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RESUMO

GONCALVES, A.E.S.S. Avaliacdo da capacidade antioxidante de frutas e polpas de frutas nativas e
determinacdo dos teores de flavonoides e vitamina C. Dissertacdo (mestrado) — Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas — Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2008.

Os alimentos fornecem ndo somente nutrientes essenciais necessarios para a vida, mas
também compostos bioativos com propriedades bioldgicas ditas promotoras da salde, tais
como atividades antioxidante, antiinflamatoria e anticarcinogénica de nutrientes como as
vitaminas C, A e E, e de compostos fendlicos como os flavondides. De maneira geral, a
capacidade antioxidante de frutos e hortalicas estd relacionada aos teores destes
compostos, que impedem a acdo dos radicais livres e sdo o foco de interesse deste
trabalho. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi identificar fontes potenciais de
compostos bioativos através da determinacdo dos teores de flavonoides, acido elagico,
vitamina C, capacidade antioxidante e inibigdo de a-glicosidase e a-amilase de frutas e
polpas de frutas nativas. Foram analisadas 16 frutas e 6 polpas congeladas de frutas
nativas, e destas, camu-camu, cupuagu, coquinho azedo e cagaita mostraram-se excelentes
fontes de vitamina C. Camu-camu, cambuci, uxi e tucuma e as polpas de cambuci, cagaita,
coquinho azedo e aragd foram as amostras que apresentaram melhor capacidade
antioxidante. Os flavondides de maior incidéncia entre as amostras foram quercetina e
caempferol. O &cido elégico foi detectado apenas em umbu, camu-camu, cagaita, araca e
cambuci e o teor variou de 218 a 512 mg/100 g de amostra seca. Cambuci e cagaita foram
as amostras mais eficientes em inibir a-glicosidase e a-amilase. Em suma, este trabalhou
mostrou que as frutas nativas brasileiras também podem ser consideradas boas fontes de

compostos bioativos.

Palavras-chave: flavonoides, vitamina C, frutas nativas, capacidade antioxidante.



ABSTRACT

GONCALVES, A.E.S.S Antioxidant Capacity evaluation of native fruits and Commercial Frozen Pulps
and determination of flavonoids and vitamin C content. Dissertacdo (mestrado) Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas — Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2008.

Foods provide not only essential nutrients for life, but also bioactive compounds with health-promoting
properties such as antioxidant, anti-inflammatory and hypocholesterolemic activities, which have been
related with vitamins A, C and E and phenolics compounds such as flavonoids. In general, antioxidant
capacity of fruits and vegetables is linked to the amount of these compounds, which are effective against free
radicals. Therefore, the aim of this work was to identify potential sources of bioactive compounds through
determination of flavonoids, ellagic acid and vitamin C contents, antioxidant capacity and o -glucosidase and
a-amylase inhibition by native fruits and commercial frozen pulps. In this study, 16 native fruits and 6
commercial frozen pulps were analyzed, and camu-camu, cupuagu, coquinho azedo and cagaita showed
themselves as excellent vitamin C sources. Camu-camu, cambuci, uxi and tucuma and commercial frozen
pulps of cambuci, cagaita, coquinho azedo and araga were the samples that presented the highest antioxidant
capacity. Quercetin and kaempferol derivatives were the main flavonoids present in most of the samples.
Ellagic acid was detected only in umbu, camu-camu, cagaita, aracd and cambuci and the content ranged from
218 to 512 mg/100 g (DW). Cambuci and cagaita showed the highest a-glucosidase and a-amylase
inhibitory activity. According to our results, native Brazilian fruits can also be considered as good sources of

bioactive compounds.

Key-words: flavonoids, vitamin C, native fruits, antioxidant capacity.
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1. INTRODUCAO

1.1. Compostos bioativos de alimentos

Os alimentos fornecem ndo somente nutrientes essenciais necessarios para a vida,
mas também compostos bioativos que promovem beneficios & saude e reduzem o risco de
desenvolvimento de doengas cronicas ndo-transmissiveis. Esse efeito protetor tem sido
atribuido, em grande parte, a propriedades bioldgicas ditas promotoras da salde, tais como
atividades antioxidante, antiinflamatoria e hipocolesterolémica de nutrientes como as
vitaminas C, A e E, e de compostos fendlicos como os flavondides. Entre estes podemos
citar as catequinas do cha verde e do vinho, as antocianinas dos frutos vermelhos, 0s
flavonois das folhas e as isoflavonas da soja (SEIFRIED et al., 2007; RICE-EVANS et al.,

1996).

Além dos compostos fenolicos e das vitaminas, os carotendides, presentes de forma
abundante na natureza, também tém demonstrado importante papel como antioxidantes.
Precursores da vitamina A, o -caroteno e seus derivados possuem um extenso sistema de
duplas ligagdes conjugadas, e este sistema é responsavel pela eficicia destes compostos
antioxidantes (GERMAN e DILLARD, 1998).

Devido & incompleta eficiéncia de nosso sistema enddgeno de defesa, a influéncia de
fatores externos como fumo, poluicdo, radiagdo UV e alimentacdo bem como a existéncia
de alguns processos fisiopatoldgicos (envelhecimento, obesidade, inflamagéo e isquemia),
estd bem estabelecida a importancia de compostos bioativos provenientes da dieta que
podem ajudar a suprir esta deficiéncia e também promover protecéo, prevencdo ou
reducdo dos efeitos causados pelo estresse oxidativo (HUONG et al., 2005; PIETTA,

2000).
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Visto que os radicais livres causam danos oxidativos aos lipideos, proteinas e acidos
nucléicos, podendo levar a um grande nimero de patologias incluindo o céncer e a
aterosclerose, presume-se que a ingestdo de antioxidantes capazes de neutralizar os
radicais livres possa ter um papel importante na prevengéo destas doencas (HARBORNE e
WILLIANS, 2000).

De maneira geral, a capacidade antioxidante de frutos e hortalicas est4 relacionada
aos teores de compostos hidrossoltveis como os compostos fendlicos e a vitamina C, que
impedem a agdo dos radicais livres e sdo o foco de interesse deste trabalho. No entanto,
para espécies ricas em carotendides, como por exemplo, manga e maméo, a contribuicéo

da fraco lipossoluvel na capacidade antioxidante ndo pode ser negligenciada.

1.1.1. Flavondides e acido elagico

Os compostos fenolicos representam a principal classe de metabdlitos secundérios
presentes nas plantas e encontram-se amplamente distribuidos no reino vegetal. Eles sdo
derivados das vias do &cido chiquimico e fenilpropanoidica e podem ser definidos como
substancias que possuem um anel aroméatico com um ou mais grupos hidroxilas. Os trés
maiores grupos de fendlicos da dieta sdo os flavondides, os &cidos fendlicos e os

polifendis (taninos) (SHAHIDI e NACZK, 2004).

Os flavonoides séo caracterizados estruturalmente como difenilpropanos (Cs-Cs3-Cs)
com 15 atomos de carbono arranjados em trés anéis, identificados como A, B e C, e
ocorrem naturalmente nos alimentos vegetais, sendo, portanto, componentes usuais da
dieta humana (KARAKAYA, 2004; HERTOG et al., 1992). A sua estrutura quimica
permite sua classificagdo em flavanonas, flavonas, flavondis, flavandis (catequinas),
dihidroflavondis, isoflavonas e antocianinas (Figura 1). As diferencas individuais

presentes em cada grupo sdo resultado da variagdo no nimero e no arranjo dos grupos
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hidroxilas, assim como a natureza e a quantidade de alquilagdes e/ou glicosilagdes destes
grupos. Muitos deles se apresentam na forma glicosilada, sendo o sitio mais comum de
glicosilagdo a posicdo 3, e 0 menos freqiiente, a posicdo 7. Os carboidratos mais
encontrados ligados a estes compostos sdo D-glicose, L-ramnose, glicoramnose, galactose
e arabinose (SCALBERT et al., 2005; RICE-EVANS et al., 1996).

Os flavonoides estdo associados com o comportamento ecoldgico de algumas
plantas. Por exemplo, devido as cores vibrantes apresentadas por alguns flavondides
(flavonas e antocianinas), estes podem agir como atrativos para insetos polinizadores;
além disso, a caracteristica adstringente das catequinas e outros flavandis representam um
sistema de defesa contra alguns insetos. Os flavondides também podem agir como
protetores de células vegetais por seqlestrar espécies reativas de oxigénio (ERO)
produzidas pela radiacdo UV necesséria a fotossintese (PIETTA, 2000).

A atividade antioxidante dos flavondides é devida a sua habilidade de sequestrar
radicais livres, atuando como doadores de hidrogénio, e quelar metais, reduzindo o
potencial de ocorréncia de doengas cronico-degenerativas (GONZALO e ALONSO, 2002;
RICE-EVANS et al., 1996).

Uma diversidade de estudos in vitro tem mostrado que os flavonodides podem inibir
e, as vezes, induzir uma grande variedade de enzimas, envolvidas em importantes
processos reguladores como a divisdo e proliferacdo celular, agregacdo plaquetaria,
detoxificagdo, e resposta inflamatdria e imune do organismo humano (SEINFRIED et al.,

2007; WILLIAMS et al., 2004).
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A capacidade antioxidante demonstrada pelos flavondides é uma das diversas
atividades bioldgicas, que mais tém sido associadas com a prevengdo de enfermidades
emergentes de paises desenvolvidos, como doencas cardiovasculares e alguns tipos de
cancer (MARTINEZ-VALVERDE et al., 2000). No entanto, os mecanismos pelos quais
estes compostos exerceriam sua atividade anticarcinogénica e preventiva sobre certas
doengas ainda ndo estdo definitivamente estabelecidos na maioria dos casos.

Existe uma série de caracteristicas que determinam a efetividade dos flavondides
como antioxidantes. O modo especifico de inibi¢cdo da oxidacdo de cada composto ainda
ndo esta totalmente esclarecido, mas é possivel notar algumas propriedades peculiares: (1)
quelar metais através da estrutura orto-dihidroxifendlica, (2) sequestrar radicais peroxilas e
alquilas atuando como doadores de hidrogénio, (3) regenerar a-tocoferol através da
reducdo do radical a-tocoferoxila. (GONZALO e ALONSO, 2002; RICE-EVANS et al.,
1996). A eficécia dos antioxidantes fendlicos esté relacionada com a estabilidade relativa
de seus radicais intermediarios devido a ressonancia e a falta de posi¢cdes adequadas na
estrutura para ataque pelo oxigénio molecular (RIBEIRO e SERAVALLI, 2004;
PANNALA et al., 2001).

Como antioxidantes, os flavondis sdo mais potentes do que as respectivas flavonas
devido a presenca da hidroxila nas posicbes 5 e 7 do anel A. A quercetina, 3,5,7,3’,4’-
pentahidroxiflavona, um dos flavondides mais comumente encontrados em alimentos, é
considerada excelente antioxidante devido a presenga de grupamentos hidroxilas no anel B
e da dupla ligacdo no anel C (HOLLMAN e KATAN, 1997). Entretanto, existe uma
reducdo da atividade antioxidante dos grupos hidroxilas deste composto quando o0s
mesmos se encontram ligados a uma molécula de aglcar (WILLIAMS et al., 2004;
MARTINEZ-VALVERDE et al., 2000).

O écido elagico é um composto fendlico presente em algumas frutas e castanhas.

Dentre os principais produtos estdio morango (Fragaria ananassa), framboesa (Rubus
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fruticosus), roma (Punica granatum) e algumas sementes como nozes (Juglans regia) e
aveld (Coryllus avellana) (DANIEL et al., 1989; CLIFFORD e SCALBERT, 2000).
Estruturalmente, o &cido elagico corresponde a uma dilactona de &cido gaélico,
representado pela formula C14-Hs-Og com peso molecular de 302,20 (BUDAVARI, 1996)
e pode ser encontrado nas formas livre, glicosilada e na forma de elagitaninos.

A proporcéo de &cido elégico livre é altamente variavel podendo chegar a até 50%
do valor total, comparando-se valores antes e apds a hidrélise (CLIFFORD e SCALBERT,
2000), porem, esta proporcdo depende principalmente do tipo de alimento (in natura ou
processado) analisado.

Alguns estudos indicam diversas atividades bioldgicas do &cido elagico, tais como
atividade antiproliferativa e inducéo de apoptose em cultura de células carcinogénicas do
epitélio cervical (NARAYANAN et al., 1999), prevencdo de cancer do trato
gastrointestinal atribuida ao acimulo seletivo de &cido eldgico em células epiteliais de rato
(WHITLEY et al., 2003) e atividade antimicrobiana seletiva em microrganismos

patogénicos para o homem (PUUPPONEN-PIMIA et al., 2005).

1.1.2. Acido ascorbico (Vitamina C)

O é&cido ascdrbico é uma vitamina hidrossolUvel que pode ser sintetizado a partir da
D-glicose ou D-galactose por plantas e muitas espécies de animais com excecdo dos
primatas e de certas aves, e por isso, ela deve ser adquirida a partir da dieta. Esta molécula
pode ser oxidada reversivelmente ao &cido desidroascorbico pela retirada de dois atomos
de hidrogénio, na presenca de ions metalicos, calor, luz ou em condi¢cBes levemente
alcalinas (pH acima de 6,0) com perda parcial da atividade vitaminica. (RIBEIRO e

SERAVALLLI, 2004).
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A denominacdo de éacido ascérbico foi atribuida para referir-se a sua funcdo na
prevencdo do escorbuto. O termo vitamina C deve ser utilizado como descrigdo genérica
para todos 0s compostos que exibem atividade bioldgica qualitativa de acido ascorbico
(MARCUS e COULSTON, 1991).

