“Eugenia uniflora L. (Myrtaceae): caracterizagao e avaliagao dos compostos
fendlicos, da vitamina C e da atividade antioxidante dos frutos da pitangueira”

FERNANDA FRAGA PESSANHA

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY
RIBEIRO

CAMPOS DOS GOYTACAZES - RJ
JUNHO - 2010



“Eugenia uniflora L. (Myrtaceae): caracterizacao e avaliagao dos compostos
fendlicos, da vitamina C e da atividade antioxidante dos frutos da pitangueira”

FERNANDA FRAGA PESSANHA

Dissertacdo apresentada ao Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da
Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, como parte das exigéncias
para obtengdo do titulo de Mestre em
Producao Vegetal.

Orientadora: Prof2. Dr2. Daniela Barros de Oliveira

CAMPOS DOS GOYTACAZES - RJ
JUNHO - 2010



“Eugenia uniflora L. (Myrtaceae): caracterizacao e avaliagao dos compostos
fendlicos, da vitamina C e da atividade antioxidante dos frutos da pitangueira”

FERNANDA FRAGA PESSANHA

Dissertacdo apresentada ao Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da
Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, como parte das exigéncias
para obtengdo do titulo de Mestre em
Producéo Vegetal.

Orientadora: Prof2. Dr2. Daniela Barros de Oliveira

Aprovada em 07 de junho de 2010

Comissao examinadora:

Prof?. Michelle Frazdo Muzitano (DSc, Quimica de Produtos Naturais) UFRJ

Prof?. Silvia Menezes de Faria Pereira (DSc, Engenharia e Ciéncia dos Materiais)
UENF

Prof. Eder Dutra Resende (DSc, Engenharia Quimica) UNICAMP

Prof?. Daniela Barros de Oliveira (Orientadora) (DSc, Quimica de Produtos
Naturais) UENF



A minha mae por todo incentivo ao estudo e dedicaco.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a FAPERJ pelo suporte financeiro;

Agradeco a UENF, pela oportunidade de desenvolver este trabalho;

Agradeco as professoras Michelle Frazdo Muzitano, Silvia Menezes de Faria
Pereira e Karla Ferreira da Silva por aceitarem fazer parte da banca avaliadora deste
trabalho;

Agradeco a Professora Daniela Barros de Oliveira, por ter aceitado me
orientar, por todo ensinamento e aprendizado;

Agradeco a Professora Michelle Fraz&o Muzitano, que me auxiliou nos
momentos de auséncia da minha orientadora;

Agradeco a Deus por me ajudar a completar mais essa etapa da minha vida,
que esteve presente do meu lado sempre;

A minha familia, que sempre esteve ao meu lado, torcendo, acreditando,
incentivando, essa etapa da minha vida € dedicada a voceés;

Aos meus amigos do laboratério Natalia, Shalline, Clara, Lorena, Larissa e
Cristiano, obrigado pela ajuda, sempre disponiveis nas horas em que precisei.

Agradeco aos funcionarios do LTA, Silvia e Valdinéia por todo apoio técnico;

A todos aqueles que direta ou indiretamente contribuiram para a realizacéo

deste trabalho.



LISTA DE FIGURAS.............
LISTA DE TABELAS............
LISTA DE GRAFICOS..........

SUMARIO

LISTA DE ABREVIAGOES........coooecriecctrtrsesesss e sassssesessssesessssesesessssesenns
RESUMO.....co ittt s ass s an e an e e an e e
Y = S I 2 O

1 - INTRODUGAO.................

2 — OBUJETIVOS.......oo oot sss s sas s s s s ass s s s
3- REVISAO BIBLIOGRAFICA..........cccoeerererererseescsesesesasssassseneneessasasssasaeaes

3.1 — Alimentos funcionais

3.2 - Radicais livres e Substancias Antioxidantes........c.ccoveveiiiiiiieieiienn..

3.2.1 — Métodos de determinacao da atividade antioxidante................

3.3 — Compostos fendlicos

3.3. 1= ACIAOS fENONICOS. ... oo

3.3.2—- Flavondides......

3.3.3=Taninos € FEeNOIS TOtaiS. ......ovuieeeeeeee e

3.4 — Outras substancias com poder antioxidante................ccccccoeeeeiiinn.

Vi



3.4.1 = Vitamina C.....cooori e
3.5 — Pitanga (Eugenia uniflora L.)..........ccccccoeoiiiiiiiiiiiiiicccee e

3.5.1 — Constituintes quimicos polares isolados a partir de pitangueira
3.5.2 — Atividades bioldgicas descritas.............uuuvuiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeies
4 — METODOLOGIA.......ccccccnnnnnnnnennmrerer e s s s s rs s s ssssssss s s s s s s s sssnssnsesssssnnnsnnes
4.1. — Coleta de material vegetal..........c.oouiiiiiiiiiiii e
4.2 — Preparo dos eXtratos...........covvvieiiiiiiiii e
4.2.1- Frutos de pitangueira...........cc.uuueeiiiiiiiiiiiiieeeeeee e

4.3 — Analises cromatografiCas............uueeeeiiiiiiieeieieeeeee e
4.3.1 — Analise por Cromatografia em Camada Delgada do extrato, do
sobrenadante € das fraglesS........ccoeiviiiiiiii i
4.3.2 — Avaliagao do Perfil Cromatografico por Cromatografia Liquida

de Alta EfiCIBNCIA. .....coi i
4.4 — Métodos de determinagao de atividade antioxidante........................
4.4.1 — Avaliagao qualitativa de atividade antioxidante..........................
4.4.2 — Avaliacao espectrofotométrica de atividade antioxidante...........
443 - Analise de atividade antioxidante pelo método de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)...........cccooeiiiiiiiiiiiiiiiiiieee
4.4.4 — Analise da atividade antioxidante pelo método do nitroprussiato

dE SOAIO (SNP) ...t
4.5 — Determinagao do teor de Vitamina C (Acido Ascorbico) .................
4.5.1 — Método por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia ..............

4.5.2 — Método tHUIOMELIICO ....ooeeviiiiii e

4.6 — Determinacao de Taninos e Fendis Totais ........ccccceeeeeeviiiciieeenennn,
4.6.1 — Método para Dosagem de Taninos Hidrolisaveis......................

4.6.2 — Método para Dosagem de Taninos Condensados ...................

4.6.3 — Método de Dosagem de Fendis Totais ..........cooeveevieiiieeiieennnnn.

6 - RESULTADOS E DISCUSSAO. ..........c.ccooeeeeee et

13
14
16

24

25
26
26
26

27

Vi



6.1 — Analise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) do extrato,
do sobrenadante € das fragles.........coeeeeeiiiiiiii e 34

6.2 — Avaliagcao do Perfil Cromatografico por Cromatografia Liquida de

Alta Eficiencia (CLAE)........coo e 37
6.3 — Avaliacido qualitativa de atividade antioxidante ..............cc................ 61
6.4 — Avaliacao espectrofotométrica de atividade antioxidante ................. 62

6.5 — Analise de atividade antioxidante pelo método de Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).........cooiiiiiiiiiieeeeeeeee e 68
6.6 — Analise da atividade antioxidante pelo método do nitroprussiato de

SOAIO (SINP)...eeeeieie e e e e e e e e e e e e ae e e e e nnrees 76

6.7 — Determinag&o do Teor de Vitamina C (Acido Ascérbico).................. 77

6.7.1 — Método por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia............... 77

6.8 — Determinacao de Taninos e Fendis Totais...........ccccceeeeieiiiiieencenns 80

7 — RESUMO E CONCLUSOES...........ccectrerertrersessessesseen e essessesesssssssssssens 82

8- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........oeeeeeeeeeeeeeeeeseseeeessessssesssssesssanees 84

viii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Antioxidantes sintéticos BHA e BHT ..., 02
Figura 2 — Exemplos de estruturas de substancias que conferem beneficios a

SAUAE. ...ttt e e e e e e e ettt e et et eeaaa e e e e e e eaaeeeeeeeeeeeeennnnnns 05
Figura 3 — Representacdo da reagdo do radical DPPH com um antioxidante

[ £=1Y7 o] 4 [o] (o [ T PPFPUURPPPPPR 08
Figura 4 — Estrutura quimica dos acidos hidroxibenzgicos.............ccccoceeeeeeviiinnnnnn... 10
Figura 5 — Estrutura quimica dos acidos hidroxicCin@micos............cccccceeeeiveiiiiieeneen, 10
Figura 6 — Estrutura quimica base (difenilpropano) dos flavonadides........................ 11
Figura 7 — Biossintese de flavonides............oooooiiiiiiiiiiiiiiiieee e 11
Figura 8— Estruturas de Taninos Hidrolisaveis: Galotanino e Elagitanino................ 12
Figura 9— Estrutura de tanino condensado................eeiiiiiiiiiie 13
Figura 10 - Estrutura da vitamina C..........ccoooiiiiiiii e 14
Figura 11 — Frutos de pitangueira em varios estadios de maturacéo....................... 15
Figura 12 — Estrutura quimica da miricetina, kaempferol e quercetina..................... 16
Figura 13 — Estrutura quimica da galocatequina...............ccoooviiiiiiiiiiiiieeeeeceeee 16

Figura 14 —. Estrutura quimica da miriCitrina.............cccccceeieiiiiiieeeeee e 16



Figura 15 — Estrutura quimica da oenoteina B.............ccccoiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee
Figura 16 — Estrutura quimica da eugeniflorina D1 e eugeniflorina D2....................
Figura 17 - Estrutura quimica de cianidina-3-glicosideo e delfinidina-3-glicosideo..
Figura 18 - Padrées fendlicos de quercetina e rutina...........ccccoeeeviiiiiiiiiiiiiiccceiiiis
Figura 19 - Cromatograma dos padrbes quercetina e rutina apds revelagao com
SUlfato CEMICO €M CCD......ccoii e eeeeeeeeeeens
Figura 20 - Cromatograma do extrato aquoso, sobrenadante e fragdes dos frutos
de pitangueira apdés revelagao com sulfato cérico em CCD...........ovvvviiiiiiiiieeeennn.
Figura 21 - Cromatograma do extrato aquoso, sobrenadante e fragées dos frutos
de pitangueira coinjetadas com os padrbes quercetina e rutina apds revelagao
com sulfato CEMICO €M CCD..........cooiiiiee e

Figura 22 - Cromatograma 1, perfil quimico do padrdo quercetina avaliado por

Figura 23 - Cromatograma 2, perfil quimico do padrao rutina avaliado por CLAE...
Figura 24 - Esquema do flavondide e suas porgdes que geram as bandas de
absorgao caracteristiCas NO UV ......ccooio oo
Figura 25 - Espectros de ultravioleta dos padrées quercetina (A) e rutina (B).........
Figura 26 - Cromatograma 3, perfil quimico do padrao acido ascérbico avaliado
POF CLAE . ...ttt et ettt e e teebe e s ate e sseeenseesteessteenseeensaesseenns

Figura 27 - Cromatograma 4, perfil quimico do padrao acido benzodico avaliado
POF CLAE. ..ottt e e e e e e e e e e e et e e e s e e e e e eeeeaaeaaaeaeeeeeenennans

Figura 28 - Cromatograma 5, perfil quimico do padrdo acido ftalico avaliado por

Figura 29 — Espectro de ultravioleta do padrao acido ftalico..............ccoevvvvvvvnnnnnnnnn.
Figura 30 - Cromatograma 6, perfil quimico do padrdo acido galico avaliado por
O 7 PP SSPPPP
Figura 31 — Espectro de ultravioleta do padrao acido galico.............ccccceeeeeeennnnnn.

Figura 32 - Cromatograma 7, perfil quimico do padrao acido salicilico avaliado

17

35

36

37

38
39

40
40

41

42

42
43

43
44



Figura 34 - Cromatograma 8, perfil quimico do padrdo BHT avaliado por

Figura 35 - Cromatograma 9, perfil quimico do extrato aquoso dos frutos de
pitangueira avaliado por CLAE........cooo i
Figura 36 - Cromatograma 10, perfil quimico da co-cromatografia do extrato
aquoso dos frutos de pitangueira e do padrao acido galico avaliado por CLAE.......
Figura 37 - Cromatograma 11, perfil quimico do sobrenadante dos frutos de
pitangueira avaliado POr CLAE...... oo
Figura 38 - Cromatograma 12, perfil quimico da co-cromatografia do

sobrenadante dos frutos de pitangueira e do padrdo acido galico avaliado por

Figura 39 - Cromatograma 13, perfil quimico da fragdo em acetato de etila dos
frutos de pitangueira avaliado por CLAE. .........ooooiiiiiieiiii e
Figura 40 - Espectro de ultravioleta dos sinais obtidos no cromatograma da
fracdo em acetato de etila dos frutos de pitangueira.............cccccceeviieiiiii.
Figura 41 - Cromatograma 14, perfil quimico da co-cromatografia da fragcdo em

acetato de etila dos frutos de pitangueira e do padrao quercetina avaliado por

Figura 42 - Cromatograma 15, perfil quimico da co-cromatografia da fragcdo em

acetato de etila dos frutos de pitangueira e do padrdo rutina avaliado por

Figura 43 - Cromatograma 16, perfil quimico da co-cromatografia da fragdo em

acetato de etila dos frutos de pitangueira e do padrao acido galico avaliado por

Figura 44 - Cromatograma 17, perfil quimico da fragdo butandlica dos frutos de
pitangueira avaliado por CLAE. ...
Figura 45 - Espectro dos sinais obtidos no cromatograma da fracdo butandlica
dos frutos de PItaNQUEITA.........ooo i
Figura 46 - Cromatograma 18, perfil quimico da co-cromatografia da fracao

butandlica dos frutos de pitangueira e do padrdao quercetina avaliado por

Xi

46

47

48

48

49

50

51

51

52

53

54

95



Figura 47 - Cromatograma 19, perfil quimico da co-cromatografia da fragao

butandlica dos frutos de pitangueira e do padrdo rutina avaliado por

Figura 48 - Cromatograma 20, perfil quimico da co-cromatografia da fragao
butandlica dos frutos de pitangueira e do padrdo acido galico avaliado por

Figura 49 - Cromatograma do extrato aquoso, sobrenadante e fragdes dos frutos

de pitangueira e padrées quercetina e rutina apds revelagdo com DPPH em

Figura 50 - Cromatograma 21 a 515nm do padrao quercetina antes e depois da
reacao COM DPPH. .. ... e e eeeees
Figura 51 - Cromatograma 22, a 515nm do padréo rutina antes e depois da
reacao COM DPPH. ... e
Figura 52 - Cromatograma 23, a 515nm do padrdo acido ascorbico antes e
depois da reagao COmM DPPH... ... e
Figura 53 - Cromatograma 24, a 515nm do padrao acido benzdico antes e depois
dareagcdo COM DPPH. ... e
Figura 54 - Cromatograma 25, a 515nm do padrao acido ftalico antes e depois da
reagao COM DPPH. ...t e e e e e e e e e e
Figura 55 - Cromatograma 26, a 515nm do padrao acido galico antes e depois da
reacao COM DPPH. ... ... e e e eaeees
Figura 56 - Cromatograma 27, a 515nm do padré&o acido salicilico antes e depois
da reag@o COM DPPH. .. ... e e
Figura 57 - Cromatograma 28, a 515nm do padrao BHT antes e depois da reagao
(o0 0 T )] o o PP
Figura 58 - Cromatograma 29, a 515 nm do extrato aquoso antes e depois da
reagao COM DPPH. ... e e e e e e e e e e e
Figura 59 - Cromatograma 30, a 515 nm do sobrenadante dos frutos de

pitangueira antes e depois da reacdo com DPPH..............coooiiii i,

xii

S7

58

62

68

69

69

70

70

71

71

72

73



Xiii

Figura 60 - Cromatograma 31, a 515 nm da fracdo em acetato de etila dos frutos
de pitangueira antes e depois da reagdo com DPPH.............ccooiiiiiiiiiii 74
Figura 61 - Cromatograma 32, a 515 nm da fragdo butandlica dos frutos de
pitangueira antes e depois da reagdo com DPPH................cooiiiiiiii 75
Figura 62 - Cromatograma 33, perfil quimico a 254 nm de vitamina C dos frutos
de pitangueira avaliado por CLAE........ . 78
Figura 63 - Cromatograma 34, perfil quimico a 254 nm de vitamina C do sumo

dos frutos de pitangueira avaliado por CLAE.............ccoiiiiiiiiiii e 78



LISTA DE TABELA

Tabela 1: Substéncia isolada e respectiva atividade bioldgica...............eeeeveeeeenennnn.
Tabela 2: Gradiente de concentragéo dos solventes (CLAE-UV)..............cceeeene.
Tabela 3: Dados de tempo de retencdo, area e area percentual dos padrdes.........
Tabela 4: Dados de massa (em uQ) injetada de quercetina e as respectivas areas
(o] ) 1T =< U
Tabela 5: Dados de massa (em ug) injetada de rutina e as respectivas areas
(o] ] 1T =< PRSP
Tabela 6: Estruturas dos padrdes utilizados para analise..............ccccceeevveeeevveinnnnnns
Tabela 7: Atividade antioxidante do extrato, sobrenadante e fracbes dos frutos de
pitangueira e padrdes em uma concentracao maior de DPPH (1,2mM).................

