seu potencial antioxidante.



OBJETIVOS
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GERAL

Caracterizar os frutos de genotipos de caja-umbuzeiras cultivadas no Banco de

Germoplasma do Instituto Agronémico de Pernambuco - IPA.

ESPECIFICOS

Delinear o perfil de fitoquimicos bioativos presentes nos frutos;

Identificar os carotendides presentes nos frutos;

Definir o melhor procedimento para extracao eficiente dos polifendis;

Determinar o potencial antioxidante dos frutos.



i
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ARTIGO 1: CARACTERIZACAO DE FRUTOS DE GENOTIPOS DE
CAJA-UMBUZEIRAS: FITOQUIMICOS BIOATIVOS
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RESUMO

Com o objetivo de caracterizar frutos de caja-umbu quanto a presenca de
fitoquimicos bioativos, polpas de frutos de 4 gendtipos (G 2.2; G 2.3; G 3.1; G 3.2)
procedentes do Banco de Germoplasma do IPA (Instituto Agronémico de
Pernambuco) foram utilizadas para a quantificagdo dos seguintes fitoquimicos:
fendlicos totais, flavonoides totais, flavondis, taninos condensados, acido
ascorbico e carotendides. Os gendtipos exibiram quantidade relevante de
polifendis (fendlicos totais, flavonodides, flavondis e taninos condensados), porém,
estes frutos apresentaram baixos teores de acido ascérbico e carotendides. O -
caroteno-5,6-5'6’-diepoxido foi 0 componente majoritario dos gendtipos G 2.2; G
2.3; G 3.1, enquanto que a luteina-5,6 epodxido foi encontrada em maior
quantidade no G 3.2. Assim, embora os frutos dos gendtipos tenham exibido
variagdes nos teores dos fitoquimicos bioativos, apresentam em sua constituicao
quantidades relevantes destes compostos, podendo contribuir com o aporte de

antioxidante dietético.

Palavras-chave: Caja-umbu; Carotendides; Polifendis totais.
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ABSTRACT

This study was carried out to characterize “caja-umbu” fruits for the presence of
bioactive phytochemicals. Pulp of fruits of the 4 genotypes (G 2.2, G 2.3, G 3.1
and G 3.2) coming from the IPA (Instituto Agronédmico de Pernambuco)
germplasm collection were used for quantification of the phytochemicals following:
total phenolics, total flavonoids, flavonols, condensed tannins, ascorbic acid and
carotenoids. The genotypes exhibited significant amount of polyphenols (phenolic
compounds, flavonoids, flavonols and tannins), but these fruits had low levels of
ascorbic acid and carotenoids. The B-carotene 5,6-5'6'-diepoxide was the major
component of genotypes G 2.2, G 2.3 and G 3.1, while lutein-5,6 epoxide was
found in greater quantities in G 3.2. Thus, although the fruits of genotypes have shown

variations in the levels of bioactive phytochemicals, present in its constitution relevant

quantities of these compounds, which may contribute to the dietary intake of antioxidant.

Keywords: “Caja-umbu”, Carotenoids, Total polyphenols.
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INTRODUGAO

A vasta extensao territorial e ampla variagao climatica do Brasil possibilitam
a ocorréncia de uma das maiores diversidades de espécies frutiferas do mundo.
As regides Norte e Nordeste brasileira, em especial, produzem grande variedade
de frutos tropicais, nativos e exoéticos com boas perspectivas para exploracao
econdmica (SACRAMENTO; SOUZA, 2000). Dentre as espécies frutiferas da
regido nordeste destaca-se a Spondias sp., cujo extrativismo constitui fonte
alternativa de renda para os pequenos produtores do semi-arido (CAVALCANTI et
al., 1996).

Dentre as espécies do género Spondias destaca-se o caja-umbuzeiro,
frutifera nativa, ainda, em fase de domesticagdo, originada de possiveis
cruzamentos naturais entre o caja (Spondias mombim L.) e o umbu (Spondias
tuberosa Arr. Cam.) (LIMA et al., 2002). Esta espécie, encontrada
espontaneamente nas regides semi-aridas, sub-umida e semi-umida do Nordeste
brasileiro, apresenta grande potencial agroindustrial (LIRA JUNIOR et al., 2005).
Seus frutos caracterizados como drupa arredondada, de cor amarela, casca fina e
lisa, com endocarpo (carogo) grande, branco, suberoso e enrugado, apresentam
aroma agradavel e sabor agridoce. Quando maduros, atingem percentual médio
de rendimento em polpa de 55,75% e teor médio de vitamina C de 17,75
mg.100g™" (GIACOMETTI, 1993; LIMA et al., 2002). A peculiaridade dos atributos
sensoriais destes frutos, relacionados ao aroma e sabor, os fazem bastante
apreciados, tanto para o consumo in natura, como também, na forma de sucos,
doces, picolés e sorvetes.

A diversidade genética de populagdes nativas de Spondias € ampla, e deve
ser preservada e avaliada em Bancos de Germoplasma, visando a
disponibilizacdo de gendtipos para exploragdo agroindustrial e programas de
melhoramento genético (SOUZA, 2001). Neste contexto, o Instituto Agronémico
de Pernambuco (IPA) tem se destacado no ambito nacional pelos primeiros
trabalhos cientificos desenvolvidos em caracterizagdo de frutos de Spondias com
o intuito de salvaguardar os genomas de interesse agronémico.

O material de propagacédo do Banco de Germoplasma de caja-umbuzeiro

do IPA foi coletado em plantas selecionadas a partir de prospecgdes genéticas
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nas areas de ocorréncia espontdnea nas Regides do Agreste e Sertdo de
Pernambuco (Serra do Araripe). Estes frutos foram alvo de pesquisas
relacionadas a caracterizacgao fisica e fisico-quimica. Entretanto, ainda nao foram
caracterizados quanto aos fitoquimicos que exibem propriedade antioxidante.
Além disso, o teor destes fitoquimicos em vegetais € amplamente influenciado por
fatores genéticos, condicbes ambientais, além do grau de maturagéo e variedade
da planta, entre outros. Estas constatagbes, motivaram a implementagdo deste
estudo que teve como o objetivo quantificar os principais fitoquimicos bioativos

dos frutos do caja-umbuzeiro do Banco Ativo de Germoplasma do IPA.

MATERIAL E METODOS
Material

Frutos maduros de 4 (quatro) gendtipos (G 2.2; G 2.3; G 3.1; G 3.2) foram
coletados, no meses de fevereiro e margo de 2010, do Banco de Germoplasma,
que se encontra instalado na Estagcdo Experimental de Itambé - PE, pertencente
ao Instituto Agronémico de Pernambuco — IPA. Este banco encontra-se localizado
na mesorregidao da Mata Pernambucana, microrregido da Mata Setentrional
(7°24°50” de latitude sul e 35°06°'30” de longitude oeste), altitude de 190m acima
do nivel do mar. Esta localidade apresenta clima quente e umido, com indice
pluviométrico médio de 1200 mm/ano, temperatura média anual de 24° C e
umidade relativa média do ar de 80%, com os meses mais chuvosos ocorrendo
geralmente de abril a julho. Os frutos foram colhidos dos quatro quadrantes da
arvore, utilizando delineamento inteiramente casualizado, e em seguida,
acondicionados em caixa isotérmica, e imediatamente transportados para o
Laboratério de Analises Fisico-quimicas de Alimentos, do Departamento de
Ciéncias Domésticas da UFRPE para serem higienizados e despolpados. As
polpas frescas obtidas foram acondicionadas em sacos de polietileno e
armazenadas, sob congelamento (-18°C), até o momento das determinacdes

analiticas.
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Métodos

Quantificagado dos polifendis

Fenodlicos Totais

Extratos hidroacetbnico, hidrometandlico e aquoso foram obtidos por
processo de extracdo sequencial, utilizando acetona a 80%, metanol a 80% e
agua destilada. Neste sistema, 70g de polpa dos frutos foram mantidas, sob
agitacdo permanente, a temperatura ambiente (24°C + 2°C), por 20 minutos, com
o primeiro solvente extrator (acetona a 80%), e em seguida, centrifugado a 3233g.
O sobrenadante foi coletado, o precipitado ressuspenso no mesmo solvente, e
submetido a0 mesmo processo acima descrito, por mais dois periodos de 20
minutos, totalizando 60 minutos de extracdo. Ao término deste periodo de
extragdo, sobrenadantes foram combinados, concentrados sob pressao reduzida
a 40° C, e o volume final aferido para 50 mL. O precipitado foi reutilizado para a
extragdo com o segundo solvente extrator (metanol a 80%) e, subsequentemente,
com o terceiro solvente extrator (agua destilada) nas condi¢cdes acima descritas.
Os extratos obtidos foram submetidos a determinacéo do teor de fendlicos totais,
por método espectrofotométrico, utilizando o reagente Folin-Ciocalteau (Merck),
segundo metodologia descrita por Wettasinghe e Shahidi (1999). O teor de fendis
totais foi determinado por interpolagdo da absorbancia das amostras contra uma
curva de calibragao construida com acido galico (20 a 240 pug/mL), e os resultados
expressos em mg de fendlicos totais em equivalente de acido galico (EAG) por

100 grama de polpa.

Flavonoides Totais

Para a extracdo dos flavonodides totais, 70g de polpa dos frutos foram
mantidas, sob agitacdo permanente, a temperatura ambiente (24°C + 2°C), por 20
minutos, com metanol a 80%, e em seguida, centrifugado a 3233g. O
sobrenadante foi coletado, o precipitado ressuspenso no mesmo solvente, e
submetido a0 mesmo processo acima descrito, por mais dois periodos de 20

minutos, totalizando 60 minutos de extracdo. Ao término deste periodo de
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extragdo, sobrenadantes foram combinados, concentrados sob presséo reduzida
a 40° C, e o volume final aferido para 50 mL. A quantificagdo dos flavondides
totais foi efetuada por espectrofotometria, segundo método descrito por Dewanto
et al. (2002), 5mL do extrato foram colocados em baldo de 50mL, adicionou-se
1,5mL de NaNO; a 5%, 3mL de AICI; a 10%, 10mL de NaOH 1M e o volume
final aferido para 50 ml com agua destilada. A absorbancia foi registrada a 510nm,
o teor de flavondides totais determinado por interpolacdo da absorbancia das
amostras contra uma curva de calibragdo construida com catequina (20 a 1.600
pg/mL), e os resultados expressos em mg de flavonoides totais em equivalente de

catequina por 100 grama de polpa.

Taninos Condensados

Para a extragdo dos taninos condensados, 70g de polpa dos frutos foram
mantidas, sob agitacdo permanente, a temperatura ambiente (24°C + 2°C), por 20
minutos, com acetona a 80%, e em seguida, centrifugado a 3233g. O
sobrenadante foi coletado, o precipitado ressuspenso no mesmo solvente, e
submetido a0 mesmo processo acima descrito, por mais dois periodos de 20
minutos, totalizando 60 minutos de extracdo. Ao término deste periodo de
extragdo, sobrenadantes foram combinados, concentrados sob presséo reduzida
a 40° C, e o volume final aferido para 50 mL. A quantificacdo dos taninos
condensados foi efetuada pelo método descrito por Tiitto-Julkunen (1985). 1mL do
extrato hidroacetdnico, foi adicionado a 3mL de vanilina a 4% em metanol, a
1,5mL de HCI, e apds repouso por 20 minutos, a absorbancia foi registrada a
500nm. O teor de taninos condensados foi determinado por interpolacdo da
absorbancia das amostras contra uma curva de calibragdo construida com
catequina (2 a 40 ug/mL), e os resultados expressos em mg de taninos

condensados em equivalente de catequina por 100 gramas de polpa.