A reacdo de oxidagdo do &cido ascorbico (Figura 2) forma o radical ascorbila (RA)
como composto intermediario, sendo este essencial para a atividade antioxidante da
vitamina C (BUETTNER e SCHAFER, 1997). In vivo, a maior parte de &cido ascorbico
estd mantida em estado reduzido por redutores enddgenos, e somente uma pequena
quantidade est& presente como &cido desidroascorbico ou outro produto oxidativo como o
monoanion ascorbato (BUETTNER e SCHAFER, 2004; SHAHIDI e NACZK, 2004).

Por apresentar atividade antioxidante, a vitamina C é a primeira linha de defesa
contra radicais derivados do oxigénio em meio aquoso. Essa vitamina reage diretamente
com superoxidos, radicais hidroxilas e oxigénio singlete. Tem grande importancia
fisiologica devido a sua participacdo em diversos eventos no organismo, como formacéo
de tecido conjuntivo, producéo de horménios e anticorpos, biossintese de aminoécidos e
prevencdo de escorbuto. E considerado um antioxidante fisiologico versatil, pois pode

exercer agdo nos compartimentos intra e extracelulares (BENDICH e LANGSETH, 1995).

OH OH OH
HO o._0O HO 0.0 HO 0.0
— —
JE— —> J—
. . 7 N
HO OH 0 0 0 0
AA RA ADHA

Figura 2. Esquema da reacdo de oxidacdo do &cido ascérbico a &cido desidroascoérbico,
com a formagdo do radical ascorbila como composto intermedidrio (BUETTNER e
SCHAFER, 1997).
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Ela atua na prevencdo da formagdo de hidroperoxidos lipidicos em lipoproteinas
plasméaticas, como LDL, e por restaurar propriedades antioxidantes de outros
antioxidantes, como o a-tocoferol (Vitamina E), nas membranas bioldgicas. E por isso que
ela tem funcdo importante na prevencdo da aterosclerose plaquetaria (MCGREGOR e
BIESALSKI, 2006; NORDBERG e ARNER, 2001).

A vitamina C é transportada no plasma sob a forma de um anion livre, sendo
transferida por difusdo simples para interior dos leucdcitos e dos eritrocitos. No ser
humano adulto sadio, a reserva de acido ascorbico € de aproximadamente 1.500 mg com
uma ingestdo media diaria de 45 a 75 mg. Quando ndo ocorre a ingestdo desta vitamina,
aproximadamente 3% das reservas sdo diminuidas diariamente e os sintomas clinicos do
escorbuto aparecem em 30 a 45 dias, quando a reserva organica cai abaixo de 300 mg

(GUILLAND e LEQUEU, 1995).

1.2. Radicais Livres e Antioxidantes

Os radicais livres podem ser definidos como moléculas ou atomos capazes de
possuir existéncia independente contendo um ou mais elétrons ndo-pareados em seu
orbital. Sdo altamente instaveis, com meia-vida curta e quimicamente muito reativos,
podendo causar danos por reagir com praticamente qualquer molécula que entra em

contato (HALLIWELL e GUTTERIDGE,1998).

O termo coletivo Espécie Reativa de Oxigénio/Nitrogénio é usado para identificar
radicais e alguns ndo-radicais que se apresentam como agentes oxidantes e/ou s&o
facilmente convertidos em radicais (HALLIWELL,1996). O Quadro 1 mostra alguns dos
principais radicais livres de interesse biol6gico provenientes do metabolismo celular.

Os radicais livres e as espécies reativas de oxigénio sdo produtos do metabolismo

celular liberados durante o processo de redugdo do oxigénio, utilizado para converter em
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energia os nutrientes absorvidos dos alimentos. Os organismos aer6bicos, durante a
evolucdo, ndo apenas se adaptaram & existéncia de radicais livres, mas também
desenvolveram mecanismos que permitiam o uso vantajoso destes radicais em Varios
processos fisioldgicos nas células (VALKO et al., 2007).

Deve-se enfatizar que tanto espécies reativas de oxigénio (ERO) quanto espécies
reativas de nitrogénio (ERN) sdo produzidas para ajudar na manutencdo da homeostase
celular ou regulacdo de reacBes de reducdo e oxidacdo (redox) em tecidos saudaveis
(DEVASAGAYAM et al., 2004). Estes radicais, em baixas concentrag6es, podem atuar de
maneira benéfica em defesa contra agentes infecciosos, formacéo de ATP através de ADP
na mitocondria, regulacéo do crescimento celular e producéo de oxigenases (lipooxigenase
e ciclooxigenase) para formagé&o de prostaglandinas e leucotrienos.

A produgdo descontrolada de radicais e ERO ou a deficiéncia de mecanismos de
defesa devido a desnutricio podem ser prejudiciais e, consequentemente, induzir a
oxidacdo de lipidios de membrana, proteinas, enzimas, carboidratos e DNA, prejudicando
o equilibrio e gerando o estresse oxidativo ou danos oxidativos (VALKO et al., 2007;
PIETTA, 2000; LANGSETH, 2000; HALLIWELL, 1994). O dano causado a esses
componentes celulares se acumula, com o passar dos anos, e contribui para a degeneracéo
de ceélulas sométicas e inducdo de doengas cronico-degenerativas, especialmente
associadas com o avanco da idade, destacando-se cancer, aterosclerose, doencas
inflamatdrias, mal de Parkinson, mal de Alzheimer e catarata. (SCALBERT et al., 2005;
LANGSETH, 2000). Por isso, em sistemas bioldgicos existe um equilibrio entre os fatores
que promovem a oxidacdo e 0s mecanismos antioxidantes de defesa, incluindo

antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos.
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Quadro 1: Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio de interesse bioldgico.

Meia-vida (em o
Simbolo Reatividade

Espécies Reativas
seg)

Espécies reativas de oxigénio:
Gerado na mitocondria, em sistema

Superéxido 02" 10°%s )
cardiovascular e outros.
Altamente reativo, gerado durante
«OH 10°s sobrecarga de ferro e situagdes

semelhantes em nosso corpo.

Radical hidroxila

Formado em nosso corpo pelo
Peroxido de Hidrogénio H,0, Estavel amplo nl’Jr.ner.o de reagdes,
formando radicais potentes como
«OH.
Reativo e formado de lipidios,
Radical peroxila ROO. Segundos proteinas, DNA, acucares etc.,
durante o dano oxidativo.
Reage com ions metélicos

Hidroperdxido orgéanico ROOH Estavel . ]
formando espécies reativas

Altamente reativo formado por

Oxigénio singlete o, 10°s fotosensibilidade e reacdes
quimicas.
Presente como poluente
Ozbnio O; Segundos atmosférico, pode reagir com

varias moléculas, produzindo '0,.

Espécies reativas de nitrogénio:
Neurotransmissor e regulador da

pressdo sanguinea, pode gerar

Oxido nitrico NO. Segundos )
potentes oxidantes durante estados
patolégicos.
. s Formado a partir do NO" e
Peroxinitrito ONOO 10”s o .
superéxido, é altamente reativo.
. . Ligeiramente
Acido perdxinitroso ONOOH ) Forma protonada do ONOO'.
estavel
Dioxido de nitrogénio NO, Segundos Formado pela polui¢do do ar.

Fonte: DEVASAGAYAM et al., 2004.
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Um antioxidante é uma substancia sintética ou natural adicionada em produtos para
prevenir ou retardar a deterioragdo dos mesmos pela a¢édo do oxigénio presente no ar. Em
bioquimica e medicina, 0s antioxidantes sdo enzimas ou outras substancias organicas,
como a vitamina E ou o B-caroteno, capazes de agir contra danos da oxidagéo em tecido
animal (HUONG et al., 2005).

De acordo com HALLIWELL e GUTTERIDGE (1998), os mecanismos de acdo
antioxidante incluem (a) suprimir a formacdo de espécies reativas tanto pela inibi¢do
enzimética ou por quelar elementos-traco envolvidos na producéo de radicais livres, (b)
eliminar espécies reativas de oxigénio e, (c) manter o mecanismo antioxidante de defesa
regulado e protegido.

Os antioxidantes podem ser classificados em: antioxidantes primarios, aqueles que
interrompem a cadeia de reacBes envolvidas na oxidacdo lipidica atraves da doacéo de
elétrons ou hidrogénio aos radicais livres convertendo-os em produtos mais estaveis
termodinamicamente, e antioxidantes secundérios, aqueles compostos que reduzem ou
retardam a taxa de iniciacdo da oxidacdo por decompor hidroperdxidos (SHAHIDI e
NACZK, 2004). A presenca destas moléculas ndo esta relacionada diretamente com o
dano, mas a sua formagdo indica que a oxidacdo ja ocorreu e que sua decomposicao por
metais pode dar origem a espécies reativas como o radical hidroxila (¢OH) ou radical
alkoxila (ROe).

Os antioxidantes naturais ou sintéticos interferem na participacdo do oxigénio
singlete e atuam, principalmente, como inibidores da reacdo, fazendo o papel ou de
doadores de hidrogénio ou de receptores de radicais livres dos &cidos graxos. Os
receptores de radicais livres (AH) reagem primeiramente com ROze e ndo com radicais
Re, favorecendo uma competicdo entre os antioxidantes e a propagacdo da reagdo em

cadeia, na presencga do acido graxo (RH). Com isso, eles intervém na fase de iniciagdo da
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reacdo, produzindo compostos estaveis que retardam o processo de oxidagdo (RIBEIRO e
SERAVALLLI, 2004).

O mecanismo antioxidante de defesa contra radicais livres, desenvolvido pelos seres
humanos, inclui a producéo de alguns antioxidantes no corpo (enddgenos) e outros obtidos
da dieta (exdgenos). Dentre os antioxidantes enddgenos, destacam-se enzimas como a
glutationa peroxidase (GPx), a catalase (CAT) e a superdxido dismutase (SOD), que
metabolizam superoxidos, peroxido de hidrogénio e peroxido de lipidios, prevenindo,
deste modo, a formacdo de eOH. Destacam-se também 0s antioxidantes ndo-enzimaticos,
provenientes da dieta, como os inibidores de enzimas oxidativas (ciclooxigenase), alguns
cofatores enziméticos, sequiestrantes de ERO/ERN e os quelantes de metais de transicdo
(HUONG et al., 2005; PIETTA, 2000; LANGSETH, 2000). Além disso, a capacidade
antioxidante no interior de uma célula esta atribuida principalmente ao sistema enzimético,
enquanto que no plasma a capacidade antioxidante esta relacionada com moléculas de
baixo peso molecular, algumas provenientes da dieta, como as vitaminas e 0S compostos
bioativos, e outras consideradas produtos de vias metabdlicas, como urato e glutationa

(GHISELLI et al., 2000; FREI, et al. 1989).

1.3. Métodos de determinacdo da capacidade antioxidante

A medida de capacidade antioxidante reflete a acdo cumulativa de todos o0s
antioxidantes presentes em um extrato ou amostra biolégica proporcionando, desta forma,
uma andlise de pardmetros integrados. A capacidade antioxidante pode ser considerada um
marcador sensivel e confidvel para detectar mudangas no estresse oxidativo in vivo,
fornecendo ajuda na elucidacdo de fatores fisioldgicos e nutricionais importantes, e ainda,
suprindo informacdes sobre absorcdo e biodisponibilidade de compostos antioxidantes

(GHISELLI et al., 2000).
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Contudo, é necessério enfatizar que os ensaios realizados in vitro s&o limitados e ndo
existe nenhuma similaridade com sistemas bioldgicos reais. Os ensaios de capacidade
antioxidante in vitro sdo importantes para verificar se hd ou ndo correlagdo entre

antioxidantes potentes e o0s niveis de estresse oxidativo (HUANG et al., 2005).

As metodologias para a determinagdo da capacidade antioxidante s&o numerosas e
podem estar sujeitas a interferéncias, por isso, atualmente preconiza-se a utilizagéo de
duas ou mais técnicas, ja que nenhum ensaio usado isoladamente para determinar a
capacidade antioxidante ir4 refletir exatamente a “capacidade antioxidante total” de uma

amostra (HUANG et al., 2005; PRIOR et al., 2005).

Baseado nas reaces quimicas envolvidas, a maior parte dos métodos usados para
avaliar a capacidade antioxidante pode ser dividida em duas categorias: (1) baseados na
reacdo de transferéncia de elétrons, representados pelo método de Folin-Ciocalteu e
sequiestro de radicais livres, tais como o DPPH e (2) baseados na reagéo de transferéncia
de atomos de hidrogénio, representado pelo ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity) e sistema (3-caroteno/acido linoléico (HUONG et al., 2005).

A determinacdo de fendlicos totais através do método de Folin-Ciocalteu é muito
bem aceita, além de ser simples e reprodutiva. O reagente de Folin-Ciocalteu consiste do
acido fosfotungstico-fosfomolibdico e quando reage com os compostos fendlicos, em
condigBes alcalinas, ocorre dissociacdo de um préton fendlico levando & formagdo do
anion fenolato. Esse &nion é capaz de reduzir o reagente, formando o complexo azul de
molibdénio (HUONG et al., 2005; GENOVESE et al., 2003). Atualmente, este € um dos
métodos preconizados para avaliar a capacidade antioxidante através do poder redutor de
extratos de amostras vegetais (PRIOR et al., 2005). Como ele ndo é especifico para

compostos fendlicos, existe a possibilidade de ser reduzido por outros compostos, como o



23

acido ascorbico levando, portanto, a uma superestimacdo dos resultados (HUONG et al.,
2005; GENOVESE et al., 2003).

O sistema B-caroteno/acido linoléico, método desenvolvido por MARCO (1968) e
modificado por MILLER (1971), avalia a capacidade do antioxidante em inibir o
descoloramento do p-caroteno pela reagdo do mesmo com radicais livres formados durante
a oxidacdo do 4cido linoléico na emulsdo lipidica. Neste sistema, amostras ricas em &cido
ascorbico apresentam maior dificuldade de serem analisadas. 1sso se deve ao fato de que,
apesar da capacidade antioxidante conhecida do &cido ascorbico, neste método ele possui
atividade pro-oxidante, proporcional a sua concentragdo, pois ap6s doar os dois
hidrogénios redutores, origina-se o radical ascorbila, que é um agente oxidante (BORS e
BUETTNER, 1997; HASSIMOTO et al., 2005).