Tabela 8: Atividade antioxidante do extrato, sobrenadante e fragdes dos frutos de
pitangueira e padrées em uma concentragao intermediaria de DPPH (0,6mM)......
Tabela 9: Atividade antioxidante do extrato, sobrenadante e fragbes dos frutos de
pitangueira e padrdes na concentragao menor de DPPH (0,1mM)...........cccevveneenen.
Tabela 10: Resumo dos valores de atividade antioxidante das fragées dos frutos
de pitangueira na concentracdo de 1000 pg/mL em todas as concentragdes
analisadas de DPPH.........ooo e e e e

Xiv

59

60
63

64

65

66



XV

Tabela 11: Atividade antioxidante dos padrdes analisados por CLAE..................... 73
Tabela 12: Atividade antioxidante do extrato aquoso, sobrenadante e fragdes dos
frutos de pitangueira analisados por CLAE..........cccoooiiiiiiiiiiiieee e 75
Tabela 13: Dados obtidos nas analises de taninos hidrolisaveis e taninos
condensados dos frutos de pitangueira.............coeueviiiiiiiiiiiie e 80
Tabela 14: Dados obtidos na analise de fendis totais dos frutos de pitangueira...... 81



XVi

LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1: Substancias isoladas a partir de pitangueira de acordo com a parte
ESTUAAAA. ... e e e e e e e e e e eeeaannaaa 18
Grafico 2: Atividades bioldgicas apresentadas na pitangueira...............ccceeevevveeenns 20
Grafico 3: Curva padrao da area do pico x massa (em ug) injetada de quercetina
obtida a partir dos valores apresentados na tabela.................ciiiiiiiiiii e, 59
Grafico 4: Curva padrao da area do pico x massa (em pg) injetada de rutina
obtida a partir dos valores apresentados na tabela.................ccieiiiiiiiiiiiennnn, 60
Grafico 5: Sequestro de NO doado por SNP..........eeiiiiiiiiiieeeeeeeee e 76

Grafico 6: Resultados obtidos de vitamina C nas amostras estudadas (n =3)........ 79



CLAE
NO
SNP
iNOS
CCD
RL
ROS

AT
FT
DPPH
AOAC
PBS
RF
TR
BHT
IC 50
EBV

ABREVIAGCOES

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Oxido Nitrico

Nitroprussiato de Sodio

Oxido Nitrico Sintase induzida
Cromatografia em Camada Delgada
Radicais Livres

Espécies Reativas de Oxigénio
Atividade Antioxidante

Analise de Taninos

Fendis Totais

1,1-difenil-2-picrilidrazila

Association of Official Analytical Chemists

Solugéo Salina Tamponada de Fosfato
Fatores de Retencgao

Tempo de Retengao
Butil-hidroxi-tolueno

Concentragao inibitéria 50%

Epstein-Barr virus

XVii



XViii

RESUMO

PESSANHA, F. F. MSc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
Junho de 2010. “Eugenia uniflora L. (Myrtaceae): caracterizacdo e avaliagdo dos
compostos fendlicos, da vitamina C e da atividade antioxidante dos frutos da
pitangueira”. Professora Orientadora: Daniela Barros de Oliveira, D.Sc. Banca
Avaliadora: Michelle Frazdo Muzitano, D.Sc.; Silvia Menezes de Faria Pereira, D.Sc.;

Karla Silva Ferreira, D.Sc.

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Tecnologia de Alimentos do Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias, na Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, RJ. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o perfil quimico dos frutos de pitangueira, Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) e
avaliar a atividade antioxidante, o teor de vitamina C, de taninos e fendis totais, o que
em tese pode justificar seu uso como alimento funcional. Foi realizada uma extragao
liquido-liquido a partir do sobrenadante (S), oriundo da precipitacdo etandlica do
extrato aquoso dos frutos de pitangueira com solventes em ordem crescente de
polaridade, originando as seguintes fragdes: diclorometano (FD), acetato de etila

(FA) e butanol (FB). O conhecimento do perfil quimico do extrato, do sobrenadante e
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das fragdes possibilitou a quantificagcado dos flavonodides quercetina e rutina. O extrato
aquoso, o sobrenadante, as fracbes e os padrdes foram avaliados quanto a sua
atividade antioxidante, onde a fracdo em acetato de etila apresentou um maior
potencial antioxidante. Para a analise do teor de vitamina C, a fruta apresentou maior
teor de vitamina C em comparagao ao sumo da fruta. A partir das analises de taninos
e fendis totais dos frutos, ndo foram detectados taninos hidrolisaveis, e os teores de
taninos condensados e fendis totais apresentaram baixas concentragdes, ou seja, a
capacidade antioxidante do extrato aquoso ndo esta relacionada a esse fator
somente. Sendo assim, este trabalho permitiu conhecer o perfil quimico das
substancias polares dos frutos de pitangueira até entdo nunca estudadas e avaliar
sua atividade antioxidante, contribuindo para a compreensao cientifica do seu uso

popular como alimento funcional.
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ABSTRACT

PESSANHA, F. F. MSc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
June 2010. "Eugenia uniflora L. (Myrtaceae): characterization and evaluation of
phenolic compounds, vitamin C and antioxidant activity of the fruits of Surinam."
Professor Advisor: Daniela Barros de Oliveira, D.Sc. Banker Appraiser: Michelle
Frazdo Muzitano, D.Sc.; Silvia Menezes de Faria Pereira, D.Sc., Karla Silva Ferreira,
D.Sc.

This work was conducted at the Laboratory of Food Technology of the Center for
Agricultural Science and Technology, University of Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
Campos dos Goytacazes, RJ. The aim of this study was to evaluate the chemical
profile of the fruits of Surinam cherry, Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) and their
antioxidant activity, the level of vitamin C, tannin and total phenols, which in theory
can justify their use as functional food. We performed a liquid-liquid extraction from
the supernatant (S), derived from the ethanol precipitation of the aqueous extract of
the fruits of Surinam cherry with solvents in order of increasing polarity, yielding the
following fractions: dichlorometan (FD), ethyl acetate (FA) and butanol (FB).

Knowledge of the chemical profile of the extract, the supernatant fractions and
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allowed the quantification of the flavonoids quercetin and rutin. The aqueous extract,
the supernatant fractions and standards were evaluated for their antioxidant activity,
where the fraction in ethyl acetate showed a higher antioxidant potential. For the
analysis of vitamin C, fruit showed higher contents of vitamin C compared to fruit
juice. From the analysis of tannins and total phenolics of the fruit, not hydrolysable
tannins were detected and the levels of condensed tannins and total phenols showed
low concentrations, the antioxidant capacity of the aqueous extract is not related to
this factor alone. Therefore, this study helped identify the chemical profile of polar
substances from the fruits of Surinam cherry never studied and evaluate its
antioxidant activity, contributing to the scientific understanding of its popular use as

functional food.



1. INTRODUCAO

O grande interesse no estudo de compostos antioxidantes se deve a
capacidade dos mesmos em neutralizar radicais livres, os quais sao
responsaveis pelo aparecimento de diversas doengas. Estudos
epidemioldgicos e clinicos tém associado a presenga de antioxidantes na
alimentagdo com a menor incidéncia de alguns tipos de cancer e doencas
cardiovasculares (Zanfini et al., 2010; Riboli & Norat, 2003).

No século passado, a partir dos anos 80, deu-se o inicio as pesquisas
com antioxidantes naturais que pudessem agir sozinhos ou sinergicamente
com outras substancias, como uma forma de prevenir a deterioracdo oxidativa
de alimentos visando a substituicao total ou parcial dos antioxidantes sintéticos
(BHT — butil-hidroxi-tolueno e BHA — butil-hidroxi-anisol) (Figura 1) (Broinizi et
al., 2007), dos quais muitos pesquisadores relatam efeitos adversos como
carcinogenicidade e toxicidade (Mariod et al., 2010).

Além dos possiveis riscos que o uso irregular e/ou indiscriminado dos
antioxidantes sintéticos pode acarretar ao homem, soma-se a rejeicao

generalizada dos aditivos alimentares sintéticos (Broinizi et al., 2007).
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Figura 1: Antioxidantes sintéticos BHA e BHT (Fonte: Ramalho & Jorge, 2006).

Algumas frutas e vegetais sdo considerados alimentos funcionais por
apresentarem substancias que trazem beneficios a saude, como por exemplo,
os compostos fendlicos (flavondides, taninos, dentre outras) e a vitamina C, os
quais sao considerados compostos antioxidantes (Broinizi et al., 2007,
Ajaikumar et al., 2005).

Estas substancias apresentam-se amplamente distribuidas no reino
vegetal; como por exemplo, em pitanga. A pitanga (Eugenia uniflora L. —
Myrtaceae) € uma espécie vegetal endémica da regidao Norte Fluminense
(Assumpcéao & Nascimento, 2000) e apresenta substancias fendlicas com agéao
antioxidante, acao hipoglicemiante e antireumaticas, também sao utilizadas em
disturbios estomacais e como anti-hipertensiva (Aurichio & Bacchi, 2003).

Desta forma, este trabalho tem como enfoque principal avaliar a
composi¢cao quimica no que se refere as substancias polares e a atividade
antioxidante e um possivel uso dos frutos desta fonte vegetal como um

alimento funcional.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Conhecer o perfil quimico dos frutos de pitangueira (Eugenia uniflora L.),

com enfoque sob a utilizacdo dos frutos como alimento funcional.

2. 2. Objetivos especificos

e Avaliar o teor dos flavondides quercetina e rutina, dos acidos fendlicos
acido benzdico, acido ftalico, acido galico e acido salicilico e os padrdes
acido ascorbico e BHT nos extratos e fragdes a partir dos frutos de
pitangueira através de métodos cromatograficos;

e Avaliar a atividade antioxidante dos frutos de pitangueira a partir de
meétodos cromatograficos e espectrofotométicos;

e Determinar o teor de vitamina C nos frutos de pitangueira;

e Determinar o teor de taninos e fendis totais nos frutos de pitangueira.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Alimentos Funcionais

Alimento funcional é aquele que permite demonstrar, de forma
satisfatéria, uma relagcado entre seu consumo e um efeito benéfico em uma ou
mais fungcbes do organismo humano, além dos beneficios nutricionais,
melhorando o estado de saude e bem-estar e/ou reduzindo o risco de doengas
para o consumidor (Lima et al., 2009), além do valor nutritivo inerente a sua
composi¢ao quimica (Moraes & Colla, 2006).

Os alimentos funcionais podem ser classificados de dois modos: quanto
a fonte, de origem vegetal ou animal, ou quanto aos beneficios que oferecem,
atuando em seis areas do organismo: 1 - Sistema gastrintestinal; 2 — Sistema
cardiovascular; 3 - Metabolismo de substratos; 4 - Crescimento,
desenvolvimento e diferenciacdo celular; 5 - Comportamentos das fungdes
fisiolégicas e 6 - Antioxidantes (Moraes & Colla, 2006).

Os alimentos funcionais apresentam as seguintes caracteristicas
(Moraes & Colla, 2006):

a) Alimentos consumidos na dieta normal;

b) Compostos por substancias naturais, algumas vezes, em elevada ou baixa
concentracao;

c) Efeitos positivos como valor basico nutritivo e reducdo do risco de
ocorréncia de doencgas;

d) Propriedade funcional com embasamento cientifico;



e) Um alimento natural, ou um alimento no qual uma substancia tenha sido
removida;

f) Um alimento em que a natureza de uma ou mais substancias tenham sido
modificadas;

g) Um alimento no qual a bioatividade de uma ou mais substéncias tenham
sido modificadas.

Moraes & Colla definem os alimentos funcionais como os alimentos que
possuem em sua composicdo um grupo de substancias que apresentam
beneficios a saude, tais como as alicinas presentes no alho, os carotendides e
flavondides encontrados em frutas e vegetais, os glucosinolatos encontrados
nos vegetais cruciferos, os acidos graxos poliinsaturados presentes em oleos
vegetais e 6leo de peixe (Figura 2).

Desta forma, estas substéncias podem ser consumidas juntamente com

os alimentos dos quais sdo provenientes e a grande maioria destas moléculas

pode ser antioxidante e estar atuando como sequestrante de radicais livres.

Figura 2: Exemplos de estruturas de substancias que conferem beneficios a saude:
1- Glucosinolato; 2- Flavondide; 3- Alicina; 4- Carotendide; 5- Acido Graxo. (Fonte:
Simées, 1999).



3.2. Radicais Livres e Substancias antioxidantes

Os radicais livres sao substancias que carregam um elétron
desemparelhado, sdo altamente reativos e s&o produzidos no curso de muitos
processos fisiologicos, especialmente na cadeia respiratoria, pela redugdo
parcial do oxigénio e oxidacdes catalisadas pelas oxigenases. Estas reacdes
sdo muito comuns, uma vez que, 0 oxigénio é um o6timo aceptor de elétrons,
formando as denominadas espécies reativas de oxigénio (EROs) (Meotti,
2006).

As EROs incluem radicais livres, como radicais hidroxil (OH") e anion
superéxido (O;7), dioxido de nitrogénio (NOy'); bem como moléculas nao
radicalares como o peroxido de hidrogénio (H20;), peroxinitrito (ONOQO"); acido
hipocloroso (HOCI"), anion hidroxila (HO"), entre outros. Estas moléculas
possuem uma grande reatividade e sdo responsaveis por muitas desordens
celulares e pelo desenvolvimento de muitas doencas, incluindo doencas
cardiovasculares, aterosclerose, catarata e inflamacao crénica (Ali et al. 2008).

Os antioxidantes sao substancias sintéticas ou naturais adicionadas em
produtos para prevenir ou retardar a deterioragdo dos mesmos pela acéo do
oxigénio presente no ar e podem ser classificados como enddgenos ou
exdgenos (Gongalves, 2008; Huang et al., 2005).

Os antioxidantes enddégenos sdo compostos com acgao bioldgica, e
podem ser moléculas protéicas com grupos tidlicos como as metalotioneinas,
as enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px), superdxido dismutase e catalase,
ou ainda, moléculas nao-protéicas como a glutationa, enquanto os
antioxidantes exdgenos sao substancias adquiridas a partir da alimentagéo
como a vitamina C, o B—caroteno, o a—tocoferol, o licopeno e os flavondides
(Degaspari & Waszczynskyj, 2004; Evans et al., 1997).

Os antioxidantes protegem os sistemas celulares dos efeitos toxicos
produzidos por radicais oxidativos (Meotti, 2006; Halliwell et al, 1995). Assim,
sob condi¢gdes normais, os sistemas antioxidantes celulares minimizam os
danos causados pelas EROs, porém, quando a producao de radicais livres
excede a capacidade protetora da célula tem-se o estresse oxidativo que esta

relacionado com uma série de patologias, como nos processos



neurodegenerativos e em outras desordens como cancer, catarata, isquemia,

diabetes mellitus, envelhecimento precoce e cirrose hepatica (Havsteen, 2002).

3.2.1. Métodos de determinagao da atividade antioxidante

Os efeitos que espécies oxidantes produzem sobre o organismo
tornaram-se alvo de interesse e intensa investigagao cientifica. (Magina, 2008;
Chisolm e Steinberg, 2000). Todavia, a medida da atividade antioxidante reflete
a acao cumulativa de todos os antioxidantes presentes em um extrato ou uma
amostra biologica, proporcionando, desta forma, uma analise de paradmetros
integrados (Gongalves, 2008; Ghiselli et al., 2000).

Contudo, é necessario enfatizar que os ensaios realizados in vitro sao
limitados e ndo existe nenhuma similaridade com sistemas bioldgicos reais
(Huang et al., 2005).

As metodologias para a determinagao da atividade antioxidante s&o
numerosas e podem estar sujeitas a interferéncias, por isso, recomenda-se a
utilizacdo de duas ou mais técnicas, ja que nenhum ensaio usado isoladamente
para determinar a atividade antioxidante ira refletir exatamente a atividade
antioxidante total de uma amostra (Gongalves, 2008; Huang et al., 2005; Prior
et al., 2005).