Flavonodis Totais

A quantificacdo dos flavondis totais foi efetuada por método
espectrofotométrico descrito por Lees e Francis (1972), utilizando 5g de polpa do

caja-umbu. Para a extragao, a polpa foi homogeneizada com solugédo de etanol a
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95%, acidificada com acido cloridrico 1,5N (85:15 v/v) e estocada a 4°C por 12h.
Em seguida, as amostras foram filtradas, lavadas exaustivamente com a solugao
extratora e o volume final aferido para 100mL. O filtrado foi deixado em repouso,
ao abrigo da luz, por 2h, a temperatura ambiente (24°C+2°C). Para a
quantificagcéo foi utilizado o espectro de absorgéo registrado no comprimento de
onda de 374nm e coeficiente de absorcdo de 76,6. Os resultados foram

expressos em mg de flavonodis em equivalente de quercetina por 100g de polpa.
Carotendides
Extragao e Fracionamento

Seguindo o procedimento analitico descrito por Rodriguez-Amaya (1999),
5g de polpa de caja-umbu foram maceradas com acetona para a extragado dos
pigmentos que, em seguida, foram transferidos para éter de petréleo por particao.
Uma aliquota de 10 mL dos pigmentos extraidos foi aplicada em uma coluna de
vidro (1,5 x 21 cm), empacotada com celite e 6xido de magnésio na proporgéo de
2:1 até a altura aproximada de 15cm, tendo no topo aproximadamente 1cm de
sulfato de sédio anidro (Figura 1). Como fase moével, foram utilizados, éter de
petroleo, éter etilico em éter de petréleo (1%, 4%, 8%, 12%, 20%, v/v), acetona
em éter de petroleo (4%, 12%, 20% e 25%, v/v) e acetona (100%). As fracdes
eluidas com acetona em éter de petroleo foram transferidas para o éter de
petréleo em funil de separacgao e lavadas exaustivamente até a remogao completa

da acetona.
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Figura 1. Coluna cromatografica de frutos de gendtipos de caja umbuzeiros
cultivados no Banco de Germoplasma do IPA (Instituto Agronémico de

Pernambuco), em Itambé-PE.

Identificagao e Quantificagao

As fragbes eluidas na coluna foram concentradas em evaporador rotatério
a vacuo a temperatura de 35°C e os espectros de absorgcdo UV-visivel (350-550
nm), foram obtidos utilizando espectrofotometro (Shimadzu UV-1650PC) e
comparados com os valores descritos por Rodriguez-Amaya (1999), Britton (1991)
e Davies (1965). A determinacdao quantitativa de cada fracdo foi efetuada
considerando a sua absorgdo maxima (Amsx) € 0 coeficiente de absorgéo (E '"¢m),
cujos padrdes, encontram-se disponiveis na literatura (BRITTON, 1991; DAVIES,
1965; RODRIGUEZ-AMAYA, 1999). O teor de carotendides, expressos em ug.g™

foi calculado usando a seguinte expressdo matematica:

ng/g = Volume X amax X 10°

E ™cm X peso amostra
Uma aliquota das fragdes eluidas na coluna foi aplicada em placa de silica
gel 60-F254 20x20 cm, com 0,25 mm de espessura (Merck) que foi desenvolvida
com metanol em tolueno a 5%. Para cada mancha evidenciada foi calculado o

valor de Rf. Em seguida, as placas foram expostas ao vapor de HCI para detectar
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a presenca de epoxidos, considerada positiva quando as manchas amarelas do

cromatograma tornaram-se azuis ou verdes.

Acido Ascérbico

O teor de acido ascérbico foi determinado por titulometria, utilizando 2,6

diclorofenol indofenol, segundo metodologia descrita na AOAC (2005).

Analise Estatistica

Todas as determinacdes foram efetuadas em ftriplicata, conduzidas ao
abrigo da luz, e os resultados submetidos a analise de variancia e teste de
Duncan ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico

“Statistic - for Windows”, versao 7.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de fitoquimicos bioativos da polpa dos 4 gendtipos de caja-umbu do
Banco de Germoplasma do IPA encontra-se na Tabela 1. Os valores de fendlicos
totais referem-se ao somatério dos quantitativos obtidos a partir dos extratos
hidroaceténico, hidrometandlico e aquoso. A analise dos dados evidencia-se que
os genodtipos G 2.3 e G 3.2, com 188,87 e 184,11mg EAG/100g de polpa,
respectivamente, destacaram-se por apresentarem os maiores teores de fendlicos
totais, sem contudo, diferir estatisticamente do G 2.2.

Os frutos destes gendtipos exibiram teor de fendlicos totais, superior ao do
umbu, semelhante ao do caja, e inferior ao da ciriguela, frutos do mesmo género
botanico. Umbu maduro e semi maduros apresentaram 32,70 e 38,03 mg.100g™
de fendlicos totais, respectivamente (MELO; ANDRADE, 2010). Em polpas in
natura de caja e ciriguela, Caetano et al. (2008) detectaram teor de fendlicos
totais de 184,16 mg.100g”" e de 337,79 mg.100g™, respectivamente. Vasco,
Ruales e Kamal-Eldin (2008) relatam teor de 462 mg EAG/100g para polpa de

ciriguela. No entanto, em frutos provenientes de Fortaleza-CE, o teor de fendlicos
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totais em caja (72 mg.100g™") e em umbu (90,4 mg.100g™") foi inferior aos dos
frutos deste estudo (RUFINO et al., 2010).

Tabela 1. Fitoquimicos bioativos em frutos de 4 gendtipos de caja-umbu
provenientes do Banco de Germoplasma do Instituto Agrondmico de Pernambuco,

em ltambé-PE.

Gendtipos
G22 G223 G 3.1 G3.2
149,07+7,02% 188,86+44,36° 110,61+3,08° 184,11+25,76°

Fitoquimicos

Fendlicos totais*

o e 1,95£0,08° 2,02+0,05° 2,37+0,26° 1,97+0,19°
Flavonoides
Taninos 43 59,3 47a 42,77+9,79°  48.24+232°  46.,58+10,87°
condensados
Flavonois*** 2,78+0,072 2,80+0,08? 2,59+0,10° 2,64+0,39°
Ac.Ascorbico****  6,1+0,35° 6,9+0,20%° 6,1+0,69° 7,310,202

* mg EAG/100g polpa. EAG — Equivalente em Acido Galico; ** mg em equivalente de catequina.100g™
polpa; *** mg em equivalente de quercetina.100g B polpa; **** mg /100g'1 polpa. Médias seguidas por letras
iguais, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Duncan (p>0,05).

O teor de fendlicos totais dos frutos de todos os gendtipos, embora seja
relevante, foi inferior ao encontrado em abacaxi, manga e maracuja (362, 557 e
367mg EAG/100g de polpa, respectivamente) (PRADO, 2009), e em goiaba
(249mg EAG/100g de polpa) (VASCO; RUALES; KAMAL-ELDIN, 2008). Porém,
superior ao da manga e do maracuja (60 e 61 mg EAG/100g de polpa),
provenientes do Equador, bem como, da goiaba e do maracuja (83 e 20mg
EAG/100g de polpa) procedentes da regiao sul do Brasil (KUSKOSKI et al., 2005)

Em relacdo ao teor de flavondides, o gendtipo G 3.1 diferenciou-se
significativamente dos demais gendtipos por exibir o mais elevado teor destes
fitoquimicos. Entretanto, ao comparar estes valores com o de outros frutos,
evidencia-se que, independente do gendtipo, os frutos em estudo exibiram baixo
teor destes fitoquimicos. Em maca, variedade Gala, proveniente da estacao
experimental de New York, o teor de flavondides totais foi de 62 mg.100g™" de
polpa (KIM; JEONG; LEE, 2003), enquanto que em amora preta, cultivar Tupy,
provenientes da CEASA de Campinas—SP, o teor deste fitoquimico foi de 173
mg.100g™' (FERREIRA; ROSSO; MERCADANTE, 2010).
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O teor de taninos condensados e de flavondis totais dos frutos dos
genodtipos variou de 42,77 a 48,24 mg.100g™" em equivalente de catequina, e de
2,6 a 2,8 mg em equivalente de quercetina 100g™, respectivamente. A analise
estatistica dos dados revela ndo haver diferenga estatistica entre os gendtipos
para estes constituintes. Valores bastante superiores foram encontrados por
Mattietto, Lopes e Menezes (2010) para taninos condensados em polpa de caja
provenientes de Belém-PA (299,81 mg.100g™"), e por Musser et al. (2004) para
flavonadis totais em acerolas do banco ativo de Germoplasma de Pernambuco
(5,9 a 22,2 mg em equivalente de quercetina 100g™). Outros frutos, no entanto,
apresentaram valores inferiores aos dos genoétipos de caja-umbu, a exemplo da
Manga cv. Espada, Melao cv. Espanhol, Mamao cv. Formosa e Abacaxi,
procedentes do Centro de Abastecimento Alimentar de Pernambuco (CEASA —
PE), com teor de flavondides totais de 1,52; 0,32; 1,20 e 1,17 mg em equivalente
de quercetina 100g™", respectivamente (MELO et al., 2006).

Considerando o somatério de todos os polifendis quantificados (Tabela 1),
evidencia-se que os frutos dos gendtipos G 2.3 e G.3.2 apresentaram o0s mais
elevados teores (236,53 e 235,30mg. 100g™"), seguidos pelos frutos dos genétipos
G 2.2 (196,89 mg. 100g™"). Enquanto que os frutos do genétipo G 3.1 se destacam
por apresentarem o menor teor de polifendis totais (163,81 mg.100g™"). Estes
compostos, de estrutura quimica variavel, mas que tém em comum a presenca de
anel aromatico contendo um ou mais grupos hidroxilicos, incluindo os seus
derivados funcionais, apresentam propriedade antioxidante, podem atuar como
sequestradores de radicais livres e como quelantes de metais. (ANGELO;
JORGE, 2007; BRAVO, 1998; PESSUTO et al., 2009; SHAHIDI; JANITHA;
WANASUNDARA, 1992). Assim, a acdo antioxidante dos vegetais, em especial
das frutas, tem sido atribuida, principalmente a estes fitoquimicos (KAUR;
KAPOOR, 2002; MARTINEZ-VALVERDE; PERIAGO; ROS, 2000).

Os frutos dos gendtipos estudados apresentaram teor de acido ascérbico
que variou de 6,1 a 7,3 mg.1OOg'1. Com destaque para o gendtipo G 3.2 que
exibiu o maior teor, sem, contudo diferir do G 2.3. Os demais gendtipos
apresentaram o menor teor, ndo havendo diferenga estatisticamente entre eles. O
teor de acido ascoérbico dos frutos dos gendtipos de caja-umbu deste estudo

encontra-se proximo dos valores relatados por outros autores. Em caja-umbu
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proveniente do Municipio de Areia-PB, Lima et al. (2002) quantificaram, em frutos
de 5 estadios de maturacao, teor de acido ascérbico de 8,6 a 13,7 mg.100g™". Os
frutos com menor e maior quantidade de acido ascorbico foram aqueles que se
apresentavam no estadio de maturagdo maduro (fruto totalmente amarelo-
alaranjada) e verde (fruto totalmente verde), respectivamente. Como acontece
com outros frutos tropicais, o teor deste constituinte € maior nos frutos verdes, e
diminui em funcdo do grau de maturacdo. Em frutos maduros de 50 diferentes
gendtipos de caja-umbuzeiro da Bahia o teor de acido ascoérbico variou de 3,8 a
16,4 mg.100g” (CARVALHO et al., 2008). Santos et al. (2011) relatam que frutos
de caja-umbu comercializados no Recdncavo Sul da Bahia exibiram um teor
médio de acido ascorbico de 8,0 mg.100mL™". Por outro lado, Silva (2008)
detectou em frutos maduros (frutos amarelo-alaranjado) de gendtipos de caja-
umbuzeira, provenientes do Municipio de Iguatu—CE, uma variagdo de 16,77 a
34,18 mg/100g de acido ascoérbico. Os valores relatados por este autor foram
bastante superiores aos dos frutos deste estudo.

Frutos de outras espécies, porém do mesmo género, exibiram teor de acido
ascorbico superior ao do caja-umbu em estudo. Costa et al. (2010) relatam que
em diferentes gendtipos de ciriguela o teor de acido ascorbico foi 11,66 a 15,96
mg .100g”", enquanto que em 32 gendtipos de umbu, provenientes de Petrolina-
PE, o teor deste constituinte encontrava-se entre 44,01 e 71,05 mg.100g”
(DANTAS JUNIOR, 2008).