O método de capacidade de absor¢do do radical oxigénio, ou ORAC, verifica a
capacidade sequestradora de um antioxidante frente a formacdo de um radical peroxila
induzido pelo 2,2’-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH) a 37°C. Neste
ensaio, o radical peroxila reage com um composto fluorescente formando um produto néo
fluorescente. O efeito protetor de um antioxidante € verificado calculando-se a &rea
formada abaixo da curva de decaimento da fluorescéncia da amostra versus tempo, quando
comparada ao branco, que ndo apresenta antioxidantes. Inicialmente, o composto
fluorescente utilizado para reagir com o radical peroxila formado era a B-ficoeritrina. Mas
foi observado que a B-ficoeritrina interagia com os compostos fendlicos levando a erros
neste método. Considerando esta desvantagem, OU et al. (2001) desenvolveram e
validaram uma modificagdo do ORAC usando a fluoresceina como composto fluorescente,
que perde a fluorescéncia indicando reacdo com o radical peroxila. Além disso, a
fluoresceina mostrou excelente fotoestablilidade, reducdo dos custos deste experimento e

ndo interage com antioxidantes (OU et al., 2001).
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Outro método bastante utilizado na avaliagéo da capacidade antioxidante envolve o
sequestro de radicais livres. Ele se fundamenta na habilidade de antioxidantes, presentes
na amostra, se ligarem com DPPH. (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), um radical orgénico
estavel. E um método tecnicamente rapido e ndo detecta agentes pro-oxidantes, sendo que
determina apenas o poder redutor dos compostos analisados (BRAND-WILLIAMS et al.,

1995).

1.4. Frutas do Cerrado e da Amazb6nia

As frutas constituem uma das mais ricas fontes de elementos nutritivos para a
alimentagdo humana. Uma revisdo realizada por STEINMETZ e POTTER (1996),
envolvendo dados de 206 estudos epidemioldgicos, mostrou que o consumo elevado de
frutas e hortaligas estava relacionado com uma menor incidéncia de determinado tipos de
canceres e efeitos benéficos sobre doengas cardiovasculares, diabetes, obesidade e

Catarata.

O Brasil se destaca pelas condigdes climéticas e por apresentar grande diversidade
de espécies frutiferas tropicais nativas, como o camu-camu, que cresce proximo aos rios e
lagos na regido Amazodnica, e o buriti, uma fruta tipica do cerrado (SOUZA FILHO et al.,
2002; FRANCO e SHIBAMOTO, 2000).

O bioma Cerrado, também conhecido como a savana brasileira, recobre cerca de 2
milhdes de km? do Brasil Central e representa cerca de 23 % de superficie terrestre do
pais. Em termos de &rea, s6 é excedido por somente um tipo de vegetacdo no Brasil, a
Floresta Amazonica, que recobre cerca de 3,5 milhdes de km?. Além de abrigar o conjunto
de savanas com maior biodiversidade do planeta, o bioma Cerrado ¢ um mosaico
composto por formagdes vegetais que vdo de campos limpos a diversos tipos de florestas.

Existem cerca de 800 espécies de &rvores e arbustos no Cerrado. As familias mais
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importantes em termos de espécies sdo Leguminosae, Malpighiaceae, Myrtaceae,
Melastomataceae e Rubiaceae (RATTER et al., 1997).

O camu-camu é considerado uma fruta exética da Amazdnia sendo cultivado tanto
no Brasil quanto no Peru, e apresenta alto potencial como fonte de vitamina C. Apesar
disso, seu consumo no Brasil € restrito, com excecdo da regido Norte, onde ha
comercializagdo de polpa da fruta e suco (RODRIGUES et al., 2001).

O bacuri e o tucumé séo comercializados sobretudo em centrais de abastecimento e
feiras livres de Belém (PA), Sdo Luis (MA) e Teresina (PI) e sua producdo ndo tem sido
suficiente para atender & demanda crescente do mercado consumidor destas capitais. Seus
frutos podem ser utilizados tanto in natura quanto na forma de polpa congelada (MUNIZ
et al., 2006).

O buriti e a cagaita sdo frutas tipicas do Cerrado brasileiro e sdo muito usados na
fabricacdo de doces, geléias, sucos e sorvetes. Uma utilidade peculiar do buriti é a
producdo de uma bebida fermentada conhecida por "vinho de buriti", muito consumida na
regido norte do pais. A cagaita € consumida in natura por ser suculenta e apresentar sabor
agradavel, levemente 4cido. Quando ingerida em excesso pode provocar fermentagdo e
distUrbio gastrointestinais (ANDERSEN e ANDERSEN, 1988).

O araca e o0 araca boi sdo frutas nativas da Amazbdnia. O aracd, por ter acidez
pronunciada, ndo € muito consumido ao natural, mas sim em forma de refresco, sorvete,
doces e licores. E encontrado em abundancia nas feiras de Belém, em épocas de colheita.
O aragéa-boi é pouco conhecido fora da Amazonia, mas é cultivado em escalas domésticas
pelas populagdes caboclas e indigenas, no estado do Amazonas. O araga-boi tem potencial
econdmico para conquistar um lugar de destaque no mercado nacional e internacional, por
crescer facilmente em qualquer tipo de solo, apresentar fruto com elevada porcentagem de
polpa, de sabor e aroma agradavel, podendo ainda ser comercializado como polpa

congelada ou suco engarrafado (CAVALCANT], 1991).
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Embora sejam consumidas regionalmente, estas frutas apresentam boas perspectivas
para utilizagdo agroindustrial, como o acai (Euterpe oleraceae Mart.), que atualmente é
reconhecido mundialmente mostrando-se excelente produto de exportagdo, trazendo
beneficios para inimeras familias que dependem do seu cultivo.

Além disso, pelo fato de ndo serem comuns e acessiveis para a maioria da
populacéo, como a laranja e a macé, até o momento sdo frutas pouco exploradas e pouco
se conhece sobre sua composicdo quimica e, portanto, sua potencialidade como fontes de
compostos bioativos.

A producéo de polpas de frutas congeladas se tornou um meio favordvel para o
aproveitamento integral das frutas na época da safra evitando os problemas ligados a
sazonalidade (BARRET et al., 1994).

Atualmente, com a tecnologia disponivel, o mercado de polpas de frutas congeladas
tem tido um crescimento razoavel e apresenta grande potencial mercadolgico em fungéo

da variedade de frutas com sabores peculiares bastante agradaveis (BUENO et al., 2002).

1.5. Atividade inibitéria de a-glicosidase e a-amilase

Um relatdrio fornecido pela Organizacdo Mundial de Saude, em 2002, apontou a
pressao arterial elevada, os elevados niveis de colesterol, a falta de atividade fisica e a
baixa ou nenhuma ingestéo de frutas e hortaligas como os principais fatores de risco para o
desenvolvimento de doengas cronicas, dentre elas o cancer, doencas cardiovasculares,
diabetes, hipertensdo e obesidade. O nimero de mortes pela baixa ingestdo de frutas e

hortalicas é estimado em 2,7 milhdes, sendo que 19% esta relacionado a céncer

gastrointestinal, cerca de 31% por isquemia e 11% por infartos.

A Diabetes mellitus é uma desordem metabolica de etiologia multipla caracterizada

por hiperglicemia cronica e distirbios no metabolismo de proteinas, carboidratos e
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lipidios, resultado de deficiéncias na secrecdo de insulina, insensibilidade do receptor a
producdo enddgena deste hormdnio ou ambos (WHO, 1999). Em 2000, esta doencga
afetava uma prevaléncia estimada de 171 milhdes da populacdo adulta em todo mundo, e
jé se calcula que este valor se elevara para, no minimo, 366 milhdes em 2030 (WILD et
al., 2004).

A maior fonte de glicose presente no sangue é proveniente de dietas ricas em
carboidratos, como o amido, que s&o hidrolisados pelas duas principais enzimas
digestivas, a-glicosidase e a-amilase. A a-glicosidase esta situada na membrana ciliada do
intestino delgado e promove a quebra do amido e da sacarose (clivagem de ligagéo o 1,4 ¢
a 1,6) liberando moléculas de glicose para serem absorvidas. A a-amilase estd presente na
saliva e suco pancreético e é responsavel por clivar ligagbes glicosidicas a 1,4 de amilose
liberando dextrina, maltose e maltotriose (BISCHOFF, 1994; MCCARTER E WITHERS,
1994).

Uma estratégia terapéutica efetiva para o tratamento da Diabetes mellitus tipo 2 ¢é
diminuir a hiperglicemia pds-prandial retardando a absorcéo de glicose através da inibigdo
das enzimas a-glicosidase e a-amilase no trato digestivo, que hidrolisam o amido
liberando glicose. A inibicdo destas enzimas retarda e prolonga o tempo de digestdo de
carboidratos reduzindo, assim, a proporgéo de glicose absorvida e, consequentemente, o
aumento brusco de glicose pds-prandial no plasma (TOELLER, 1994).

Complicagbes como retinopatia, nefropatia e neuropatia, desenvolvidas por
pacientes diabéticos, sdo resultantes do estresse oxidativo gerado por breves episddios de
hiperglicemia, acarretando em dano celular, seguido de peroxidacéo lipidica e inativacao
de proteinas (AL-AZZAWIE e ALHAMDANI, 2006; ROLO e PALMEIRA, 2006).

Apesar de mecanismos ndo esclarecidos e poucos estudos relatados, as hipOteses

salientam que a alta capacidade antioxidante de compostos fendlicos, principalmente dos
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flavondides, também pode ser efetiva na reducéo do estresse oxidativo e progresséo da
diabetes mellitus (SONG et al., 2005; MATSUI et al., 2001).

MCDOUGALL e STEWART (2005) realizaram uma revisdo sobre o efeito dos
compostos fendlicos sobre as enzimas digestivas. Nesta revisdo, ainda relatam a eficécia
das antocianinas como bons inibidores de a-glicosidase e destacam a importancia dos
polifendis do cha verde como potentes inibidores de enzimas proteoliticas envolvidas no
desenvolvimento de tumores.

De modo similar, estudos mais recentes tém demonstrado que 0S compostos
fendlicos, além de apresentar alta capacidade antioxidante, possuem propriedades
terapéuticas, sendo estas antidiabética e antihipertensiva (KWON et al., 2006;

APOSTOLIDIS et al.2006).

Recentemente, BRYANS e colaboradores (2007) relataram que o cha preto mostrou-
se eficiente na reducdo da glicose sanguinea pds-prandial e relacionaram tal efeito a
presenca de compostos fendlicos comumente encontrados em chés, como epigalocatequina
(EGC), epigalocatequina galato (EGCG), epicatequina (EC) e epicatequina galato (EPG).

Portanto, dada a importancia dos compostos bioativos presentes em vegetais e da
acdo antioxidante destes compostos, decidiu-se avaliar a capacidade antioxidante total de
frutas e polpas de frutas nativas através dos métodos mais preconizados pela literatura
cientifica, adaptando o ORAC para uso em fluorimetro de cubeta, além de identificar e

quantificar compostos fendlicos e vitamina C responsaveis por esta acéo.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho séo:

> ldentificacdo de fontes potenciais de compostos bioativos através da determinacdo dos
teores de flavondides e &cido elégico de frutas e de polpas de frutas nativas;

» Determinacdo do teor de &cido ascorbico das mesmas;

» Auvaliacdo da sua capacidade antioxidante por diferentes métodos: Reagente de Folin-
Ciocalteu, Descoramento do [-caroteno (sistema [-caroteno/acido linoleico),
Sequestro de radicais livres (ensaio com DPPH.) e Capacidade de absorc&o do radical
oxigénio (ORAC), adaptado para uso manual com leitura em espectrofotometro de
fluorescéncia simples;

» Determinacdo da atividade inibitdria das enzimas a-glicosidase e a-amilase por

compostos bioativos, presentes nas frutas e polpas de frutas nativas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

As amostras de frutas in natura e polpas de frutas congeladas foram fornecidas
pelos produtores “Sitio do Bello — Produtor de polpas de frutas nativas” e Luma Comércio
e Distribuigdo de frutas exoticas. Algumas frutas foram amostradas e enviadas diretamente
da regido Amazodnica atraves de fornecedor particular, de acordo com a época de colheita
de cada uma. As amostras foram cortadas em pedacos, imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e trituradas em graal com pistilo. Em seguida, foram liofilizadas,
homogeneizadas em moinho analitico (modelo A10 S2, IKA Works Inc., Wilmington,
NC) sob refrigeracdo e posteriormente armazenadas a -20 °C (freezer) até o momento da

analise.

3.2. Métodos

3.2.1. Determinagéo de umidade

A determinacdo de umidade foi feita pesando-se cerca de 3 gramas de amostra, em
liofilizador a vacuo (Dura-Top MP, Bulk Tray Dryer, FST Systems ®) durante 96 horas

(AOAC, 1995). A determinacéo foi realizada em triplicata.