Um meétodo simples e rapido para a avaliagdo da atividade antioxidante
€ o do 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH) através de leitura espectrofotométrica.
Este método foi proposto por Brand — Williams et al. (1995), que consiste em
avaliar a atividade sequestradora do radical livre DPPH, de coloragao violeta
que absorve em 515 nm. Por acdo de uma substancia antioxidante, o DPPH é
reduzido formando difenil-picril-hidrazina de coloragdo amarela, com
consequente desaparecimento da absorgcdo, podendo a mesma ser monitorada

pelo decréscimo da absorbancia, conforme a Figura 3 (Sousa et al., 2007).
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Figura 3: Representacdo da reagcdo do radical DPPH com um antioxidante
(Flavondide) (Fonte: Amié et al., 2003).

Outro método para determinagdo da atividade antioxidante € o do
nitroprussiato de sodio (SNP). Este método avalia a capacidade dos extratos
em sequestrar o NO (6xido nitrico — radical livre) (Slusarczyk et al., 2009).

Este método foi escolhido também para a avaliagdo das amostras como
antioxidantes, devido ao o6xido nitrico (NO) exercer importantes fungées no
sistema imunoldgico, como no controle de doencgas infecciosas, auto-imunes,
tumorais e doengas crénicas degenerativas (Bogdan, 2001). No que se refere
a inflamagao, tanto a inibicdo da producdo de NO, quanto a atividade
sequestradora de radicais livres podem estar associadas a uma melhora no
quadro patoldgico (Huang et al., 2007).

A eficacia da atividade antioxidante depende da concentracdo destes
fitoquimicos presentes nos alimentos, como por exemplo, os carotendides, os
compostos fendlicos e a vitamina C. Todavia, os principais responsaveis por

essa agao antioxidante sdo os compostos fendlicos (Melo et al., 2006).
3.3. Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sao originarios do metabolismo secundario das
plantas e se formam em condicbes de estresse como, infeccoes, ferimentos,
radiagdes ultravioleta, dentre outros (Angelo & Jorge, 2007; Naczk & Shahidi,
2004).

Essas substancias encontram-se largamente distribuidas nas fontes
vegetais e sdo um grupo muito diversificado de derivados de fenilalanina e

tirosina. Os fendlicos, nas plantas, sao essenciais no crescimento e reprodugao



dos vegetais, além de atuar como agente antipatogénico e contribuir na
pigmentacdo. Em alimentos, sdo responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma e
estabilidade oxidativa (Angelo & Jorge, 2007; Naczk et al., 2004).

As principais fontes de compostos fendlicos séo frutas citricas, como
limao, laranja e tangerina, além de outras frutas a exemplo da cereja, uva,
ameixa, péra, magad e mamao, sendo encontrados em maiores concentragdes
na polpa, do que no suco da fruta. Pimenta-verde, brécolis, repolho roxo,
cebola, alho e tomate também sao excelentes fontes destas substancias
(Pimentel et al., 2005).

Quimicamente, os fendlicos sado definidos como substancias que
possuem anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilas, incluindo
seus grupos funcionais. Possuem estrutura variavel e com isso, séo
multifuncionais (Lee et al., 2005). Existem cerca de cinco mil fendis, dentre
eles, destacam-se os acidos fendlicos, fendis simples, flavondides, cumarinas,
taninos, ligninas e tocoferdis, os quais possuem atividade antioxidante

comprovada (Angelo & Jorge, 2007).

3.3.1. Acidos fendlicos

Os acidos fendlicos constituem um grupo dos compostos fendlicos e
caracterizam-se por possuir um anel benzénico, um grupamento carboxilico e
um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula, conferindo
propriedades antioxidantes tanto para os alimentos como para o organismo,
sendo, por isso, indicados para o tratamento e prevengao do cancer, doencas
cardiovasculares e outras doengas (Soares, 2002; Ferguson & Harris, 1999).

Os acidos fenolicos consistem em dois grupos, derivados do acido
hidroxibenzéico (Figura 4) e derivados do acido hidroxicindmico (Figura 5). Os
acidos hidroxibenzdicos incluem os acidos galico, p-hidroxibenzdico,
protocatéquico, vanilico e siringico, que tém estrutura comum, C6-Cf1;
enquanto os acidos hidroxicinamicos, sdao compostos aromaticos com trés
carbonos que formam uma cadeia lateral (C6—C3), como por exemplo, os

acidos caféico, ferulico, p-cumarico e sinaptico (Angelo & Jorge, 2007).
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Ry COOH

Acido p-hidroxibenzéico: R1 = R2 = H; Acido protocatéquico: R1 = OH, R2 = H; Acido
vanilico: R1 = OCH3, R2 = H: Acido siringico: R1 = R2 = OCH3

Figura 4: Estrutura quimica dos éacidos hidroxibenzoicos (Fonte: Angelo & Jorge,
2007).

R
OH

R, " SCO0OH

Acido p-cumarico: R1 = R2 = H; Acido caféico: R1 = OH, R2 = H; Acido ferulico: R1 =
OCH3, R2 = H.

Figura 5: Estrutura quimica dos &cidos hidroxicinamicos (Fonte: Angelo & Jorge,
2007).

3.3.2. Flavonoéides

Os flavonoides estdao presentes em frutas, vegetais, graos, sementes,
chas e vinhos. Em mamiferos, os flavonodides ocorrem através da dieta, sendo
indicada uma média de consumo de 1-2 g de flavondide por dia (Meotti, 2006;
Havsteen, 2002).

Constituem uma familia de substancias com pequenas variagdes em sua
estrutura quimica. Alguns deles estdo ligados a um monossacarideo (maior
parte encontrada na natureza), aumentando sua solubilidade em agua e em
solventes polares. A porgéo aglicona (sem o monossacarideo) constitui-se de
difenilpropanos (C6-C3-C6) e esta ilustrada na Figura 6 (Meotti, 2006).
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Figura 6: Estrutura quimica base (difenilpropano) dos flavondides (Fonte: Meotti,
2006).

A estrutura quimica dos flavondides consiste em dois anéis aromaticos,
denominados anel A e B, unidos por trés carbonos que formam um anel
heterociclico, denominado anel C. O anel aromatico A é derivado do ciclo
acetato / malonato, enquanto o anel B é derivado da fenilalanina conforme a

rota biossintética apresentada na Figura 7 (Angelo & Jorge, 2007).
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Figura 7: Biossintese de flavonoides (Fonte: Hoffman Ribani, 2006).

As substituicdes dos anéis A e B originam diferentes compostos dentro
de cada classe de flavondides e as variagbes do anel C padrao resultam em
importantes classes de flavonoides, como flavondis, flavonas, flavanonas,
flavandis (ou catequinas), isoflavonas, antocianidinas, isoflavonol, flavana,
isoflavana entre outros (Angelo & Jorge, 2007; Hollman & Katan, 1999).

Além de suas propriedades antioxidantes e neutralizadoras de radicais

livres, possuem alta capacidade de remover ions de metais pesados, com
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potencial de oxirredugcdo, o que também confere protecdo a toxicidade das
EROs, uma vez que a formacgao de radicais livres e a oxidagao de biomoléculas
€ catalisada por ions de metais pesados. Interessantemente, esta propriedade
quelante de metais torna alguns flavondides aptos a neutralizarem espécies

radicalares usando o préprio metal como agente catalitico (Meotti, 2006).
3.3.3. Taninos e Fendis Totais

Taninos sdo compostos fendlicos de grande interesse econOmico e
ecoldgico. Apresentam solubilidade em agua e peso molecular compreendido
entre 500 e 3000 Dalton e possuem a habilidade de formar complexos
insoluveis em agua com proteinas, gelatinas e alcalbéides (Monteiro et al., 2005;
Mello & Santos, 2001). Tais compostos sado responsaveis pela adstringéncia de
muitos frutos e produtos vegetais, devido a precipitacdo de glucoproteinas
salivares, o que ocasiona a perda do poder lubrificante (Monteiro et al., 2005;
Bruneton, 1991).

Segundo a estrutura quimica, os taninos sao classificados em dois
grupos: hidrolisaveis e condensados. Os taninos hidrolisaveis consistem de
ésteres de acidos galicos e acidos elagicos glicosilados, sendo estes muito
mais frequentes, formados a partir do chiquimato (Monteiro et al., 2005; Heldt,
1997; Bruneton, 1991), onde os grupos hidroxila do agucar sao esterificados

com os acidos fendlicos de acordo com a Figura 8.
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Figura 8: Estruturas de Taninos Hidrolisaveis: Galotanino e Elagitanino (Fonte:
Queiroz et al., 2002).

Largamente encontrados no reino vegetal, os taninos condensados ou

proantocianidinas sdo polimeros de flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol, produtos do
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metabolismo do fenilpropanol (Monteiro et al., 2005) de acordo com a Figura 9.
As proantocianidinas sao assim denominadas provavelmente pelo fato de
apresentarem pigmentos avermelhados da classe das antocianidinas, como
cianidina e delfinidina (Monteiro et al., 2005; Mello & Santos, 2001).
Apresentam uma rica diversidade estrutural, resultante de padrées de
substituicdes entre unidades flavanicas, diversidade de posicdes entre suas
ligacdes e a estereoquimica de seus compostos. Os taninos possuem um forte
poder antioxidante, podendo atuar no processo de estabilizacdo de radicais
livres (Paiva et al., 2002).

Figura 9: Estrutura de tanino condensado (Fonte: Queiroz et al., 2002).

3.4. Outras substancias com poder antioxidante

Frutas e vegetais contém substancias antioxidantes distintas, cujas
atividades tém sido bem comprovadas nos ultimos anos. Além dos compostos
fendlicos, outras substancias possuem atividade antioxidante comprovada

como, por exemplo, as vitaminas C, E e os carotendides (Broinizi et al., 2007).

3.4.1. Vitamina C

A vitamina C (acido ascorbico) €, geralmente, consumida em grandes
doses pelos seres humanos, sendo adicionada a muitos produtos alimentares
para inibir a formacao de metabdlitos nitrosos carcinogénicos. Os beneficios
obtidos na utilizacdo terapéutica da vitamina C em ensaios bioldgicos com
animais incluem o efeito protetor contra os danos causados pela exposi¢cao as

radiacdes e medicamentos (Moraes & Colla, 2006).
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Tem grande importancia fisiolégica devido a sua participagdo em
diversos eventos no organismo como produgdo de hormdnios e anticorpos,
biossintese de aminoacidos e prevengdo de escorbuto. E considerado um
antioxidante fisiologico versatil, pois pode exercer agdo nos compartimentos
intra e extracelulares (Gongalves, 2008; Bendich & Langseth, 1995).

A vitamina C (Figura 10) funciona como um agente que preserva a
integridade do produto, aumentando a sua data de validade podendo contribuir
como antioxidante em produtos alimenticios. Sua acdo principal esta na
destruicdo de radicais livres resultando em produtos metabdlicos como o
oxigénio. E bastante utilizada na estabilizacdo da cor e do sabor de uma ampla
variedade de frutas e vegetais processados na forma de sucos, polpas e outras
bebidas (Righetto, 2003).

Figura 10: Estrutura da vitamina C. (Fonte: Moraes & Colla, 2006).

3.5. Pitanga (Eugenia uniflora L.)

A pitangueira (Eugenia uniflora L. - Myrtaceae) € uma planta cultivada na
América Central, nas Antilhas, na Flérida, na Califérnia, nas ilhas Havai, na
China Meridional, na Argélia, na Tunisia e até no Sul da Franca, apresentando
boa capacidade de adaptacao e de facil cultivo. No Brasil € o local onde a
planta melhor se desenvolve, podendo atingir até oito metros de altura
(Oliveira, 2006).

Segundo Oliveira (2006), o género Eugenia figura entre os mais
importantes da familia Myrtaceae, com espécies de valor comercial, nutritivo e
medicinal.

O fruto (Figura 11) € uma baga globosa, com sete a dez sulcos
longitudinais de 1,5 a 5,0 cm de didmetro, esférico e achatado nas

extremidades, forma de gomo, mais ou menos saliente, coroado pelo calice;
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possui aroma caracteristico intenso e sabor doce e acido. No processo de
maturacdo o epicarpo passa de verde para amarelo alaranjado, vermelho,
vermelho-escuro, podendo chegar a até quase negro (Oliveira, 2006; Bezerra
et al., 2000).

A pitanga é uma fruta bastante apreciada em decorréncia do seu sabor e
aroma agradaveis. No Nordeste brasileiro, sua importancia econémica vem
crescendo em virtude das suas excelentes propriedades sensoriais e altos
teores de vitamina A e C em frutos (210mcg / 100g e 14mg / 100g,

respectivamente) (Oliveira, 2006).

Figura 11: Frutos de pitangueira em varios estadios de maturagcado (Fonte: Lopes,
2005).

Os frutos sado consumidos in natura ou sob a forma de refrescos e sucos,
sorvetes, doces, licores, vinho e geléias (Oliveira, 2006; Lima et al., 2002),
aumentando assim o interesse dos produtores e dos consumidores (Kuskoski
et al., 2006).

As folhas foram o que primeiro despertou o interesse dos pesquisadores
quanto a identificagcdo de substdncias quimicas e o estudo da atividade
fisiologica, provavelmente, por terem sido utilizadas por muito tempo na
medicina popular. No entanto, nos ultimos anos, os frutos da pitangueira tém
despertado grande interesse dos pesquisadores por apresentar substancias

especificas que podem trazer beneficios a saude.
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3.5.1. Constituintes quimicos polares isolados a partir de pitangueira

Hoffman-Ribani e colaboradores (2009) identificaram a presenga dos
flavondides miricetina, kaempferol e quercetina em frutos de pitangueira e
verificaram que os niveis dos mesmos foram de 2 a 3 vezes menor na polpa

congelada comparada com a fruta fresca (Figura 12).

Miricetina Kaempferol Quercetin%H

OH
B O D
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(Fontes: Figueiredo et al., 2006; Yokomizo & Moriwaki, 2005, Peres, 2007)

Figura 12: Estrutura quimica da miricetina, kaempferol e quercetina

Lee e colaboradores (1997) investigando os constituintes fendlicos de
folhas de pitangueira, a partir do extrato metandlico relataram a presenga dos
flavondides galocatequina (Figura 13) e miricitrina (Figura 14), dos taninos
oenoteina B (Figura 15), eugeniflorina D1 (C7sHs2048) e eugeniflorina D2
(CesHas045) (Figura 16) (Auricchio et al., 2007).
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Figura 13: Estrutura quimica da galocatequina (Fonte: Lee et al., 1997).
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Figura 14: Estrutura quimica da miricitrina (Fonte: Meotti, 2006)
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Figura 15: Estrutura quimica da oenoteina B (Fonte: Lee et al., 1997).
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Figura 16: Estrutura quimica de eugeniflorina D1 e eugeniflorina D2. (Fonte: Lee et al.,
2000).

Algumas antocianinas como cianidina-3-glicosideo e delfinidina-3-

glicosideo foram identificadas no extrato aquoso dos frutos desta espécie

vegetal respectivamente conforme a Figura 17 (Einbond et al., 2004).

OH

OH OH

OH OH

Figura 17: Estrutura quimica de cianidina-3-glicosideo e delfinidina-3-glicosideo
(Fonte: Cabrita et al., 2003).
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Logo, das substancias polares isoladas a partir de pitangueira, 50%
foram a partir das folhas e 50% dos frutos. Das substancias isoladas das folhas
foram detectados dois flavonoides (catequina — 10%; flavonol — 10%) e trés
taninos (tanino hidrolisavel — 30%) e dos frutos, cinco flavonoides (flavonol —

30% e antocianidina — 20%) conforme o Grafico 1.

30% 30%

20%

@ Folha
B Fruto

10% 10%

0% 0% 0%

Oa‘equ\“ Flave” N\\Od‘an\d\ {0 h\d‘o\‘sa
ani

Grafico 1: Substancias isoladas a partir de pitangueira de acordo com a parte

estudada.

3.5.2 Atividades biolégicas descritas

Com relagdo ao uso medicinal das folhas de pitangueira tém sido
referenciadas como eficientes no tratamento de diversas enfermidades como
febre, doengas estomacais, hipertensdo, obesidade (Weyerstahl et al., 1988;
Schmeda-Hirschmann et al., 1987), reumatismo e bronquite, além de sua
comprovada atividade calmante e antiinflamatoria (Schapoval et al., 1994).