Além do grau de maturacgao, o teor de acido ascérbico em vegetais pode
ser influenciado por varios fatores, dentre os quais podem ser citados: espécie e
cultivar do vegetal, condi¢des climaticas e edaficas do plantio, praticas culturais
do cultivo, tratamento pos-colheita, métodos de colheita, entre outros (LEE;
KADER, 2000). Desta forma, as diferengas encontradas entre os teores de acido
ascorbico dos gendtipos em estudo e dos frutos da mesma espécie e de espécies
diferentes, mas do mesmo género botanico, podem ser justificadas.

Assim como outros frutos de coloragdo amarela, o caja-umbu apresenta
carotendides em sua composi¢cdo. Estes fitoquimicos sao isoprendides,
comumente constituidos por oito unidades de isoprenos, formando uma longa
cadeia de polieno, contendo de 2 a 15 ligagbes duplas conjugadas. A estes

compostos tém sido atribuida propriedades bioldgicas, terapéuticas e preventivas
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de varios tipos de disturbios e enfermidades em humanos (AGOSTINI COSTA et
al., 2010; NUNES; MERCADANTE, 2004). A acao protetora dos carotenodides esta
relacionada a sua propriedade antioxidante, especificamente, a capacidade de
sequestrar o oxigénio singleto e interagir com radicais livres (RODRIGUEZ-
AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008).

Dos pigmentos extraidos dos frutos dos gendtipos de caja-umbuzeiro, 5
fragbes foram obtidas usando cromatografia de coluna. A primeira foi eluida com
éter de petréleo, a segunda, terceira e quarta com éter etilico em éter de petroleo,
e a quinta com acetona em éter de petréleo. No espectro de absorgao UV-visivel
(8350-550nm) destas fracbes foi constatada a existéncia de trés picos bem

definidos (Figura 2), caracteristicos da maioria dos carotendides.
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Figura 2. Espectro de absor¢cdo UV-Visivel dos carotendides de frutos de
gendtipos de caja umbuzeiros cultivados no Banco de Germoplasma do IPA

(Instituto Agronémico de Pernambuco), em ltambé-PE.

Considerando os valores de Amax relatados na literatura, verificou-se
através do espectro de absorgdo das fragbes que o pigmento da 1?2 fragéo
apresentava caracteristicas do a-caroteno, com espectro de absor¢éo na regido

visivel de Amax 422, 442 e 471 nm. A 22 fragao foi identificada como B-caroteno-
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5,6-epoxido (Amax 422, 447 e 472nm), a 42 fragdo como B-caroteno-5,6-5'6’
diepoxido (Amax 422, 447 e 472nm), e a 52 fragdo como luteina-5,6 epdxido
(Amax 420, 443 e 470nm). Entretanto, nao foi possivel identificar o pigmento da 32
fragdo, porém as caracteristicas espectrais e cromatograficas desta fracao
permitem inferir que se trata de um caroteno.

Em produtos de caja (suco e polpa), comercializados em Campinas-SP,
Hamano e Mercadante (2001) detectaram a presenca de a-caroteno, p-caroteno e
luteina. Corroborando com os autores acima, Rodriguez-Amaya, Kimura e
Amaya-Farfan (2008) relatam a presenga do a-caroteno, B-caroteno, -
critoxantina e luteina em polpa de caja (Spondias lutea). Assim, dos quatro
carotendides identificados em gendtipos de umbu-caja neste estudo, trés (a-
caroteno, B-caroteno e luteina, estando o [(-caroteno e a luteina na forma
epoxido), também, foram encontrados em caja, fruto do mesmo género botanico.
A identificacdo de epdxidos nos gendtipos estudados deve ser vista com cautela
uma vez que podem ter sido formados durante o processamento das polpas, bem
como, extragdo e analises dos pigmentos, apesar de que todo procedimento
analitico foi conduzido de forma a minimizar a formacao de artefatos. Entretanto,
Rodriguez-Amaya, Kimura e Amaya-Farfan (2008), ressaltam que a
predominancia de B-caroteno e quantidades substanciais de epoxidos, entre
outros, sdo comuns em frutas.

Na cromatografia de camada delgada, as fragdes, com excecédo da 17,
quando foram expostas a vapores de HCI apresentaram coloragcédo azul ou verde,
caracteristica dos epoxidos. As quatro primeiras fragbes (12 a 42 fragao)
apresentaram valores de Rf de 0,99 a 0,97, enquanto que o Rf da 52 fracdo foi
inferior a 0,50 (Tabela 2). Os valores de Rf da 12 a 42 fracdo sdo caracteristicos

dos carotenos, enquanto que o da 5?2 fracao é caracteristico das xantofilas.
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Tabela 2. Caracteristicas cromatograficas dos carotendides presentes em frutos
de 4 gendtipos de caja-umbu provenientes do Banco de Germoplasma do Instituto
Agrondémico de Pernambuco, em ltambé-PE.

Gendtipos (2.2; 2,3; 3.1; 3,2)

Vapor
Fracoes A max- (Nnm Rf Pigmento
¢ Ma ( ) de HCI g
12 440 0,98 - a-caroteno
22 447 0,97 + 5,6 epodxido B-caroteno
32 441 0,99 + Nao identificado
42 444 0,99 + 5,6- 5,6’ diepoxido B-caroteno
5a 443 0,31 + Luteina 5,6 epoxido

Os teores de carotendides calculados a partir dos coeficientes de absorcao
(E'..) de 2800, 2590, 2500, 2690 e 2800 referentes ao a-caroteno, B-caroteno-
5,6-epoxido, caroteno equivalente ao B-caroteno (fracdo ndo identificada), -
caroteno-5,6-5'6’diepoxido e a luteina 5,6 epdxido, respectivamente, citados por
Rodriguez-Amaya (1999) e Britton (1991), encontram-se na Tabela 3. A polpa de
caja-umbu dos gendtipos estudados apresentou teor de carotendides de 6,67 a
11,44ug/g, com destaque para a polpa do genétipo 2.3 que exibiu o menor valor.
Evidencia-se, portanto, que todos os gendtipos exibiram a mesma composigao de
carotendides, porém o perfil quantitativo foi diferenciado. Os gendtipos G 2.2; G
2.3 e G 3.1 exibiram maior concentragdo de [-caroteno-5,6- 5°6’diepoxido (42
fragdo) enquanto que no gendtipo G 3.2, a luteina-5,6 epodxido (52 fragao)
encontra-se em maior proporcao (Tabela 3). Segundo Rodriguez-Amaya, Kimura
e Amaya-Farfan (2008), diferengas qualitativas e, especialmente, quantitativas
sdo resultantes de fatores como variedade/cultivar, grau de maturagao, condi¢des
edafoclimaticas, entre outros. Ressaltam, ainda, que diferencas entre cultivares

de um mesmo produto agricola estdo bem documentadas.
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Tabela 3. Teor de carotendides presentes nas fracbes dos 4 gendtipos de caja-
umbu provenientes do Banco de Germoplasma do Instituto Agronémico de

Pernambuco, Itambé-PE.

Fracdes (Mg/g)

Genotipos 12 22 32 42 52 Total
G22 0,64 2,18 1,83 4,43 2,36 11,44
G223 0,60 1,02 1,03 2,32 1,70 6,67
G 3.1 0,61 1,58 1,12 2,44 1,41 7,16
G 3.2 0,26 1,65 2,24 0,89 5,28 10,32

Diferencas quantitativas na composi¢cdo de carotendides em 5 lotes de
maracuja-amarelo comercializados em Campinas-SP, também, foram detectadas
por Silva e Mercadante (2002). O perfil de carotendides destes frutos era
constituido pelos seguintes pigmentos: [B-criptoxantina, prolicopeno, cis-z-
caroteno, ¢-caroteno, B-caroteno e 13-cis-B-caroteno. Entretanto foi constatado
que nos frutos de dois lotes o ¢-caroteno era o pigmento majoritario, enquanto que
em outros dois lotes o B-caroteno encontrava-se em maior concentragao, € o cis-
¢-caroteno estava presente em maior propor¢do em um dos lotes. Os autores
atribuem essa variacao, provavelmente, a procedéncia das amostras que podem
ser de localidades diferentes, assim como, ao clima e solo do plantio, e ao grau
de maturagao dos frutos.

Comparando o teor de carotendides totais deste estudo (somatdrio dos
teores dos pigmentos que foram fracionados) com o de outros frutos do mesmo
género botanico, cujo teor de carotendides totais esta expresso em equivalente de
B-caroteno, pois os pigmentos nao foram fracionados, evidencia-se que os frutos
de caja-umbuzeiro exibem menor teor destes constituintes (6,67 a 11,44 pg/g).
Costa et al. (2010) e Mattietto, Lopes e Menezes (2010) relatam valores de 20,51
a 27,93 pug.g-1 em equivalente de B-caroteno para ciriguela e de 28,30 pg.g-1 em
equivalente de B-caroteno para caja, respectivamente. No entanto, em umbu,
maduro e semi-maduro, o teor de carotendides foi mais baixo (3,02 £0,22 e 1,70+
0,08 em equivalente de [B-caroteno, respectivamente) do que o dos gendtipos
estudados (MELO; ANDRADE, 2010). Nesses trabalhos, como nao foi efetuado o

fracionamento dos carotendides, a sua quantificagdo foi determinada
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considerando o A Max e o coeficiente de absortividade do [(-caroteno,
recomendado para a quantificacdo de carotendides nao fracionados, o que
possivelmente contribuiu para uma super ou sub quantificagdo dos pigmentos dos

frutos.

CONCLUSOES

Os gendtipos de caja-umbu do Banco de Germoplasma do IPA
apresentaram teor relevante de polifendis totais, baixos teores de acido ascérbico
e de carotendides. O B-caroteno-5,6-5'6’-diepdxido foi 0 componente majoritario
dos gendtipos G 2.2; G 2.3; G 3.1, enquanto que a luteina-5,6 epdxido foi
encontrada em maior quantidade no G 3.2.

Embora os frutos de caja-umbuzeiro exibam variagbes dos teores dos
fitoquimicos entre os genotipos, apresentam em sua constituicdo quantidades
relevantes destes compostos bioativos, podendo contribuir com o aporte de

antioxidante dietético.
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RESUMO

Com vistas a definir o procedimento para extracido eficiente dos polifendis e
avaliar o potencial antioxidante, frutos de 4 gendtipos de caja-umbu (G 2.2; G 2.3;
G 3.1 e G 3.2) procedentes do Banco de Germoplasma do IPA (Instituto
Agronémico de Pernambuco) foram utilizados para obtengdo de extratos
hidroaceténico, hidrometandlico e aquoso, empregando-se trés sistemas de
extracdo: a) extracdo sequencial, utilizando acetona a 80%, metanol a 80% e
agua; b) extragdo sequencial, utilizando agua, metanol a 80% e acetona a 80%; c)
extracdo nao sequencial, utilizando isoladamente os solventes extratores acima
referidos. Os extratos obtidos foram submetidos a determinagdo do teor de
fendlicos totais e da capacidade de sequestro do radical DPPH®. A maior
quantidade de polifendis extraida foi conseguida no sistema cuja solugdo de
acetona 80% foi o primeiro solvente extrator aplicado (1528,23 a 2644,18 ug EAG.
mL™), com destaque para o genédtipo G 2.3. Estes extratos, independente do
gendtipo, atingiram o platé de estabilidade da reagdo de captura do radical DPPH®
aos 15 minutos, exibindo uma forte capacidade de sequestro (> 70%), exceto o
extrato aquoso, excluindo o do G 3.1, cuja acao foi fraca (< 50%). A acdo anti
radical foi dependente da concentragcdo de fendlicos totais, existindo correlagcao
positiva significativa entre estes dois parametros (R=0,8779; p<0,05). Os
gendtipos de caja-umbu do Banco de Germoplasma do IPA apresentaram teor
relevante de fendlicos totais, fitoquimicos eficientemente extraidos em sistema de
extracdo sequencial empregando solu¢do de acetona a 80% como primeiro
solvente extrator. A maior capacidade de sequestro do radical DPPH foi exibida
pelo gendtipo G 3.1, entretanto a acdo anti-radical dos extratos dos demais
gendtipos, especialmente o hidroaceténico e hidrometandlico, também foi
relevante. Desta forma, os frutos do caja-umbuzeiro, por apresentar em sua
constituicdo compostos bioativos e bom potencial antioxidante podem contribuir
com o aporte dietético de antioxidante, propiciando efeitos benéficos ao

organismo.