3.2.2. Extracdo e determinacéo de flavondides e acido elégico livre

As amostras foram extraidas com metanol 70% (armazenado em freezer) na
proporgdo de 1:200 (m/v), com Ultra-Turrax (Polytron®-Kinematica GnbH, Kriens-
Luzern), por 1 minuto em velocidade 5, em banho de gelo. As amostras com antocianinas

em sua composicdo foram extraidas com uma mistura de metanol/agua/acido acético
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(70:30:5, v/v) seguindo o procedimento citado acima. Os extratos obtidos foram filtrados
utilizando-se papel de filtro Whatman n° 6. O residuo foi re-extraido mais duas vezes. Para
concentragdo dos extratos foi utilizado Rotaevaporador (RE 120 - Buchi), em temperaturas
de banho de 40°C (até ~20 mL). As amostras concentradas, livres de metanol, tiveram
entdo seu volume ajustado com agua para baldo volumétrico de 25 mL e uma aliquota de
10 mL (pipetada sob agitacdo lenta) foi passada em coluna de 1 g de Poliamida (CC 6,
Macherey-Nagel), preparada em seringa propria de 6 mL (HPLC Technology). As colunas
foram pré-condicionadas pela passagem de 20 mL de metanol e 60 mL de &gua. Apds a
passagem dos extratos aquosos, as colunas foram lavadas com 20 mL de 4gua e a eluigdo
dos flavondides foi feita com 40 mL de metanol seguido de 40 mL de metanol:aménia
(99,5:0,5). Foi utilizado manifold Visiprep 24 DL da Supelco. Apés secagem completa
através de rotaevaporacdo, as amostras foram ressuspendidas em 1 mL de metanol (grau
cromatogréafico) e filtradas utilizando-se filtros de polietileno com membrana PTFE
(Millipore) de 0,22 um de poro. As extracbes foram realizadas em triplicata e a
quantificagdo dos flavondides foi realizada por Cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE).

3.2.3. Extracdo e determinac&o de 4cido elégico total

A determinagdo de &cido eldgico total foi realizada de acordo com as condicOes
otimizadas por PINTO et al. (2008). Amostras previamente pulverizadas (0,5 g) foram
extraidas com 50 mL de acetona 80%, utilizando-se Ultra-Turrax (Polytron®-Kinematica
GnbH, Kriens-Luzern, Sweden), por 1 minuto em velocidade 5, em banho de gelo. Os
extratos obtidos foram filtrados utilizando-se papel de filtro Whatman n. 6. O residuo foi
re-extraido com mais duas por¢des de 25 mL de acetona 80%. Aliquotas de 2 mL do

extrato obtido foram transferidas para vial, evaporadas até secagem completa em
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evaporador analitico (Organomation, Berlin, MA) e hidrolisadas com 2 mL de TFA (&cido
trifluoracético) 2N a 120°C por 90 min. Apos a hidrdlise, foram adicionados 2 mL de
alcool butilico terciario e os vials foram novamente evaporados. Apds a secagem, foram
ressuspendidos com 1 mL de metanol e filtrados em filtros de polietileno com membrana
PTFE (Millipore) de 0,22 um de poro. As extracdes foram realizadas em triplicata e a
quantificacdo de acido elagico total foi realizada por Cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE).

3.2.3.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A separagdo dos flavondides foi realizada em coluna Prodigy 5p ODS(3) 250 x 4,60
mm (Phenomenex Ltd, Reino Unido), de acordo com ARABBI et al. (2004). Foi utilizado
um gradiente de solventes constituido por: (A) Agua : Tetrahidrofurano : Acido
trifluoroacético (98 : 2: 0,1) e (B) Acetonitrila. A proporgdo do solvente B foi crescente e
nas seguintes proporgoes, 17% por 2 minutos, 25% por 5 minutos, 35% por 8 minutos e
50% por 5 minutos, em fluxo de 1 mL/ minuto a 25 °C. Para limpeza da coluna, foi
alterada a porcentagem inicial do solvente B para 90 % e a seguir re-equilibrada nas
condigdes iniciais por 10 minutos. O cromatografo liquido utilizado foi o Hewlett Packard
série 1100, equipado com detector com arranjo de diodo (DAD). A identificacéo foi feita a
partir dos tempos de retengéo e dos espectros das agliconas. As amostras foram injetadas

em duplicata. Os resultados foram expressos em mg por 100 g de amostra, em base seca.

3.2.4. Determinacéo do teor de acido ascorbico (VitaminaC)

As analises do Acido ascorbico (AA) e do Desidroascorbico (ADHA) foram
realizadas segundo PASTERNAK et al (2005). As amostras previamente pulverizadas

com nitrogénio liquido foram homogeneizadas com solucéo de &cido metafosforico a 6%
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(m/v), em proporcdo 1:2 ou 1:5 dependendo do fruto. Apos centrifugacdo, o sobrenadante
foi filtrado em membrana Millipore® de 0,45 pum, e diluido 1 vez com &cido
metafosforico para a analise do AA e com ditiotreitol (DTT) 0,5 M para analise da
vitamina C total. O conteudo de ADHA foi obtido pela diferenca entre o contetdo de
vitamina C total e de AA. As amostras foram analisadas em CLAE utilizando coluna 150
mm X 3.6 mm i.d., HP®, NucleoSil 100C18, fase mével composta por tampéo cloreto de
potassio 2 mM, pH 2,5 corrigido com é&cido ortofosférico, fluxo de 0,8 mL/minuto. A
curva padrdo foi feita com padrdes de AA de concentracdes entre 10 e 100 pg/mL. A
deteccéo foi realizada por UV a 254 nm. Os resultados foram expressos em mg/100 de

amostra, em base seca.

3.2.5. Determinagao da capacidade antioxidante in vitro

3.2.5.1. Extracao

A extracgdo foi realizada em triplicata homogeneizando-se cerca de 0,5 g de amostra
liofilizada em 20 mL de metanol/dgua na proporcédo de 70:30, utilizando-se Ultra-Turrax
(Polytron®-Kinematica GnbH, Kriens-Luzern), por um minuto em velocidade 4 e banho
de gelo. Os extratos foram filtrados utilizando-se papel de filtro Whatman n°® 6 e

armazenados em frascos de vidro ambar.

3.2.5.2. Descoramento pelo Sistema fB-caroteno/acido linoléico.

A capacidade antioxidante foi determinada pelo método desenvolvido por MARCO
(1968), com pequenas modificagdes (HASSIMOTTO et al., 2005), atraves da co-oxidagao
entre o acido linoléico e o B-caroteno. Para o preparo da solugéo reativa, aliquotas de 20

uL de uma solucéo de B-caroteno (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) em cloroférmio
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(20 mg/mL) foram misturadas com 0,4 mL de &cido linoléico (Sigma Chemical Co.), 1 mL
de cloroféormio e 0,4 mL de Tween 40 (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA).
Posteriormente, o cloroférmio foi evaporado até secagem completa, sob nitrogénio. Apds
evaporacao do cloroférmio, foram adicionados aproximadamente 20 mL de &gua destilada
tratada previamente com oxigénio durante 30 minutos. A solucdo deve estar limpida e
apresentar densidade otica entre 0,6 e 0,7. Para a reacdo de oxidagdo, uma aliquota (100
uL) do extrato foi adicionada a 2900 pL da mistura reativa em cubetas de plastico. As
amostras foram entdo submetidas a autooxidacdo a 50 °C for 2 h. A absorbéancia da
solucéo a 470 nm foi medida a partir do tempo zero e em intervalos de 15 min utilizando-
se Espectrofotometro Hewllet Packard 8453. Foi utilizado metanol como controle negativo
e o antioxidante Trolox (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) como controle positivo.
Foram realizadas analises em triplicata para cada extrato. A atividade antioxidante foi
calculada pelo desaparecimento relativo do 3-caroteno no sistema correlacionando-se com
0 controle negativo (sem antioxidante), estabelecendo desta maneira a porcentagem de

inibicdo da oxidagéo, utilizando a seguinte equagéo:

% inibicao = (Agro(ci) = Asroch) — (Agzoai) — Aroan) % 100

(As7o(ciy — Asro(ch)

onde Asrnociy € Asrocr referem-se & absorbancia inicial e final do controle, e Aszoai) €
Auroan referem-se a absorbancia inicial e final da amostra. Foi construida uma curva
padrdo com diferentes concentracbes de Trolox e suas respectivas porcentagens de
inibicdo. Os resultados foram expressos como umoles equivalentes de Trolox/g de

amostra, em base seca.
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3.2.5.3. Reducéo do reagente de Folin-Ciocalteu (Fendlicos Totais)

Este ensaio foi realizado de acordo com SINGLETON et al. (1999), utilizando-se
0,25 mL dos extratos obtidos em 3.2.3.1 adicionados a 2 mL de agua destilada e 0,25 mL
do reagente de Folin-Ciocalteu. Ap6s 3 min & temperatura ambiente, foram adicionados
0,25 mL de solucdo saturada de carbonato de sodio, e os tubos foram colocados em banho
a 37°C durante 30 min para desenvolvimento de cor. A absorbancia a 750 nm foi
determinada em espectrofotometro (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech) e o contetdo de
fendlicos totais calculado utilizando-se curva-padrdo de catequina (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, EUA). Os resultados obtidos foram expressos como mg equivalente de

catequina / grama de amostra, em base seca.

3.2.5.4. Sequestro de radicais livres (DPPH)

A capacidade antioxidante foi determinada através da reducéo do DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidrazil) pelos antioxidantes presentes na amostra, método proposto por BRAND-
WILLIAMS et al. (1995) com algumas modificacdes (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).
Foi preparada uma solugdo metandlica de DPPHe (0,05 mM) de forma a apresentar
aproximadamente 0,4 de absorbancia em 517 nm de comprimento de onda. As
determinagdes foram realizadas em microplaca de poliestireno com 96 cavidades (Costar,
Cambrigde, MA) para uso em comprimento de onda entre 340 e 800 nm. Em cada
cavidade foram adicionados 250 uL da solugdo de DPPHe, 50 uL de metanol para o grupo
controle, o mesmo volume para a solugéo-padrdo de Trolox e para os extratos obtidos das
amostras, adequadamente diluidos, quando necessario. Foram efetuadas leituras de
absorbancia a 517 nm no tempo zero e ap6s 20 minutos, utilizando-se espectrofotdmetro

de microplaca Benchmark Plus (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) a 25°C.
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Os calculos foram efetuados com o auxilio da seguinte formula:

A -A
% descoramento do DPPH = S0 S1A) X 100

As17(0)

onde, Asi7(c) refere-se a absorbancia do controle a 517 nm e Asi7(a) refere-se a absorbancia
da amostra a 517 nm.

A curva padrdo foi preparada com uma solucdo de Trolox em diferentes
concentragbes e suas respectivas porcentagens de descoramento. Os resultados foram

expressos em umoles equivalentes de Trolox/g amostra, em base seca.

3.2.5.5. Capacidade de absorcéao do radical oxigénio (ORAC)

Utilizou-se a metodologia descrita por DAVALOS e colaboradores (2004), adaptada
para leitura em cubetas individuais. Todos os reagentes foram preparados em tampé&o
fosfato 75 mM, pH 7,4 e o volume final da mistura foi de 2 mL. Neste ensaio, 200 uL de
amostra foram misturados a 1200 puL de uma solucdo de fluoresceina (Sigma Chemical
Co., St. Louis, EUA ) a 70 nM e incubados a uma temperatura constante de 37°C por 15
minutos antes da adicdo de 600 pL da solucdo de 2,2’-azobis (2-amidinopropano)
dihidrocloreto (AAPH, Wako Chemicals Inc., Richmond, EUA) a 24 mM, que dé inicio a
reagdo. A intensidade de fluorescéncia (485 nmey / 525 nmem) foi verificada a cada 10
minutos durante 80 minutos em cubeta de quartzo. O tamp&o fosfato também foi usado
para zerar 0 equipamento. Como controle da reacdo, adicionou-se 200 uL de metanol a

solucdo de fluoresceina (HUANG et al., 2005; Ou et al., 2001).

O célculo da perda de fluorescéncia da fluoresceina, ou area sob a curva (ASC), foi

efetuado com o auxilio da seguinte férmula:



ASC =1+ fi/fg + ..filfo +... +fso/fo
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onde fy € representado pela fluorescéncia obtida no tempo O e f; a fluorescéncia obtida nos

tempos intermediarios entre 0 e 80 minutos (Quadro 2).

Quadro 2. Construgdo da curva padrdo através do célculo da perda de fluorescéncia da

fluoresceina.

Tempo Controle 0,4 uM 1,2 uM 2,4 uM 4,8 uM
0 567,4 569,7 574 571,3 579,5
10 470,9 528,3 561,5 588 586,9
20 350,2 443,6 487,3 531,8 582,5
30 208,7 272,9 369,1 400,5 528,7
40 110,1 183,9 2317 293 432,8
50 56,83 153,8 163,9 203,4 308
60 23,38 78,7 100,7 1351 201,5
70 8,971 37,38 54,95 88,34 127,8
80 2,975 20,46 37,66 58,06 80,05

ASC 3,1714 4,0174 4,4962 5,0228 5,9150
A-C 0,8460 1,3248 1,8513 2,7436

A - C: A representa a area sob a curva para diferentes concentracdes de
antioxidante; C representa a area sob a curva para o controle (sem antioxidante).
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Os resultados foram expressos em pmoles equivalentes de trolox, utilizando-se
curva padréo de trolox, realizada a cada ensaio, nas concentragdes de 0,4 a 4,8 uM. A érea
da perda de fluorescéncia de uma amostra foi calculada subtraindo-se a area
correspondente a do controle, representada na Figura 3. A determinacdo de fluorescéncia
foi realizada utilizando-se espectrofotometro de fluorescéncia, marca HITACHI (Toquio,
Japéo) modelo F-3010.

Todas as anélises foram feitas em triplicata e os valores foram expressos em pumoles

equivalentes de Trolox/g de amostra, em base seca.

