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RESUMO

LEMOS, A. R. Caracterizagdo Fisico-Quimica, Bioquimica e Avaliacdo da
Atividade Antioxidante em Gen6tipos de Urucueiros (Bixa Orellana L.).
Itapetinga — BA: UESB, 2008. 65p. (Dissertagdo — Mestrado em Engenharia de
Alimentos — Engenharia de Processos de Alimentos).*

O presente foi conduzido nos Laboratérios de Quimica Analitica e
Bioquimica, Fisiologia Animal ¢ Nutrigdo Animal da UESB, Campus de Itapetinga e
objetivou estabelecer a caracterizagdo fisico-quimica e bioquimica em cinco genotipos
de Bixa orellana, (Piave vermelha, Piave vermelha gigante, CPATU 0060, Bico de
Pato | e Peruana Paulista), bem como determinar a medida da atividade antioxidante
(AA) in vitro dos extratos etanolicos PA e hidroetanolicos (80:20, v.v'') etanol:agua.
Foi determinada a composi¢ao centesimal das amostras, incluindo as determinagdes de
umidade, extrato etéreo, carboidratos totais, proteina bruta, cinzas e fibra bruta. Os
extratos obtidos a partir dos solventes extratores foram determinados os fendis totais
(FT) utilizando o método de Folin-Ciocalteau ¢ a medida da AA empregando o
sistema B-caroteno/acido linoléico. Os resultados obtidos foram comparados com dois
antioxidantes sintéticos, butil-hidroxitolueno (BHT) e acido galico. Como aporte a
quantificacdo dos FT foi determinado os teores de antocianinas totais, flavonois totais,
taninos condensados (método da vanilina e método do butanol 4cido), onde os
resultados obtidos variaram respectivamente entre 0,1069 ¢ 0,3819 pg 100g™; 1,53 a
3,44 ng 100g™, 227,70 a 481,58 mg 100g™ e 176,63 a 232,58 mg 100g™. Os teores de
carotendides totais variaram entre 3,40 a 12,60 mg g. Os teores de FT dos genotipos
analisados apresentaram valores médios de 776,02 a 1498,48 mg GAE 100 g de
amostra e 297,08 a 450,97 mg GAE 100 g'(peso seco) para os extratos
hidroetanélicos e etanodlicos, respectivamente. A medida da AA para os extratos
hidroetanoélicos variou entre 48,31 % e 70,10 %. Valores inferiores foram obtidos para
AA dos extratos etanolicos (18,91 % a 35,26 %). Foi observado correlagdo linear entre
o conteudo de FT e AA para extratos hidroetandlicos (R = 0,8908) e extratos
etanolicos (R = 0,8690). Os resultados revelaram que o genoétipo CPATU 0060
apresentou teores expressivos de FT favorecendo a destacada AA. Considerando a
ampla aplicagdo do urucum na industria de alimentos e farmacéutica, os resultados
obtidos sugerem que os graos desse gendtipo possam ser considerados como uma
fonte potencial de antioxidante natural, devendo o seu consumo ser estimulado.

Palavras-chave: atividade antioxidante, compostos fenoélicos, sistema modelo f-
caroteno/acido linoléico, antioxidantes naturais, extragdo solido-liquido.

Orientador: Marcondes Viana da Silva, DSc., UESB e Co-orientador: Abel Rebougas
Sao José, DSc., UESB



ABSTRACT

LEMOS, A. R. Antioxidant Activity in Genotyps of Urucueiros (Bixa Orellana L.).
Itapetinga — BA: UESB, 2008. 65p. (Dissertation — Master Degree in Food
Engineering — Food Process Engineering).*

The aim of this study was conducted in the laboratories of Analytical Chemistry and
Biochemistry, Animal Physiology and Animal Nutrition of UESB, Campus Itapetinga
to establish the physical-chemistry and biochemical characterization of five genotypes
of Bixa orellana, (Piave vermelha, Piave vermelha gigante, CPATU 0060, Bico de
Pato I, and Peruana Paulista), as well as to determine the measurement of the
antioxidant activity (AA) in vitro of the ethanolics PA and hydroetanolics (80:20, v.v’
") ethanol-water extracts. The centesimal composition of the samples was determined,
including moisture determinations, ethereal extract, total carbohydrates, crude protein,
ashes and crude fiber. The total phenols were determined from the extracts obtained
using the Folin-Ciocalteau (FT) method, and the antioxidant activity (AA) using the
system B-carotene/linoleic acid method. The results obtained were compared with two
synthetic antioxidants, butil-hidroxitolueno (BHT) and gallic acid. As a contribution to
the quantification of FT, the amounts of total anthocyanins, total flavonois, and
condensed tannins (vanillin method and butanol acid method) were established. The
results obtained varied respectively between 0.1069 and 0.3819 pg 100g™; 1.53 to
3.44 ug 100g™, 227.70 to 481.58 mg 100g”, and 176.63 to 232.58 mg 100g". The
amounts of total carotenoids varied among 3.40 to 12.60 mg g”'. The amount of FT of
the analyzed genotypes presented medium values from 776.02 to 1498.48 mg GAE
100 g in the sample and 297.08 to 450.97 mg GAE 100 g’'(dry weight) for the
extracts hydroethanolics and ethanolics, respectively. The measure of AA for the
extracts hydroethanolics varied between 48.31% and 70.10%. Lower values were
obtained for AA from the extracts ethanolics (18.91 % to 35.26%). Lineal correlation
was observed between the amount of FT and AA for hydroethanolic extracts (R =
0.8908) and ethanolic extracts (R = 0.8690). The results revealed that the genotype
CPATU 0060 presented expressive amount of FT favoring outstanding AA.
Considering the wide application of the urucum by food and pharmaceutical
industries, the obtained results suggest that the grains of that genotype can be
considered as a potential source of natural antioxidant, and therefore its consumption
should be stimulated.

Key-words: phenolics compounds, antioxidant activity, system model J-
caroteno/linoleic acid natural antioxidants.

* Advisor: Marcondes Viana da Silva, DSc., UESB e Co-advisor: Abel Rebougas Sao
José, DSc., UESB
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INTRODUCAO

A Bixa orellana L. (urucum) é uma importante fonte de matéria-prima
empregada na industria brasileira de alimentos, especialmente na produgdo de
embutidos, massas, queijos, sorvetes e confeitarias, dentre outras, correspondendo a
aproximadamente 90 % do mercado de corantes. Em nivel mundial, representa cerca
de 70 % do mercado de corantes naturais empregados na industria de alimentos (IA).
Apesar da sua utilizagdo ha muitos séculos como corante pelos indios, seu uso
comercial ¢ algo recente e vem aumentando cada vez mais em fun¢do das exigéncias
do mercado por produtos mais “saudaveis” uma vez que a legislacdo proibe o uso de
determinados corantes artificiais em alimentos e cosméticos (SAO JOSE, 2006).