Palavras-chave: Caja-umbu, Fendlicos totais, Spondias.
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ABSTRACT

In order to define the procedure for efficient extraction of polyphenols and evaluate
the antioxidant potential, fruits of 4 genotypes of “caja-umbu” (G 2.2, G 2.3, G 3.1
and G 3.2) coming from the IPA germplasm collection (Instituto Agronémico de
Pernambuco) were used to obtain hydroacetone, hydromethanolic and aqueous
extracts, using three extraction systems: a) sequential extraction using acetone
80%, methanol 80% and water distillated; b) sequential extraction using water,
methanol 80% and acetone 80%; c) non-sequential extraction using the above
extractors solvents alone. The extracts were subjected to determination of total
phenolic content and DPPH- radical scavenging capacity. The highest total
phenolic content was achieved in the system whose solution of acetone 80% was
the first organic solvent applied (1528.23 to 2644.18 ug EAG.mL™), especially for
genotype G 2.3. These extracts, regardless of genotype, reached a plateau of
stability of DPPH radical scavenging at 15 minutes, displaying a strong capacity (>
70%), except the aqueous extract, excluding the G 3.1, whose action was weak
(<50%). The anti-radical action was dependent on the concentration of total
phenolic, there is a positive correlation (R= 0.8779, p<0.05) observed between
these two parameters. The “caja-umbu” genotypes of the IPA germplasm
collection had relevant content of total phenolic, phytochemicals extracted
efficiently in a system of sequential extraction using acetone 80% solution as the
first extractor solvent. The highest DPPH radical scavenging capacity was
exhibited by genotype the G 3.1, however the anti-radical action of extracts of the
other genotypes, especially hydroacetone and hydromethanolic was also relevant.
Thus, the “caja-umbuzeiro” fruits presenting in its constitution bioactive
compounds and antioxidant potential may well contribute to the dietary intake of

antioxidant, providing beneficial effects to the human health.

Keywords: “Caja-umbu”, Spondias, Total phenolics.
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INTRODUGAO

A umbu-cajazeira, também denominada de caja-umbuzeira, pertencente a
familia Anacardiaceae Lindl., género Spondias L., ocorre ao lado do umbuzeiro
(Spondias tuberosa Arruda) no semi-arido nordestino (CARVALHO et al., 2008). E
uma frutifera tropical nativa do Nordeste brasileiro, de facil propagagao, que
apresenta grandes perspectivas de insergdo no mercado interno de frutas
exodticas (RITZINGER et al.,, 2001). Seus frutos, por apresentarem aroma
agradavel e sabor agridoce, sao bastante apreciados, tanto para o consumo in
natura, como também, na forma de sucos, doces, picolés e sorvetes
(GIACOMETTI, 1993). Estes frutos caracterizados como drupa arredondada, de
cor amarela, casca fina e lisa, com endocarpo (carogo) grande, branco, suberoso
e enrugado, quando maduros, apresentam percentual médio de rendimento em
polpa de 55,75% e teor médio de vitamina C de 17,75 mg.100g™" (LIMA et al.,
2002). Entretanto, assim como ocorre em outras frutas, além deste constituinte,
outros compostos, a exemplo dos polifendis, fazem parte da composi¢cao quimica
deste fruto.

Os polifendis ou compostos fendlicos, integrantes de um amplo e complexo
grupo de fitoquimicos, encontram-se largamente distribuidos na natureza
(ANGELO; JORGE, 2007). Estes compostos apresentam em sua estrutura um
anel aromatico com uma ou mais hidroxilas que |hes confere a propriedade de
agentes redutores. Desta forma, atuam como sequestradores de radicais e
algumas vezes como quelantes de metais (SHAHIDI et al., 1992), agindo tanto na
etapa de iniciagdo como na propagagao do processo oxidativo, gerando produtos
intermediarios relativamente estaveis devido a ressonancia do anel aromatico
apresentada por estas substancias (McCLEMENTS; DECKER, 2010).

Muitos estudos tém demonstrado de forma conclusiva que a propriedade
antioxidante exibida por muitos vegetais se deve, principalmente, aos compostos
fendlicos (KAUR; KAPOOR, 2002; MARTINEZ-VALVERDE; PERIAGO; ROS,
2000). No entanto, a eficacia da acao antioxidante destes componentes bioativos
depende de sua estrutura quimica e de sua concentragdo no alimento. Por sua

vez, o teor destes fitoquimicos em vegetais é amplamente influenciado por fatores
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genéticos, condigbes ambientais, além do grau de maturagcdo e variedade da
planta, entre outros. Além disso, outro aspecto importante relacionado ao
potencial antioxidante destes fitoquimicos diz respeito ao processo de extragao
que devera propiciar a completa extragao dos compostos de interesse, evitando a
sua modificagdo quimica.

A eficiéncia do processo de extragao de fitoquimicos depende do solvente
e do método empregado (TURKMEN; SARI; VELIOGLU, 2006). No caso dos
polifendis que reune uma grande variedade de substancias (fendis simples,
acidos fendlicos, cumarinas, flavondides, taninos e ligninas), de diferentes
polaridades, ndo existe um procedimento de extragdo universal. Solugbes
aquosas de etanol, metanol e acetona, entre outras, em diferentes concentracoes,
sao frequentemente usadas, e a eficacia das mesmas dependera da polaridade
dos polifendis presentes na amostra, bem como do grau de polimerizagado e da
interacdo com outros constituintes (NACZK; SHAHIDI, 2004).

Assim, frente a peculiaridade destes fitoquimicos relacionada a solubilidade
em solventes, e considerando a escassez de dados cientificos, especialmente no
que concerne ao potencial antioxidante do umbu-caja, este trabalho teve como
objetivo definir o procedimento para extragao eficiente dos polifendis deste fruto e

avaliar a sua capacidade de sequestrar o radical DPPH.

MATERIAL e METODOS
Material

Frutos maduros de 4 (quatro) gendtipos (G 2.2; G 2.3; G 3.1; G 3.2) foram
coletados, no meses de fevereiro e margo de 2010, do Banco de Germoplasma,
que se encontra instalado na Estagdo Experimental de Itambé - PE, pertencente
ao Instituto Agronédmico de Pernambuco — IPA. Este banco encontra-se localizado
na mesorregido da Mata Pernambucana, microrregido da Mata Setentrional
(7°24°50” de latitude sul e 35°06°'30” de longitude oeste), altitude de 190m acima
do nivel do mar. Esta localidade apresenta clima quente e umido, com indice
pluviométrico médio de 1200 mm/ano, temperatura média anual de 24° C e
umidade relativa média do ar de 80%, com os meses mais chuvosos ocorrendo

geralmente de abril a julho. Os frutos foram colhidos dos quatro quadrantes da
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arvore, utilizando delineamento inteiramente casualizado, e em seguida,
acondicionados em caixa isotérmica, e imediatamente transportados para o
Laboratério de Analises Fisico-quimicas de Alimentos, do Departamento de
Ciéncias Domésticas da UFRPE para serem higienizados e despolpados. As
polpas frescas obtidas foram acondicionadas em sacos de polietileno e
armazenadas, sob congelamento (-18°C), até o momento das determinacdes

analiticas.

Métodos

Obtencao dos extratos

Extratos hidroacetdnico, hidrometandlico e aquoso foram obtidos, utilizando
trés (03) processos de extragdo: a) Sistema de extracdo sequencial, utilizando
acetona a 80%, metanol a 80% e agua destilada; b) Sistema de extragéo
sequencial, utilizando agua destilada, metanol a 80% e acetona a 80%; c)
Sistema de extragdo nao sequencial, utilizando, isoladamente, os solventes
extratores acima referidos. Nos sistemas de extracdo sequencial, 70g de polpa
dos frutos foram mantidas, sob agitagdo permanente, a temperatura ambiente
(24°C + 2°C), por 20 minutos, em 30mL do primeiro solvente extrator (acetona a
80%, no caso do primeiro sistema, ou agua destilada no caso do segundo
sistema), e em seguida, centrifugado a 3233g. O sobrenadante foi coletado, o
precipitado ressuspenso no mesmo solvente, e submetido ao mesmo processo
acima descrito, por mais dois periodos de 20 minutos, totalizando 60 minutos de
extracdo. Ao término deste periodo de extracdo, os sobrenadantes foram
combinados, concentrados sob pressao reduzida a 40° C, e o volume final aferido
para 50 mL. O precipitado foi reutilizado para a extragdo com o segundo solvente
extrator (metanol a 80%) e, subsequentemente, com o terceiro solvente extrator
(dgua destilada ou acetona a 80%) nas condigdes acima descritas. Os extratos
obtidos foram acondicionados em recipientes tampados e mantidos sob
congelamento (-18°C) até o momento das analises.

No sistema de extracdo ndo sequencial, 70g da polpa dos frutos foram

mantidos sob agitacdo permanente, a temperatura ambiente (24°C + 2°C), por 20
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minutos, em acetona a 80%, e em seguida, centrifugadas a 3233g. O
sobrenadante foi coletado, o precipitado ressuspenso no mesmo solvente e
submetido a0 mesmo processo acima descrito, por mais dois periodos de 20
minutos, totalizando 60 minutos de extracdo. Ao término deste periodo de
extracdo, os sobrenadantes foram combinados, concentrados sob pressao
reduzida a 40° C, e o volume final aferido para 50 mL (extrato hidroacetdnico).
Este procedimento foi repetido com metanol a 80% e com agua destilada para
obtencao dos extratos hidrometandlico e aquoso. Todo o processo de extragao foi

efetuado em ftriplicata.

Fenolicos Totais

A determinacdo do teor de fendlicos totais dos extratos foi efetuada, por
método espectrofotométrico, utilizando o reagente Folin-Ciocalteau (Merck),
segundo metodologia descrita por Wettasinghe e Shahidi (1999). O teor de
fendlicos totais foi determinado por interpolacdo da absorbancia das amostras
contra uma curva de calibragdo construida com acido galico (20 a 240 ug/mL), e
os resultados expressos em expressos em g em equivalente de acido galico por

mL do extrato
Capacidade de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH-)

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, Saura-Calixto (1998). Extratos
com diferentes concentragdes de fendlicos totais foram adicionados a solucéo de
DPPH’ em metanol (0,1M), atingindo a concentracao final de fendlicos totais de 6,
18, 25 e 33 pg mL". A absorbancia a 517 nm foi monitorada, em
espectrofotdbmetro (Shimadzu UV-1650PC) até a reacdo atingir o platd de
estabilidade. A capacidade de sequestrar o radical DPPH" foi expressa em
percentual, calculada em relagdo ao controle (sem antioxidante), segundo a

expressao abaixo descrita por Miliauskas et al. (2004):

% sequestro = Absorbancia do controle — Absorbancia da amostra X 100

Absorbancia do controle
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Analise Estatistica

Todas as determinacdes foram efetuadas em ftriplicata e os resultados
submetidos a anadlise de variancia e teste de Duncan ao nivel de 5% de
probabilidade, utilizando o programa estatistico “Statistic - for Windows”, verséo 7.
Os coeficientes de correlagdo e regressao foram calculados usando o Excel

(Microsoft, Inc.).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos obtidos por processo de extracdo sequencial, com trés ciclos
de extracao para cada solvente e temperatura ambiente (25 + 2°C), exibiram teor
de polifendis variado (Tabela 1). A maior quantidade de polifendis foi extraida com
o uso do primeiro solvente extrator, independente de ser agua destilada ou
acetona a 80%. Entretanto, no sistema em que a solucido de acetona foi o
primeiro solvente a ser aplicado obteve-se a extragdao de uma maior quantidade
de fendlicos totais, demonstrando a superioridade da acetona como solvente
extrator. Em Camellia sinensis (L) O. Kuntz, a solu¢do de acetona a 70%
empregada em sequéncia a solugado hidrometandlica, também conseguiu extrair o
maior teor desses fitoquimicos (MANIAN et al., 2008). Entretanto, Melo et al.
(2008) constataram que a agua destilada empregada como o primeiro solvente
extrator, conseguiu extrair de varias frutas (abacaxi, acerola, caju, goiaba, manga,
mamao, melancia, meldo e laranja), com exce¢do da pinha, maior teor de

fendlicos totais.
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Tabela 1. Fendlicos totais em extratos de caja-umbu de 4 gendtipos extraidos por

sistema de extragao sequencial e em temperatura ambiente (25 + 2°C).