3.2.6. Determinacéo da atividade inibitdria de a-glicosidase

3.2.6.1. Extracao

Para a determinagdo de inibidores de o-glicosidase, utilizou-se dois extratos: o
extrato obtido em 3.2.5.1 e a fragdo de flavond6ides do mesmo. Para obtencéo da fragéo de
flavonodides, os extratos obtidos conforme o item 3.2.5.1 foram rotaevaporados
(Rotaevaporador RE 120 — Biichi) até secagem completa. Em seguida, o residuo obtido foi
ressuspendido em 4gua destilada e seu volume foi ajustado para 10 mL em baldo
volumétrico. Uma aliquota de 5 mL deste extrato aquoso (pipetada sob agitagdo lenta) foi
passada em coluna de 1 g de Poliamida (CC 6, Macherey-Nagel). A coluna foi entdo
lavada com 20 mL de &gua e a elui¢do dos compostos fenolicos foi feita com 20 mL de
metanol e 20 mL metanol:aménia (99,5:0,5). Novamente, as fragdes eluidas de metanol e
metanol:aménia foram unidas e rotaevaporadas até secagem completa e ressuspendida em

10 mL de metanol.
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3.2.6.2. Inibicdo de a-glicosidase

Este ensaio foi baseado no método cromogénico descrito por WATANABE et al.
(1997), com algumas modificagdes realizadas por KIM et al. (2000), e verifica a
capacidade de uma amostra em inibir a producdo de glicose, liberada na quebra do
substrato pela enzima. A enzima a-glicosidase (EC 3.2.1.20, tipo I, Sigma Chemical Co.,
St. Louis, EUA) - 0.7 U / 10 pg/mL - isolada de fungo, foi dissolvida em tampéo fosfato
0,1 M (pH 7,0) contendo 2 g/L de albumina bovina sérica (Sigma Chemical Co., St. Louis,
EUA) e 0,2 g/L de azida sddica (NaNs). O substrato utilizado na reagéo foi o p-nitrofenil-
a-D-glicosideo, também dissolvido em tamp&o fosfato pH 7,0. Para o ensaio, a 100 uL da
solucdo enzimética foram adicionados 20 pL de extrato em microplaca de poliestireno
com 96 cavidades (Costar, Cambrigde, MA), e incubados por 5 minutos a 37 °C. ApGs
incubacédo, foram adicionados 100 pL de substrato e, novamente, incubou-se por mais 5
minutos a 37 °C. Foram efetuadas leituras de absorbancia a 405 nm no tempo zero e apés
10 minutos, utilizando-se espectrofotdmetro de microplaca Benchmark Plus (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA) a 37 °C. Os extratos foram diluidos em vérias proporgdes
(172, 1/3, 1/5, 1/10, 1/20 e 1/40), em cada anélise realizada, de modo a obter linearidade

em relacdo a porcentagem de inibicdo da amostra.

Os calculos foram efetuados com o auxilio da seguinte formula:

Adgsic)— A
% inibicio = 1050 T TS x 100

Auos(c)

onde, Asgs(c) refere-se a absorbancia do controle a 405 nm e Asos(a) refere-se a absorbancia

da amostra a 405 nm.
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Os resultados obtidos foram expressos tanto em g de amostra em base seca / mL
do meio de reagdo como em pg equivalentes de catequina / mL do meio de reagéo

necessarios para inibir 50 % da producéo de glicose, ou IC 50.

3.2.7. Determinacéo da atividade inibitoria de a-amilase

3.2.7.1. Extracao

Para a determinacdo da atividade inibitéria de o-amilase, os extratos obtidos
conforme o item 3.2.3.1 foram rotaevaporados (Rotaevaporador RE 120 — Bichi) até
secagem completa. Em seguida, o residuo obtido foi ressuspendido em agua destilada e
seu volume foi ajustado para 10 mL em baldo volumétrico. Uma aliquota de 5 mL deste
extrato aquoso (pipetada sob agitacdo lenta) foi passada em coluna de 1 g de Poliamida
(CC 6, Macherey-Nagel). A coluna foi entdo lavada com 20 mL de &gua e a eluicdo dos
compostos fendlicos foi feita com 20 mL de metanol e 20 mL metanol:ambnia (99,5:0,5).
Novamente, as fracbes eluidas de metanol e metanol:ambnia foram unidas e

rotaevaporadas até secagem completa e ressuspendida em 10 mL de metanol.

3.2.7.2. Inibicdo de a-amilase

Este ensaio foi baseado no método cromogénico descrito por ALI et al. (2006), e
verifica a capacidade de uma amostra em inibir a producdo de maltose pela acdo da
enzima o-amilase sobre o amido. Para tanto, foi preparada uma solugéo 0,5 mg/mL da
enzima a-amilase pancreética suina (EC 3.2.1.1, tipo VI-A, Sigma Chemical Co., St.
Louis, EUA) dissolvida em tampé&o fosfato 0,2 M (pH 6,9). O substrato utilizado na reagdo
foi amido de batata 0,5 % (m/v), também dissolvido em tampéo fosfato 0,2 M apds breve

aquecimento. Neste ensaio, 40 uL do extrato, 160 pL de agua destilada e 400 pL da
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solucéo de amido 0,5 % foram adicionados a um tubo de ensaio e incubados a 25 °C por 3
minutos. A reacdo foi iniciada com adigdo de 200 uL de solucdo enzimética em intervalos
de tempos diferentes (0, 1, 2 e 3 minutos). Uma aliquota de 200 uL da solucdo obtida foi
retirada e adicionada em outro tubo de ensaio, contendo 100 pL de solucdo de DNS (96
mM - &cido 3,5-dinitrosalicilico) e levada diretamente para banho a 85 °C. Apés 15
minutos, a mistura foi retirada do banho e diluida com 900 pL de &gua destilada. A
atividade de a-amilase foi determinada pela leitura a 540 nm em microplaca de
poliestireno com 96 cavidades (Costar, Cambrigde, MA), utilizando-se espectrofotdmetro
de microplaca Benchmark Plus (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). O controle positivo
da reacdo representava 100% de atividade enzimética e foi conduzido da mesma forma,
usando 40 pL de metanol ao invés de extrato. Para o branco da reacdo, a solucdo
enzimética foi substituida por 4gua destilada e o procedimento foi realizado da mesma
forma como descrito acima. No tempo 0, as amostras foram adicionadas a solucdo de

DNS imediatamente apds a adi¢do de enzima.

A producéo de maltose foi calculada de acordo com a seguinte férmula:

Producéo de maltose = Asyo extrato ou controle — Asgo branco

onde Asso representa a absorbancia referente & producéo de maltose do controle ou do
extrato. Através da absorbancia de maltose produzida, pode-se calcular a porcentagem de
maltose (m/v) gerada pela equacdo da reta obtida na curva padrdo de glicose (0 — 1

mg/mL).
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A porcentagem de inibicdo de formacdo de maltose foi calculada através da

seguinte formula:

% inibicdo = 100 - [(% maltose produzida pelo extrato no tempo 3 minutos / % maltose

produzida pelo controle no tempo 3 minutos) X 100]

Os resultados obtidos foram expressos tanto em pg de amostra em base seca / mL
do meio de reagdo como em pg equivalentes de catequina / mL do meio de reagéo

necessarios para inibir 50 % a formag&o de maltose.
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4. ANALISE DOS RESULTADOS

Para a andlise dos resultados foi utilizado o programa Statistica versdo 5.0 da
StatSoft (Tulsa, E.U.A.). A comparacdo das médias foi realizada por ANOVA (p<0,05) e

LSD (least significant difference).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizagado botanica das frutas e polpas comerciais de frutas nativas.

As frutas nativas analisadas neste trabalho sdo provenientes principalmente de
regides como Amazodnia e Cerrado, e foram obtidas na CEAGESP (Companhia de
Entreportos e Armazéns Gerais de S8o Paulo). As polpas congeladas comerciais de frutas
nativas foram obtidas diretamente do produtor. A identificacdo botanica das frutas
estudadas foi realizada seguindo a classificagdo proposta pelo Sistema APG Il (2003)
publicado pelo Angiosperm Philogeny Group (Grupo de Filogenia das Angiospermas) e
estd apresentada na Tabela 1. As familias mais representadas foram Myrtaceae (quatro

frutas e trés polpas), Arecaceae (trés frutas) e Passifloraceae (duas frutas).

Tanto as frutas quanto as polpas congeladas foram obtidas na mesma época e
devidamente amostradas para a realizacdo das andlises de caracterizacdo quanto a
conteudo total de fendlicos e determinagdo da capacidade antioxidante através dos
métodos mais citados na literatura cientifica (DPPH, ORAC, descoramento do B-caroteno

e reducéo do reagente de Folin-Ciocalteu).

A Tabela 1 apresenta os valores obtidos para os teores de umidade para as frutas e
polpas de frutas nativas. O teor de umidade variou de 38 a 91% para as frutas e de 84 a
91% para as polpas comercias. Camu-camu e carambola foram as frutas que apresentaram
0s maiores valores de umidade, e tucuma o menor. Entre as polpas comerciais, cagaita e
umbu se destacaram pelos maiores teores, 90 e 91% de umidade respectivamente, e pana e
maracuji doce, os menores (cerca de 84%). A Figura 4 mostra algumas das frutas que
foram objeto deste estudo, como buriti, uxi, bacuri, camu-camu, cambuci, araga-boi,
cagaita, graviola, cupuacu, maracuja doce, maracuja roxo (granadilla), mana-cubiu,

tamarindo, entre outras.



Maracuja doce Graviola Bacuri Cupuagu

Maracujé roxo Mané-cubiu Tamarindo Camu-camu

Cagaita Buriti Tucuma

Cambuci Avraca-boi

Figura 4. Frutas analisadas neste estudo.
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Tabela 1. Identificacdo boténica e teores de umidade (%) das frutas e polpas comerciais

nativas.
Origem Familia Nome Cientifico Umidade (%)*
Frutas
Cambuci Mata atlantica Myrtaceae Campomanesia phaea Berg. 87,1+0,4
Avraca-boi Amazonia Myrtaceae Eugenia stipitata Mc. Vaugh 87,9+0,1
Camu-camu Amazonia Myrtaceae Myrciaria dubia Mc. Vaugh 90,2+0,3
Aracé Mata Atlantica e Amazonia Myrtaceae Psidium guineensis Sw. 75,8+0,4
Bacuri Amazonia Arecaceae Scheelea phalerata 83,3+0,3
Buriti Cerrado Arecaceae Mauritia flexuosa 64,2+0,6
Carambola Asia Oxalidaceae Averrhoa carambola 91,4+0,8
Cupuagu Amazonia Sterculiaceae Theobromggrr:nrgd)iggm% (Willd. ex 54,9+0,2
Graviola Ameérica Central e Amazonia Annonaceae Annona muricata L. 80,5+0,4
Mana-cubiu Amazonia Solanaceae Solanum sessiliflorum 72,1+1,5
Tucuma Amazonia Arecaceae Astrocaryum aculeatum 37,7+£0,4
Uxi Amazonia Humiriaceae Endopleura uchi 49,8 +0,7
Abiu Amazonia Sapotaceae Pouteria cain;g;cél(lf uiz et Pavon) 66+ 2
Granadilla América Central Passifloraceae Passiflora ligularis Juss 429+15
Tamarindo Africa Leguminosae Tamarindus indica L. 38+1
Maracuja doce Américzﬁgrr::irca; & Mata Passifloraceae Passiflora alata Curtis 71,4+1,0
Polpas comercias
Aracé Mata Atlantica e Amazénia Myrtaceae Psidium guineensis Sw. 89+2
Cambuci Mata Atlantica Myrtaceae Campomanesia phaea Berg. 89,6 £0,5
Umbu Cerrado Anacardiaceae Spondias tuberosa Arruda 89,8 +0,4
Coquinho azedo Cerrado Palmaceae Butia capitada Becc. 87,4+0,3
Pana Cerrado Annonaceae Annona crassifolia Mart. 83,9+0,4
Cagaita Cerrado Myrtaceae Eugenia dysenterica DC. 91,1+0,1

* Resultados expressos como média + desvio-padrdo (triplicata).
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5.2. Determinacao do teor de acido ascérbico (Vitamina C)

A identificacdo de novas fontes de vitamina C na dieta € de grande interesse para a
area de ciéncias da salde, visto que é um componente essencial as funcdes fisiolégicas do
corpo. O teor de 4cido ascorbico das frutas e polpas de frutas nativas estudadas encontra-

se na Tabela 2.

Foi observada uma variagdo muito ampla no conteddo de &cido ascérbico, desde
niveis ndo detectaveis como em cambuci, tamarindo e uxi a quantidades extremamente
elevadas como em camu-camu.

Muitos estudos tém relatado que as principais fontes de vitamina C da dieta séo
provenientes de frutas e hortalicas, principalmente de frutas citricas, Kiwi, cereja e mel&o,
cujo conteldo de &cido ascorbico pode exceder 100 mg/100 g de amostra fresca
(DIPLOCK et al., 1998). O contetdo de &cido ascorbico do camu-camu analisado neste
estudo foi cerca de 4 vezes esse valor em base imida (397 mg/100 g), e deste modo pode
ser considerado uma excelente fonte de vitamina C na dieta. Outros estudos reportaram
teores ainda maiores de acido ascdrbico em camu-camu, variando desde 1,4 g/100 g a 6,1
9/100 g de fruta fresca (MAEDA et al., 2006; YUYAMA et al., 2002).

As frutas cupuagu, graviola e aracé-boi também apresentaram teores de &cido
ascorbico elevados. SACRAMENTO et al. (2003) estudaram trés variedades de graviola e
encontraram um teor médio de vitamina C de 37,2 + 1,5 mg/100 g de amostra (base seca),
menor do que o encontrado neste trabalho.

Dentre as polpas comerciais, coquinho azedo foi a que apresentou maior contetudo
de vitamina C, com valor similar ao de frutas tidas como boas fontes de vitamina C mais
comumente consumidas, como laranja, uva, carambola e goiaba vermelha

(HASSIMOTTO et al., 2005; AKINWALE, 2000). A polpa de fruta cagaita apresentou
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conteudo de &cido ascdrbico similar ao do cupuacu e mais elevado do que o das outras

frutas analisadas neste trabalho.