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de urucum e seus corantes nas formas
lipossoluveis/ hidrossoluveis podem chegar a substituir totalmente o beta caroteno
sintético na inddstria de massas e na aplicagdo em margarinas, gerando uma maior
necessidade de sementes de qualidade. A tendéncia do mercado relativo aos produtos
do urucum para o ano de 2008 aponta uma expectativa de intensa procura por parte
das empresas processadoras, em contrapartida, uma melhor oferta de sementes em
todas as regides produtoras do pais (CRISTIAN HANSEN, 2007).

Segundo BOBBIO ¢ BOBBIO (2001), a exploragdo de corantes provenientes
de fontes naturais assume destaque na IA porque a cor desperta o interesse do
consumidor, desempenhando papel mercadolégico. A manutencdo da cor natural em
alimentos pode ser fortemente influenciada pelo processamento, resultando
freqliientemente na degradagdo de pigmentos, exigindo a adi¢cdo de corantes naturais
ou artificiais. Os extratos de urucum, além de proporcionarem cor, um dos mais
importantes atributos na aceitagdo e escolha de um produto alimenticio, podem
apresentar propriedades antioxidantes benéficas a satide humana.

Os alimentos sofrem inumeras mudangas durante o processamento,
embalagem e distribuigdo. A lipoperoxidagdo ¢ uma das maiores causas de danos
quimicos, resultando em rancificagdo e deterioragdo da qualidade nutricional,
mudanga nos padrdes de qualidade como estabilidade da cor, odor, sabor (off-flavour)
e textura, sendo reconhecida como um dos principais fatores limitantes da vida util dos
produtos alimenticios e levando a formagdo de compostos potencialmente toxicos ao
ser humano (GRAY, 1996).

O emprego de agentes antioxidantes visando prevenir a deterioracdo oxidativa
de produtos alimenticios é um procedimento rotineiro na tecnologia de alimentos. A

Resolugdo da Diretoria Colegiada - RDC n°. 23, de 15 de fevereiro de 2005, relaciona



um total de onze aditivos permitidos, utilizados em alimentos gordurosos,
classificados como antioxidantes (ANVISA, 2006).

Séo varios os antioxidantes sintéticos utilizados na IA, a exemplo do butil
hidroxi tolueno (BHT), propil galato (PG) e butilhidroquinona (TBHQ), com o
objetivo de estender a vida util do produto final ¢ minimizar perdas nutricionais
através da inibicdo da oxidagdo do substrato. N&do obstante, inumeras sdo as
preocupacdes quanto ao potencial toxico e mutagénico destas substancias (NAMIKI,
1990). A partir da década de 80, as pesquisas com antioxidantes naturais vem sendo
amplamente divulgadas buscando seu emprego em produtos alimenticios e de uso
farmacéutico, tendo como alvo a substitui¢ao de antioxidantes sintéticos, os quais tém
uso limitado, considerando o potencial carcinogénico, dentre outras patologias
(ZHENG e WANG, 2001; MELO ¢ GUERRA, 2002). Assim sendo, ¢ crescente a
investigacdo de fitomoléculas antioxidantes de fontes naturais, quer isoladas ou
associadas a outros antioxidantes conferindo efeito sinergistico, de modo a inibir ou
retardar a lipoperoxidag@o em alimentos (SHAHIDI et al., 2007).

Os compostos fenodlicos de fontes vegetais tém sido amplamente pesquisados
como fonte de antioxidantes naturais. Estdo presentes em varias partes da planta:
frutos, folhas, sementes e raizes (RICE-EWANS, MILLER ¢ PAGANGA, 1997). Os
fitoquimicos antioxidantes mais abundantes incluem os flavonodides (NIJVELDT,
2001), tocoferois, derivados do acido cinamico e acidos orgéanicos polifuncionais
(MOREIRA e MANCINI FILHO, 2003).

Os processos de separagdo e isolamento dos compostos fendlicos de suas
matrizes sdo muito complexos, razdo pela quais muitos destes ndo sdo produzidos em
grande escala (CHIANG et al., 2001; MURGA et al., 2002). Varios sdo os trabalhos
buscando melhor método de extragdo e solvente utilizado para se quantificar os
compostos fenolicos, bem como tecnologia para se verificar a capacidade antioxidante
dessas substancias. A literatura diverge quanto ao melhor solvente empregado para
extracdo, utilizando métodos convencionais como Soxhlet (NGUYENLE et al., 1995),
ultra-som, agitacdo mecanica com barra magnética (WANG ¢ MURPHY, 1994) ¢
extragdo supercritica (ARAUJO, 2007). A solugdo metandlica (80 %, v.v"') apresenta-
se como o melhor solvente para extracdo destas fitomoléculas (SETCHELL et al.,
1987; BARNES et al., 1994).

Segundo FRANCO (2007), em 2006 o Brasil produziu cerca de 13000 t/ano
de sementes de urucum e deste montante, o Nordeste contribuiu com 47,88 % dessa
produgdo (6.225 t). Considerando ampla aplicagdo do urucum na IA, numerosas
evidéncias sobre as destacadas atividades bioldgicas dos compostos fenolicos, bem

como a escassez de estudos relativos aos fendlicos nos gréos desta especiaria com
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potencial antioxidante na peroxidag@o lipidica, o presente estudo teve como objetivo
caracterizar fisica e bioquimicamente os cinco gendtipos de Bixa orellana (Piave
vermelha, Piave vermelha gigante, CPATU 0060, Bico de Pato | e Peruana Paulista) e
avaliar a atividade antioxidante dos seus extratos obtidos a partir dos solventes: etanol PA
(pureza analitica) e solu¢do hidroetanolica (80:20, v.v'l) etanol:agua utilizando o sistema

B-caroteno/acido linoléico.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. URUCUM (Bixa orellana L.)

O urucum € o fruto do urucuzeiro, arvore da familia Bixaceas (Bixa orellana),
nativa da América tropical, encontrada no ecossistema florestal do tropico imido
brasileiro. E uma planta de desenvolvimento rapido, que chega a atingir 6 metros de
altura, com um potencial de produgdo de 40 a 50 anos.