Em varios estudos, ainda com as folhas da pitangueira, observou-se
vaso-relaxamento dos anéis da aorta toracica, vasodilatagao (IC50 de 3 mg de
folhas secas/kg), atividade diurética (120 mg de folhas secas/kg) (Consolini et
al., 1999), atividade cardiovascular, e inibicdo da DNA polimerase (Lee et al.,
2000).

Também foi observada a inibicdo da digestdo de agucares e gorduras,

reduzindo a absorg¢ao gastrintestinal destes nutrientes, o que pode ser eficiente
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no tratamento de diabetes e obesidade (Arai et al., 1999). Porém, apesar da
atividade cardiovascular, estes extratos podem apresentar riscos para
pacientes com arritmia cardiaca (Consolini & Sarubbio, 2002).

Com relacdo a atividade antioxidante dos extratos das folhas inibe a
peroxidagao lipidica e remove os radicais livres (Auricchio et al., 2007; Vizzoto,
2006; Velazquez et al., 2003).

Os extratos das folhas da pitangueira, assim como os de outras espécies
nativas, também apresentam atividade contra Trypanosoma congolense
(doenca do sono) (Adwunmi et al., 2001), e moderada atividade bactericida,
sobre Staphylococcus aureous e Escherichia Coli (Holetz et al, 2002).

Entretanto, a partir dos frutos, poucos trabalhos vém sendo observados,
dentre eles podem ser citados a atividade antimicrobiana contra Escherichia
coli, Streptococcus pyogenes, Providencia spp., Proteus mirabilis, Shigella
sonnei, Staphylococcus aureus e Staphylococcus spp. coagulase (Gongalves et
al., 2005).

Todas as substancias polares isoladas a partir dos frutos de pitangueira,
devido as suas caracteristicas fendlicas, apresentam atividade antioxidante.
Segundo Hoffman-Ribani e colaboradores (2009), os flavonodis (quercetina,
miricetina e kaempferol) isolados dos frutos de pitangueira apresentam
atividade antitumoral e colaboram na redugcdo do risco de doencas
cardiovasculares e de acordo com Meotti (2006), o flavonol miricitrina,
apresenta atividade antiinflamatoria. As antocianidinas cianidina-3-glicosideo e
deffinidina-3-glicosideo também apresentaram atividade antiinflamatoria
(Einbond et al., 2004) .

Lee e colaboradores descreveram para eugeniflorina D1, D2 e oenoteina
atividade bioldgica na inibigdo da atividade EBV DNA polimerase e inibicdo do
crescimento do virus Herpes simplex tipo 1 e somente para a oenoteina,
atividade antitumoral (Lee et al.,, 2000). De acordo com Negri (2005) o
flavondide galocatequina apresenta atividade antidiabética.

Na Tabela 1 estdo descritas todas as substancias polares isoladas a

partir de pitangueira relacionadas com a sua atividade biologica.
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Tabela 1 — Substancia isolada e respectiva atividade biologica

Substancia isolada

Atividade bioldgica

Referéncia Bibliografica

Antitumoral e doengas

Quercetina . Hoffman-Ribani et al., 2009
cardiovasculares
Miricetina Antitumoral e doengas Hoffman-Ribani et al., 2009
cardiovasculares
Kaempferol Antltum_oral e doengas Hoffman-Ribani et al., 2009
cardiovasculares
Galocatequina Atividade antidiabética Negri, 2005
Miricitrina Atividade antiinflamatéria Meotti, 2006

Oenoteina B

Inibem a atividade EBV DNA
polimerase e inibem o crescimento
do virus Herpes simplex tipo 1 (Anti-
HSV-1) e Atividade antitumoral

Lee et al., 2000

Eugeniflorina D1 e D2

Inibem a atividade EBV DNA
polimerase e inibem o crescimento
do virus Herpes simplex tipo 1 (Anti-
HSV-1)

Lee et al., 2000

Cianidina-3-glicosideo

Delfinidina-3-glicosideo

Atividade antiinflamatoria

Einbond et al., 2004

Das atividades biolégicas apresentadas, a principal indicagao descrita foi

atividade antitumoral,

seqguido de doengas cardiovasculares, atividade

antiinflamataria, inibicdo da EBV DNA polimerase e Anti HSV-1 e antidiabética,

conforme o Grafico 2.
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Grafico 2: Atividades biolégicas apresentadas na pitangueira
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Desta forma, esta dissertagdo de mestrado vem a colaborar para o
conhecimento quimico da espécie vegetal no que se refere as substancias
polares, € mais precisamente quanto aos compostos fendlicos, com enfoque

sob a atividade antioxidante.
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4. METODOLOGIA

4.1. Coleta do Material Vegetal

O material vegetal foi coletado em uma lavoura no distrito de Farol de
Sao Tomé, localizada no municipio de Campos dos Goytacazes - RJ (Latitude
= 21° 44’ Sul; = 41° 18’ Oeste = altitude 12 m do nivel do mar) no més de
setembro de 2008 e no més de outubro de 2009. A exsicata foi depositada no
herbario da UENF sob o coédigo H 5084.

4.2. Preparo dos Extratos

4.2.1. Frutos de pitangueira

Os frutos maduros de pitangueira foram limpos, lavados com agua
destilada e secos a temperatura ambiente. A polpa foi separada das sementes
e posteriormente a polpa foi triturada em liquidificador comercial com agua
destilada (1:3) para a obtencéo do extrato aquoso. Neste trabalho optou-se por
um processo de extracdo aquosa pela razdo da populagdo normalmente
consumir os frutos de pitangueira em meio aquoso.

O extrato aquoso (EA) foi submetido ao processo de precipitagcado
etandlica utilizando etanol PA (1:1) com o objetivo de separar as moléculas de

maior peso molecular daquelas de menor peso molecular (Schmourlo et al,
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2005) o que originou duas fragées, um sobrenadante (S) e um precipitado (P).

O precipitado (P) encerra as macromoléculas, como as proteinas, os
taninos e os polissacarideos. As moléculas de menor peso molecular, tais
como os flavondides e os acidos fendlicos, permanecem no sobrenadante (S) e
s&o as de interesse neste trabalho.

A partir do sobrenadante (S) foi realizada uma extragao liquido-liquido
(1:1) com solventes em ordem crescente de polaridade, originando as
seguintes fragdes: diclorometano (FD), acetato de etila (FA) e butanol (FB)
(Esquema 1).

Para a analise de atividade antioxidante e do perfil cromatografico foram
testados o extrato aquoso, o sobrenadante e as fracbes em acetato de etila e
butandlica, por serem essas fracdes que apresentam as substancias polares de

interesse neste estudo.

Esquema 1 — Fluxograma de extracao e fracionamento dos frutos de pitangueira

Frutos de pitangueira
m = 306,10g

Vit. C
T/FT Extrato aquoso (EA) W
AA
Precipitacédo Etandlica
Precipitado (P) Sobrenadante (S)
AA
Extracdo Liquido-Liquido RT: 83.6%
* * .
Frag&o Diclorometano Frag&o Acetato de etila Fragéo Butanol Residuo
m = 16,4549
(FD) m = 1,334g (FA) m = 3,459g (FB) m = 14,6243¢g R =38,3%
R=3,1% R=81% R =34.1%
AA —

Anadlises realizadas: T/FT — Taninos e Fenois Totais; AA — Atividade antioxidante; Vit C — Vitamina C;

* - Perfil cromatografico; R — Rendimento; RT - Rendimento total.
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O precipitado (P), a fragdo em diclorometano (FD), e o residuo (quadro
cinza — Esquema 1) nao foram utilizados para este trabalho de dissertagao de

mestrado, por ndo apresentarem as substancias de interesse.

4.3. Anadlises cromatograficas:

A cromatografia € um processo fisico-quimico de separagdo dos
componentes de uma mistura de substancias, no qual o fluxo do solvente
promove a separagao dos componentes da mistura em um meio poroso. Esta
distribuicdo se da entre duas fases que estdo em contato intimo, onde uma
delas permanece estacionaria e a outra se move através da mesma. Através
da relagcdo gerada entre fase estacionaria / substancia ou mistura de
substancias / fase modvel consegue-se uma separagdao mais efetiva dos

componentes da mistura (Oliveira, 2005).

4.3.1. Analise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) do extrato, do

sobrenadante e das fragoes

Foram utilizadas cromatofolhas de silica gel 60 Fys4 em Al, espessura
0,2 mm da MERCK (20X20 cm) cortadas na medida de 4 cm de comprimento.
As amostras analisadas foram diluidas em agua e aplicadas a
aproximadamente 0,8 cm acima da borda inferior da placa e cerca de 1 cm de
distancia das bordas laterais.

O sistema de solvente utilizado para eluigdo cromatografica por CCD foi
o BAW (8 : 1 : 1) (butanol / acido acético / agua destilada), depois da corrida
cromatografica, a placa foi retirada da cuba cromatografica. As amostras foram
reveladas com sulfato cérico (revelador quimico - acido sulfurico concentrado e
agua) e observadas sob luz visivel e ultravioleta (UV) a 254 nm (curto) e 365
nm (longo) (revelador fisico), sendo os locais que apresentam os compostos de
interesse demarcados para isolamento de novas substancias como, por
exemplo, manchas amarelas caracteristicas de flavondides.

Todas as amostras foram aplicadas (20 pL) na concentragdo de 6 mg/ml

e os padrdes de flavondides e acidos nas concentragdes de 1 mg/ml.
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Para todas as placas cromatograficas apresentadas neste trabalho, sera
incluida uma legenda com as identificagdes das amostras analisadas.

4.3.2. Avaliagcao do Perfil Cromatografico por Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia

A utilizacdo da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
conjugada a técnica de detecgdo por varredura de espectro ao ultravioleta é
uma ferramenta muito util na caracterizagdo do perfil quimico de fontes
vegetais, permitindo caracterizar simultaneamente as substancias constituintes
ou seus principais grupos estruturais (Paiva et al., 2002).

O perfil cromatografico do extrato aquoso, do sobrenadante e das
fragdes dos frutos de pitangueira foi avaliado por CLAE. Para esta analise foi
utilizado o cromatégrafo liquido Shimadzu Class — LC10, equipado com duas
bombas LC10AT, detector por varredura de espectro ao ultravioleta por arranjo
de fotodiodos SPD-M10A e injetor Rheodyne 7725i com volume de injegdo de
20 pL. A coluna utilizada foi a C18 de fase inversa da Macherey-Nagel (5um,
4,0 x 250mm).

A fase movel foi constituida de agua acificada com acido fosférico (pH =
3,5) e acetonitrila, com vazado de 1,0 mL/min. A composi¢cao da fase mével
variou em gradiente de concentracdo em 35 minutos, de acordo com a Tabela
2. A deteccdo por varredura de espectro foi de 190 a 590 nm com

acompanhamento em 2 comprimentos de onda, 254 nm e 350 nm.

Tabela 2 - Gradiente de concentragao dos solventes (CLAE-UV).

. Solvente A Solvente B

Tempo (minutos) o
(Agua acidificada) pH 3,5 (Acetonitrila)
0 90 10
5 90 10
13 80 20
25 40 60
30 0 100
35 0 0
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Todas as amostras foram injetadas na concentragdo de 6 mg/ml e os
padrbes na concentracdo de 10 ug/ml. Os padrdes utilizados para estas
analises foram os flavondides quercetina e rutina, os padrdes fendlicos acido
benzdico, acido ftalico, acido galico, acido salicilico e os padrées acido
ascorbico e BHT. Estes padrdes foram utilizados para direcionar as analises
por CLAE, uma vez que esses representam substancias comumente presentes

em frutas e vegetais (Oliveira, 2005).

4.4. Métodos de determinacgao de atividade antioxidante

4.4.1. Avaliagao qualitativa de atividade antioxidante

As amostras foram avaliadas de forma qualitativa quanto ao perfil
antioxidante por Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Esse processo
consiste em borrifar as placas contendo a amostra com a solugdo de 1,1-
difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) 0,1mM em metanol e apdés 10 minutos de espera,
para que a placa seque a temperatura ambiente, observam-se manchas
amarelas que correspondem as substancias capazes de sequestrar os radicais
livres (Cavin et al., 1998). O fundo lilas corresponde a superficie onde o DPPH

permaneceu intacto.

4.4.2. Avaliagao espectrofotométrica da atividade antioxidante

O extrato aquoso, o sobrenadante e as fragcdes dos frutos de pitangueira
foram submetidos a avaliacdo da atividade antioxidante pelo método 1,1-difenil-
2-picrilhidrazil (DPPH) por analise espectrofotométrica no comprimento de onda
de 515 nm (Brand — Williams et al.,1995). O espectrofotdmetro utilizado foi o
UV-VIS Shimadzu Mini 1240. As amostras foram diluidas e avaliadas em
triplicata, com concentragdes finais de 1,2, 0,6 e 0,1 mM em metanol. Como
branco foi utilizado o metanol, o padrao corresponde a uma solugéao de DPPH
em metanol (1:1) e como controle de referéncia foram utilizados os padrées de
quercetina, rutina, acido ascérbico, acido benzoico, acido ftalico, acido galico,

acido salicilico e BHT na concentragao de 1mg/ml.
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Os valores de absorbancia em todas as concentragcbes testadas foram
convertidos em porcentagem de atividade antioxidante (AA), determinada pela
equacao:

%AA = {(AbS controle — ADS amostra) X 100} / AbS controle

Onde Abs conirole € @ absorbancia do controle DPPH e Abs amosta € @
absorbancia da amostra em solucao (Roesler, et al., 2007).
A amostra sera considerada antioxidante quando apresentar sequestro

de radicais livres acima de 50%.

4.4.3. Analise de atividade antioxidante pelo método de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

A analise da atividade antioxidante por CLAE foi avaliada através da
presenga de DPPH (apds a reagdo) e da auséncia de DPPH (antes da reagao)
objetivando avaliar a mistura reacional. Para essa analise foi utilizada a fase
movel Metanol / Agua ultrapura (80 : 20), com vazéo de 1,0 mL / min durante
10 minutos. O pico do DPPH foi monitorado a 515nm (Chandrasekar et al.,
2006). Foi utilizado o cromatégrafo liquido Shimadzu Class — LC10, equipado
com duas bombas LC10AT, detector por varredura de espectro ao ultravioleta
por arranjo de fotodiodos SPD-M10A e injetor Rheodyne 7725i com volume de
injecdo de 20 uL. A coluna utilizada foi a C18 de fase inversa da Macherey-
Nagel (5um, 4,0 x 250mm).

Todas as amostras foram injetadas na concentragdo de 2mg/mL e os
padrées na concentragdo de 1mg/mL. Como controle positivo foram utilizados
os padrbes quercetina, rutina, acido ascoérbico, acido benzodico, acido ftalico,
acido galico, acido salicilico e BHT. A concentracdo de DPPH utilizada para
esta analise foi de 1,2 mM, por apresentar uma melhor visualizagdo do pico no
cromatograma.

A diferenca na redugado da concentracdo do pico do DPPH, ou seja, a
reducao da area do pico do DPPH, entre o padrdao (DPPH : Metanol) e a
amostra foi utilizada para determinar a porcentagem de atividade sequestrante

da amostra através da seguinte equagao:
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% AACLAE = {(PA padrdo — PA amostra) X 100}/ PA padréo
Onde PA pagra0 € @ area obtida pelo padrao DPPH e PA amostra € @ @rea

obtida pela amostra em solugdo (Chandrasekar et al., 2006).

4.4.4. Analise da atividade antioxidante pelo método do nitroprussiato de
sodio (SNP)

Foi realizado para este experimento, como doador de 6xido nitrico, o
nitroprussiato de sodio (SNP).

Preparou-se uma solugado estoque a 100 mM de nitroprussiato de sédio
(SNP) em PBS (solugao salina tamponada de fosfato - pH 7,2). A solugao de
SNP (5pL) foi adicionada a 95uL de meio de cultura contendo as amostras e
quercetina e rutina, como padrbes. As solugcdes foram incubadas a 25°C por
2,5 h e foram analisadas em trés diferentes concentracbes 500, 100 e 20
Mg/mL. ApoOs este periodo, foi realizado o teste colorimétrico de Griess
(Wadsworth & Koop, 2001).

Os resultados sdo expressos em concentragao de nitrito no meio, ou
seja, se ha pouco nitrito no meio, € porque houve sequestro deste radical pelos

extratos.

4.5. Determinacio do Teor de Vitamina C (Acido Ascérbico)

Para determinacédo de vitamina C foram utilizadas duas técnicas para

fins comparativos.