Tabela 2. Contetdo de &cido ascorbico total presente nas frutas e polpas de frutas nativas

(mg/100 g de amostra b.s.).
AMOSTRAS Acido Ascorbico total
FRUTAS
Bacuri 19+£2
Tucuma 58 +4
Cupuagu 110+ 7
Graviola 82+3
Buriti 231
Uxi n.d.
Cambuci n.d.
Araca 18+2
Tamarindo n.d.
Maracujé doce 675
Granadilla 46 £5
Carambola 36+1
Camu-camu 4015 + 165
Mana-cubiu 362
Abiu 60 +5
Araca-boi 787
POLPAS
Pana 32+3
Umbu 24 +2
Cagaita 110£2
Coquinho azedo 341 +18
Araca n.d.
Cambuci n.d.

n.d. ndo detectado
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A auséncia de vitamina C na polpa de fruta aracd pode estar relacionada ao
procedimento utilizado na preparagdo e producéo da polpa. Neste estudo, também ndo foi
detectado acido ascorbico na fruta cambuci, entretanto VALLILO et al. (2005)
encontraram teor de 33 mg/100 g de amostra fresca. Sabe-se que as variagdes no contetudo
de acido ascorbico séo decorrentes de diversos fatores ou estresses ambientais durante o
plantio, colheita e armazenamento. Dentre eles estdo luz, temperatura, sal e estresse
hidrico, presenca de poluentes, metais e herbicidas (DAVEY et al., 2000). O &cido
ascorbico é um composto muito instavel e pode ser degradado durante o processamento de
frutas por altas temperaturas, ions metalicos e por enzimas naturalmente presentes nas
cascas de frutas, na presenga de oxigénio. Dessa forma, a quantidade de vitamina C
encontrada em frutas frescas pode ser maior do que nas respectivas polpas congeladas

comerciais.

5.3. Determinacéo da capacidade antioxidante in vitro

A capacidade antioxidante das frutas nativas e polpas de frutas comerciais
congeladas foi avaliada através de quatro métodos diferentes: capacidade redutora do
Folin-Ciocalteu, sequestro de radicais livres do DPPH, capacidade de absorgéo do radical
oxigénio (ORAC) e descoramento do B-caroteno. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 3. De modo geral, observa-se que o camu-camu apresentou a maior capacidade
antioxidante entre todas as amostras. Além disso, todas as polpas congeladas, com excegao
da de umbu, apresentaram alta capacidade antioxidante. Entre as frutas, além do camu-

camu também apresentaram boa atividade antioxidante tucuma, uxi e cambuci.

Em relacéo & capacidade redutora do Folin-Ciocalteu a do camu-camu foi a maior,

cerca de 10 vezes superior & de cambuci, tucuma e uxi, que se destacaram em relacdo as
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demais. As polpas congeladas apresentaram valores de capacidade redutora do Folin-
Ciocalteu similares entre elas, exceto a de umbu que apresentou valor muito baixo.

A capacidade de sequestro do radical DPPH também foi maior para o camu-camu.
As polpas de frutas coquinho azedo, cagaita e aracé apresentaram valores similares e ndo
apresentaram diferengas significativas entre elas.

As metodologias para a determinagdo da capacidade antioxidante s&o numerosas e
podem estar sujeitas a interferéncias, além de se basearem em fundamentos diversos.
Dessa forma, atualmente preconiza-se a utilizacdo de duas ou mais técnicas, j& que
nenhum ensaio usado isoladamente para determinar a capacidade antioxidante ira refletir
exatamente a “capacidade antioxidante total” de uma amostra (HUANG et al., 2005;
PRIOR et al., 2005).

O método de Folin-Ciocalteu ndo fornece valores exatos do teor de fendlicos, ja que
outros compostos redutores, como o acido ascorbico, também reagem com o &cido
fosfotungstico-fosfomolibdico formando o complexo azul de molibdénio (HUONG et al.,
2005). Esse fato foi também observado em outro estudo realizado por GENOVESE et al.
(2003), que verificaram que concentracdes de &cido ascorbico acima de 5 uM em extratos
vegetais interferem na quantificagdo de fenolicos totais.

O método do DPPH (2,2-difenil-1, picrilhidrazil) foi primeiramente descrito por
BRAND-WILLIAMS, CUVELIER e BERSET (1995). Baseia-se na habilidade redutora
dos antioxidantes, presentes na amostra, sobre o DPPHe, um radical organico estavel,
através de uma reacdo de transferéncia de elétrons, a qual € medida atraves do decréscimo

da absorbancia a 517 nm.
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Tabela 3. Capacidade antioxidante das frutas e polpas de frutas nativas comerciais atraves
do método de capacidade redutora do Folin-Ciocalteu (mg equivalentes de catequina/g
amostra b.s.), DPPH (umoles equivalentes de trolox/g amostra b.s.), ORAC (umoles
equivalentes de trolox/g amostra b.s.) e B-caroteno (umoles equivalentes de trolox/g

amostra b.s.).

AMOSTRAS Folin Ciocalteu DPPH ORAC p-caroteno
FRUTAS

Bacuri 8,1+0,2* 15+ 12 119 +10* 1,66 +0,03%
Tucuméa 22 +1° 13149 215+10° 19+0.1°
Cupuacu 51+0,2% 19+ 12 110+3* 0,93 +0,03°
Graviola 8,2 +0,3 26 +1° 156 +7% 1,21 +0,03°
Buriti 4,8+0,5° 19+1° 82 +9° 0,14 +0,01°
Uxi 23 +4° 141 +5°  137+10* 1,03 +0,02f
Cambuci 29 + 3¢ 139+6°  103+7*  85+0,3°
Aracé 10,8 0,1 16+1*  159+12° 2,62 +0,05"
Tamarindo 7,1+04° 21+2*  114+10® 1,07+0,02
Maracuja doce 6,2 + 0,5° 21 +2° 172 +6° 1,61 +0,06°
Granadilla 4,8+0,3° 14+1°  218+16° 1,04+0,03f
Carambola 9,6 +0,6° 53+5°  173+12% 1,53 +0,07'
Camu-camu 288 + 9° 1.439+25% 790+45"  31+02
Mané-cubiu 8,5+0,3 54+5°  320+14° 0,43 +0,01
Abiu 9+1° 69+2°  136+11%  1,41+0,02'
Araca-hoi 18+1° 47 + 4° 180+1% 2,68 +0,05"
POLPAS

Pana 20 +1° 124 + 3° 282 + 14° 3,2+0,1%
Umbu 4,0+0,2° 21 +1° 42+2° 1,21+0,04°
Cagaita 24 + 2% 151 +3°  455+31° 29+0,1°
Coquinho azedo 26 £ 3% 156 £ 5° 457 +21° 25+0,2°
Araca 30 +3° 139+3*  209+13" 25+0,2°
Cambuci 26 + 2% 202+6°  182+8%  134+0,2°

n.d. ndo determinado. Resultados expressos como média * desvio-padrdo (triplicata).
Médias na mesma coluna com letras diferentes sao significativamente diferentes (p<0,05).
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J& o método do B-caroteno determina a capacidade de um antioxidante de proteger
um substrato lipidico (no caso, o B-caroteno) da oxidagdo. Diferentemente do obtido
através dos outros trés métodos, o camu-camu mostrou uma capacidade antioxidante
relativamente baixa através do método de descoramento do B-caroteno. Isto é devido ao
seu elevado contetdo de acido ascorbico. Apesar da conhecida capacidade antioxidante do
acido ascorbico, neste metodo ele possui atividade prd-oxidante, proporcional a sua
concentracgdo, pois ap6s doar os dois hidrogénios redutores, origina-se o radical ascorbila,
que é um agente oxidante (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006; HASSIMOTO et al., 2005).
Cambuci, tanto fruta como polpa, destacou-se por apresentar uma capacidade de inibicdo
do descoramento do [-caroteno significativamente maior que a de todas as outras
amostras. Aracé e araca-boi, que ndo se mostraram muito eficientes através dos outros
métodos, apresentaram valores acima da média.

Ainda na Tabela 3 estdo apresentados os valores de capacidade antioxidante
obtidos pelo método de capacidade de absor¢do do radical oxigénio ou ORAC. Este
método foi desenvolvido primeiramente por GLAZER (1988) e modificado por CAO,
ALESSIO e CUTLER (1993). Em 1995, o método de ORAC foi semiautomatizado
utilizando o sistema COBAS FARA Il por CAO e colaboradores (1995). E um método
muito sensivel e verifica a capacidade seqliestradora de um antioxidante frente a formagéo
de um radical peroxila induzido pelo 2,2’-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloreto
(AAPH) a 37°C. Neste ensaio, o radical peroxila reage com um composto fluorescente
formando um produto ndo fluorescente. O efeito protetor de um antioxidante € verificado
calculando-se a &rea formada abaixo da curva de decaimento da fluorescéncia da amostra
versus tempo, quando comparada com o controle, que ndo apresenta antioxidante (Figura
3B).

O método do ORAC, no entanto, foi recentemente automatizado e requer para tanto

um sistema multicanal para a dispensacdo de reagentes acoplado a um leitor de
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fluorescéncia de microplaca com 96 cavidades, o que torna a analise extremamente cara e
possivel em apenas poucos laboratdrios. Neste estudo, 0 método foi adaptado para uso
manual com leitura em espectrofotdometro de fluorescéncia simples, e comprovou ser
extremamente sensivel e passivel de ser utilizado em pequenos laboratorios de pesquisa.
Camu-camu e mana-cubiu foram as frutas que apresentaram maiores valores de
capacidade antioxidante através do método de ORAC. Através do teste de correlacéo,
obteve-se um r = 0,93, podendo-se afirmar que houve uma correlagdo positiva entre a
capacidade antioxidante determinada através do método de ORAC e os teores de fendlicos
totais. Entre as polpas, coquinho azedo e cagaita se mostraram mais eficientes neste
método, entretanto houve baixa correlacdo entre o método de ORAC e os teores de

compostos fendlicos totais para as amostras de polpas de frutas congeladas (Tabela 4).

Tabela 4. Coeficientes de correlacdo (r) obtidos entre os diferentes métodos de capacidade

antioxidante.

Coeficiente de Correlacao
Apenas as frutas Apenas as polpas  Todas as amostras

(r)
Folin Ciocalteu X DPPH 1,00 0,87 0,99
Folin Ciocalteu X ORAC 0,93 0,36 0,79
Folin Ciocalteu X B-caroteno 0,24 0,36 0,12
DPPH X ORAC 0,93 0,53 0,82
DPPH X B-caroteno 0,21 0,11 0,14
ORAC X B-caroteno 0,10 0,05 0,08

De modo geral, houve uma correlagéo significativa entre os valores de capacidade
antioxidante determinados pelos métodos de Folin Ciocalteu, DPPH e ORAC. A alta
correlagdo entre Folin-Ciocalteu e DPPH se deve principalmente ao fato dos dois estarem
baseados em mecanismos de acdo semelhantes, ou seja, na transferéncia de elétrons. Ja o

método de ORAC se baseia na transferéncia de 4&tomos de hidrogénio do antioxidante para
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o radical AAPH (PRIOR et al., 2005). Entretanto, os resultados obtidos através do método
de descoramento do B-caroteno ndo mostraram correlagdo significativa com os obtidos por
estes trés métodos. Apesar deste método também estar baseado na transferéncia de atomos
de hidrogénio do antioxidante para os radicais livres formados, esta reagdo ocorre em meio
lipofilico, e isto pode afetar significativamente a atuacdo dos antioxidantes presentes nas
amostras.

WANG, CAO e PRIOR (1996) determinaram a capacidade antioxidante através do
método do ORAC de 12 diferentes frutos e encontraram elevada correlacdo entre os
valores de capacidade antioxidante e os teores dos compostos fendlicos. Estes ainda
relataram que a contribuicdo da vitamina C na capacidade antioxidante total de frutas,
determinada atraves do ORAC, era menor que 15%. WANG e LIN (2000) também
encontraram correlagédo positiva entre os valores de capacidade antioxidante determinados
pelo método do ORAC e o teor total de fendlicos para amora-preta, framboesa e morango.
Isto porque frutas ricas em antocianinas se destacam por apresentar valores elevados de
capacidade antioxidante (HASSIMOTTO et al., 2005).

PINTO et al. (2008) avaliaram a capacidade antioxidante de sete cultivares de
morango cultivados no Brasil, conhecidos por sua alta eficiéncia devido ao elevado
contetido de antocianinas. Quando comparados as frutas estudadas neste trabalho, verifica-
se valores similares de sequiestro de DPPH e redugdo do Folin-Ciocalteu para uxi, tucuma,
cambuci, e para as polpas cambuci, coquinho azedo e cagaita. Estes resultados mostram,
portanto, o alto potencial das frutas nativas como fontes de compostos antioxidantes.

O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2007) publicou como
parte do Programa Nacional de Andlise de Alimentos e Nutrientes (National Food and
Nutrient Analysis Program — NFNAP) valores de ORAC de frutas, castanhas e vegetais.
Os valores de ORAC obtidos para magd, suco de romé, péssego, figo, goiaba e tangerina

foram muito préximos aos valores de ORAC obtidos para as frutas analisadas neste
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trabalho. Os valores de ORAC para as polpas de frutas coquinho azedo e cagaita foram
semelhantes as frutas framboesa, morango e cereja. Camu-camu, a fruta que obteve o
maior valor de ORAC, apresentou atividade antioxidante neste método semelhante as
frutas limdo, ameixa, cranberry (Vaccinium subgénero Cyanococcus) e blueberry

(Vaccinium subgénero Oxycoccus).

5.4. Determinacéo de flavonoides

A composicéo e o teor de flavonoides presentes nas frutas e polpas de frutas nativas
foram determinados por Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Tabela 5). Os
flavondides sdo normalmente encontrados como derivados glicosilados. Neste estudo, o0s
teores foram expressos em concentracdo equivalente das respectivas agliconas, por serem
0s compostos que realmente teriam significado bioldgico. Observou-se que os teores de
flavondides variaram significativamente, principalmente entre as frutas. Dentre o0s
flavanois, catequina e epicatequina foram detectados em apenas trés frutas, tucumad,
graviola e carambola, sendo que os teores de catequina variaram entre 16 e 79 mg/100 g

de amostra (b.s.).