Segundo COSTA (2007), o cultivo desta espécie tém se estendido bastante
para as areas tropicais, uma vez que ¢ pouco exigente quanto ao tipo de solo. As
necessidades atuais da industria brasileira revelam que o Brasil ¢ o maior produtor e
consumidor mundial de urucum, cujo volume atual ¢ estimado em 9.000 toneladas
anuais (CRISTIAN HANSEN, 2007). No estado da Bahia, a area plantada e a
producdo de urucum em 2006 foram de 1500 hectares e 1800 t, respectivamente
(FRANCO, 2007).

No mercado brasileiro de sementes de B. orellana, cerca de 60 % sdo
canalizadas a produgdo de colorifico, 25 % para exportagdo in natura e 15 % para
fabricagdo de corantes. Segundo CARVALHO (1999), no ano de 1999 o Brasil
forneceu cerca de 40 % da produgdo mundial de sementes, exportando principalmente
para Estados Unidos, Inglaterra, Franga e Japao.

A Bixa orellana L. apresenta uma grande variabilidade, desde arvores com
caules verdes, flores brancas e frutos amarelos ou verdes, até arvores com caules
vermelhos, flores rosas e frutos de cor purpura. Levando em consideragdo essas
caracteristicas, as variedades sdo agrupadas conforme a forma e cor dos frutos, a
quantidade de cerdas e o contetdo de bixina. Dessa forma, existem variedades com
frutos esféricos, frutos amarelos, alaranjados, verdes, com muitos pélos ou glabras
(SOLARZANO, 1991).

Dentre os diversos genotipos conhecidos, a variedade Bico de pato foi a
primeira a ser introduzida na Bahia e a Peruana paulista, desenvolvida pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA) ¢ a mais produzida no Brasil,
apresentando a maior quantidade de bixina (FRANCO, 2002). O genétipo Piave ¢
reconhecida como a de melhor atributo fun¢do da produgdo de corante e rendimento,
sendo a mais usada pelas industrias de corantes liquidos.

Segundo OLIVEIRA (2005), de acordo com as sementes, apresenta: 40 a 45
% de celulose; 3,5 a 5,5 % de agucares; 0,3 % a 0,9 % de 6leo essencial; 3 % de dleo
fixo; 1,0 % a 4,5 % de pigmento; 13 % a 16 % de proteina como também alfa e beta

caroteno além de taninos e saponinas. Apresenta ainda 17,5 % de lipideos na forma de
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acido linolénico, a linoléico e oléico. Possui ainda 10,6 % de aminoacidos, seis dos
oito aminoacidos essenciais contemplados no padrdo recomendado pela Organizagdo
Mundial de Saide (OMS). As cinzas (5,4 %) apresentaram alto contetido de fosforo,
ferro e zinco, com reduzido teor de calcio. Além da bixina e norbixina, outros
carotenos sdo encontrados em menores quantidades no arilo da semente do urucum,
estando isobixina, beta caroteno, criptoxantina, luteina, zeaxantina ¢ a orellina, dentre
outros (OLIVEIRA, 2005).

HABORNE 1994 relatou o isolamento dos flavondides 7-glicosil-apigenina,
7-bissulfato-apigenina, 7-glicosil luteolina, 7-bissulfato luteolina em sementes de
urucum. Ensaios com flavonodides tém sido realizados demonstrando diversas
atividades bioldgicas e influéncia entre o consumo de alimentos ricos em flavonoides
e doencas cardiacas (LESLIE et al., 1989; SAMMAN et al., 1998). Pesquisas tém sido
feitas empregando extratos de plantas contendo flavonoides e utilizando modelos em
animais que foram induzidas doencgas vasculares (RAJENDRAN et al., 1997).

Muitas informagdes referentes & composi¢ao quimica da semente de urucum
sdo encontradas na literatura. Contudo, talvez pelas diferentes procedéncias das
plantas, métodos analiticos empregados, ou ainda devido a propria instabilidade
apresentada por alguns de seus componentes, 0s percentuais variam
consideravelmente.

Além da sua utilizagdo como condimento culindrio, vulgarmente conhecido
como colorau, o urucum ¢ usado na produgdo de alguns derivados do leite (margarina,
manteiga, queijo tipo prato e light, sorvete tradicional e light), produtos carneos
(salsicha, hamburguer e salame), produtos de panificagdo, doces e cereais, dentre
outros. Na industria farmacéutica ¢ utilizado no fabrico de medicamentos antifebris e
antigripais, queimadura, clareamento dental, tosse e asma. Nos cosméticos, pode ter
aplicag@o na produgdo de shampoos, condicionadores, esmaltes, bronzeadores, artigos
de maquiagem, tintura para cabelos, perfumes, dentre outros (FRANCO, 2002).

Existem alguns estudos que avaliaram as propriedades antioxidantes da
bixina, como seqiiestradora de oxigé€nio singlete (DI MASCIO et al., 1989) enquanto
que KIOKIAS e GORDON (2003) relataram o efeito da adi¢do de bixina ou norbixina
na oxidacao térmica de oleo.

Entretanto, s@o escassos os trabalhos sobre compostos fenodlicos e sua
atividade anti-antioxidante em extratos de urucum. SILVA e TAKEMURA (2006),
determinaram a medida da atividade antioxidante de alguns extratos hidroetanolicos,
dentre eles da B. orellana. CARDARELLI e MERCADANTE (2006), determinaram

propriedades antioxidantes de extratos de urucum a partir de diferentes solventes.
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1.2. OXIDACAO LIPIDICA

A oxidagdo lipidica ¢ uma das mais importantes reagdes quimicas
responsaveis pela deterioragdo da qualidade dos alimentos, estando relacionada com o
desenvolvimento de sabores e odores indesejaveis, causadas por complexas reacdes de
oxidag¢do, hidrolise, polimerizagdo, pirdlise, dentre outras, sofridas pelos acidos graxos
insaturados, resultando na formacdo de compostos poliméricos potencialmente
toxicos, improprios para o consumo. Compromete ainda, a biodisponibilidade de
vitaminas, proteinas e pigmento, reduzindo o valor nutricional dos alimentos (ADDIS,
1986; TAWFIK e HUYGHEBAERT, 1997).