Sistema extracao Fendlicos totais extraiveis(ug. mL™)
sequencial Gendtipos

(ordem de aplicagao

do solvente extrator) G22 G23 G3.1 G3.2
Hidroaceténico 1988,0 £92,3°  2467,4+33,6° 1361,8455,6° 2438,8+51,4°
Hidrometandlico 27,0 +1,2° 89,3+3,5° 52,9+1,48" 54,0+1,4°
Agua destilada 72,1 +5,6° 87,5+2,5° 134,0+4,8° 84,9+9,4°
Total 2087,2£98,2° 2644,2+34,8° 1528,2+26,8° 2577,7+60,73°
Agua destilada 2097,3+98,1° 955,2+54,8°  1075,8+53,3*° 1272,8+127,9°
Hidrometandlico 203,5+16,3° 163,0£9,5°  240,0+8,8° 225,0+4,9%°
Hidroaceténico 102,4+10,9° 114,5¢19,1°  128,1+2,5° 169,8+13,9°
Total 2403,1%105,8° 1232,8£82,4° 1374,9%55,3° 1667,6166,9°

Os valores referem-se a média + desvio padrao de trés determinagbes; as médias seguidas por

letras iguais, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Duncan (p>0,05).

Em termos do total de polifendis extraidos, no sistema de extracdo
sequencial que teve como primeiro solvente extrator a solugdo de acetona a 80%,
destaca-se o gendtipo G 2.3, cujo teor de polifendis foi estatisticamente
semelhante ao do G 3.2. No entanto, ao empregar os solventes extratores em
outra ordem (agua destilada, metanol 80% e acetona 80%), o gendtipo G 2.2
passou a exibir a maior quantidade deste constituinte. Na Tabela 2, encontra-se o
teor de fendlicos totais de extratos obtidos por processo ndo sequencial, ou seja,
com solventes isolados. Evidencia-se que a maior parte dos polifendis foi
solubilizada em acetona a 80%, em seguida em agua destilada e por ultimo em
metanol a 80%. No caso do gendtipo G 2.2, o teor de polifendis do extrato aquoso
foi superior aos demais, porém, estatisticamente semelhante ao do extrato
hidroaceténico. Constata-se, portanto, mais uma vez, a superioridade da acetona
na extracao de polifendis de umbu-caja. Além disso, os dados obtidos apontam
para eficacia do sistema de extragcdo sequencial, concordando com a assertiva de
Pérez-Jiménez et al. (2008), que refere sobre a necessidade de combinar pelo
menos dois ciclos de extracdo e de utilizar solventes organicos em solugdes

aquosas, com diferentes polaridades.
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Tabela 2. Fendlicos totais em extratos de caja-umbu de 4 gendtipos extraidos por
sistema de extracdo isolado e em temperatura ambiente (25 + 2°C).

Fendlicos totais extraiveis (ug. mL™)

Genotipos Solventes extratores
Hidroacetbénico Hidrometanodlico Aquoso
G22 1988,0+£92,3? 852,2+17,5° 2097,3+98,2°
G23 2467,4+33,6° 726,8+35,1° 955,2+54,8°
G 3.1 1361,8+55,5° 686,3+57,8° 1075,8+53,3"
G 3.2 2438,8+51,4° 751,3+41,1° 1272,8+127,9°

Os valores referem-se a média + desvio padrdo de trés determinagdes. As médias seguidas por

letras iguais, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Duncan (p>0,05).

Jayaprakasha e Patil (2007), no entanto, utilizando isoladamente metanol,
metanol a 80%, acetona e acetato de etila, para extragado de polifendis em duas
variedades de frutas citricas evidenciaram que o metanol a 80% foi mais eficiente
para a extracdo de fendlicos da laranja variedade Citron (71,81mg.g”" extrato),
enquanto que a acetona foi mais eficaz na extragao dos fendlicos da laranja
variedade Blood Orange (48,80 mg.g™' extrato). O etanol a 40% foi indicado como
eficiente para a extracdo de compostos antioxidantes a partir de Morinda citrifolia
(THOO et al., 2010). Assim, pode-se evidenciar que a extracdo de compostos
fendlicos esta diretamente relacionada com a compatibilidade dos compostos com
o sistema de solventes. Segundo Naczk e Shahidi (2004), a eficacia do solvente
dependera da polaridade dos polifendis presentes na amostra, bem como do grau
de polimerizagao e da interacdo com outros constituintes. Outros autores ainda
complementam que o rendimento da extracdo depende tanto do solvente utilizado
como do método aplicado, enquanto que a composi¢cdo do extrato esta
relacionada ao sistema solvente utilizado (MOURE et al., 2001; OU; HAMPSCH —
WOODILL; PRIOR, 2001; SUN; HO, 2005). Evidencia-se, portanto, a necessidade
de efetuar selegao criteriosa do solvente de extracdo, tendo em vista que em
vegetais existem polifendis com polaridade diversificada, e que a solubilidade
destes constituintes em um determinado solvente € uma caracteristica peculiar do
fitoquimico. No caso dos polifendis de umbu-caja, frente a eficiéncia demonstrada,
pode-se apontar como ideal o processo de extragao sequencial que utilizou a

acetona como o primeiro solvente e trés ciclos de extragdo para cada solvente.
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Capacidade de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH-)

Os ensaios da atividade antioxidante foram conduzidos com os extratos
obtidos com o sistema de extragdo seqiencial em que a solugao de acetona 80%
foi a primeira a ser aplicado, uma vez que com este sistema foi possivel extrair
maior teor de fendlicos totais. Nas Figuras 1 e 2 encontram-se a capacidade de
sequestro do radical DPPHe« dos extratos isolados e dos extratos combinados dos
gendtipos de caja-umbu. Analisando a cinética da reacao (Figura 1), evidencia-se
que, independente do gendtipo, todos os extratos atingiram o platd de
estabilidade da reacdo aos 15 minutos, entretanto os extratos hidroacetbnico e
hidrometandlico exibiram os mais elevados percentuais de sequestro do radical
DPPHe.. Merecem destaque os extratos hidroaceténico e o aquoso do gendétipo G
3.1 e o extrato hidrometandlico do gendtipo G 3.2 por terem exibido a maior agéo
anti-radical. Os extratos combinados de todos os gendtipos, exceto o G 2.2, aos
15 minutos da reagdo, exibiram percentual de sequestro estatisticamente
semelhante (Figura 2).

A analise do percentual de sequestro do radical DPPH aos 15 minutos da
reacdo evidencia que os extratos hidroacetbnico, hidrometandlico e aquoso
combinados, do gendtipo G 3.1, exibiu capacidade de sequestro superior a dos
extratos combinados dos demais gendtipos sem, contudo, diferir estatisticamente
dos gendtipos G 2.3 e G 3.2. A acdo anti-radical dos extratos combinados de
todos os gendtipos, exceto o G 3.1, foi superior a do extrato aquoso e inferior a
dos extratos hidroacetbnicos e hidrometandlicos. Evidencia-se, portanto, que,
possivelmente, os compostos bioativos presentes no extrato aquoso dos

gendtipos influenciaram na menor agédo dos extratos combinados.
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Figura 1. Cinética da reacédo de seqiiestro do radical DPPH dos extratos hidroacetonico

(a), Hidrometandlico (b), Aquoso (c) e dos extratos combinados (hidroaceténico +
hidrometandlico + aquoso) (d) de frutos de 4 gendtipos (G 2.2; G 2.3; G 3.1 G 3.2) de
caja-umbu do Banco de Germoplasma do IPA contendo 33 ug de fendlicos totais
equivalente em &cido galico. mL™" de extrato.
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Figura 2. Percentual de sequestro do radical DPPH dos extratos hidroacetonico,
hidrometandlico, aquoso e dos extratos combinados (hidroacetdnico + hidrometandlico +
aquoso) de frutos de 4 gendtipos (G 2.2; G 2.3; G 3.1 e G 3.2) de caja-umbu do Banco de
Germoplasma do IPA, aos 15 minutos da reacdo, contendo 33 ug de fendlicos
equivalente em &cido galicomL™ de extrato. [Médias do mesmo extrato, porém de
genotipo diferente seguidas por letras iguais n&o diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Duncan (p>0,05)]

Vale destacar, ainda, que a acao anti-radical do extrato hidroacetdnico e do
aquoso do gendtipo G 3.1 foi estatisticamente superior a dos respectivos extratos
dos demais gendtipos. No entanto, a agdo do extrato hidrometandlico do G 3.1
nao exibiu diferenca estatistica quando comparada com a do extrato
hidrometandlico dos outros gendtipos. Segundo a classificacao estabelecida por
Melo et al. (2008), a capacidade de sequestro pode ser considerada forte,
moderada ou fraca quando atingir o percentual de 70%, entre 50 e 70% e abaixo
de 50%, respectivamente. Desta forma, evidencia-se que o0s extratos
hidroaceténico, hidrometandlico e os combinados de todos os gendtipos de caja-
umbu, exibiram uma forte capacidade (superior a 70%), enquanto que o extrato
aquoso, exceto o do gendtipo 3.1, exibiu uma fraca capacidade de sequestro do
radical DPPH (inferior a 50%). A acao antioxidante dos extratos de caja-umbu
frente ao radical DPPH foi superior a exibida pelo extrato metandlico de caja e
ciriguela (50 a 70%), aos 15 minutos da reagao (CAETANO et al., 2008) e ao
extrato metandlico do umbu maduro e semi maduro (inferior a 40%) (MELO;
ANDRADE, 2010).
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A acdo antioxidante, aos 5 minutos de reacdo, exibida pelos extratos
combinados, contendo concentragao final de 6, 18, 25 e 33ug mL" de fenolicos
totais, encontra-se apresentada na Figura 2. O gendtipo G 3.1 destacou-se por
exibir o mais elevado percentual de sequestro diferindo estatisticamente dos
demais extratos dos genétipos, exceto na concentragéo de 25 ug. mL™ cuja a agdo
foi semelhante a do G 3.2.

70 - 5
a
E 60
=
a 50
0
T
ﬁ 40
- =G2.2
£ 20 .
£ mG2.3
2 20
= mG3.1
a
v 10 =G3.2

6 pg.mL-1
HE 18 pz.ml-1

25 pg.mL-1

33 pg.mL-1

Figura 3. Capacidade de sequestro do radical DPPH (%) exibida pelos extratos
combinados dos gendétipos de umbu-caja, nas concentracbes de 6, 18, 25 e 33 ug de
fendlicos totais equivalente em &cido ge’llico.mL'1 de extrato, aos 5 minutos de reacao.
[Médias dentro da mesma concentragdo seguidas por letras iguais ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (p>0,05)]

A analise dos dados permite evidenciar que a acao é dependente da
concentracao de fendlicos totais, e que existe uma correlagao positiva (R= 0,8779;
p<0,05) significativa entre estes dois parametros. Evidencia-se, também, que
houve um aumento linear da capacidade de sequestrar o radical DPPH em funcéao
do teor de fendlicos totais (Figura 3). Xu e Chang (2007) também detectaram forte
correlacéo (R = 0,98) entre o teor de fendlicos totais e % de sequestro de DPPH

em extratos hidroacetdnicos de varios legumes.
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Figura 4. Correlagdo entre o teor de fendlicos totais e a capacidade de sequestrar o
radical DPPH (%) dos extratos combinados dos 4 gendtipos do caja-umbu, nas
concentragdes de 6, 18, 25, 33 ug de fendlicos totais equivalente em &cido galico.mL™ de

extrato.