4.5.1. Método por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A determinagdo do teor de vitamina C foi realizada por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). As amostras foram armazenadas sob
refrigeracdo em frascos eppendorff na quantidade exata (1g) para a realizagao
da analise onde a amostra foi estabilizada com acido oxalico (100ug/mL) na

hora da analise.
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Para esta analise foi utilizada 1g de amostra, a qual foi homogeneizada
em solugao de acido oxalico 0,5% e centrifugada a 5000rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi levado ao ultra-som por 10 minutos. A amostra foi filtrada com
auxilio de um filtro minisart 0,45um e posteriormente injetada no cromatografo.

Para esta analise foi utilizado o cromatoégrafo liquido Shimadzu Class —
LC10, equipado com duas bombas LC10AT, detector por varredura de espectro
ao ultravioleta por arranjo de fotodiodos SPD-M10A e injetor Rheodyne 7725i
com volume de injecdo de 20 pL. O comprimento de onda foi de 254 nm
utilizando uma coluna C-18 de fase inversa da Macherey-Nagel (5um, 4,0 x
250mm). A fase moével utilizada foi o Fosfato Monobasico de Potassio (KH2POy)
e Brometo de Cetil Trimetil Amonio (BCTMA) 0,05 M (pH 4.0) com vazao de 1,0
mL/min (Benlloch et al; 1993). Foi preparada uma curva padréo a partir de
diluicdes com o padrdo acido ascoérbico nas concentragbes de 0,001 a
10mg/mL. Os resultados foram expressos em mg de acido ascorbico / 100g de

amostra, em base umida.

4.5.2. Método titulométrico

Outra metodologia utilizada para fins comparativos foi o método
titulométrico do 2,6-dicloroindofenol (2,6D) (Método oficial da AOAC) (Cunniff,
1998). Este método se baseia na redugdao do 2,6D, de cor roxa, pelo acido
ascorbico em meio acido, tornando-se incolor. O ponto final de titulagdo é
verificado quando todo acido ascoérbico do meio for oxidado, e a solucéo 2,6D,
nao reduzida conferir cor rosa a solucdo. Todas as analises foram realizadas
em ftriplicata.

As amostras foram armazenadas sob refrigeracao em frascos eppendorff
na quantidade exata (1g) para a realizagdo da analise. As extragdes foram
realizadas individualmente e imediatamente antes das titulacbes, de modo a
minimizar a exposi¢ao a agentes degradantes.

Para esta analise foi utilizada 1g de amostra, a qual foi homogeneizada
em solugado acida (acido oxalico). Em seguida, foi titulada com a solugao de

2,6-dicloroindofenaol.
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Neste método de determinagéo € aconselhavel que a titulagao seja feita
de forma rapida, porque o acido ascorbico reage rapidamente com o 2,6 D,
diminuindo assim o efeito da interferéncia dos agucares redutores ou de outras
substancias que apresentam esta caracteristica que podem estar presentes
nas amostras, as quais ndo reagem tao rapidamente com o 2,6 D (Zamudio,
2007).

4.6. Determinagdo de Taninos e Fendis Totais:

4.6.1. Método para Dosagem de Taninos Hidrolisaveis:

A amostra liofilizada (500 mg) foi macerada por 4 vezes com 5 mL de
solugdo de acetona / agua (7:3). As porgdes foram unidas em balédo
volumétrico e o volume completado para 25 mL. Uma aliquota de 1 mL do
extrato foi hidrolisada com 5 mL de acido sulfarico 1M em banho-maria a 95°C
por 24 horas, apés o resfriamento, a solucéo foi avolumada para 10 mL. Uma
aliquota de 1 mL foi transferida para um balédo de 10 mL. Apds a adigcéo de 1,5
mL de solugéo de rodanina 0,667% em metanol, aguardou-se por um periodo
de 5 minutos antes da adicdo de 3 mL de hidréoxido de potassio 0,5 M, o
volume foi completado com agua (Esquema 3).

As amostras foram avaliadas em triplicata, e as amostras positivas
desenvolveram coloracdo vermelha - résea. As absorbancias das amostras
foram lidas a 520 nm apés resfriamento das amostras. O espectrofotdmetro
utilizado foi o UV - VIS Shimadzu Mini 1240. O branco foi preparado
adicionando-se 1 mL do hidrolisado a 3 mL de hidréxido de potassio 0,5 M. A
cubeta de referéncia continha apenas agua. O acido galico foi utilizado como
padrdao. Dessa forma as solugcbes foram preparadas em metanol PA, nas
seguintes concentracdes finais: 200, 100, 40, 20 e 2 yg/mL (Moreira, 2000). A
partir dos resultados obtidos foi construida uma curva padrao, utilizada

posteriormente para o calculo dos teores de taninos hidrolisaveis.
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Esquema 3: Fluxograma do processo de extragdo de taninos hidrolisaveis

Amostra

Extracdo acetona : agua (7 : 3)

Fracao

I
H,SO4

Rodanina
I

Taninos
Hidrolisaveis

4.6.2. Método para Dosagem de Taninos Condensados:

A amostra liofilizada (500 mg) foi macerada por 4 vezes com 5 mL de
solugdo de acetona / agua (7:3). As porgdes foram unidas em baldo
volumétrico e o volume completado para 25 mL. Em seguida, para 1 mL do
extrato foram adicionados 4 mL de solugao de butanol em acido cloridrico 5%
(solugdo acida). O conjunto foi aquecido em banho-maria a 95°C por 2 horas
(Moreira, 2000) (Esquema 4).

As amostras foram avaliadas em triplicata, e as amostras positivas
desenvolveram coloracdo vermelha ou violacea e as absorbancias das
amostras foram lidas a 540 nm apds resfriamento das amostras. O
espectrofotdmetro utilizado foi o UV - VIS Shimadzu Mini 1240. O branco foi
preparado adicionando-se 4 mL de solucédo de acido cloridrico em butanol a 1
mL da amostra. A cubeta de referéncia continha solucdo acida de butanol
(Moreira, 2000).

Para esta analise foi utilizada a curva padréo de Moreira (Moreira, 2000).



32

Esquema 4: Fluxograma do processo de extragdo de taninos condensados

Amostra
| Extrag&o acetona : agua (7 : 3)

Fracao

I
BuOH:HCI

I
Taninos Condensados

4.6.3. Método de Dosagem de Fenois Totais:

A amostra liofilizada (500 mg) foi macerada por 4 vezes com 5 mL de
solugdo de acetona / agua (7:3). As porgdes foram unidas em baldo
volumétrico e o volume completado para 25 mL. Em seguida, o reagente de
Folin-Denis foi adicionado a 0,5 mL dos extratos das amostras e 3 mL de agua
destilada, e posteriormente avolumado para 10 mL. Em seguida 1 mL da
solugao de carbonato de calcio saturada foi adicionado e a solugéo ficou em
repouso por 1 hora. As amostras foram avaliadas em triplicata e as amostras
positivas desenvolveram coloragcdo azul intensa. A leitura foi realizada em
espectrofotbmetro a 760 nm. O espectrofotometro utilizado foi o UV - VIS
Shimadzu Mini 1240. A agua destilada foi utilizada como referéncia (Moreira,
2000). A curva padrao para esse ensaio foi baseada no preparo das solugdes
aquosas contendo acido tanico nas seguintes concentragdes finais: 100, 40,
20, 10 e 2 pg/mL (Esquema 5). A partir dos resultados obtidos foi construida
uma curva padrao, utilizada posteriormente para o calculo dos teores de fendis
totais.

O método de Folin-Denis € o mais utilizado para a determinacdo de
fendlicos totais em vegetais. Este método descrito por Swain e Hillls baseia-se
na reducdo do acido fosfomolibdico-fosfotungstico pelas hidroxilas fendlicas,
produzindo um complexo de coloragéo azul. A reagdo ocorre em meio alcalino
e a solugdo saturada de carbonato de sédio é a base mais indicada (Angelo &
Jorge, 2007).



Esquema 5:

Fluxograma do processo de extragdo de taninos condensados

Amostra

Extracéo acetona : agua (7 : 3)

Fragao
Acetona/agua

N82WO4. 2 H20;

H.PO, Na.CO,

Fenois Totais
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 - Andlise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) do extrato, do

sobrenadante e das fragoes

O extrato, o sobrenadante e as fragbes dos frutos de pitangueira foram
submetidos a Cromatografia em Camada Delgada (CCD) para se avaliar o
perfil cromatografico (Figura 19), e para tanto foram utilizados dois padrbes de
flavondides para direcionar as analises por CCD (Figura 18), uma vez que
essas sao moléculas presentes em diversas frutas (O’'Prey et al., 2003), os

quais estao descritos abaixo:

v" Quercetina (flavonol penta-hidroxilado nas posigoes 3, 5, 7, 3’ e 4°);
v" Rutina (flavonol com esqueleto da quercetina acrescido de duas unidades
de acgucares ligados na posi¢ao 3 do flavondide).

Quercetina Rutina

OH

OH
HO I I O
| OH

OH O

Figura 18: Padrdes fendlicos de quercetina e rutina
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As condigdes cromatograficas para a Cromatografia em Camada
Delgada estao descritas no capitulo Material e Método (item 4.3.1).

Na Figura 19 se pode verificar o perfil cromatografico por CCD dos
padroes quercetina e rutina, os quais apresentaram como fatores de retencao

(Rf) valores de 0,89 e 0,52, respectivamente.

A

_ !

QUE RU

Figura 19: Cromatograma dos padroes quercetina (QUE) e rutina (RU) apés revelagao

com sulfato cérico em CCD.

A partir do perfil cromatografico por Cromatografia em Camada Delgada
(CCD) se realizou o perfil cromatografico das amostras a serem analisadas

conforme a Figura 20.
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S

EA S AE BU

Figura 20: Cromatograma do extrato aquoso, do sobrenadante e das fragbes dos
frutos de pitangueira apds revelagao com sulfato cérico em CCD. EA (extrato aquoso —
Rf: 0,32); S (sobrenadante — 0,28); AE (acetato de etila — Rf: 0,27); BU (butanol — Rf:
0,05 € 0,31).

Verifica-se na Figura 20, que o extrato, o sobrenadante e as fragdes dos
frutos de pitangueira possuem substéncias polares, por apresentar grande
afinidade com a silica gel (fase estacionaria) nesta fase movel.

No sistema de solventes utilizado verifica-se que a concentragao de
substancias fendlicas é baixa no extrato aquoso (EA) e no sobrenadante (S).

Para verificar a presencga de flavondides nas amostras foi realizada uma

co-cromatografia, com os padrées quercetina e rutina, conforme a Figura 21.
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Figura 21: Cromatograma do extrato aquoso, sobrenadante e fragdes dos frutos de
pitangueira co-injetados com os padrées quercetina e rutina apos revelacdo com
sulfato cérico em CCD. EA (extrato aquoso — Rf: 0,35); EAQ (extrato aquoso com
quercetina — Rf: 0,29 e 0,89); EAR (extrato aquoso com rutina — Rf: 0,28 e 0,49); S
(sobrenadante — Rf: 0,26); SQ (sobrenadante com quercetina — Rf: 0,29 e 0,90); SR
(sobrenadante com rutina — Rf: 0,29 e 0,49); AE (acetato de etila — Rf: 0,33); AEQ
(acetato de etila com quercetina — Rf: 0,33 e 0,88); AER (acetato de etila com rutina —
Rf: 0,33 e 0,50); B (butanol — Rf:0,32); BQ (butanol com quercetina — Rf: 0,32 e 0,52);
BR (butanol com rutina — Rf: 0,32 e 0,90).

De acordo com as co-cromatografias dos padrdes, com o extrato
aquoso, o sobrenadante e as fragdes dos frutos de pitangueira, nenhuma das

amostras apresentou Rf préximo dos padrdes quercetina e rutina (Figura 21).

6.2 - Avaliacao do Perfil Cromatografico por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE).

As condigbes cromatograficas para analises do perfil cromatografico por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) estdo descritas no item 4.3.2



(Material e Métodos).
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Para essa analise também foram utilizados os mesmos padrdes de

flavonoides: Quercetina e Rutina, com o objetivo de direcionar as analises por

CLAE, abaixo estdo apresentados seus respectivos cromatogramas, tempos de

retengao, area e area percentual.

1: 254 nm, 8 nm
—— Padrao quercetina

83.93

5979022

23.147

OH

OH
o L
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OH O

_

2 4 6 8 10 12 14 16 18

Minutes

N
N

24 26 28 30 32 34

1: 350 nm, 8 nm
—— Padrao quercetina

5979022 83.93

23.147

-

2 4 6 8 10 12 14 16 18

Minutes

N
N

24 26 28 30 32 34

Figura 22: Cromatograma 1, perfil quimico do padrao quercetina avaliado por CLAE.
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Figura 23: Cromatograma 2, perfil quimico do padréao rutina avaliado por CLAE.
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De acordo com as Figuras 22 e 23, pode-se verificar que ambos os

padrdes absorveram nos dois comprimentos utilizados (254 e 350 nm), para o

sistema de solventes utilizado, sendo os picos correspondentes aos tempos de

retencao em 23,147 minutos para quercetina e 18,891 minutos para rutina.

As analises realizadas com os padrées mostraram que ambos produzem

duas bandas de absorgao caracteristicas no espectro de ultravioleta na regiao

de 240-400 nm, o que corrobora com as absor¢des observadas. Essas bandas

de absorcdo sao conhecidas como Banda |, que esta associada a absorgao do

sistema cinamoil do anel B (300-380 nm) e Banda Il devido a absorgédo do

sistema benzoil do anel A (240-280 nm) (Alonso-Salces et al., 2004) (Figura

24).
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Banda I: Porgéo Cinamoil

Banda Il: Por¢cao Benzoil
o (Fonte: Mabry et al., 1970)

Figura 24: Esquema do flavonoide e suas por¢gdes que geram as bandas de absorgao

caracteristicas no UV.

De acordo com esta informagao, a Figura 25 mostra os espectros de
ultravioleta destes padrdes quercetina (A) e rutina (B), destacando as bandas
caracteristicas em 350 nm (anel B) e a banda proxima a 240 nm (anel A), o que
corrobora com os resultados obtidos dos padrdes na analise por CLAE nos

comprimentos de onda em 254 e 350 nm (Figura 22 e 23).

~ 23.00min/Intp Spectrum at time

Randa |

7200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575
nm
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~18.89 min / Intp

Banda ll
i Randa l

:

Snectriim at time B

200 220 24 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580
nm

Figura 25: Espectros de ultravioleta dos padrées quercetina (A) e rutina (B).

Outros padrbes (acido ascorbico, acido benzodico, acido ftalico, acido
galico, acido salicilico e BHT) também foram selecionados para direcionar as
analises por CLAE, a fim de verificar a presenga nas amostras de algum destes
padroes. Todavia, para essa classe de substancias ocorre absorcdo apenas
em 254 nm, que corresponde a por¢cao benzoil. Enquanto, em 350 nm para os
padrdes nao se verifica a presenga da porgao cinamoil (quando comparada aos
flavondides), por essa razdo apenas os cromatogramas com comprimento de
onda em 254 nm sao apresentados.

A Figura 26 mostra o cromatograma do perfil quimico do padrédo acido

ascorbico.

300| —1:254 nm, 8 nm
Padrao acido ascorbico

200
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mAll
3,147 4975118
44,29%
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Figura 26: Cromatograma 3, perfil quimico do padrdo acido ascorbico avaliado por
CLAE.
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Depois de realizada a CLAE, se pode observar um pico no tempo de
retencdo em 3,147 minutos no comprimento de onda de 254nm, com area de
4.975.118 (44,29%).

A Figura 27 mostra o cromatograma do perfil quimico do padréo acido

benzdico.
—1:254 nm, 8 nm
300 Padrio acido benzéico 0 OH

200 B
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Minutos

Figura 27: Cromatograma 4, perfil quimico do padrdo acido benzéico avaliado por
CLAE.

Pode-se observar na Figura 27, um pico no tempo de retengdo em
19,701 minutos no comprimento de onda de 254nm, com area de 1.409.353
(48,44%).

A Figura 28 mostra o cromatograma do perfil quimico do padréo acido

ftalico.
—1:254 nm, 8 nm
300 Padrio acido ftalico HO_ _O
OH
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Figura 28: Cromatograma 5, perfil quimico do padrao acido ftalico avaliado por CLAE.
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Pode-se observar na Figura 28, um pico no tempo de retengdo em
11,840 minutos no comprimento de onda de 254nm, com area de 1.470.026
(42,21%).