A maioria dos substratos organicos ¢ facilmente susceptivel a oxidacdo pelo
oxigénio molecular (O,). Entretanto, particular atencdo tem sido dada aos lipideos
considerando os danos resultantes dos produtos de sua oxidagdo para as membranas
celulares, vitaminas, hormdnios, dentre outras, indispensaveis para a homeostase
celular (HUANG et al, 2002; GINSBURG et al., 2001).

Os lipidios insaturados sdo biomoléculas facilmente susceptiveis a formagao
de radicais livres (RL), neste processo estdo envolvidos principalmente derivados de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio, quimicamente sdo definidas como
atomos ou moléculas que cont€ém um ou mais elétrons nio pareados, caracterizando-se
por apresentar alta reatividade quimica. Sao geradas no corpo humano, por sistemas
endogenos expostos a diferentes condigdes fisico-quimicas ou estados patologicos,
sendo, portanto espécies quimicas iniciadoras da peroxida¢do lipidica
(DEVASAGAYAM et al., 2004).

O interesse por RL tém se intensificado nos ultimos anos, os quais sdo
apontados como substancias provocadoras de diversas patologias estando implicado
em alteragdes funcionais dos lipidios, proteinas e DNA (BAGCHI et al., 2000). Deste
modo, estudos sobre os sistemas de oxido-redugdo, envolvendo a peroxidacao lipidica,
espécies oxidantes, toxinas ambientais, xenobidticos, mediadas por RL e a relagdo
desses sistemas com eventos patoldgicos pode estd envolvido na etiologia de
enfermidades, tais como: artrites reumatdide (NARENDHIRAKANNAN et al., 2005),
aterosclerose (SPITELLER, 2005), envelhecimento (HARMAN, 1993), isquemia de
orgdos (CANNON, 2005), disfungdes  gastrintestinais (THOMAS e
BALASUBRAMANIAN, 2004), carginogenéses (BARTSCH e NAIR, 2004), AIDS
(RABAUD et al., 1997), doenga de Alzheimer (ZHU, 2004) e¢ mal de Parkinson
(BEAL, 2003).

Os mecanismos reacionais da oxidacao lipidica dependem de diversos fatores

que controlam a estabilidade lipidica, podendo ser influenciados pela estrutura
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quimica do lipidio, o nimero e a natureza das insaturagdes, fatores ambientais
(exposicdo a luz, O,, temperatura), ions metalicos (cobre e ferro), atividade de agua,
reacOes ionizantes, presenca de enzimas (metaloproteinas e lipoxigenases) e
pigmentos (KANNER ¢ ROSENTHAL, 1992; ST ANGELO, 1996). Além disto, a
oxidagdo lipidica também ¢ influenciada pelas condigdes de processamento, a
exemplo de trituracdo, torrefacdo, moagem, entre outros, favorecendo a ag@do
enzimatica provocada pela ruptura dos compartimentos celulares (HASENHUETTL e
WAN, 1992).

KANNER ¢ ROSENTHAL (1992), propuseram o mecanismo da autoxidagio
lipidica como sendo uma reagdo em cadeia dos RL, em trés estagios, conforme

esquema simplificado ilustrado na Figura 1.

INICIACAO  RH - R'+H
R+ 0, — ROO’
i~ ROO°+RH — ROOH+R’
PROPAGAGAO L RO+ OH"
<~ R+R° - R-R
TERMINAGAO . s R;-CO-R,+R,- CHOH - R, + O,

Figura 1. Mecanismo Simplificado da Autoxida¢do Lipidica. Sendo: RH = &cido
graxo insaturado; R® = radical livre; ROO® = radical peroxil ¢ ROOH =
hidroperoxido.

A abstracdo do atomo de hidrogénio do grupo metilénico do acido graxo
insaturado pelo O, na presenga de catalisadores, caracteriza a reag@o de iniciagdo com
a formagdo progressiva de RL. Na segunda etapa oxidativa, ocorre a inser¢do do O,
aos RL, atuando como propagadores da reacdo, resultando em um processo
autocatalitico, sendo transformados nos correspondentes perédxidos, identificados
como produtos primarios da oxidagdo lipidica. Finalmente, os peroxidos resultantes
sdo decompostos em intermedidrios de sua decomposi¢do em alcoois, aldeidos,
cetonas, hidrocarbonetos e acidos (GIROTTI, 1998; GERMAN, 1999).

Diferentemente da autoxidacdo, a fotoxidacdo ndo envolve a participacao de
RL, sendo um mecanismo com adigdo direta do oxigénio em seu estado singlete (‘O,),
na formagdo de peroxidos altamente reativos. Embora os processos possam ocorrer
simultaneamente, o mecanismo de fotoxidagdo consiste primariamente na conversao
do O, no estado fundamental triplete para o estado excitado singlete, como pode ser
observado na seqiiéncia de reagdes apresentadas na Figura 2. Estas reagdes acontecem
na presenca de fotossensores como, clorofila, riboflavina e mioglobina, absorvendo
energia eletromagnética da regido de visivel e ultravioleta proximo.

Subsequentemente, o fotossensor transfere o excesso de energia para o O,, sendo
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. 1 . .~ , . .
convertido para O,; podendo reagir por adicdo com os acidos graxos insaturados
formando peréxidos com conseqiiente alteragdo na posicdo da dupla ligacdo e
posterior decomposicdo, originando aldeidos, alcoois, hidrocarbonetos, entre outras,

conforme representado na Figura 2 (ARAUJO, 1999; MACHADO, 2000).

ESTADO ORBITAIS 1T ENERGIA
(kcal/mol)

Oxigénio triplete >0, (lZg') T 7
Oxigénio singlete 'O, ('Z,") T4 37,5
Oxigénio singlete 'O, ('Ap) T 22,5

Figura 2. Distribui¢do Eletronica nos Orbitais Moleculares (n*) do Oxigénio no
Estado Fundamental Triplete e no Estado Excitado Singlete.

Conforme pode ser observado na Figura 3, o oxigé€nio no estado singlete
excitado pode apresentar-se em duas formas 12g+ e 1Ag, portanto, superiores ao estado
fundamental triplete. A primeira forma de oxigénio tem vida média menor do que a
segunda e decai rapidamente para o estado lAg. Considerando estas caracteristicas
apresentadas, a tnica forma de 'O, que apresenta interesse em sistemas bioldgicos é a
forma 'A, denotada por 'O,. Sendo assim, serdo importantes alvos biolégicos para
oxidacdo de moléculas como 4cidos graxos insaturados, proteinas e DNA

(SZPRINGER et al., 2004).

s o s
S'+’0, - ‘0, +'S
'0," +RH — ROOH

Figura 3. Esquema Simplificado da Oxidagdo Lipidica por Fotoxidagio. 'S = Sensor
no estado singlete; °S” = sensor no estado triplete; >0, = oxigénio molecular
no estado fundamental triplete; 'S* = Sensor no estado singlete excitado;
RH = 4cido graxo insaturado; ROOH = peroxido.