Quercetina e caempferol sdo os representantes mais comuns dos flavondis, uma
subclasse importante do grupo dos flavondides. A quercetina e seus derivados glicosilados
sdo encontrados em abundancia em cebolas, macas, brécolis e bagas (AHERNE e
O'BRIEN, 2002; HERTOG et al., 1993;). Neste estudo, quercetina e seus derivados foram
detectados em todas as polpas de frutas e em algumas frutas. Os teores mais elevados
foram encontrados em aracd e camu-camu, 40 e 42 mg/100 g de amostra (b.s.),
respectivamente.

Diferentemente de seus frutos, as polpas de cambuci e aracd apresentaram baixos

teores destes compostos. Segundo ARABBI et al. (2004), os teores de flavondides em
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frutas podem variar em até 100% entre um semestre e outro, sendo estes influenciados por
fatores extrinsecos tais como as condicdes climéticas, época de plantio e colheita e grau de
maturidade dos frutos. Além da variacdo do contetdo da prdpria fruta, podem também
ocorrer perdas durante o processamento das polpas, o que explicaria as diferengas

encontradas.

Tabela 5. Composicéo e teor de flavondides e acidos hidroxicindmicos presentes nas

frutas e polpas de frutas nativas (mg/100 g de amostra b.s.).

Flavanéis Flavonois Antocianinas hi ,A.C'.dqs .
idroxicinamicos
Catequina Epicatequina Quercetina Caempferol Cianidina

Frutas
Cambuci n.d. n.d. 21,6+0,3* 04+0,1% n.d. n.d.
Araca-boi n.d. n.d. 144+02° 25+0,1° n.d. n.d.
Camu-camu n.d. n.d. 42 + 4° 2,1+0,1° 306 + 10 n.d.
Araca n.d. n.d. 40+ 2° 0,7+0,1° n.d. n.d.
Mana-cubiu n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 239 +11°
Tucuma 79 + 5 n.d. 2,96 + 0,05° n.d. n.d. n.d.
Buriti n.d. n.d. 0,6+0,1° n.d. n.d. 9,0 +0,4"
Abiu n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 19+1°
Carambola 22+2° 36+ 2° n.d. n.d. n.d. n.d.
Graviola 15,9 +0,3° 15+1° n.d. n.d. n.d. n.d.
Bacuri n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Cupuagu n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Uxi n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Tamarindo n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Granadilla n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Maracuja n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
doce
Polpas
comerciais
Aracé n.d. n.d. 43+0,2° n.d. n.d. n.d.
Cambuci n.d. n.d. 4,0+0,1° n.d. n.d. n.d.
Umbu n.d. n.d. 9,4+05° n.d. n.d. 0,2+0,1°
Coquinho n.d. n.d. 26 +2° n.d. n.d. 1,9+0,1°
Pand n.d. n.d. 41+02%  44+02° n.d. n.d.
Cagaita n.d. n.d. 27+1f 0,9+0,1° n.d. n.d.

n.d. ndo detectado. Os valores foram expressos em média + desvio padrdo. Médias na mesma coluna com
letras diferentes sdo significativamente diferentes (p<0,05).
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O caempferol foi detectado em baixas concentracdes nas frutas cambuci, aracé-boi,
camu-camu e aracg, variando de 0,2 a 2,5 mg/100 g de amostra (b.s.), e em apenas duas
polpas de frutas, sendo que pand foi a que apresentou maior concentracéo, de 4,4 mg/100
g de amostra (b.s.).

ARABSBI et al. (2004) quantificaram os flavondides presentes em frutas e hortaligas
comumente consumidas no Brasil. Eles observaram que as maiores fontes de flavondides
da dieta brasileira eram laranja, alface e tomate e foi estimada uma ingestdo de 60 a 106
mg/pessoa/dia. Entretanto, ndo ha informacdo disponivel sobre a composicdo de
flavondides das frutas e polpas de frutas nativas estudadas neste trabalho, o que
possibilitara a estimativa da ingestdo de flavondides para populaces regionais.

Dentre todas as amostras analisadas, apenas em camu-camu foi detectado teor
elevado de antocianinas (306 mg/100 g de amostra b.s.), como derivados de cianidina. Em
seu estado maduro, esta fruta apresenta cor que varia do vermelho ao roxo, como resultado
da presenca de antocianinas em sua casca.

ZANATTA et al. (2005) determinaram os teores de antocianinas presentes no camu-
camu de duas regides diferentes do Brasil, e notaram uma varia¢do de 337 a 606 mg/100 g
b.s., sendo que as principais antocianinas identificadas, através de CLAE-PDA, CLAE-MS
e RMN, foram derivados de cianidina.

O termo &cido clorogénico é usado para designar uma familia de ésteres formados
pelas diferentes conjugacdes entre alguns cidos trans-cindmicos e o acido quinico, sendo
0 é&cido 5-O-cafeoilquinico o mais comumente encontrado. O &cido clorogénico €
considerado o composto fendlico mais abundante na dieta humana e as principais fontes
destes compostos sdo frutas, café, hortalicas, tubérculos, cereais e especiarias
(CLIFFORD, 1999). Estudos biol6gicos mostraram elevada capacidade antioxidante e
propriedades anticarcinogénicas in vitro do acido clorogénico (CLIFFORD, 2004). Entre

as frutas, mana-cubiu, a Unica representante da familia Solanaceae, foi a que apresentou
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maior teor de acidos hidroxicindmicos (239 mg/100 g b.s.), mas estes também foram
detectados em buriti e abiu. Entre as polpas de frutas, apenas em umbu e coquinho azedo
estes compostos foram detectados, em niveis muito baixos. Alguns estudos mostram que a
familia Solanaceae apresenta quantidade elevada de &cidos fendlicos, principalmente o
acido clorogénico (BROWN, 2005; LEWIS et al., 1998; MALMBERG e THEANDER,

1985).

5.5. Determinacéo de acido elagico livre e total

Os teores de &cido elagico livre e total das frutas e polpas de frutas nativas
brasileiras, determinados por Cromatografia liquida de Alta eficiéncia, encontram-se na
Tabela 6. Sabe-se que os teores de &cido elagico livre em frutas sdo significativamente
baixos, entretanto quantidades mais elevadas destes compostos sdo detectadas apds
hidrdlise &cida dos extratos, resultante da liberacdo a partir dos elagitaninos (BEATTIE et
al., 2005). A Tabela 6 confirma que a maior parte do &cido elagico é proveniente dos
elagitaninos, visto que o contetdo de &cido elégico livre € relativamente pequeno quando
comparado com o valor total ap6s hidrolise. Este fato é de extrema importancia dada a
insolubilidade em 4gua do composto livre, o que deve ser levado em conta na sua extragao

e quantificacéo.
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Tabela 6. Teores de &cido elagico livre e total das frutas e polpas de frutas nativas

(mg/100 g de amostra b.s.).

AMOSTRAS Acido elagico livre  Acido elégico total % total*
FRUTAS

Bacuri n.d. n.d. n.d.
Tucuma n.d. n.d. n.d.
Cupuagu n.d. n.d. n.d.
Graviola n.d. n.d. n.d.
Buriti n.d. n.d. n.d.
Uxi n.d. n.d. n.d.
Cambuci 25+0,1° 240 + 15° 1,0
Araca 74+04° 262 +12° 2,8
Tamarindo n.d. n.d. n.d.
Maracujé doce n.d. n.d. n.d.
Granadilla n.d. n.d. n.d.
Carambola n.d. n.d. n.d.
Camu-camu 16 £1° 490 + 20° 33
Mana-cubiu n.d. n.d. n.d.
Abiu n.d. n.d. n.d.
Araca-boi n.d. n.d. n.d.
POLPAS

Pana n.d. n.d. n.d.
Umbu 09+0,1° 314 + 20° 0,3
Cagaita 5+1° 289 + 24% 1,7
Coquinho azedo n.d. n.d. n.d.
Aracé 71404 218 + 18" 3,2
Cambuci 12,8 +0,5° 512 +35° 2,5

n.d. ndo detectado. * % de &cido elagico livre em relacdo a quantidade total.
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O é4cido eldgico foi detectado apenas em umbu, camu-camu, cagaita, araca e
cambuci. O contetdo de &cido eldgico livre variou de 0,9 a 16 mg/100 g de amostra seca,
representando de 0,3 a 3% do total, respectivamente. A forma livre pode estar
naturalmente presente com os elagitaninos no tecido vegetal, ou no caso dos alimentos
industrializados como sucos e geléias, pode ser formada pela hidrélise dos elagitaninos
durante o processamento (BEATTIE et al., 2005).

Né&o foi encontrada correlagéo significativa entre os teores de &cido elégico e a
capacidade antioxidante. Houve correlacdo positiva apenas entre os teores de acido elagico
e os teores de fendlicos totais (r = 0,91).

Na dieta brasileira, 0 morango e seus derivados tais como geléias e sucos
representam as principais fontes de acido eldgico. PINTO et al. (2008) analisaram sete
cultivares de morango consumidos no Brasil e relataram valores que variaram de 150 a

430 mg/100 g de amostra seca.

ABE et al. (2007) analisaram frutas nativas do Brasil e relataram teores de 4cido
eldgico mais elevados do que os encontrados neste trabalho, principalmente entre os
membros da familia Myrtaceae. Jabuticaba, grumixama e cambuci foram as frutas que
apresentaram os maiores teores de acido eldgico, compardveis aos de frutas vermelhas,

como framboesa e amora-preta, ricas neste composto.

DANIEL et al. (1989) analisaram diferentes frutas em relacdo ao teor de &cido
eldgico total e relataram valores que variaram de <10 mg/100 g de amostra seca para 0
kiwi (Actinidia chinensis) a 150 mg/100 g de amostra seca para framboesa (Rubus

idaeus).

Grande parte dos estudos relacionados com biodisponibilidade e metabolismo de
acido elégico e elagitaninos sdo realizados com sucos de roma, frutas vermelhas e nozes,

pois 0 consumo destes produtos é bastante comum nos paises mediterraneos e norte-
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americanos. Os resultados obtidos aqui neste trabalho mostram que, assim como as frutas

vermelhas, algumas frutas nativas também séo boas fontes de acido eldgico na dieta.

5.6. Determinacéo da atividade inibitéria de a-amilase e a-glicosidase in vitro

A exposicdo prolongada a niveis elevados de glicose ap6s as refei¢Bes tem um
impacto adverso sobre as células e tecidos. A hiperglicemia po6s-prandial pode causar
danos as células B, responséaveis pela producéo e liberacdo de insulina, contribuindo para

uma diminuigdo progressiva da secregdo deste hormonio (YAMAMOTO et al., 2008).

A possibilidade de uso clinico dos inibidores de o-glicosidase para pacientes
diabéticos ou obesos tem sido testada com uso efetivo de duas classes de
antihiperglicemiantes orais: acarbose e miglitol. Ambos auxiliam na reducdo da
hiperglicemia pos-prandial por retardar a degradacdo enzimética de carboidratos no
intestino delgado, através da inibicdo da a-glicosidase, com conseqliente reducdo da
absorcdo intestinal de glicose (WANNMACHER, 2005; KIM, et al., 2000).

O principal objetivo na busca por drogas hipoglicemiantes é descobrir um agente
eficiente que seja seguro e que ndo apresente efeitos colaterais. Uma grande parte dos
estudos relatados na literatura mostra uma busca continua de novas alternativas para o
tratamento efetivo da diabete. Os compostos bioativos presentes nos alimentos podem
influenciar em processos bioldgicos através de efeitos antioxidantes diretos ou indiretos,
através das vias de sinalizacdo, com o proposito de proteger a célula do dano oxidativo
(PRIOR et al., 2007). Muitas espécies de plantas e compostos purificados de plantas tém
sido experimentalmente estudados e usados na reducéo dos niveis de glicose pos-prandial
(GROVER et al., 2002; MARLES e FARNSWORTH, 1994). Com a finalidade de avaliar

0 potencial das frutas nativas nesse sentido, procedeu-se a determinacdo da atividade
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inibitéria de a-glicosidase ¢ a-amilase de extratos e fragcbes semi-purificadas ricas em

flavondides.

5.6.1. Atividade inibitéria de a-amilase

Entre os vegetais que ja foram estudados, uvas vermelhas, pimentdo verde, brdcolis,
gengibre e cenoura apresentaram alta inibi¢do de a-amilase in vitro (MCCUE et al., 2005).
Entre as frutas cujo potencial hipoglicemiante foi estudado, morango e framboesa se

mostraram boas inibidoras de a-amilase in vitro (MCDOUGALL et al., 2005).

Poucos estudos relatam a atividade inibitéria de o-amilase de frutas ou seus
compostos bioativos. TADERA et al. (2006) mostraram que os flavondides quercetina,
miricetina, epigalocatequina galato e cianidina sdo bons inibidores de a-amilase. Outra
classe de compostos estudada por ser potente inibidora de a-amilase s@o 0s taninos. Estes
constituintes ativos estdo presentes nos chas verde e preto, uvas, vinho, framboesa e
morango. A remogdo dos componentes inibitérios dos extratos por Sephadex LH-20
sugere que os inibidores de a-amilase sao os taninos hidrolisaveis (MULLEN et al., 2003;
GAL etal., 2001).

Na Tabela 7 encontram-se os resultados referentes a atividade inibitoria de a-
amilase das fragBes concentradas em compostos flavondides, obtidas através de extragcdo

em fase s6lida em coluna de poliamida.
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Tabela 7. Atividade inibitéria de a-amilase de extratos purificados em poliamida obtidos a

partir das frutas e polpas de frutas nativas.