Corroborando com o resultado deste estudo, varios autores tém
demonstrado de forma conclusiva que existe uma forte relagdo positiva entre o
teor de fendlicos totais e a capacidade antioxidante de frutas e hortalicas (VISON
et al., 1998; VELIOGLU et al.,, 1998; KAUR, KAPOOR, 2002; ABDILLE et al.,
2005; VASCO, RUALES e KAMAL-ELDIN, 2008). Além da presenga nos extratos
de outros fitoquimicos, a estrutura quimica do componente ativo tem influéncia
sobre a eficacia do antioxidante natural, uma vez que a posi¢ao e o numero de
hidroxilas presentes na molécula dos polifendis € um fator relevante para esta
atividade (MELO et al., 2008).
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CONCLUSOES

Os gendtipos de caja-umbu do Banco de Germoplasma do IPA
apresentaram teor relevante de fendlicos totais. A maior parte dos polifenodis
presente destes frutos foi solubilizada em acetona 80%, e o sistema de extracao
sequencial que teve esta solucdo como primeiro solvente extrator foi mais
eficiente na extragao dos polifendis de frutos de caja-umbu.

O gendtipo G 3.1 exibiu a maior capacidade de sequestro do radical DPPH,
entretanto a agcéo anti-radical dos extratos dos demais gendtipos, especialmente o
hidroaceténico e hidrometandlico, também foi relevante. Desta forma, pode-se
inferir que os frutos do caja-umbuzeiro, por apresentar em sua constituicao
compostos bioativos e bom potencial antioxidante, podem contribuir com o aporte

dietético de antioxidante, propiciando efeitos benéficos ao organismo.
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ARTIGO 3: CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DE FRUTOS DE
GENOTIPOS DE CAJA-UMBUZEIRAS
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RESUMO

Com o objetivo de avaliar a capacidade antioxidante dos frutos de caja-umbu
procedente do Banco de Germoplasma do Instituto Agronémico de Pernambuco —
IPA, frutos de 4 gendtipos (G 2.2; G 2.3; G 3.1 e G 3.2) foram utilizados para
obtencao de extratos hidroacetbnico, hidrometandlico e aquoso, empregando-se 0
sistema de extracado sequencial, utilizando acetona a 80%, metanol a 80% e agua
destilada. Os extratos obtidos foram submetidos a determinagdo do teor de
fendlicos totais e em seguida, combinados e submetidos aos seguintes ensaios
antioxidantes: capacidade de sequestro do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
(DPPH?®), capacidade de sequestrar o radical ABTS®; inibicdo da oxidacao lipidica
em sistema de Co-oxidacdo do B-caroteno e acido linoléico, e em sistema de
inibicdo da peroxidagdo do acido linoléico - Método Tiocianato Férrico. A
quantidade do total de polifendis extraidos variou de 1.528,23 a 2.644,18 ug EAG.
mL™, com destaque para o genétipo G 2.3 com o maior teor. Todos os gendtipos
apresentaram baixo valor de ECs5p (0,30 a 0,43), valor de Tgcso de 8,98 a 15,24
minutos, classificado-os como intermediario, e eficiéncia anti-radical de 0,18 a
0,40. Exibiram expressiva capacidade de sequestro do radical ABTS (55,56 a
120,08 uMol TEAC.g™"). A agdo antioxidante destes extratos em sistema modelo
da co-oxidagcédo do -caroteno/acido linoléico foi considerada moderada (56,91 a
69,41 % de inibicdo), todos os extratos demonstram ser eficientes em bloquear o
inicio da reacao de oxidacao (F1<1), porém na fase de propagacao, o extrato do
gendtipo G 3.2 demonstrou maior eficiéncia (F2<1). A inibicdo da peroxidagao do
acido linoléico pelos extratos de gendtipos de caja-umbu variou de 88,45% a
92,89%. Portanto, os gendtipos de caja-umbuzeiros apresentam bom potencial
antioxidante, tanto na captura de radicais livres, doando hidrogénio ou elétron,
quanto em meio lipidico, inibindo a peroxidagcdo lipidica. Frente a acao
antioxidante exibida, a insercdo do caja-umbu na dieta usual torna-se
recomendavel, uma vez que este fruto podera contribuir com o aporte de

antioxidante dietético.

Palavras-chave: ABTS, Caja-umbu, DPPH, Sistema modelo B-caroteno.
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ABSTRACT

This study was carried out aiming to evaluate the antioxidant capacity of “caja-
umbu” fruits from the Instituto Agronémico de Pernambuco — IPA germplasm
collection. Fruits of the four genotypes (G 2.2, G 2.3, G 3.1 and G 3.2) were used
to obtain hydroacetone, hydromethanolic and aqueous extracts using sequential
extraction procedure (acetone 80%, methanol 80% and distilled water). The
extracts were submitted to determination of total phenolic content 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 B-carotene-linoleic acid co-oxidation system and ferric
thiocyanate method. The amount of total polyphenols extracted ranged from
1528.23 to 2644.18 ug EAG. mL™", highlighting the genotype G 2.3 with the highest
level. All genotypes exhibited good DPPH+ scavenging activity (ECsp value of 0.30
to 0.43, Tecso value of 8.98 to 15.24 minutes, and EA value of 0.18 to 0,40),
significant ABTS++ scavenging capacity (55,56 a 120,08 uMol TEAC.g™) and high
percentage of inhibition of peroxidation of linoleic acid (88.45 to 92.89%). In co-
oxidation of linoleic acid/B-carotene system exhibited moderate activity (56.91 to
69.41% inhibition), showing that they are effective in blocking the starting of
oxidation reaction (F1 <1), but the propagation phase, 3.2 G genotype showed
higher efficiency (F2 <1). Therefore, the genotypes of “caja-umbu” have good
antioxidant potential, both in free radicals scavenging, donating hydrogen or
electron, as in the lipid, inhibiting lipid peroxidation. Thus, considering exhibited
the antioxidant action, the inclusion of “caja-umbu” in usual diet becomes

advisable, since this fruit can contribute to the dietary intake of antioxidant.

Keywords: “Caja-umbu”, DPPH, ABTS, Model system [3-carotene
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INTRODUGAO

No Nordeste brasileiro, arvores frutiferas nativas sdo largamente
exploradas através do extrativismo, ou em pomares domeésticos e em plantio
desorganizados conduzidos empiricamente. Neste contexto, encontra-se a
cajaraneira, a cirigueleira, a umbugueleira e a umbu-cajazeira, espécies, da
familia Anacardiaceae Lind., género Spondias L. Os frutos destas espécies,
classificados como drupa, por apresentarem aroma e sabor agradaveis s&o
bastante apreciados tanto para o consumo in natura como na forma processada,
como polpa, sucos, doces, néctares, picolés e sorvetes (CAVALCANTI et al.,
1996; SACRAMENTO; SOUZA, 2000). Acredita-se que o caja-umbu (Spondias
spp) seja resultante de possiveis cruzamentos naturais entre o caja (Spondias
mombim L.) e o umbu (Spondias tuberosa Arr. Cam.).

Assim como acontece com outros frutos, vitaminas, minerais e fibras fazem
parte da constituicdo quimica do caja-umbu. Em estadio de maturagdo comercial
(fruto totalmente amarelo), este fruto apresentam, em média, rendimento em
polpa de 55,75%, pH de 2,08; sélidos soluveis totais (SST) de 11,25° Brix; acidez
total titulavel (ATT) de 1,77 g de acido citrico/100g de polpa; relagdo SST/ATT de
6,39 e teor de vitamina C total de 17,75 mg/100g (LIMA et al., 2002). Entretanto,
segundo Rice-Evans et al. (1996), também fazem parte da composi¢do dos
vegetais fitoquimicos bioativos, dentre os quais se destacam os polifendis, acido
ascorbico, vitamina E, e o B-caroteno.

A natureza quimica destes compostos possibilita reagirem com os radicais
livres, retardando a velocidade das reacdes de oxidagdo. O efeito protetor
resultante desta agdo tem conduzido a redugado da mortalidade e morbidade por
algumas doengas cronicas nao transmissiveis, conforme demonstram as
evidéncias epidemiolégicas (KAUR; KAPOOR, 2002; MARTINEZ-VALVERDE;
PERIAGO; ROS, 2000). No entanto, os teores dos constituintes antioxidantes em
vegetais variam em funcéo das condigcbdes edafoclimaticas do cultivo, bem como,
da variedade e grau de maturacao dos frutos, entre outros (SCALZO et al., 2005).
Estas constatagdes motivaram a implementacdo deste estudo, com vistas a
avaliar a capacidade antioxidante dos frutos de caja-umbu procedentes do Banco

de Germoplasma do Instituto Agronémico de Pernambuco — IPA.
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MATERIAL E METODOS

Material

Frutos maduros de 4 (quatro) gendtipos (G 2.2; G 2.3; G 3.1; G 3.2) foram
coletados, no meses de fevereiro e margo de 2010, do Banco de Germoplasma,
que se encontra instalado na Estagdo Experimental de Itambé - PE, pertencente
ao Instituto Agrondmico de Pernambuco — IPA. Este banco encontra-se localizado
na mesorregido da Mata Pernambucana, microrregido da Mata Setentrional
(7°24°50” de latitude sul e 35°06°'30” de longitude oeste), altitude de 190m acima
do nivel do mar. Esta localidade apresenta clima quente e umido, com indice
pluviométrico médio de 1200 mm/ano, temperatura média anual de 24° C e
umidade relativa média do ar de 80%, com os meses mais chuvosos ocorrendo
geralmente de abril a julho. Os frutos foram colhidos dos quatro quadrantes da
arvore, utilizando delineamento inteiramente casualizado, e em seguida,
acondicionados em caixa isotérmica, e imediatamente transportados para o
Laboratério de Analises Fisico-quimicas de Alimentos, do Departamento de
Ciéncias Domésticas da UFRPE para serem higienizados e despolpados. As
polpas frescas obtidas foram acondicionadas em sacos de polietileno e
armazenadas, sob congelamento (-18°C), até o momento das determinacdes

analiticas.

Métodos

Obtencao Sequencial dos Extratos

Extratos hidroaceténico, hidrometandlico e aquoso foram obtidos por
processo de extracdo sequencial, utilizando acetona a 80%, metanol a 80% e
agua. Neste sistema, 70g de polpa dos frutos foram mantidas, sob agitacédo
permanente, a temperatura ambiente (24°C + 2°C), por 20 minutos, com o
primeiro solvente extrator (acetona a 80%), e em seguida, centrifugada a 3233g.
O sobrenadante foi coletado, o precipitado ressuspenso no mesmo solvente, e
submetido a0 mesmo processo acima descrito, por mais dois periodos de 20

minutos, totalizando 60 minutos de extracdo. Ao término deste periodo de
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extragdo, sobrenadantes foram combinados, concentrados sob presséo reduzida
a 40° C, e o volume final aferido para 50 mL. O precipitado foi reutilizado para a
extracdo com o segundo solvente extrator (metanol a 80%) e, subsequentemente,
com o terceiro solvente extrator (dgua destilada) nas condi¢des acima descritas.
Os extratos obtidos foram acondicionados em recipientes tampados e mantidos

sob congelamento (-18°C) até o momento das analises.
Determinagodes analiticas

Fendlicos totais

A concentragcdo dos compostos fendlicos totais foi determinada por
espectrofotometria através do reagente Folin-Ciocalteau (Merck), segundo
metodologia descrita por Wettasinghe e Shahidi (1999). O teor de fendis totais foi
determinado por interpolagcéo da absorbancia das amostras contra uma curva de
calibragdo construida com acido galico (20 a 240 ug/mL), e os resultados

expressos em expressos em g em equivalente de acido galico por mL do extrato.