A Figura 29 apresenta o espectro de ultravioleta do padrao acido ftalico.

— 1.00min/Intp Spectrum at time 11.00 min.

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 70 750 800
nm

Figura 29: Espectro de ultravioleta do padré&o acido ftalico.

O padrao acido ftalico apresentou absor¢gao nos comprimentos de onda
de 200, 230 e 280 nm, devido a presenga de um anel fendlico e o radical
carboxilico.

A Figura 30 mostra o cromatograma do perfil quimico do padréo acido

galico.
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Figura 30: Cromatograma 6, perfil quimico do padrao acido galico avaliado por CLAE.
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Pode-se observar na Figura 30, dois picos com tempo de retengdo em
7,371 e 8,085 minutos no comprimento de onda de 254nm, com area
respectivamente de 2.867.448 e 2.711.469 (26,05 e 24,63%). A presenca
desses dois picos pode ser devido a contaminagdo ou a degradagao da

amostra por ma conservagao.
A Figura 31 apresenta o espectro de ultravioleta do padrao acido galico.

— 8.00 min/
Spectrum at time 8.00
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Figura 31: Espectro de ultravioleta do padréo acido galico.

O padrao acido galico apresentou absor¢ao nos comprimentos de onda

de 220 e 270 nm, aproximadamente.
A Figura 32 mostra o cromatograma do perfil quimico do padréo acido

salicilico.
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Figura 32: Cromatograma 7, perfil quimico do padréo acido salicilico avaliado por
CLAE.

Pode-se observar na Figura 32, um pico no tempo de retengdo em
19,659 minutos no comprimento de onda de 254nm, com area de 426.400
(24,33%).

A Figura 33 apresenta o espectro de ultravioleta do padrdo acido

salicilico.

~—19.00 min/ Intp Spectrum at time 19.00 min.

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
nm

Figura 33: Espectro de ultravioleta do padréo acido salicilico.

O padrao acido salicilico apresentou um espectro de ultravioleta
parecido com o padrao acido ftalico, com alguns valores de absor¢cao proximos
(200, 230 e 300 nm). Comparando as 2 estruturas, o que elas tém em comum
€ o anel fendlico e a parte carboxilica (COOH). Ja o padrdo acido galico
apresenta essas mesmas caracteristicas, mas absorveu somente em 220 e
270 nm.

A Figura 34 mostra o cromatograma do perfil quimico do padrao butil-
hidroxi-tolueno (BHT).
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Figura 34: Cromatograma 8, perfil quimico do padrao BHT avaliado por CLAE.

Pode-se observar na Figura 34, um pico com tempo de retengdo em
32,181 minutos no comprimento de onda de 254 nm, com area de 226.744
(16,47%).

A partir dos cromatogramas apresentados, a Tabela 3 mostra os valores
de tempo de retencdo, area e area percentual dos padrbes, em ordem

decrescente de area percentual.

Tabela 3 — Dados de tempo de retencédo, area e area percentual dos padrdes.

Padrio Tempo Area % Area
Quercetina 23,147 5979022 83,93
Rutina 18,891 2768153 53,61
Acido benzéico 19,701 1409353 48,44
Acido ascorbico 3,147 4975118 44,29
Acido ftalico 11,840 1470026 42,21
Acido galico 7,371 2867448 26,05
Acido salicilico 19,659 426400 24,33
BHT 32,181 226744 16,47

A area percentual (% area) dos padrbes sera necessaria para obtengao
da area percentual dos picos correspondentes a esses padrbes nas amostras.
ApOés verificar os tempos de retencdo dos padrdes, o extrato aquoso, o

sobrenadante e as fragdes foram submetidos a analise por Cromatografia



47

Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para conhecimento do perfil quimico.
Inicialmente, a Figura 35 mostra o cromatograma do perfil quimico do extrato

aquoso dos frutos de pitangueira.
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Figura 35: Cromatograma 9, perfil quimico do extrato aquoso dos frutos de pitangueira

avaliado por CLAE.

De acordo com a Figura 35, o cromatograma do extrato aquoso dos
frutos de pitangueira apresentou um pico com tempo de retengao (Tr: 8,749
min) préximo ao observado pelo padrao acido galico (Tr: 7,371 min).

Com o intuito de verificar se ha presenca de picos compativeis com os
tempos de retencao dos padrdes, algumas amostras foram selecionadas para
realizar as co-cromatografias, portanto a Figura 36 mostra o cromatograma da

co-cromatografia do extrato aquoso com o padrao acido galico.
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Figura 36: Cromatograma 10, perfil quimico da co-cromatografia do extrato aquoso

dos frutos de pitangueira e do padrao acido galico avaliado por CLAE.

A partir da co-cromatografia do extrato aquoso dos frutos de pitangueira
se pode notar que nao ha pico compativel com o padrao acido galico por ndo
apresentar sobreposi¢cao dos picos da amostra e do padréo.

Na sequéncia foi avaliado o perfil cromatografico do sobrenadante dos

frutos de pitangueira, conforme a Figura 37.
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Figura 37: Cromatograma 11, perfil quimico do sobrenadante dos frutos de

pitangueira avaliado por CLAE.
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O pico com tempo de retencdo em 2,953 minutos foi absorvido em
ambos os comprimentos de onda, porém nenhum dos padrdes analisados
apresentou este tempo de retencao (Figura 40).

De acordo com a Figura 37, o cromatograma do sobrenadante dos frutos
de pitangueira apresentou um pico com tempo de retengao (Tr: 8,451) préximo
ao observado para o padrao de acido galico (Tr: 7,371).

A Figura 38 mostra o cromatograma da co-cromatografia do

sobrenadante com o padrao acido galico.
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Figura 38: Cromatograma 12, perfil quimico da co-cromatografia do sobrenadante dos

frutos de pitangueira e do padrao acido galico avaliado por CLAE.

De acordo com a co-cromatografia do padrao com o sobrenadante, se
pode notar que no sobrenadante ndo ha a presenga do pico compativel com o
tempo de retencdo do padrao acido galico por ndo apresentar sobreposi¢ao
dos picos da amostra e do padrdo e para esta analise de co-cromatografia o
cromatograma nao ficou bem resolvido. Isto pode ser justificado por erro na
injecdo da amostra ou presenca de bolhas no sistema ou ainda por problemas
técnicos com o aparelho.

Na sequéncia, serdo demonstrados os perfis cromatograficos das
fracbes em acetato de etila e butandlica dos frutos de pitangueira. Assim, a
Figura 39 mostra o cromatograma da fracdo em acetato de etila dos frutos de

pitangueira.

34
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Figura 39: Cromatograma 13, perfil quimico da fracdo em acetato de etila dos frutos

o
N

de pitangueira avaliado por CLAE.

Os picos com tempo de retencdo em 3,103, 19,264, 20,427, 23,531
minutos foram absorvidos em ambos os comprimentos de onda (Figura 39). O
cromatograma da fracdo em acetato de etila dos frutos de pitangueira
apresentou um pico com tempo de retengdo (Tr: 7,851 min) préximo ao
observado pelo padrdo acido galico (Tr: 7,371 min), um pico com tempo de
retencao (Tr: 23,531 min) proximo do padrao quercetina (Tr: 23,147 min) e um
pico com tempo de retencédo (Tr: 19,264 min) proximo do padrao rutina (Tr:
18,891 min), logo esta fracdo foi submetida a co-cromatografia com estes
padroes.

Os espectros de UV confirmam que os picos entre 19 a 23 minutos
(circulados em vermelho — Figura 39) correspondem as substancias fendlicas
devido a presenga de bandas que foram absorvidas na regido de 240 e 350nm,

regido essa que € caracteristica para flavondides (Alonso-Salces et al., 2004)



51

(Figura 40).
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Figura 40: Espectro de ultravioleta dos sinais obtidos no cromatograma da fragdo em

acetato de etila dos frutos de pitangueira.

A partir disso, a Figura 41 mostra o cromatograma da co-cromatografia

da fragdo em acetato de etila com o padrao quercetina.
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Figura 41: Cromatograma 14, perfil quimico da co-cromatografia da fragdo em acetato
de etila dos frutos de pitangueira e quercetina avaliado por CLAE.

Conforme a co-cromatografia da fragdo em acetato de etila dos frutos de
pitangueira com o padrdao quercetina se pode notar que nesta fragdo ha a
presenga do pico compativel com o tempo de retengcdo do padrdo analisado,
com percentual de area de 68,98%.

A Figura 42 mostra o cromatograma da co-cromatografia da fragcdo em
acetato de etila com o padréao rutina.
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Figura 42: Cromatograma 15, perfil quimico da co-cromatografia da fracao em acetato

de etila dos frutos de pitangueira e do padréao rutina avaliado por CLAE.

Conforme a co-cromatografia da fragcado em acetato de etila dos frutos de
pitangueira com o padrao rutina se pode notar que nesta fragdo ha a presenca
do pico compativel com o tempo de retencdo do padrdo analisado com
percentual de area de 29,46%.

O mesmo procedimento foi realizado com o padrao acido galico e esta
fracdo, com isso a Figura 43 mostra o cromatograma da co-cromatografia da

fragdo em acetato de etila com o padrao acido galico.
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Figura 43: Cromatograma 16, perfil quimico da co-cromatografia da fragdo em acetato

de etila dos frutos de pitangueira e do padréo acido galico avaliado por CLAE.
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De acordo com a co-cromatografia do padrdo acido galico com a fragéao
em acetato de etila dos frutos de pitangueira, se pode notar que o pico que foi
sugerido compativel com o padréao acido galico nao apresentou sobreposigao,
com isso a fragdo em acetato de etila ndo possui o acido fendlico acido galico.

A fragdo butandlica também foi avaliada por CLAE. Assim, a Figura 44
mostra o cromatograma da fragao butandlica dos frutos de pitangueira.
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Figura 44: Cromatograma 17, perfil quimico da fragdo butandlica dos frutos de

pitangueira avaliado por CLAE.

De acordo com a Figura 44, o cromatograma da fragao butandlica dos
frutos de pitangueira apresentou um pico com tempo de retengao (Tr: 8,487
min) proximo ao observado pelo padrédo acido galico (Tr: 7,371 min), um pico
com tempo de retencdo (Tr: 18,958 min) proximo do padrao rutina (Tr: 18,891

min) e um pico com tempo de retencédo (Tr: 23,18 min) préximo do padréo
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quercetina (Tr: 23,147 min), pico este majoritario em relacdo aos demais.

Os picos com tempo de retencdo em 2,728, 18,958 e 23,180 minutos
foram absorvidos em ambos os comprimentos de onda, porém 0s picos com
tempo de retengao em 20,1992 e 21,276 minutos, embora n&do tenham sido
listados no comprimento de onda em 254 nm, estes podem ser observados
também em 350 nm, contudo em baixas concentra¢des nesta fragao.

Também se observa que a fragado butandlica dos frutos de pitangueira
apresentou dois picos (Tr: 18,958 e 23,18 min) com caracteristicas para
flavondides (circulado em azul). Essas substancias foram confirmadas pelos
espectros de ultravioleta devido a presenca de bandas caracteristicas para

flavondides (Alonso-Salces et al., 2004) (Figura 45).

23.18 min / Intp Spectrum at time 23.18

/ %

200 220 240 2AN 280 2NN 22N 24N 23RN 3RN 4NN 420 440 ARN 48N ENN R2N 540 KAN 580
nm

Figura 45: Espectro dos sinais obtidos no cromatograma da fragdo butandlica dos

frutos de pitangueira.

A partir disso, a Figura 46 mostra o cromatograma da co-cromatografia

da fracao butandlica com o padrao quercetina.
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Figura 46: Cromatograma 18, perfil quimico da co-cromatografia da fragao butandlica

dos frutos de pitangueira e quercetina avaliado por CLAE.

Conforme a Figura 46, a fragdo butanodlica dos frutos de pitangueira
apresentou a presencga do pico compativel com o tempo de retencdo do padrao
quercetina com percentual de area de 57,65%.

A Figura 47 mostra o cromatograma da co-cromatografia da fragao

butandlica com o padrao rutina.
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Figura 47: Cromatograma 19, perfil quimico da co-cromatografia da fragao butandlica

dos frutos de pitangueira e do padrao rutina avaliado por CLAE.

Conforme a co-cromatografia da fragdo butandlica dos frutos de
pitangueira com o padrao rutina, se pode notar que nesta fracdo ha a presenca
de pico compativel com o tempo de retengdo do padrao analisado com area
percentual de 41,57%.

A Figura 48 mostra o cromatograma da co-cromatografia da fragao

butandlica com o padrao acido galico.



mAU

30

58

204

104

(e
2: 254 nm, 8 nm = c
— Butanol 4cido galico S«
] m -
T
-1l 3
(o) «© ~
8 ™
0 ~
Te) N oo
< [l ;/
(ap] N 3
~ ()
=
~N
g
S R
< «
p o
_A A | W WY A —‘\—'\‘I\
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Minutes

Figura 48: Cromatograma 20, perfil quimico da co-cromatografia da fragdo butandlica

dos frutos de pitangueira e do padrao acido galico avaliado por CLAE.

De acordo com a co-cromatografia do padrdo acido galico com a fragao
butandlica dos frutos de pitangueira, se pode notar que o pico que sugeria a
presenca de acido galico ndo foi compativel com o tempo de retengdo do
padrao e com isso nao ocorreu sobreposi¢ao dos picos.

A partir dos cromatogramas das fragbes em acetato de etila e butandlica
dos frutos de pitangueira se pode observar que o fracionamento foi eficiente,
devido a concentragdo de substincias nestas fracbes, as quais estavam
aparentemente ausentes no extrato aquoso e no sobrenadante, devido as
baixas concentracbes das mesmas.

Devido a presenca do padrao quercetina nas amostras foi preparada
uma curva padrao (area do pico x massa em ug) utilizando-se uma amostra

pura de quercetina (Tabela 4; Grafico 3).
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Tabela 4 - Dados de massa (em pg) injetada de quercetina e as respectivas

areas obtidas.

Massa de quercetina

injetada (em pg) Area correspondente ao pico

10 6266387

5 2105483
2,5 1225214
1,25 425861

7000000

y = 663465x - 604256 o

6000000 - R? = 0,9756

5000000 -
4000000 -
3000000 -

Area do pico

2000000 -
1000000 -

0]

0 2 4 6 8 10 12

Massa de quercetina injetada

Grafico 3: Curva padrdao da area do pico x massa (em ug) injetada de

quercetina obtida a partir dos valores apresentados na tabela.

A partir da curva padrao de quercetina foi possivel calcular o percentual
(teor) existente nas fracbes em acetato de etila e butandlica, sendo para a
fragdo em acetato de etila 1,75 ug/mL e para a fragdo butandlica 1,79 ug/mL.

Devido a presenga do padrao rutina nas amostras foi preparada uma
curva padrao (area do pico x massa em ug) utilizando-se uma amostra pura de
rutina (Tabela 5; Gréfico 4).
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Tabela 5 - Dados de massa (em pg) injetada de rutina e as respectivas areas
obtidas.

Massa de rutina

injetada (em pg) Area correspondente ao pico

10 2768153

5 1285783
2,5 739564
1,25 292702
0,625 142436
0,3125 88856

3000000

y = 276473x - 20927
R? = 0,9976

2500000 -

2000000 -

o Sériel
1500000 -

— Linear (Série1)

Area do pico

1000000 ~

500000 +

0

0 2 4 6 8 10 12

Massa injetada de rutina

Grafico 4: Curva padrdo da area do pico x massa (em ug) injetada de rutina

obtida a partir dos valores apresentados na tabela.

Devido a concentragao de rutina ser pequena na fragao butandlica foi
necessario preparar mais duas concentragdes do padrao para elaboracido da

curva.
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A partir da curva padrao de rutina foi possivel calcular o teor existente
nas fracbes em acetato de etila e butandlica, sendo para a fracdo em acetato
de etila 3,18 pg/mL e para a fragdo butandlica 0,50 pg/mL.

A partir dos resultados apresentados, se pode observar a auséncia do
padrdao acido galico nas amostras devido a ndo sobreposi¢do dos picos da
amostra e padrdao. Com relacdo aos flavondides, a fracdo butandlica
apresentou maior concentragao do padrdo quercetina e a fracdo em acetato de
etila apresentou maior concentragao do padrao rutina.

A presenca dos flavondides (quercetina e rutina) nos frutos de
pitangueira reforca a utilizacdo desses alimentos como funcionais, por
apresentar atividades bioldgicas, ja descritas na Revisdo Bibliografica (item
3.3.1e3.3.2).