1.2.1. Efeitos Oxidativos do Metabolismo Celular

A energia requerida para manutencdo da atividade celular ¢ dependente da
oxidag¢do das biomoléculas. Nesta etapa sdo produzidos RL, como hidroxil (OH") e
anion superoxido (O,7), bem como peroxido de hidrogénio (H,0,), reconhecidas como
ERO. Destacando-se pela grande reatividade, provocam a lipoperoxidacdo celular bem
como a oxidagdo de proteinas ¢ do DNA (HAMID et al., 2002).

As ERO sdo resultantes da redugdo do O, até a 4gua, ao nivel mitocondria pela
inser¢do de quatro elétrons a molécula de oxigénio, conforme a equagdo 1, ilustrada
abaixo (ROVER JUNIOR et al., 2001).

0, —» 0,”"— H,0, - OH"— H,0 (Eq.1)
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Considerando os danos celulares causados pela formacdo das ERO estdo
disponiveis sistemas de defesa antioxidante atenuadores destas espécies nos
organismos vivos de modo a garantir a homeostase celular. As defesas antioxidantes
enzimaticas incluem a atividade da superdoxido dismutase (SOD), catalase (Cat),
glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e glutationa S-transferase
(GST). Para minimizar os efeitos toxicos dos RL formados, é necessario um adequado
equilibrio das enzimas antioxidantes supracitadas (SIES, 1993 ¢ BONNEFOY et al.,
2002). Os radicais superoxido (O,7) se dismutam por agdo da atividade da SOD,
produzindo H,O, ¢ O, como mostra a equagdo 2:

20,7 + 2H" SOD 2H,0, + O, (Eq 2)
—_—

A dismuta¢do ¢ uma reagdo onde duas moléculas idénticas sdo transformadas
em compostos diferentes. No caso da SOD, um ion superdxido oxida o outro, gerando
0, e H,;O,. A enzima SOD ¢ decisiva quanto a protecdo contra a toxicidade pelo
oxigénio e seus radicais. Estdo invariavelmente presentes nos organismos aerobios e
ausentes nos anaerobios obrigatérios (OLIVEIRA, 2008).

A enzima catalase tem como funcdo principal dismutar o H,O, formando agua
e O, (FRIDOVICH, 1998). Na reagdo da Cat, que inativa o H,0O,, uma das suas
moléculas é oxidada a O, ¢ a segunda ¢ reduzida a agua, mostrada na equagao 3.

21‘12024r Cat 2H,0 + O, (Eq 3)

A GPx, por sua vez, reduz o H,O, peroxidos alifaticos e os aromaticos a agua
e seu correspondente alcool inerte, em uma reagdo que necessita da presenga da
glutationa reduzida (GSH) como fonte de equivalentes redutores, conforme esta
apresentada na equagdo 4.

O resumo da detoxificagdo enzimatica realizado pela SOD, Cat, GPx ¢ GR

esta esquematizado na Figura 4.
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- asse
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Seqiiéncia da reagdo de Fenton

O, +Fe®* —— 0, + Fe?* Peroxidacao de lipidios

Hzoﬁ + Fe?t Fe¥ 4+ OH™ + OH* Danos a proleinas

Danos ao DNA
Reacgédo de Haber-Weiss

H,0, + 0; — 0, + OH™ + OH*

Lesao celular

Figura 4. Detoxificagdo Enzimatica realizada por SOD, Cat e GPx (Adaptado de
SALVADOR e HENRIQUES, 2004).

1.2.2. Antioxidantes

Antioxidantes s@o substancias que atuam em baixas concentragdes em
substratos oxidaveis inibindo ou retardando significativamente a lipoperoxidacdo
(HALLIWELL, 1995). Estas moléculas sdo agrupadas de acordo seu mecanismo de
acdo: antioxidantes primarios e sinergisticos (SUHAJ, 2006). Os primarios atuam
retardando ou inibindo a inicia¢do, podendo ainda interromper a propagagdo em
cadeia dos radicais. Na classe dos antioxidantes sinergisticos estdo incluidos os
agentes queladores de metais, de oxigénio singlete e atenuadores dos perdxidos,
podendo deste modo, atuarem por diversos mecanismos reacionais, reduzindo radicais
fenoxil quando associado ao acido ascorbico ou palmitato de ascorbila. Enquanto os
removedores de oxigénio sao oxidados pela remog¢ao do oxigénio livre e finalmente os
agentes complexantes atuam seqiiestrando ions metalicos, essenciais para as reacgdes
iniciais da autoxidag¢do, neste grupo sao utilizados o 4acido citrico, o acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e os derivados do acido fosforico (FENNEMA,
2000).

18



A equagdo 5 ilustra o mecanismo reacional através da transferéncia de um
atomo de hidrogénio ao radical peroxil, sendo o radical resultante do antioxidante
estabilizado por ressonancia e sdo relativamente inativos e, portanto incapazes de

iniciar ou propagar rea¢des oxidativas.

3 0
R N R LOU R\{/lx R R R R /J.L
7 T
e ~ R Sy Y
T ) ) T
R

Equacéo 5. A¢do dos Antioxidantes Nao-enzimaticos: transferéncia de um atomo de
hidrogénio para o radical peroxil e a formagdo de um radical fenoxill

estavel.

1.3. COMPOSTOS BIOATIVOS

Segundo GARCIA et al. (1994), mais de 365 mil espécies de plantas ja foram
catalogadas em todo o mundo. Destas, apenas 1.100 espécies foram exploradas em
termos de identificacdo de compostos bioativos e conseqiiente propriedades
medicinais. Ainda, segundo os mesmos autores, estimativas da OMS, apontam que
mais de 25 mil espécies de plantas sdo conhecidas no mundo e delas sdo extraidos
remédios fitoterapicos. Um percentual de 40 % de todos os medicamentos existentes
no mercado mundial é proveniente de fontes bioldgicas e deste, 60 % sdo obtidos de
plantas (OLIVEIRA, 2005).