Determinagao da Atividade antioxidante

Capacidade de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH-)

Os extratos hidroacetbnico, hidrometandlico e aquoso foram combinados e
submetidos a determinacado da capacidade de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH?e), utilizando o método descrito por Brand-Williams et al.
(1995), modificado por Sanchez-Moreno, Larrauri e Saura-Calixto (1998). Extratos
combinados, com diferentes concentragcdes de fendlicos totais, foram adicionados
a solugao de DPPH em metanol (0,1M), atingindo a concentragao final de 6, 18,
25 e 33ug de fendlicos totais. mL™". A absorbancia a 515 nm foi monitorada, em
espectrofotobmetro (Shimadzu UV-1650PC) até a reacdo atingir o platd. A
concentragdao do DPPH- remanescente no meio da reacéao foi calculada a partir da

curva padrao do radical DPPHe, e o percentual de DPPHe< remanescente
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(DPPHem%) de cada concentracédo do extrato foi calculado utilizando a seguinte
expressao:
% DPPHggm = DPPH {/ DPPH 1= x 100

Onde: DPPH  é concentragao do radical DPPH no tempo em que a reagao atingiu

o platd; DPPH -9 € concentragéao inicial do DPPH (tempo 0 da reacao)

Em seguida, a concentragdo do extrato eficiente para diminuir em 50% a
concentragao inicial do DPPHe (ECsy) foi calculada a partir do grafico da
concentragdo da amostra (g de fendlicos totais da amostra. g DPPH™") versus
DPPHRrem%, cujo resultado foi expresso em g de fendlicos totais do extrato por g
de DPPHe. A eficiéncia anti-radical (EA) foi calculada considerando o valor de

ECs0 e o tempo em que foi atingido 0 ECsg (Tecso), conforme expressao abaixo:
EA=1/EC50.TEc50

O comportamento cinético dos extratos foi classificado em rapido (Tgcso < 5
minutos), intermediario (Tecso = 5 a 30 minutos) ou lento (Tecso > 30 minutos),
segundo o valor de Tgcso, € a eficiéncia anti-radical, em baixa (EA < 1), média (EA
>1 e <5), alta (EA >5 e < 10) ou super alta (EA >10) de acordo com o valor de
EA (SANCHEZ-MORENO, LARRAURI; SAURA-CALIXTO.1998).

Capacidade de sequestrar o radical ABTS*"

A capacidade de sequestrar o 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 solugdo aquosa de
ABTS (7 mM) com 2,45 mM de persulfato de potassio. Esta solugdo foi mantida
ao abrigo da luz, em temperatura ambiente por 16h. Em seguida, a solugao do
radical foi diluida em etanol até obter uma medida de absorbéncia 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

concentracao final de 5, 10 e 15ug de fendlicos totais/mL, e a absorbancia
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medida, apdés 6 minutos, em espectrofotdmetro (Shimadzu UV-1650PC). A
capacidade antioxidante da amostra foi calculada em relagdo a atividade do
antioxidante sintético Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido
carboxilico), nas mesmas condicbes, e o0s resultados foram expressos em

atividade antioxidante equivalente ao Trolox (uMol TEAC.g™ de polpa).

Co-oxidacao do B-caroteno e acido linoléico

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada utilizando método
descrito por Marco (1968), modificado por Hammerschmidt e Pratt (1978), como
segue: A solugao de B-caroteno (1 mL), preparada pela dissolu¢gdo de 1 mg de B-
caroteno em 10 mL de cloroférmio, foi colocada em um baldo de fundo redondo,
contendo 20 mg de acido linoléico e 200 mg do emulsificante Tween 20. Apds a
remocgao do cloroférmio, em evaporador rotatério a 50°C, 50 mL de agua destilada
foram adicionados sob agitacédo vigorosa. Aliquotas (5 mL) desta emulsdo foram
transferidas para uma série de tubos de ensaios contendo 0,2 mL dos extratos,
atingindo concentracdo final de 100ug de fendlicos totais.mL™". Em seguida, os
tubos foram colocados em banho-maria a 50°C, durante 105 min, e a absorbancia
mensurada a 470 nm, nos intervalos de tempo de 0, 5, 15, 30, 45, 60, 75, 90 e
105. A atividade antioxidante foi expressa como percentual de inibicdo da
oxidagao, calculada em relacdo a 100% da oxidacdo do controle (sem

antioxidante), conforme expressao abaixo:

% de inibicdo= Taxa de degradacéo do controle — taxa de degradacédo da amostra X 100

Taxa de degradacao do controle

Estudo cinético da atividade antioxidante no sistema da co-oxidacao do -

caroteno /acido linoléico

A eficiéncia da atividade antioxidante dos extratos foi estimada a partir da
relacdo entre a tangente das curvas cinéticas do extrato e do controle (sem
adicdo de antioxidante), em duas partes da curva, entre 15 e 45 minutos e entre

75 e 105 minutos, segundo metodologia descrita por Silva, Nascimento e Moreira
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(2007). Na primeira parte da curva, o valor obtido (F1) indica a eficiéncia do
antioxidante de bloquear a reagdo em cadeia através da interacdo com os radicais
peréxidos, enquanto que na segunda parte da curva o valor obtido (F2) indica a
eficiéncia do antioxidante em participar de outras reagdes durante o processo
oxidativo, como por exemplo, a decomposi¢cao dos hidroperoxidos, produzindo

especies radicalares que aceleram a oxidagao no sistema.

Inibigao da peroxidagao do acido linoléico - Método Tiocianato Férrico

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada utilizando o método
tiocianato ferrico descrito por Jayaprakasha, Shigh e Sakariah (2001). A emulsao
do acido linoléico foi preparada homogeneizando 0,25g de acido linoléico e 50 mL
de tampéo fosfato 0,2 M (pH 7,0). Aliquotas dos extratos combinados (0,5 ml),
com concentracdo final de fendlicos totais de 100ug.mL™", foram individualmente
misturadas com 1,0mL da emulsao do acido linoléico, 2,0mL tampao fosfato 0,2 M
(pH 7,0) e 1,5ml de agua destilada, acondicionadas em frasco de vidro &mbar,
com tampa rosqueavel, e encubada em estufa com circulagao de ar a 50°C + 1.
Em periodo regular de tempo (a cada 24h), 0,1 mL desta solugao foi retirado e
adicionado a 5 mL de etanol 75% (v/v), 0,1 mL de tiocianato de amdnio 30% (p/v)
e 0,1 mL de cloreto ferroso 0,02M em HCI 3,5%. Apds, exatamente 3 minutos a
temperatura ambiente (25 = 2°C) foi medida a absorbancia a 500nm, em
espectrofotbmetro 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 peroxidagdo do acido

linoléico foi calculado usando expressao algébrica:

% inibicao = [absorbancia média final do controle - absorbancia média final da amostra] x100

absorbancia média final do controle
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Analise estatistica

Todas as determinagbes foram efetuadas em triplicata e os resultados
submetidos a anadlise de variancia e teste de Duncan ao nivel de 5% de

probabilidade, utilizando o programa estatistico “Statistic - for Windows”, versao 7.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos obtidos por processo de extracdo sequencial, com trés ciclos
de extragdo para cada solvente e temperatura ambiente (25 + 2°C), exibiram teor
de polifendis variado (Tabela 1). Ao comparar o total de polifendis dos extratos
dos gendtipos, evidencia-se que o G 23 e o G 3.2 diferenciaram-se,
estatisticamente, dos demais por terem apresentado maior teor de polifendis. Os
menores teores de polifendis foram exibidos pelos extratos hidrometandlico e
aquoso de todos os gendtipos. Assim, para os ensaios antioxidantes os extratos

hidrometandlico, hidrometandlico e aquoso de cada gendtipo foram combinados.

Tabela 1. Fendlicos totais em extratos de caja-umbu de 4 gendtipos extraidos por
sistema de extracdo sequencial e em temperatura ambiente (25 + 2°C).

Sistema extracao Fendlicos totais extraiveis(ug. mL™)
sequencial Genétipos

(ordem de

aplicagao do G22 G23 G 3.1 G3.2

solvente extrator)

Hidroacetdnico 1988,0 +92,3° 2467,4+33,6° 1361,8+55,6° 2438,8+51,4°
Hidrometandlico 27,0 +1,2° 89,3+3,5° 52,9+1,48° 54,0+1,4°
Agua 72,1 £5,6° 87,5+2,5° 134,0+4,8° 84,9+9,4°

Total 2087,2 +98,2° 2644,2+34,8° 1528,2+26,8° 2577,7+60,73°

Os valores referem-se a média + desvio padrao de trés determinagbes; as médias seguidas por

letras iguais, na linha, n&o diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Duncan (p>0,05).
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Potencial Antioxidante

Os extratos combinados foram submetidos aos ensaios para avaliar sua
habilidade em sequestrar radicais livres gerados no meio da reacdo, e sua

eficiéncia em inibir a peroxidacado em meio lipidico.

Capacidade de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH¢)

O ensaio da capacidade de sequestro do radical DPPH+ baseia-se na
transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para o DPPHe-,
convertendo-o a sua forma reduzida (picrilhidrazina). Nesta reacédo, a solugéo
metandlica de DPPH, inicialmente de coloragao purpura, torna-se descolorida, e o
grau desta descoloragdo indica a habilidade do antioxidante em sequestrar o
radical livre. Desta forma, avalia-se o poder redutor de um antioxidante, nao
sendo possivel detectar a acédo pro-oxidante de substancias (DUARTE-ALMEIDA,
2006). Na Tabela 2, evidencia-se baixo valor de ECs, para os extratos dos
gendtipos de caja-umbu. Considerando que o valor ECsyp é inversamente
relacionado a atividade anti-radical (ROESLER et al., 2007; SOUSA et al., 2007),
o gendtipo G 3.1 com o mais baixo valor de ECsp, exibiu a melhor capacidade de
sequestro do radical DPPH, diferindo estatisticamente da agédo exibida pelo
gendtipo G 2.3, porém semelhante a do G 2.2 e do G 3.2.

O poder antioxidante é resultante da capacidade do composto ou do
extrato em atuar rapidamente, em baixa concentragao, prevenindo ou retardando
a reacao de autoxidacdo. Portanto, para melhor avaliar a capacidade antioxidante
de uma amostra se faz necessario utilizar outros parametros, além de EC5p. Neste
sentido, Sanchez-Moreno, Larrauri e Saura-Calixto (1998), estabeleceram o Tecso
e EA como parametros de avaliagdo da capacidade antioxidante em ensaio de
DPPH. O Tecso dos extratos de todos os gendtipos encontra-se na faixa de 5 a 30
minutos, com classificagédo cinética intermediaria. A eficiéncia anti-radical de todos
0s gendtipos foi considerada baixa uma vez que este parametro atingiu valores

inferiores a 1. Entretanto, o gendtipo G.3.1 apresentou o melhor desempenho.
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Tabela 2. Valores de ECsp, de Tecso € classificagao cinética e anti-radical de frutos
de 4 gendtipos de caja-umbu provenientes do Banco de Germoplasma do Instituto

Agrondémico de Pernambuco, em ltambé-PE.

EC50
Amostras (g fenclicos. TECS0 Classificagdo @ EA  Classificagédo
gDPPH')  (min) cinética Anti-radical
G22 0,33° 15,24 Intermediario 0,20° Baixa
G23 0,437 12,81%  Intermediario 0,18° Baixa
G 3.1 0,30° 8,98° Intermediario  0,40° Baixa
G3.2 0,38%° 11,21 Intermediario 0,26 Baixa

ECso= a concentragéo do extrato eficiente para diminuir em 50% a concentragéo inicial do DPPH?¢;
TECs0= tempo necessario para atingir o valor de ECsy; EA= eficiéncia anti-radical = 1/ECsy. Tgcso.
[Médias seguidas por letras iguais, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de
Duncan (p>0,05)].

Capacidade de sequestrar o radical ABTS*"

O radical croméforo monocatiénico gerado pela oxidacdo do ABTS™ [2,2-
azino-bis(3-etil-benzolina-6-sulfonado)] com persulfato de potassio, desencadeia a
abstragdo do hidrogénio, doador de elétrons, da substancia antioxidante,
promovendo a supressao da cor da solugdo. O grau deste descoramento € usado
para avaliar a atividade oxidante (RE, et al.,1999; SILVA; BORGES; FERREIRA,
1999).

A capacidade de sequestro de radicais livres ABTS® dos gendtipos de
caja-umbu encontra-se na Tabela 3. Evidencia-se que o gendtipo G 3.1 exibiu o
mais elevado valor de TEAC, demonstrando que sua agao frente ao radical
ABTS"" foi superior a dos demais gendtipos. Frutos da mesma espécie botanica
exibiram valor de TEAC bastante inferior ao encontrado em caja-umbu. Rufino et
al. (2010) relatam que em caja e em umbu o valor de TEAC foi de 7,8 e 6,3
pmol/g, respectivamente. Outras frutas, no entanto, exibiram valor de TEAC
préximo ao encontrado neste estudo, a exemplo da acerola e (67,06 umol TEAC.
g’ da amostra (KUSKOSKI et al., 2005).
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Vasco, Ruales e Kamal-Eldin (2008) consideram que as frutas que exibem
acao antiradical superior a 40 ymol TEAC. g"' da amostra, entre 20 e 40 umol
TEAC. g da amostra e Inferior a 20 pmol TEAC. g™’ da amostra sdo consideradas
com elevada, intermediaria e baixa atividade. Assim, considerando esta
classificagao, constata-se que os frutos de caja-umbu integram o grupo das frutas

com elevada atividade frente ao radical ABTS.