I1Cs0 (Mg amostra I1Cs0 (Mg EC*/mL

AMOSTRAS
b.s./mL reacéo) reaco)

FRUTAS

Bacuri n.d. n.d.
Tucuma 29 0,6
Cupuacgu 1,1 0,3
Graviola 91 0,9
Buriti 4,6 1,8
Uxi n.d. n.d.
Cambuci 1,0 0,4
Aracé 6,8 0,5
Tamarindo 6,3 1,0
Maracujé doce 4,4 0,7
Granadilla 4.6 0,7
Carambola 2,4 0,4
Camu-camu 41 1,8
Manéa-cubiu n.d. n.d.
Abiu n.d. n.d.
Araca-boi 3,3 29
POLPAS

Pana 13 0,7
Umbu n.d. n.d.
Cagaita 3,8 0,3
Coquinho azedo 7,2 3,8
Araca 5,9 1,2
Cambuci 0,8 0,7

n.d. - ndo detectado. * mg equivalentes de catequina.
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N&o foi possivel avaliar a atividade inibitdria de a-amilase dos extratos metandlicos
brutos, ja que os agUcares redutores presentes, glicose e frutose, também reagem com o
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) e desta forma interferem na determinacdo. Isto se deve
ao fato de que, neste ensaio, a atividade da a-amilase é avaliada através da formacdo de
maltose resultante da agdo desta enzima sobre o amido presente no meio. A maltose, um
dissacarideo formado por duas moléculas de glicose (ligacdo a 1,4), reduz 0 DNS
formando um produto de cor caracteristica cuja absorbancia méxima é determinada a 540
nm. Dessa forma, os agucares, vitaminas e minerais eventualmente presentes nos extratos
brutos foram eliminados e uma fragdo metandlica rica em flavondides foi obtida através da
passagem em coluna de poliamida.

Os resultados foram expressos tanto em massa de amostra como de equivalentes de
catequina necessarios para inibir 50% da a-amilase presente. Em relagdo as frutas,
cambuci e cupuacu se destacaram pela alta atividade inibitéria de a-amilase, assim como
as polpas de cambuci e pand. Por outro lado, nenhuma inibicdo foi observada para as
frutas bacuri, uxi, mana-cubiu e abiu e para a polpa de umbu.

Em relacdo a eficiéncia dos compostos fendlicos em inibir a-amilase (ICso expresso
em mg equivalente de catequina), a ordem encontrada foi cupuagu = polpa de cagaita >
cambuci = carambola> ara¢d > tucumé& > maracuja doce = granadilla = polpa de pana =
polpa de cambuci. Estes resultados mostram que a atividade inibitoria de a-amilase ndo
depende apenas da presenca de flavondides, ja que outros compostos fendlicos presentes
em cupuacu, maracuja doce e granadilla também apresentaram inibicéo significativa. Por
outro lado, o alto teor de &cidos hidroxicindmicos do mana-cubiu (239 mg/100 g b.s.) ndo
inibiu a atividade da a-amilase. J& os elevados teores de flavandis observados em tucuma,
carambola e graviola parecem estar diretamente relacionados a capacidade inibitoria de a-

amilase, enquanto que 0 mesmo n&o ocorre para quercetina.
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O camu-camu, por sua vez, apesar do elevado contetdo de antocianinas e
quercetina, ndo se mostrou eficiente, reforcando a hipdtese de que o tipo de flavondide

presente exerce grande influéncia nesta propriedade.

5.6.2. Atividade inibitoria de a-glicosidase

A Tabela 8 mostra a atividade inibitdria de a-glicosidase de extratos metanélicos e
fracbes concentradas em flavondides das frutas e polpas de frutas analisadas neste
trabalho. Neste ensaio ndo houve interferéncia de aglcares presentes nas frutas e polpas de
frutas, j& que este se baseia na acdo da a-glicosidase sobre um substrato sintético, p-
nitrofenil-a-D-glicosideo, que ao ser hidrolisado libera o cromdforo p-nitrofenil.
Entretanto, com o objetivo de avaliar a eficiéncia dos flavondides presentes nestas frutas,
foi utilizado o mesmo extrato, purificado em poliamida, analisado no ensaio de atividade

inibitoria de a-amilase.

Ao contrério do observado para a a-amilase, os extratos purificados em poliamida (e
também os brutos) obtidos a partir de bacuri e uxi inibiram significativamente a o-

glicosidase.

Os extratos purificados em poliamida obtidos a partir das frutas cambuci e araga
foram os mais efetivos na inibigéo de a-glicosidase, e dentre as polpas de frutas ambos 0s
extratos obtidos a partir de cagaita e cambuci foram os mais eficientes. Os compostos
fendlicos destas frutas também foram os mais eficientes na inibicdo de o-glicosidase,
como se pode observar pelos valores de ICsq expressos em equivalentes de catequina/mL

de reacéo.
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Tabela 8. Atividade inibitdria de a-glicosidase de extratos metandlico e purificado em

poliamida obtidos a partir das frutas e polpas de frutas nativas.

Extrato metandlico Extrato purificado em
poliamida
wosToas % S ST @ T T T

FRUTAS

Bacuri 0,5 1,6 6,2 2,6
Tucuma 1,2 59 1,7 1,3
Cupuagu n.d. n.d. n.d. n.d.
Graviola n.d. n.d. 2,7 1.8
Buriti 1,9 1,8 2,7 11
Uxi 0,5 2,3 3,2 1,9
Cambuci 0,3 1,3 0,6 0,4
Araca 1,0 2,4 0,6 0,2
Tamarindo n.d. n.d. n.d. n.d.
Maracuja doce 3,5 51 n.d. n.d.
Granadilla 2,1 2,2 n.d. n.d.
Carambola 2,0 4,5 3,1 2,7
Camu-camu 1,3 73,1 3,3 29
Mana-cubiu 3,1 6,0 n.d. n.d.
Abiu n.d. n.d. 2.5 0,9
Araca-boi 0,6 24 2,4 14
POLPAS

Pand 1,3 58 1,8 1,6
Umbu nd. n.d. n.d. n.d.
Cagaita 0,5 1,0 10 0,9
Coquinho azedo 12 59 3,4 50
Araca n.d. n.d. n.d. n.d.
Cambuci 0,2 0,9 0,7 0,8

n.d. - ndo detectada; * mg equivalentes de catequina.
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Conforme anteriormente apresentado, cambuci e araci apresentaram alto conteido
de quercetina, assim como araca-boi e camu-camu, que, no entanto, ndo se destacaram na
inibicdo de a-glicosidase.

Cupuagu, que apresentou excelente atividade inibitéria de a-amilase, ndo
demonstrou a mesma eficacia na inibicdo de a-glicosidase.

Ndo foi detectada atividade inibitoria de a-glicosidase para as frutas maracuja-doce,
granadilla e mana-cubiu ap6s a purificagdo do extrato em poliamida. A eficiéncia dos
compostos fenolicos presentes nos extratos brutos foi em geral baixa, o que poderia estar
associado a auséncia de flavondides. Os &cidos hidroxicindmicos presentes no mana-cubiu

ndo inibiram a a-glicosidase, similar ao observado para a a-amilase.

Tabela 9. Atividade inibitéria de a-glicosidase e a-amilase de compostos puros.

Atividade Inibitéria de o-glicosidase Atividade Inibitéria de a-amilase
Composto puro ICs0 (UM) 1Cso (UM)
Acarbose 59 n.d.
Rutina 1,3 1,2
Quercetina 0,1 0,9
Acido clorogénico 7,6 3,9
Catequina 3,1 2,1
Acido elagico 33 2.0
Acido rosmarinico n.d. 1,4

n.d. ndo detectado.

Além das frutas e polpas, foi testada também a atividade inibitdria de a-glicosidase e
a-amilase de alguns compostos puros (Tabela 9), como rutina, quercetina, acido
clorogénico e catequina, 0s quais estdo presentes em algumas amostras. Dentre eles,

quercetina foi o composto que apresentou maior atividade inibitéria, tanto para o-
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glicosidase quanto a-amilase. Outro composto testado foi a acarbose, um inibidor de a-
glicosidase sintetizado a partir de fermentacdo fUngica, utilizado tradicionalmente no
tratamento de pacientes diabéticos. Quando comparada aos compostos fendlicos, a
acarbose sd foi mais eficiente do que o &cido clorogénico na inibicdo de a-glicosidase. O
acido clorogénico, dentre todos os compostos testados, foi o menos eficiente em inibir a-
glicosidase e a-amilase, explicando os resultados obtidos para frutas mana-cubiu e abiu,
que apresentam altos teores deste composto em sua composicao.

Dentre as polpas de frutas, cagaita e cambuci foram as que apresentaram maior
atividade inibitoria de a-glicosidase. Quercetina é o flavondide presente nestas polpas e
poderia estar relacionado com tal atividade. No entanto, a polpa de coquinho azedo, cujo
conteudo de quercetina foi 6 vezes maior que a de cambuci, foi a que apresentou menor
atividade inibitéria de a-glicosidase. Neste sentido, é importante observar que a rutina
(quercetina-3-rutinosideo) apresenta uma atividade inibitéria dessas enzimas
significativamente menor que a da aglicona (Tabela 9). Como nas frutas a quercetina esta
presente na forma de derivados glicosilados, provavelmente a inibicdo observada ocorre
em funcéo do tipo de aglcar e da posicédo da glicosilagéo.

TADERA et al. (2006) verificaram a atividade inibitoria de a-glicosidase de fungos
e a-amilase pancreatica de alguns flavondides, dentre eles, quercetina, caempferol,
catequina e antocianina. Os compostos que foram mais eficazes na inibicdo de o-
glicosidase foram miricetina, epigalocatequina galato (EGCG) e cianidina. Eles
descreveram um aumento considerdvel na atividade inibitéria desta enzima pelos
flavondides com o aumento do nimero de hidroxilas ligadas ao anel B.

APOSTOLIDIS et al. (2006) avaliaram a atividade inibitoria de a-glicosidase de
iogurtes a base de leite e soja enriquecidos com frutas e encontraram alta correlagdo desta

com o contetdo de fendlicos totais. Eles observaram que 0s iogurtes enriquecidos com
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blueberries (Vaccinium subgénero Cyanococcus) foram os que apresentaram maior teor de
fenolicos totais e foram os mais efetivos em inibir a-glicosidase.

Em outro estudo, MCCUE et al. (2005) verificaram que uva vermelha e canela
também apresentaram elevado potencial antioxidante e alta atividade inibitoria de o-
glicosidase, devido ao alto conteldo de fendlicos totais. Entretanto, este mesmo estudo
mostrou que os extratos com a mais alta atividade antioxidante foram mais eficientes em
inibir a-amilase do que a-glicosidase.

Poucos sdo os relatos encontrados sobre a atuagdo de flavondides purificados sobre
estas enzimas. KIM et al. (2000) avaliaram a eficicia de 21 compostos na inibicdo de a-
glicosidase ¢ a-amilase, dentre eles a quercetina, hesperidina, luteolina, rutina e um
derivado glicosilado de caempferol. A luteolina aglicona foi 0 composto mais eficaz na
inibicdo de a-glicosidase. O estudo relatou que alguns compostos glicosilados, como
rutina, podem se ligar a a-glicosidase e aumentar a atividade desta enzima, sendo
considerados, portanto, ineficazes na inibicdo da mesma. Entretanto, as flavonas luteolina
e luteolina 7-O-glicosideo e o derivado glicosilado de caempferol foram os mais eficazes
em inibir a a-amilase.

Em resumo, embora os resultados indiquem que os compostos fendlicos presentes
nas frutas sdo os responséveis pela inibicdo destas enzimas, ndo foi possivel estabelecer
uma correlagdo com o tipo e a quantidade de flavondides presentes. Deve-se considerar,
ainda, que tanto a glicosilagdo como os possiveis efeitos sinergistas e/ou antagonistas entre

eles podem estar implicados nos resultados encontrados.



71

6. CONCLUSOES

Entre as frutas e polpas de frutas analisadas, camu-camu, cupuacu, coquinho azedo e
cagaita mostraram-se excelentes fontes de vitamina C, com contetudos similares ou
maiores aos das frutas tradicionalmente conhecidas como fontes desse nutriente na dieta.

Camu-camu, cambuci, uxi e tucuma e as polpas de cambuci, cagaita, coquinho azedo
e araca foram as amostras que apresentaram melhor capacidade antioxidante com
resultados semelhantes aos de frutas ricas em antocianinas com alto potencial antioxidante
como o morango. Cambuci (fruta e polpa) foi a amostra que inibiu mais eficientemente o
descoramento do B-caroteno. A polpa de umbu e as frutas cupuacu, buriti, bacuri, graviola,
tamarindo, maracuja-doce, granadilla, carambola e abiu ndo se destacaram por sua
capacidade antioxidante.

Os principais flavondides encontrados nestas frutas foram quercetina em camu-
camu, araca e cagaita, catequina em tucuma e catequina e epicatequina em carambola. As
antocianinas foram detectadas apenas em camu-camu. Os derivados de acidos
hidroxicindmicos também foram identificados, sendo em mana-cubiu o contelido mais
elevado, porém estes compostos ndo apresentaram atividade inibitéria de a-amilase ou
glicosidase. Teores elevados de acido elagico foram detectados em cambuci e camu-camu.
Os extratos capazes de inibir a a-amilase ndo necessariamente inibiram a a-glicosidase e
vice-versa.

Em suma, este trabalhou mostrou que as frutas nativas brasileiras também podem ser
consideradas boas fontes de compostos bioativos, apresentando, portanto, potenciais

efeitos benéficos sobre a saide humana e justificando a ampliacdo dos estudos.
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8. ANEXOS
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Figura A-1. Cromatograma obtido por andlise em CLAE da fracdo metandlica de

camu-camu (Myrciaria dubia Mc Vaugh) através da detecgdo a 270 nm.
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Figura A-2. Cromatograma obtido por anélise em CLAE da fracdo metandlica de

cambuci (Campomanesia phae Berg.) atraves da detec¢do a 270 nm.
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Figura A-3. Cromatograma obtido por andlise em CLAE da fragdo metandlica de

cagaita (Eugenia dysenterica D.C.) atravées da detecgdo a 270 nm.