6.3 — Avaliacao qualitativa de atividade antioxidante

Neste método de determinacido de atividade antioxidante, as amostras
foram avaliadas apenas de forma qualitativa quanto ao perfil antioxidante por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD). As condigbes cromatograficas para
esta analise estao descritas no item 4.4.1 (Material e Métodos).

O extrato aquoso, o sobrenadante, as fragdes e os padrdoes quercetina e
rutina foram submetidos a avaliacdo qualitativa de atividade antioxidante por

CCD, conforme a Figura 49.
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Figura 49: Cromatograma do extrato aquoso, sobrenadante e fragdes dos frutos de
pitangueira e padrdes quercetina e rutina apds revelagdo com DPPH em CCD. EA
(extrato aquoso); S (sobrenadante); AE (acetato de etila); BU (butanol); QUE (padrao

quercetina) e RU (padrao rutina).

Na Cromatografia de Camada Delgada (CCD) se pode verificar que os
compostos presentes nas amostras possuem atividade antioxidante mediante a
revelacao feita com DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila).

Os padrdes quercetina e rutina apresentaram alta atividade antioxidante,
fato este representado pelo arraste amarelo intenso, indicando que existe um
conjunto de substancias que podem estar atuando como redutoras dos radicais
livres. Verifica-se que entre as amostras estudadas, a fragdo em acetato de
etila dos frutos de pitangueira apresentou atividade antioxidante, quando

comparado aos padrdes.
6.4 - Avaliagao espectrofotométrica de atividade antioxidante

As condigdes cromatograficas para esta analise estdo descritas no

capitulo Material e Métodos (item 4.4.2).
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As Tabelas 7, 8 e 9 mostram os resultados do extrato, sobrenadante e
fragbes dos frutos de pitangueira submetidos aos ensaios antioxidantes em trés
concentragdes distintas de DPPH (1,2 mM, 0,6 mM e 0,1 mM).

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados apresentados
sdo as médias aritméticas. Os padrdes utilizados para estas analises foram os
flavondides quercetina e rutina, os padrées fendlicos acido benzoico, acido
ftalico, acido galico e acido salicilico e os padrbes acido ascorbico e BHT (butil

hidroxi tolueno). Na Tabela 6, se pode verificar a estrutura dos padrdes

analisados.
Tabela 6 — Estruturas dos padrdes utilizados para analise.
GH:0H O.__OH
HC -OH
O __0
H
TR Acido benzdico
0 0 Acido ascorbico
HO (0] COOH
OH
0
HO OH
Acido ftalico OH Acido gdlico
(0) OH
OH
Acido salicilico CH; BHT

Inicialmente serdo apresentados os resultados das amostras submetidas
ao ensaio antioxidante na concentracido de 1,2 mM de DPPH, conforme a
Tabela 7.

Tabela 7 — Atividade antioxidante do extrato, sobrenadante e fragdes dos frutos de
pitangueira e padrées em uma concentracao maior de DPPH (1,2 mM). (Resultados

expressos em porcentagem de atividade antioxidante).
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Amostras Concentragdes
Fruta 1000 pg/mL (%) 100 pg/mL (%) 10 pg/mL (%)
Extrato aquoso pitanga 1,7+£0,1 7,9+0,05 7,9+0,05
Sobrenadante pitanga 3,3+0,2 7,9+0,05 7,9+£0,05
Acetato de etila pitanga 15,0+ 0,3 7,9+0,05 7,9+0,05
Butanol pitanga 41+0,2 7,3+0,1 7,3+0,1
Padrdes 1000 pg/mL (%) 100 pg/mL (%) 10 pg/mL (%)
Quercetina 91,8+04 90,1+0,9 6,7+0,6
Rutina 89,6 +0,6 74,8 +0,3 54+05
Acido ascorbico 92,4+0,8 92,1+04 33,9+0,6
Acido benzoéico 3,91+0,8 3,31+£0,8 3,31+0,1
Acido ftalico 7,00+£1,0 501+04 498 +0,2
Acido galico 93,41 0,2 91,8904 88,7948
Acido salicilico 9,54+05 9,28+0,3 9,14 +£0,1
BHT 90,2+0,2 57,104 33,9+0,7

*Média + Desvio Padréo (n=3).

De acordo com a Tabela 7, as amostras ndo apresentaram atividade
antioxidante em nenhuma das trés concentragdes analisadas.

Os padrdes quercetina, rutina, BHT e acido ascorbico apresentaram
atividade antioxidante somente nas duas maiores concentracoes.

O padrao acido galico apresentou valores significativos de atividade
antioxidante nas trés concentracdes. Todos os outros trés acidos nao foram
capazes de sequestrar os radicais livres formados, ou seja, atividade
antioxidante inferior a 50% nas trés concentragdes testadas.

A Tabela 8 mostra os resultados das amostras submetidas ao ensaio

antioxidante na concentragao de 0,6 mM de DPPH.

Tabela 8 — Atividade antioxidante do extrato, sobrenadante e fragdes dos frutos de
pitangueira e padrées na concentragao intermediaria de DPPH (0,6 mM). (Resultados

expressos em porcentagem de atividade antioxidante).
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Amostras Concentragoes
Fruta 1000 pg/mL (%) 100 pg/mL (%) 10 pg/mL (%)
Extrato aquoso pitanga 79+0,7 46+0,2 46+0,2
Sobrenadante pitanga 8,0£04 46+0,2 46+0,2
Acetato de etila pitanga 84,1+2,0 7,0£0,3 7,0£0,3
Butanol pitanga 18,5+ 1,7 14,5+1,3 18,2+ 1,6
Padrdes 1000 pg/mL (%) 100 pg/mL (%) 10 yg/mL (%) |
Quercetina 92,7+0,5 93,7+ 0,6 1,6 £ 0,05
~ Rutina 91,8+0,4 91,7+ 0,6 18,2+ 0,9
Acido ascorbico 96,1 +0,2 955+0,5 16,1+ 0,8
Aqido benzdico 713+14 6,69+1,.2 577+04
Acido ftalico 8,05+1,0 7,70+£0,9 5,58 +2,1
“Acido galico 95,65+0,2 94,59 + 0,5 93,60+ 0,2
Acido salicilico 487 +04 3,84+04 3,14+14
BHT 83,4+0,6 825+0,4 12,9+ 0,7

*Média + Desvio Padréo (n=3).

Os resultados listados na Tabela 8 mostram que a amostra que
apresentou atividade antioxidante foi a fracdo em acetato de etila dos frutos de
pitangueira na concentragéo de 1000 pg/ml e apresentou atividade antioxidante
ligeiramente maior que o padrao BHT na concentragdo de 1000 pg/ml.

Os padrdes quercetina, rutina, acido ascorbico e BHT apresentaram
atividade antioxidante nas duas maiores concentragbes (1000 e 100 pg/mL),
enquanto o 4acido galico apresentou atividade antioxidante nas trés
concentragcdes analisadas.

Todas as outras amostras e os padrbes acido benzodico, acido ftalico e
acido salicilico nao apresentaram atividade antioxidante nas trés concentracoes
analisadas.

A Tabela 9 mostra os resultados das amostras submetidas ao ensaio

antioxidante na concentragao de 0,1 mM de DPPH.

Tabela 9 — Atividade antioxidante do extrato, sobrenadante e fracbes dos frutos de
pitangueira e padrdes na concentracdo menor de DPPH 0,1 mM. (Resultados

expressos em porcentagem de atividade antioxidante).
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Amostras Concentracoes
Fruta 1000 pg/mL (%) 100 ug/mL (%) 10 ug/mL (%)
Extrato aquoso pitanga 356 £1,2 0 0
Sobrenadante pitanga 447 +1,2 0 0
Acetato de etila pitanga 86,1 +1,0 441 +20 0
Butanol pitanga 88,7 + 1,1 0 0
Padroes 1000 pg/mL (%) 100 pg/mL (%) 10 pg/mL (%) |
Quercetina 949+15 93,1+0,3 91,2+0,2
Rutina 88,0+0,9 86,65 + 1,1 0
Acido ascorbico 956 +1,5 94,5+0,5 93,8+25
Acido benzoico 0 0 0
Acido ftalico 0 0 0
Acido galico 94,54 +0,7 91,54 + 0,4 90,54 +1,5
Acido salicilico 0 0 0
BHT 100,0 £ 0,9 52,1+272 436+15

*Média + Desvio Padréo (n=3).

Para a Tabela 9 se pode notar que as fracbes mais ativas foram as
fragbes em acetato de etila e butandlica dos frutos de pitangueira na
concentracéo de 1000 pg/mL.

A fracdo butandlica dos frutos de pitangueira possui atividade
antioxidante ligeiramente maior que do padr&o rutina na concentragao de 1000
pMg/mL.

De acordo com os padroes, o BHT apresentou na maior concentragcao
um sequestro total de radicais livres. Os padroes quercetina, acido ascoérbico e
acido galico possuem atividade antioxidante superior a 90% nas trés
concentracdes analisadas, enquanto a rutina apresentou perfil semelhante nas
duas concentra¢des mais altas (1000 e 100 pg/mL).

Todas as outras amostras e os padrdes acido benzdico, acido ftalico e
acido salicilico nao apresentaram atividade antioxidante nas trés concentragoes
analisadas.

A partir da comparacdo entre as trés concentragbes de DPPH
analisadas (1,2, 0,6 e 0,1 mM), se pode notar que na concentragdo de 0,1 mM
as fragcdes em acetato de etila e butandlica apresentaram um percentual de

atividade antioxidante maior que 80% (Tabela 10).
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Tabela 10 — Resumo dos valores de atividade antioxidante das fragdes dos frutos de
pitangueira na concentragao de 1000 pg / mL em todas as concentragbes analisadas
de DPPH.

Fracoes / [DPPH] 1,2 mM (%) 0,6 mM (%) 0,1 mM (%)
Acetato de etila 15,0 84,1 86,1
Butanol 4.1 18,5 88,7

Na concentragdo de DPPH de 0,6 mM, somente a fragdo em acetato de
etila apresentou atividade antioxidante. Na maior concentragédo de DPPH (1,2
mM) nenhuma das fragdes apresentou atividade antioxidante.

Para os padrdes analisados, o acido galico foi o que apresentou um
melhor sequestro de atividade antioxidante em todas as concentragbes de
DPPH, e em todas as diluigdes analisadas, ja na concentragdao de DPPH a 0,1
mM, os padrdes acido ascorbico e quercetina também apresentaram sequestro
de radicais livres nas trés concentragdes.

A partir destas trés concentragdes de DPPH utilizadas (1,2mM, 0,6 mM e
0,1 mM) pode-se observar que a concentragdo do DPPH que sera utilizada
para determinar a atividade antioxidante de uma amostra € de extrema
importancia, pois a concentragdo do DPPH pode interferir no resultado da
analise.

De acordo com os resultados obtidos, se pode observar que a medida
que diminui a concentragcdao de DPPH, as amostras e padrbes apresentaram
maior sequestro de radicais livres, isto € explicado porque as amostras com um
menor numero de substancias capazes de sequestrar radicais livres, nao séo
capazes de sequestrar todas as moléculas de DPPH encontradas em uma
solugdo de alta concentracdo, logo somente as amostras com um elevado
numero dessas substancias (alta atividade antioxidante) conseguem reagir com
essas moléculas de DPPH, ocorrendo assim a reagao (roxo para amarelo)
(Figura 3).

E possivel afirmar que uma concentracdo alta de DPPH pode interferir
no resultado por este teste ser uma analise colorimétrica. O DPPH em alta

concentracao apresenta uma cor muito forte, o que pode interferir na hora da
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leitura no espectrofotdmetro, extrapolando assim os valores de absorbéncia,

sendo necessaria a diluicdo das amostras para a realizagao da leitura.
Conclui-se que as fragdes em acetato de etila e butandlica apresentaram

um maior potencial antioxidante devido a concentracdo das substancias

antioxidantes nestas fragoes.

6.5 - Analise de atividade antioxidante pelo método de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

As condigdes cromatograficas para esta analise estdo descritas no item
4.4.3 (Material e Métodos).

O radical livre DPPH na auséncia de um antioxidante apresentou um
pico no tempo de 2,944 minutos com area de 4.612.012. Este resultado da area
do DPPH sera utilizado para calcular a porcentagem de atividade antioxidante
das amostras.

Nas figuras abaixo (Figuras 50 — 57) se observa os cromatogramas dos
padrées que mostram o comportamento do radical livre DPPH frente a adicao
de um antioxidante, em que A significa a amostra a ser analisada, B significa a
reagdo da amostra com o radical livre DPPH e C significa o radical livre DPPH.
A partir disso, a Figura 50 mostra o cromatograma do padrédo quercetina antes

e depois da reacdo com DPPH.

600 | 2:515nm, 8 nm 2: 515 nm, 8 nm 2: 515 nm, 8 nm
Padrio quercetina A Padrao quercetina + DPPH B DPPH c
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Figura 50: Cromatograma 21 a 515nm do padrao quercetina antes e depois da reacao
com DPPH.
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O pico do radical DPPH na presenga do padrao quercetina apresentou
uma grande redugéo obtendo uma area de 213.782 no tempo de 2,650 minutos
(Figura 50). Isto significa que quase todas as moléculas de DPPH foram
sequestradas pelo padrdo quercetina, logo apresenta uma alta atividade
antioxidante.

A Figura 51 mostra o cromatograma do padrao rutina antes e depois da

reagcao com DPPH.
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Figura 51: Cromatograma 22, a 515nm do padrao rutina antes e depois da reacao
com DPPH.

O pico do radical DPPH na presenca do padrao rutina apresentou uma
grande redugao da area de 937.404 no tempo de 2,560 minutos (Figura 51).
Isto significa um alto sequestro do radical livre pelo padrdo rutina, logo um alto
percentual de atividade antioxidante.

A Figura 52 mostra o cromatograma do padrao acido ascorbico antes e

depois da reagdo com DPPH.
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Figura 52: Cromatograma 23, a 515nm do padrao acido ascorbico antes e depois da

reacdo com DPPH.
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O pico do radical DPPH na presenca do padrao acido ascérbico
apresentou uma grande redugcdo da area de 594.793 no tempo de 2,645
minutos (Figura 52). Isto significa um alto sequestro das moléculas de DPPH
pelo padrao acido ascoérbico apresentando uma alta atividade antioxidante.

A Figura 53 mostra o cromatograma do padrdo acido benzdico antes e
depois da reagdo com DPPH.
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Figura 53: Cromatograma 24, a 515nm do padrao acido benzodico antes e depois da

reacdo com DPPH.

O pico do radical DPPH na presenga do padrao acido benzdico
apresentou uma pequena redugao obtendo uma area de 3.953.022 no tempo
de 2,961 minutos (Figura 53). Isto significa que uma pequena quantidade das
moléculas de DPPH foram sequestradas pelo padrao DPPH, logo baixa
atividade antioxidante.

A Figura 54 mostra o cromatograma do padréo acido ftalico antes e

depois da reacdo com DPPH.
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Figura 54: Cromatograma 25, a 515nm do padrdo acido ftalico antes e depois da

reacdo com DPPH.
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O pico do radical DPPH na presenca do padréo acido ftalico apresentou
uma pequena reducdo obtendo uma area de 4.086.928 no tempo de 2,952
minutos (Figura 54). Isto significa que uma pequena quantidade de moléculas
de DPPH foram sequestradas pelo padrdo acido ftalico, possuindo baixa
atividade antioxidante.

A Figura 55 mostra o cromatograma do padrdo acido galico antes e

depois da reacdo com DPPH.
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Figura 55: Cromatograma 26, a 515nm do padrao acido galico antes e depois da

reacdo com DPPH.

O pico do radical DPPH na presenca do padrao acido galico apresentou
uma grande redugéo obtendo uma area de 836.507 no tempo de 2,944 minutos
(Figura 55). Isto significa um alto sequestro das moléculas de DPPH pelo
padrao acido galico, logo apresenta um maior percentual de atividade
antioxidante.

A Figura 56 mostra o cromatograma do padrédo acido salicilico antes e

depois da reacdo com DPPH.

600 2: 515 nm, 8 nm 2:515nm, 8 n

2hm,enm 2: 515 nm, 8 nm
Padréo acido saliclico A Padrao acido salicilico + DPPH B DPPH c
- ~
400 8| <| g
< o | © < o
Pt N I o ©
€ 15} =2 B N <
) S| ©
o [sp]
200 o0
J it |
012r34 5 6 7 8 910 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Minutos Minutos Minutos

Figura 56: Cromatograma 27, a 515nm do padrdo acido salicilico antes e depois da

reacdo com DPPH.
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O pico do radical DPPH na presengca do padrdo acido salicilico
apresentou uma pequena redugao obtendo uma area de 3.551.267 no tempo
de 2,961 minutos (Figura 56). Isto significa que um pequeno numero de
moléculas de DPPH foram sequestradas pelo padrdo acido salicilico, logo
apresenta um baixo percentual de atividade antioxidante.