Tabela 3: Capacidade de sequestro do radical ABTS™ de frutos de 4 gendtipos de
caja-umbu provenientes do Banco de Germoplasma do Instituto Agronémico de

Pernambuco, em Itambé-PE.

Amostras pmol TEAC.g'1
G22 55,56°
G23 68,48"
G 3.1 120,08°
G3.2 68,75°

Os valores referem-se a média de trés determinagdes. Médias seguidas por letras iguais nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (p>0,05). TEAC: atividade antioxidante em

equivalente de Trolox (6 minutos).

Sistema de Co-oxidagao do B-caroteno e acido linoléico

A atividade antioxidante dos extratos mensurada em sistema da co-
oxidagdo [-caroteno/acido linoléico encontra-se apresentada na Figura 2.
Considerando a classificacdo descrita por Melo et al. (2008) que estabelece alta,
moderada e baixa para a atividade antioxidante que atingir percentual de inibicao
da oxidacéao superior a 70%, entre 50 e 70% e abaixo de 50%, respectivamente,
evidencia-se que todos os gendtipos exibiram uma atividade moderada. O
gendtipo G 2.2 e o G 3.1 se destacaram com a maior atividade (69,41 e 65,71%,

respectivamente).
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Figura 1. Atividade antioxidante de extratos de frutos de 4 gendtipos de caja-umbu
provenientes do Banco de Germoplasma do Instituto Agronémico de Pernambuco, em
Iltambé-PE, em sistema B-caroteno/ acido linoléico contendo 100ug de fendlicos totais.
mL™", aos 105 minutos da reaco. (Os valores referem-se a média de trés determinagdes.

Médias seguidas por letras iguais, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan
p>0,05).

Em frutos do mesmo género botanico, a percentagem de inibicdo da
oxidagao foi diferenciada. O umbu e o caja exibiram, respectivamente, de 63,4%,
e 92,7% de inibicdo da oxidagdao (RUFINO et al., 2010). Outras frutas, também,
demonstraram atividade moderada, a exemplo da pinha (extrato aquoso) e da
goiaba (extrato acetdnico), cujo percentual de inibicdo da oxidagao situou-se entre
50 a 70% (MELO et al., 2008). Entretanto, ha relatos de frutas com elevada
capacidade antioxidante, a exemplo de polpas de roma provenientes de Petrolina
— PE que atingiram percentagem de inibicao de 76,39% (JARDINI; MANCINI-
FILHO, 2007).

Para melhor entender o mecanismo de acdo dos compostos fendlicos
presentes nos extratos dos frutos dos gendtipos estudados, foram construidas
curvas cinéticas da inibicao da oxidagao no sistema modelo da co-oxidagao do B-
caroteno/acido linoléico (Figura 3). Evidencia-se que os extratos de todos os

gendtipos exibiram comportamento similar.
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Figura 2. Cinética da acdo antioxidante de extratos de frutos de 4 gendtipos de caja-
umbu provenientes do Banco de Germoplasma do Instituto Agronédmico de Pernambuco,
em ltambé-PE (100ug de fendlicos totais. mL™" de extrato), em sistema da co-oxidagao do

B-caroteno/ acido linoléico.

A partir das curvas cinéticas da oxidagdo foram calculadas as tangentes
em dois intervalos da curva (entre 15 e 45 minutos e entre 75 e 105 minutos),
para se obter, respectivamente, os fatores F1 e F2 (Tabela 4). O F1 representa a
efetividade do antioxidante em bloquear as reacbes em cadeia, ocasionadas
pelos radicais livres, na etapa de iniciagdo da oxidagdo; enquanto que o F2
representa a possibilidade do antioxidante de participar de reagées em uma etapa
mais adiantada do processo da reagao de oxidagdo, como a decomposi¢cao de
hidroperoxidos e estabilizagcdo de compostos formados ao longo do processo de
oxidagdo. Quanto menor o valor de F1, mais eficientes sdo os compostos da
amostra em retardar ou inibir o processo oxidativo. O valor de F2 tende a ser
maior que o do F1, porém para o desempenho do antioxidante ser satisfatorio
este valor ndo deve ser superior a 1 (YANISHILIEVA; MARINOVA, 1995).
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Tabela 4. Parametros cinéticos dos extratos de frutos de 4 genétipos de caja-umbu
provenientes do Banco de Germoplasma do Instituto Agronémico de Pernambuco, em
ltambé-PE, na concentragdo final de 100ug de fendlicos totais. mL™" de extrato,

determinados em sistema da co-oxidagao do B-caroteno/acido linoléico.

Fatores
Amostras F1 F2
G22 0,18° 1,04°
G23 0,20° 1,342
G 3.1 0,312 1,00°
G3.2 0,292 0,65°

F1= relagédo entre as tangentes das curvas cinéticas da solugao teste e o controle entre 15 e 45
min; F2= relagéo entre as tangentes das curvas cinéticas da solugao-padréo ou teste e o controle
entre 75 e 105 min. Os valores referem-se a média de trés determinagdes. Médias seguidas por
letras iguais, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan p>0,05.

A analise dos dados da Tabela 4 permite evidenciar que todos os genétipos
apresentaram efetividade em bloquear a reagdo em cadeia na etapa de iniciacido
da oxidacao, uma vez que o valor de F1 foi inferior a 1. Entretanto, a intensidade
desta acao foi diferenciada entre os gendtipos. A melhor agao foi exibida pelo
gendtipo G 2.2, com o0 mais baixo valor de F1, sem, contudo, diferir
estatisticamente do G 2.3. A agdo dos demais gendtipos ndo apresentou
diferenca significativa entre si, porém foi inferior a dos gendétipos G 2.2 e G 2.3.

Os gendtipos G 2.2 e G 2.3, embora tenham apresentado eficiéncia no
inicio da reacédo de oxidacdo, o desempenho nao continuou satisfatério uma vez
que o F2 foi superior a 1. Desta forma, possivelmente, os compostos
antioxidantes presentes nestes extratos participam de reagdes em uma etapa
mais adiantada do processo da reacao de oxidacdo, formando espécies
radicalares que aceleram o processo oxidativo do sistema. Comportamento
diferente foi exibido pelo gendtipo G. 3.2 cujo desempenho na fase de
propagacao da cadeia oxidativa foi mais satisfatorio (F2<1).

A eficiéncia dos extratos dos genotipos de caja-umbu, relativa a fase inicial

do processo oxidativo, foi semelhante ao extrato alcodlico da polpa de roméa, onde
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o fator cinético (F1) calculado utilizando concentracédo de 86,4 ug de fendlicos
totais/mL, foi de 0,18. Para a fase de propagacao, verificada pelos valores de F2,
0 mesmo extrato demonstrou eficiéncia antioxidante, pois atingiu valor de 0,85,
semelhante ao comportamento do extrato do gendtipo G 3.2 (JARDINI; MANCINI-
FILHO, 2007).

Inibigao da peroxidagao do acido linoléico - Método Tiocianato Férrico

O efeito antioxidante dos extratos dos gendtipos de caja-umbu sobre a
inibicdo da peroxidagdo do acido linoléico também foi avaliado por meio do
meétodo Tiocianato Férrico. Neste ensaio, 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 vermelho sangue, que é
monitorado espectrofotometricamente. Na Figura 4, evidencia-se que a
absorbancia do sistema, com e sem antioxidante, aumentou ao longo do tempo
de incubacao, atingindo o controle (amostra sem adigao de antioxidante), em 48h,
0 mais elevado valor, para em seguida ocorrer um decréscimo da densidade
otica, momento em que foi interrompido o ensaio. Segundo Jayaprakasha, Singh,
e Sakariah (2001), o decréscimo da densidade otica revela a interrupgcdo da
oxidacdo em decorréncia da nao disponibilidade do acido linoléico no meio da
reacdo e do surgimento de produtos secundarios oriundos da degradagao dos
hidroperoxidos. Os extratos dos frutos dos gendtipos apresentaram

comportamento similar entre si.
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Figura 3. Atividade antioxidante de frutos de 4 gendtipos de caja-umbu provenientes do
Banco de Germoplasma do Instituto Agronémico de Pernambuco, em Itambé-PE (100ug
de fendlicos totais. mL™ de extrato), provenientes de gendtipos em emulsdo de &cido

linoléico (método tiocianato férrico).

Em termos percentuais, a inibicdo da peroxidagdo do acido linoléico pelos
extratos de gendtipos de caja-umbu, na concentragcdo de 100ug de fendlicos
totais/mL, ao atingir 48h do periodo de incubagéo, variou de 88,4% a 92,2%
(Tabela 5). O extrato do gendtipo 3.1 destacou-se por exibir o maior percentual

sem, contudo, diferir do G 2.2.
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Tabela 5. Inibicdo da peroxidagdo do acido linoléico (%) por acdo de extratos de
de frutos de 4 gendtipos de caja-umbu provenientes do Banco de Germoplasma do
Instituto Agronémico de Pernambuco, em Itambé-PE (100ug de fendlicos totais. mL™ de

extrato) (método Tiocianato férrico).

Inibicao da peroxidagéo (%)

Amostras
G22 90,5+0,4°
G23 88,4+1,0°
G 3.1 92,2+2,1°
G3.2 89,5+1,2°

Os valores referem-se a média de trés determinagdes * desvio padrdo. Médias seguidas por letras
iguais nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan p>0,05.
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CONCLUSOES

Os gendtipos de caja-umbuzeiros possuem bom potencial antioxidante,
tanto na captura de radicais livres, doando hidrogénio ou elétron, quanto em meio
lipidico, inibindo a peroxidacgao lipidica. O melhor desempenho frente aos radicais
DPPH e ABTS foi exibido pelos frutos do gendtipo 3.1. Embora em meio lipidico,
todos os gendtipos tenham demonstrado ser eficientes em bloquear o inicio da
reagcao de oxidagao, na fase de propagacao, verificada pelos valores de F2, o
extrato do gendtipo G 3.2 demonstrou maior eficiéncia.

Frente a agdo antioxidante exibida, a inser¢gado do caja-umbu na dieta usual
torna-se recomendavel, uma vez que este fruto podera contribuir com o aporte de

antioxidante dietético.
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Nas condigbes em que foram desenvolvidos os experimentos, os resultados
obtidos permitem concluir que:

Frutos dos gendtipos de caja-umbuzeiros do Banco de Germoplasma do IPA
apresentaram teor relevante de polifendis totais, baixos teores de acido ascérbico
e de carotendides. O B-caroteno-5,6-5'6’-diepdxido foi 0 componente majoritario
dos gendtipos G 2.2; G 2.3; G 3.1, enquanto que a luteina-5,6 epdxido foi
encontrada em maior quantidade no G 3.2. A maior parte dos polifendis presente
nestes frutos foi solubilizada em acetona 80%, e o sistema de extragao sequencial
que teve esta solucdo como primeiro solvente extrator foi mais eficiente na
extragao dos polifendis de frutos de caja-umbu.

Os frutos de todos os gendtipos apresentaram um bom potencial antioxidante,
tanto na captura de radicais livres, doando hidrogénio ou elétron, quanto em meio
lipidico, inibindo a peroxidagéo lipidica. Entretanto, o melhor desempenho frente
aos radicais DPPH e ABTS foi exibido pelos frutos do gendtipo 3.1. Em meio
lipidico, demonstram ser eficiente em bloquear o inicio da reacdo de oxidacgao,
porém na fase de propagacdo, o gendtipo G 3.2 demonstrou maior eficiéncia.
Possivelmente, agdo antioxidante exibida decorra, principalmente, dos polifendis
presentes nestes frutos.

Frente a acdo antioxidante exibida, a insercdo do caja-umbu na dieta usual
torna-se recomendavel, uma vez que este fruto podera contribuir com o aporte de

antioxidante dietético, propiciando efeitos benéficos ao organismo.