A presenga de compostos bioativos em plantas tém sido potencialmente
explorada nos ultimos anos, devido a crescente popularidade dos medicamentos
fitoterapicos (DINIZ, 2007). S&o compostos que normalmente ndo estdo envolvidos
nas fun¢des vitais das plantas, com caracteristicas quimicas bastante diversas e as
vezes bem complexas. Ao contrario das substincias do metabolismo primario, que
fazem parte da atividade celular de praticamente todos os seres vivos, no metabolismo
secundario sdo encontradas apenas em grupos restritos de plantas.

A busca por plantas como fontes de compostos bioativos, que sdo
reconhecidos por suas propriedades benéficas a satide humana tem sido alvo de muitos
cientistas em todo mundo (STRINGHETA, 2004). Os carotenoides estdo na lista dos

compostos bioativos considerados funcionais, alimentos estes, capazes de prevenir
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doengas. De acordo com RODRIGUEZ-AMAYA (1999) e FONTANA (2000), os
carotendides mais comumente encontrados nos alimentos vegetais sdo o beta-caroteno
(cenoura), licopeno (tomate), varias xantofilas (zeaxantina, luteina e outras estruturas
oxigenadas do milho, da manga, do mamao e da gema de ovo) e a bixina (obtido do
urucum).

Outro grupo de compostos bioativos bastante pesquisados atualmente sdo os
compostos fendlicos. Estudos permitem afirmar que a atividade antioxidante de
vegetais se deve principalmente a presenca dessas substincias, devido as suas
propriedades de oxido-redugdo, podendo desempenhar importante papel na absorc¢do e
neutralizacdo de RL.

Estudos epidemioldgicos, alguns flavonoides (metabodlitos secundarios
agrupado na classe dos fenolicos), apresentam-se relacionados a prevengao de doengas
provocadas pelo envelhecimento, que pode ser justificado devido a sua agdo
antioxidante. Segundo KOO e SUHAILA (2001), os flavonoides agem prevenindo o
consumo de vitamina C, evitando que RL se formem pelo oxigénio, que ¢
supostamente a causa para o desenvolvimento de cancer e doengas coronarias. Os RL
podem atacar biomoléculas; especialmente lipidios, proteinas ou DNA, podendo ser
preservados pela acdo dos antioxidantes (BIRCH et al., 2001; BRENNA e
PAGLIARINI, 2001; SELLAPAN, AKOH ¢ KREWER, 2002; ZHENG ¢ WANG,
2001).

1.3.1. A Multifuncionalidade dos Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios com importantes fungdes
fisioldgicas e morfoldgicas, amplamente distribuidos no reino vegetal (HARBORNE,
1994). Atualmente sdo conhecidos mais de 8.000 destas fitomoléculas, integrando um
grande grupo de compostos bioativos que vdo desde moléculas fendlicas simples a
estruturas poliméricas com massa molar.

A maioria dos compostos fendlicos naturais encontra-se conjugados com
mono ¢ polissacarideos bem como a outros grupos funcionais tais como, ésteres e
metil ésteres (WATERMAN e MOLE, 1994).

Segundo HARBONE (1994), os compostos fenodlicos podem ser classificados
em dois grandes grupos: os fenodis simples, apresentando Unico anel aromatico,
contendo uma ou mais hidroxilas substituintes e os polifendis, que sdo constituidos de
duas ou mais unidades monoméricas, fenolicas, até compostos poliméricos. Em

funcdo da heterogeneidade estrutural dos compostos fenolicos, uma outra classificagdo
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foi proposta, baseada na cadeia carbonica principal que constitui o composto

polifenodlico, conforme ilustrado na Tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo dos Compostos Fendlicos de acordo com a Cadeia Principal.

ESTRUTURA CLASSE

Cs Fenois

Cs-C,4 Acidos Hidrocibenzoicos

Ce-C, Acidos hidroxicindmicos, cumarinas e cromanas

Cs-C; Acetofenonas e acidos fenilacéticos

Cs-Cy Naftoquinonas

Cs-C1-Cs Benzofenonas e Xantonas

Cs-Cy-Cs Estilbenos e antraquinonas

C6-C5-Cs Flavonoéides: flavondis, antocianinas, chalconas, flavonais,
flavonas e isoflavonas

(C6-C5-Cq), Biflavonoides

(Ce-Cy)n Taninos hidrolisaveis

(Ce-C35-Cg)n Taninos condensados ou proantocianidinas

Cs — Anel benzénico

Alternativamente, estas moléculas podem ser classificadas com base na massa
molar: baixa, média e alta, segundo ESCARPA e GONZALES (2001). Assim sendo, ¢
apresentada na Tabela 2, a classificagdo dos compostos polifendlicos de acordo com

as massas molares.

Tabela 2. Classificagdo dos Compostos Fendlicos de acordo com a Massa Molar

MASSA MOLAR CADEIA PRINCIPAL CLASSE
Cs-C4 Acidos hidroxibenzoicos
Baixa Ce-Cs Acidos hidroxicindminos
Média Cs-C5-C Flavonodides
(Ce-Cn Taninos hidrolisaveis
Alta (C6-C3-Co)n Taninos condensados

Os fenois e acidos hidroxibenzoicos sdo estruturalmente representados pelas
cadeias principais Cs ¢ C¢-C,, respectivamente. Desempenham fungdes metabdlicas
vitais durante a germinacdo e crescimento dos vegetais. O acido galico é o mais
comum entre os acidos hidroxibenzoicos, ocorrendo tanto na forma livre quanto na
forma polifendlica. Os 4cidos elagico e gélico, também ocorrem como estrutura
monomérica dos taninos hidrolizaveis (ESCARPA e GONZALES, 2001;
HARBORNE 1994). Na Figura 5, sdo apresentadas as estruturas quimicas dos acidos

hidroxibenzoicos mais freqlientemente encontrados nos vegetais.
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Figura 5. Estruturas Quimicas dos Acidos Galico (I) e Elagico (II) de Ocorréncia

Natural em Vegetais.

Os derivados dos fenilpropandides apresentam uma estrutura basica conforme
ilustrada na Figura 6. Nesta classe, os acidos coumadrico, cafeico, ferulico e sinapico
s80 os mais comuns, podendo ser encontrados livres ou associados a outros compostos

(ESCARPA e GONZALES 2001; HARBORNE 1994).

CH=CH-COOH

R1 R2
OH

Figura 6. Estrutura Quimica Basica representativa para o Acido Coumdrico. R, = OH

e R, = H para o Acido Caféico.