A Figura 57 mostra o cromatograma do padrdo BHT antes e depois da

reagcao com DPPH.
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Figura 57: Cromatograma 28, a 515nm do padrao BHT antes e depois da reagdo com
DPPH.

O pico do radical DPPH na presenca do padrao BHT apresentou uma
grande redugao obtendo uma area de 594.793 no tempo de 2,720 minutos
(Figura 57). Isto significa que um grande numero de moléculas de DPPH foram
sequestradas pelo padréo BHT, logo apresenta alta atividade antioxidante.

Em todos os perfis cromatograficos apds a reagédo com o DPPH, houve
pequena diferenga nos tempos de retencdo apresentados antes e apds da
reacdo com o DPPH. Isso ocorre porque ha possivelmente uma interacéo das
substancias presentes nas amostras com o radical DPPH.

Com os resultados das areas do pico do DPPH apds a reagao com os
padrdes calculou-se a porcentagem de atividade antioxidante (conforme item
4.4.3 — Material e Método), os quais estdo descritos na Tabela 11 em ordem

decrescente de porcentagem de atividade antioxidante.
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Tabela 11 - Atividade antioxidante dos padrées analisados por CLAE.

Padrées fenélicos Tr Area Area% AA (%)
Quercetina 2,650 213.782 4,88 95,36
Acido ascorbico 2,645 594.793 13,58 88,06
BHT 2,720 726.190 16,58 87,10
Acido galico 2,944 836.507 19,10 81,86
Rutina 2,560 937.404 21,40 79,67
Acido salicilico 2,961 3.551.267 48,01 22,99
Acido benzodico 2,961 3.953.022 51,43 14,28
Acido ftalico 2,952 4.086.928 53,47 11,38

Tr: tempo de retencdo / Area %: area percentual / AA (%): porcentagem de atividade

antioxidante.

De acordo com a analise por CLAE, os padrbes mais ativos foram a
quercetina, o acido ascorbico, o BHT, o acido galico e a rutina. Os padroes
acido benzodico, acido ftalico e acido salicilico ndo apresentaram atividade
antioxidante. Estes resultados obtidos corroboram com aqueles obtidos a partir
da analise espectrofotométrica (capitulo Resultados e Discussdes — item 6.4 —
pagina 59).

A partir dos resultados obtidos dos padrdes, as amostras foram
submetidas a analise de atividade antioxidante por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia. Com isso, a Figura 58 mostra o cromatograma do extrato

aquoso antes e depois da reagao com DPPH.
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Figura 58: Cromatograma 29, a 515 nm do extrato aquoso antes e depois da reacao
com DPPH.

O pico do radical DPPH na presenca do extrato aquoso apresentou uma
reducdo intermediaria obtendo uma area de 2.225.797 no tempo de 2,635

minutos (Figura 58), logo o extrato aquoso apresenta atividade antioxidante.
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A Figura 59 mostra o cromatograma do sobrenadante antes e depois da
reacdo com DPPH.
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Figura 59: Cromatograma 30, a 515 nm do sobrenadante dos frutos de pitangueira

antes e depois da reagcdo com DPPH.

O pico do radical DPPH na presenga do sobrenadante apresentou uma
pequena redugcao obtendo uma area de 3.902.575 no tempo de 2,709 minutos
(Figura 59), logo apresenta baixa atividade antioxidante.

A Figura 60 mostra o cromatograma da fragdo em acetato de etila antes

e depois da reacdo com DPPH.
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Figura 60: Cromatograma 31, a 515 nm da fragdo em acetato de etila dos frutos de

pitangueira antes e depois da reacdo com DPPH.

O pico do radical DPPH na presenca da fragdo em acetato de etila
apresentou uma reducao intermediaria obtendo uma area de 1.670.922 no
tempo de 2,613 minutos (Figura 60), logo esta fracdo possui atividade

antioxidante.
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A Figura 61 mostra o cromatograma da fragao butandlica antes e depois

da reacdo com DPPH.
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Figura 61: Cromatograma 32, a 515 nm da fracdo butandlica dos frutos de pitangueira

antes e depois da reagdo com DPPH.

O pico do radical DPPH na presenca da fracdo butandlica apresentou

uma redugao intermediaria obtendo uma area de 2.384.739 no tempo de 2,795

minutos (Figura 61), logo esta fracdo apresenta atividade antioxidante.

Com os resultados das areas do pico do DPPH apds a reagao com as
amostras calculou-se a porcentagem de atividade antioxidante, os quais estao

descritos na Tabela 12 em ordem decrescente de porcentagem de atividade

antioxidante.

Tabela 12 - Atividade antioxidante do extrato aquoso, sobrenadante e fragbes dos

frutos de pitangueira analisados por CLAE.

Amostras Tr Area Area % AA (%)
Acetato de etila 2,773 1.670.922 60,14 63,77
Extrato aquoso 2,635 2.225.797 73,20 51,73

Butanol 2,795 2.384.739 82,62 48,29
Sobrenadante 2,709 3.902.575 86,25 15,38

De acordo com o método por CLAE, as amostras que apresentaram
atividade antioxidante foram a fragcdo em acetato de etila seguida do extrato

aquoso (Tabela 12), portanto este dado corrobora, parcialmente com os

10
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resultados obtidos pelos métodos qualitativo e espectrofotométrico (capitulo
Material e Método — item 6.3 e 6.4, respectivamente).

Sabe-se que o método espectrofotométrico — colorimétrico nado é
aplicavel a alimentos coloridos, devido a interferéncia de pigmentos, podendo
dar um resultado falso positivo (Yamaguchi et al., 1998). Por isso, 0 método de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia € um método recomendavel, por
possuir algumas vantagens como especificidade e sensibilidade (Odriozola-
Serrano et al., 2007).

6.6 - Analise da atividade antioxidante pelo método do nitroprussiato de
sodio (SNP).

O experimento com o doador de 6xido nitrico (NO), nitroprussiato de
sédio (SNP) foi utilizado com o objetivo de verificar se a inibigdo da produgao
de NO, se deu por intermédio do sequiestro do NO produzido.

A partir da curva padrao, obtiveram-se os resultados da analise de

sequestro de NO (Grafico 5).
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EA - Extrato aquoso; S — sobrenadante; AE — fragdo acetato de etila; B — fragdo butandlica; Q —

padrao quercetina; R — padréao rutina.

Grafico 5: Seqlestro de NO doado por SNP

Os padroes utilizados foram a quercetina e rutina, onde a rutina

sequestrou totalmente o 6xido nitrico doado em todas as concentragoes.
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Foi possivel observar no Grafico 5 que nas duas menores concentragdes
todas as amostras sequestraram totalmente o Oxido nitrico doado pelo
nitroprussiato de sodio.

As amostras que obtiveram sequestro total nas trés concentracdes foram
o extrato aquoso, a fragdo em acetato de etila e a fragdo butandlica dos frutos
de pitangueira. O sobrenadante dos frutos de pitangueira apresentou um menor
sequestro na maior concentragao.

O perfil de atividade antioxidante pelo método do nitroprussiato de sodio
foi diferente dos outros métodos analisados. Isto pode ser justificado porque os
radicais livres utilizados para estas analises foram diferentes, sendo o 6xido
nitrico para a analise do nitroprussiato de sédio e o DPPH para as demais

analises, por isso esses resultados nao foram passiveis de comparacéao.

6.7 - Determinacéo do Teor de Vitamina C (Acido Ascoérbico)

6.7.1 - Método por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

O método titulométrico referido no Material e Métodos (item 4.5.2) nao
foi o indicado para realizar a analise de vitamina C para os frutos de pitangueira
por apresentarem cor vermelha, a qual interfere na hora de verificar o ponto de
viragem do incolor para o réseo.

Diante desta problematica, a analise de vitamina C foi realizada apenas
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

A Figura 62 mostra o cromatograma do perfil quimico de vitamina C nos

frutos de pitangueira.
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Figura 62: Cromatograma 33, perfil quimico a 254 nm de vitamina C dos frutos de

pitangueira avaliado por CLAE.

A partir deste cromatograma pode-se verificar que ha presenca de um
pico com tempo de retengao em 5,408 minutos, com area de 196376 (25,55%).
A Figura 63 mostra o cromatograma do perfil quimico de vitamina C no

sumo dos frutos de pitangueira.
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Figura 63: Cromatograma 34, perfil quimico a 254 nm de vitamina C do sumo dos

frutos de pitangueira avaliado por CLAE.
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De acordo com a Figura 63 se pode verificar que ha presenca de um
pico com tempo de retengao em 4,917 minutos, com area de 45272 (20,01%).

A partir das areas obtidas por CLAE do padrao acido ascorbico em
varias concentracdes foi calculada a curva padrao para vitamina C.

A partir da curva padrao de vitamina C, as areas obtidas das amostras
foram langadas na curva padrao para obtengado da concentragao de vitamina C

em 100mL do fruto e sumo.
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Grafico 6: Resultados obtidos de vitamina C nas amostras estudadas (n = 3).

De acordo com o Grafico 6, a fruta apresentou uma maior concentragao
de vitamina C (127,12 mg AA / 100 g) comparada ao sumo (78,16 mg AA / 100
9)-

Lima e colaboradores (2000) detectaram um teor de vitamina C em
pitangas avermelhadas de 72,80 mg / 100g, Mélo, Lima e Nascimento (2000)
reportaram valores de vitamina C de 42,9 mg / 100g em frutos maduros,
enquanto Villachica (1996) encontrou um teor de vitamina C de 14 mg / 100g.

Em comparagdo com os resultados da literatura, a fruta e o sumo de
pitangueira apresentaram um valor maior de vitamina C do que aqueles
relatados em trabalhos anteriores. Isto pode ser explicado pelos diversos
fatores que afetam a sintese e retencdo do acido ascorbico, tais como:

variedade e fatores ambientais (Dib Taxi, 2001).
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De acordo com a literatura, a pitanga ndo € considerada uma rica fonte
de vitamina C, comparada as frutas ricas em acido ascérbico, destacando-se a
acerola com teor de 1.790 mg/100g de acido ascorbico, seguida do caju, com
suas variedades amarela e vermelha, a goiaba, a manga e as frutas citricas
(Oliveira, 2006).

A diferengca na concentracdo da vitamina C do sumo em comparagao
aos frutos pode ser em virtude da manipulacdo dos frutos para extracdo do
sumo, gerando um maior contato dos frutos com o oxigénio, podendo levar a
uma degradacao da vitamina C. Logo, a forma de extragdo do sumo nos
alimentos também pode interferir nos resultados de acido ascoérbico.

6.8 - Determinacgao de Taninos e Fendis Totais

A tabela abaixo sumariza os resultados obtidos das analises de taninos

hidrolisaveis e taninos condensados.

Tabela 13 - Dados obtidos nas analises de taninos hidrolisaveis e taninos

condensados dos frutos de pitangueira.

Taninos Taninos
Amostra
Hidrolisaveis (%) Condensados (%)
Pitanga Nao detectados 0,02025

Os taninos hidrolisaveis ndo foram detectaveis para estas amostras.
Porém, para a familia Myrtaceae esses taninos sao encontrados principalmente
nas espécies do género Eucalyptus sp (Mueller-Harvey, 2001).

O tipo de extragcdo pode ser um fator limitante para a observagao do
conteudo fendlico das fontes vegetais (Agostini-Costa et al., 2003). Talvez, este
fato possa ter influenciado na deteccdo dos taninos hidrolisaveis por estar
diluidos (pequenas concentragdes) na fruta.

Com relagao aos teores de fenodis totais nos frutos de pitangueira, a

Tabela 14 mostra os resultados.
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Tabela 14 - Dados obtidos na analise de fendis totais dos frutos de pitangueira.

Fenois Totais

(ng/mi)

Amostras

Pitanga 74,76

O teor de fendis totais encontrado nos frutos de pitangueira (74,76
pMg/ml) encontra-se abaixo do valor reportado por Lopes e colaboradores
(200%5), que foi de 80,32+3,37 mg acido tanico/100g e por Guimaraes et al.
(1983), que foi de 122 mg/100g, para frutos provenientes do Estado de
Pernambuco.

Observa-se baixa concentracdo de fendis totais nos frutos de
pitangueira, que pode ser devido a metodologia de extracédo, que € um fator
limitante para a observagao do conteudo fendlico das plantas (Agostini-Costa et
al., 2003).

Trabalhos na literatura relatam uma relagdo direta entre o conteudo
fendlico e a atividade antioxidante. Os polifendis poliméricos sdo antioxidantes
mais potentes do que os fendlicos monomeéricos. Isto significa que os taninos
condensados e hidrolisaveis possuem maior habilidade antioxidante (Moure et
al., 2001).

Portanto, a atividade antioxidante apresentada pelos frutos de
pitangueira pode ser devido a presenca de acido ascorbico, devendo assim

também, ser resultado das substancias fendlicas presentes.
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7) RESUMO E CONCLUSOES

Neste trabalho se avaliou o perfil quimico dos frutos de pitangueira, a
atividade antioxidante, o teor de vitamina C e de taninos e fendis totais, o que
em tese pode justificar seu uso como alimento funcional. A partir do
sobrenadante (S), oriundo do extrato aquoso dos frutos de pitangueira
originaram-se as seguintes fragdes: diclorometano (FD), acetato de etila (FA) e
butanol (FB). O conhecimento do perfil quimico do extrato, do sobrenadante e
das fracbes possibilitou a quantificacdo dos flavondides quercetina e rutina. De
acordo com os resultados a fragdo em acetato de etila apresentou um maior
potencial antioxidante. Para a analise do teor de vitamina C, a fruta apresentou
uma maior concentracado de vitamina C comparada ao sumo. Para a analise de
taninos e fenodis totais ndo foram detectados taninos hidrolisaveis, e os teores
de taninos condensados e fendis totais apresentaram baixas concentragoes.
Sendo assim, este trabalho permitiu conhecer o perfil quimico das substancias
polares dos frutos de pitangueira até entdo pouco estudadas e avaliar sua
atividade antioxidante. As principais conclusdes do estudo podem ser assim
resumidas:

O extrato aquoso, o sobrenadante e as fragdes foram submetidos a
Cromatografia em Camada Delgada e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
A partir da co-cromatografia verificou-se a presenca dos flavondides quercetina

e rutina nas fragdes em acetato de etila e butandlica nos frutos de pitangueira.
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De acordo com a analise qualitativa de atividade antioxidante a fragao
em acetato de etila apresentou maior atividade antioxidante nas placas
cromatograficas reveladas com DPPH.

Para a analise espectrofotométrica de atividade antioxidante, as fragdes
em acetato de etila e butandlica na concentragdo de 0,1mM apresentaram um
percentual de atividade antioxidante maior que 80%, na concentracdo de
0,6mM apenas a fracido em acetato de etila apresentou atividade antioxidante.

De acordo com o método por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia,
as amostras que apresentaram atividade antioxidante foram a fragdo em
acetato de etila seguida do extrato aquoso, portanto este dado corrobora
parcialmente com os resultados obtidos pelos métodos qualitativo e
espectrofotométrico.

Pela analise da atividade antioxidante pelo método do nitroprussiato de
sodio, as amostras que obtiveram sequestro total nas trés concentragdes foram
o extrato aquoso, a fracdo em acetato de etila e butandlica dos frutos de
pitangueira. O perfil de atividade antioxidante por este método foi diferente dos
outros métodos analisados porque o radical livre utilizado para esta analise foi
diferente.

A concentracdo de vitamina C foi maior para os frutos comparada ao
sumo dos frutos de pitangueira. Em comparagdo com os resultados da
literatura, a fruta e o sumo apresentaram um valor maior de vitamina C. Isto
pode ser explicado pelos diversos fatores que afetam a sintese e retengao do
acido ascorbico.

Nao foram detectados taninos hidrolisaveis nos frutos de pitangueira e
os teores de taninos condensados e fendis totais apresentaram baixas
concentracdes, ou seja, a capacidade antioxidante do extrato aquoso nao esta
relacionada a esse fator somente. Portanto, a atividade antioxidante
apresentada pode ser devido a presenca de acido ascoérbico, devendo assim
também, ser resultado das substancias fendlicas presentes nos frutos de

pitangueira.
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