Os flavonoides sdo compostos fendlicos com 15 atomos de carbono e que se
encontram distribuidos no reino vegetal em mais de 2.000 espécies nas mais diversas
familias. Desempenham importante papel na fisiologia vegetal, uma vez que atua na
protec@o contra agentes oxidantes, tais como, raio ultravioleta e controlam os niveis

das auxinas reguladoras do crescimento e diferenciagdo dos vegetais (SALISBURY e

ROSS, 1992).
ANTOCIANINAS CATEQUINAS ELAVONOIS
‘ o S e
=
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Figura 7. Estrutura Quimica Basica representativa dos Flavonodides e Isoflavonas
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Considerando a diversidade estrutural dos compostos fenolicos, varios
procedimentos analiticos tém sido estabelecidos para avaliar a capacidade antioxidante
de diferentes matizes. Alguns deles determinam a habilidade dos antioxidantes em
seqiiestrar RL gerados no meio da reagdo, outros avaliam a eficiéncia dos
antioxidantes em inibir a peroxidagdo lipidica por meio da quantificagdo dos produtos
da reagdo, como dienos conjugados ¢ hidroperoxidos, bem como dos produtos de
decomposicdo da peroxidacdo lipidica ou medindo a inibigcdo da oxidacdo do lipidio
do sistema pelo antioxidante a ser testado. Apesar da multiplicidade de métodos para
avaliar a atividade antioxidante, ndo existe um protocolo analitico universal
(FRANKEL e MEYER 2000; MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002). Assim sendo, faz-
se necessario avaliar a capacidade antioxidante por diferentes ensaios, com
mecanismo de a¢des diferentes.

De acordo com BORS et al. (1990), a habilidade antioxidante dos flavonoides
depende das propriedades redox de seus grupos hidroxifenolicos e da relagdo
estrutural entre as diferentes partes da estrutura quimica. Trés requisitos estruturais
que possivelmente sdo responsaveis pela atividade de neutraliza¢do de radicais livres

exercida por esta classe de compostos, sdo apresentados a seguir:

* presenca do grupo orto-dihidroxi ou grupo catecol no anel B, o que confere uma
maior estabilidade a forma radicalar, pois contribui para a dispersao dos elétrons;

* ligacdo dupla conjugada com a fungdo 4-oxo, aumentando a dispersdo eletronica a
partir do anel B;

* grupos hidroxilo nas posigdes 3 ¢ 5 com fungdo oxo, que promove a dispersdo

eletronica do grupo 4-oxo para estes dois substituintes.

As antocianinas fazem parte do grupo dos flavonodides que sdo compostos
fenolicos caracterizados pelo nucleo basico flavilio (cation 2-fenilbenzopirilio) que
consiste de dois anéis aromaticos unidos por uma unidade de trés carbonos e
condensada por um oxigénio. A molécula de antocianina ¢ constituida por duas ou trés
porgdes, uma aglicona (antocianidina), um grupo de agucares e, freqlientemente, um

grupo de acidos organicos (FRANCIS, 1989).
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Figura 8. Estrutura Basica de uma Molécula de Antocianina. Os grupos substituintes

R;" e Rs" podem ser H OH ou OCHj enquanto que R3 e Rs sdo agtlicares.

Na literatura, encontram-se diversos métodos utilizados para quantificar as
antocianinas em alimentos e todos tém como procedimento basico, a extracdo prévia
dessas substancias (REVILLA et al., 1998). O fato do cation flavilio ser estavel em
pH éacido levou a utilizagdo de solventes contendo acidos organicos na extragdo de
antocianinas de frutas e vegetais (MACHEIX et al., 1990). Em se tratando de sucos de
frutas e vegetais, a preparacdo das amostras € realizada pela dilui¢do em alcodis
acidificados, podendo posteriormente passar por uma filtracdo (FRANCIS, 1982). Nos
vegetais ¢ frutas frescas, sdo poucos os compostos que absorvem energia na regido de
absor¢ao maxima das antocianinas (465 a 550 nm), possibilitando a quantificagdo
destas substancias através de métodos espectrofotométricos simples em comprimentos
de onda adequados (WROLSTAD, 1976).

Outro grupo importante de flavonoides sao os flavondis, e que o diferencia
dos demais flavonoides é a presenca do grupo hidroxilico (na posi¢do 3) e do grupo
carbonilico (na posi¢do 4) no anel C. Os flavonois ocorrem em alimentos geralmente
como O-glicosideos, com mono, di ou trissacarideos ligados em sua maioria, na
posi¢do 3, e em alguns casos, na posi¢do 7. Os flavonois mais encontrados sdo a
quercetina, miricetina e kaempferol (MATSUBARA e¢ RODRIGUEZ-AMAYA,
2006).

Figura 9. Estrutura Quimica Basica de um Flavonol.
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Os taninos pertencem a uma outra parte dos compostos fenolicos, se
apresentando sob a forma de ésteres ou de heterosideos sendo, portanto, soliveis em
agua e em solventes orgédnicos polares, por serem altamente reativos quimicamente,
formando pontes de hidrogénio, intra e intermoleculares e facilmente oxidaveis tanto
por meio de enzimas vegetais especificas quanto por influéncia de metais, a exemplo
do cloreto férrico.

Os taninos sdo compostos fenodlicos de grande interesse econdmico e
ecoldgico, classificados em condensados e hidrolisaveis. Os taninos condensados ou
proantocianidinas s@o polimeros de flavondides, cujos monomeros sao ligados através
de uma ligagao carbono-carbono. Como metabolitos secundarios sdo responsaveis por
conferir um aspecto adstringente a algumas frutas e produtos vegetais, em
conseqiiéncia da precipitagdo de glucoproteinas salivares, ocasionando a perda do

poder lubrificante (MONTEIRO et al., 2005).
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Fonte: QUEIROZ et al. (2002).

Figura 11. Estrutura quimica representativa de um tanino hidrolizavel.

Segundo HELDT (1997), os taninos hidrolisaveis, consistem de ésteres de
acidos galico e elagicos glicolisados, formados a partir do chiquimato, onde o grupo
hidroxila do agucar sdo estereficados com os 4cidos fendlicos; e os condensados,
largamente encontrados no reino vegetal, sdo polimeros de flavan-3-ol e/ou flavan-

3,4-diol, produtos do metabolismo do fenilpropanol (MONTEIRO et al., 2005).
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Figura 11. Estrutura quimica representativa de um tanino hidrolizavel.

Os taninos vegetais t€m sido quantificados por diversos tipos de ensaios. Em
se tratando de taninos condensados, os métodos para determinagdo mais utilizados sao
o butanol-HCI e a vanilina. O método vanilina depende da reagdo da vanilina com os
taninos condensados para formagdo de complexos coloridos. A eficiéncia deste
método esta intimamente ligada ao solvente utilizado na extragdo, a concentragdo e
natureza do acido, tempo de reacdo, bem como da temperatura ¢ concentragdo da
vanilina. O método do butanol acido é referido como o melhor, devido sua alta

seletividade (HAGERMAN e BUTLER, 1989).

1.3.1.2. Dieta e Biodisponibilidade

Considerando a ampla distribuicdo dos compostos fenodlicos no reino vegetal,
bem como os seus efeitos benéficos a saude, estas fitomoléculas tém sido alvo de um
vasto campo de estudos nos ultimos anos. Até meados dos anos 90, as investigagdes
relativas aos antioxidantes eram concentradas nas vitaminas, carotenoides e minerais
(SCALBERT et al., 2005). Ensaios utilizando flavonoides e outros polifendis com
propriedades antioxidantes e seus efeitos na prevengdo de doengas ocorreu na
realidade apos 1995. A lenta evolugdo destas investigacdes pode esta relacionada com
a diversidade de estruturas quimicas destas moléculas nos alimentos (MANACH et
al., 2004). Além de apresentar atividades biologicas distintas mostradas em varios

estudos in vitro (KUNTZ et al., 1999; BREINHOLT e LARSEN 1998).
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De acordo com SCALBERT et al., (2005) os polifendis sdo os antioxidantes
comumente encontrados na dieta. Sua ingestio dietética sugerida é de lg dia”,
quantidade superior a todas as outras classes de antioxidantes da dieta. Assim sendo,
este valor correspondera a aproximadamente 10 vezes a ingestdo de vitamina C, e 100
vezes a ingestdo de vitamina E e carotendides. As principais fontes dietéticas sdo
frutas, chés, café, vinho tinto, especiarias, cereais, chocolate, dentre outras
(WILLTIAMSON e ANACH, 2005).

Estudos revelam evidéncias consistentes da contribuicdo dos polifendis na
prevengdo de doengas cardiovasculares, cancer e osteoporose e sugerem ainda fungdes
na prevengdo de doengas neurodegenerativas e diabetis (SCALBERT et al., 2005).
Entretanto, sdo limitadas as informagdes relativas as recomendagdes dietéticas para
uma populagdo ou para uma doenga especifica.

A Dbiodisponibilidade dessas fitomoléculas requer, provavelmente, eficaz
conversao dos glicosideos para as respectivas formas agliconas pelas B-glicosidases
intestinais microbianas. Posteriormente, sdo absorvidas pelos enterdcitos, ou
biotransformadas em metabolitos especificos pelas UDP-glucuroniltrasferases e
sulfotransferases da mucosa intestinal e do figado (HENDRICH, 2002).

A biodisponibilidade dos polifenois ¢ influenciada pelos constituintes da
matriz alimenticia em estudo. Interacdes entre polifendis com proteinas e
polissacarideos, podem ocorrer e, conseqiientemente, interferir na absorgéo. Efeitos da
fisiologia intestinal envolvendo pH, fermentagdo intestinal, excrecdo biliar, tempo de
transito intestinal, dentre outros, também sdo fatores relevantes na absor¢do dos
polifendis. Uma metodologia eficiente para avaliagdo da absorcdo e metabolismo
intestinal de polifendis envolve a perfusdo intestinal in Situ no intestino delgado de
cobaias. A utilizagdo dessa técnica permite a manipulagdo de parametros intestinais e
biliares, para avaliagdo da biodisponibilidade dos polifendis bem como de outros

compostos bioativos (SILBERBERG, 2006).
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1.3.1.3. Biossintese dos Compostos Fendlicos

ESCARPA e GONZALES (2001) demonstram duas rotas distintas para a

biossintese dos compostos fendlicos: biossintese a partir do acetato e biossintese pela

via do chiquimato. Produtos intermediarios destas rotas resultam em outros

metabolitos secundarios importantes como os flavondides, taninos, dentre outros. Na

Figura 12 estdo apresentadas as rotas biossintéticas simplificadas dos compostos

fenolicos.
ROTA DO ACETATO

Aminoéacidos

CH,

A

(0] SCoA
Acetil-CoA

l

CH,

CH,

A

(0] SCoA

Malonil-SCoA

|
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HO OH

Carboidratos

OH O Flavonoides

Fonte: ESCARPA e GONZALES (2001)

ROTA DO CHIQUIMATO

Ciclo de Calvin
COOH

HO OH

OH
Acido esquimico

HOOC\l CH, - CO - COOH

OH
Acido Profenico

Fenilpropanoides
OH

Chalcona

Figura 12. Rota biossintética simplificada dos compostos fendlicos.
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1.4. SUBSTITUICAO DOS ANTIOXIDANTES SINTETICOS PELOS
ANTIOXIDANTES NATURAIS

O interesse maior pelos antioxidantes naturais teve inicio na década de 80
diante da comprovacdo de efeitos maléficos causados por doses elevadas de BHT,
BHA ¢ T-BHQ sobre o peso do figado e consideravel aumento do reticulo
endoplasmatico, entre outras (DURAN e PADILLA, 1993). Diante disso, muitas
pesquisas comegaram a ser desenvolvidas na busca de métodos para identificacdo e
purificagdo de novos compostos com atividade antioxidante, provenientes de fontes
naturais, que pudessem atuar sozinhos ou sinergisticamente com outros aditivos, como
alternativa para prevenir a deteriora¢ao oxidativa de alimentos e limitar o uso dos
antioxidantes sintéticos. As pesquisas permitem afirmar que a propriedade
antioxidante das especiarias e de outros vegetais se deve, principalmente, a presenga
de compostos fendlicos. A maioria destes compostos, com exce¢do do tocoferol,
possui grupos funcionais ativos na posicdo 0rto enquanto que nos antioxidantes
sintéticos, com excecdo dos galatos, esses grupos encontram-se na posi¢do para, sem
que haja mudanca na agio (POKORNY, 1991).

A determinagdo da atividade antioxidante de produtos naturais teve inicio com
CHIPAULT et al. (1952) em especiarias, ingredientes utilizados em alimentos desde
os primordios da historia, ndo somente para melhorar ou ressaltar as caracteristicas
sensoriais dos alimentos, mas também para preserva-los. Diversas pesquisas de porte
nacional e internacional sobre propriedade antioxidante de vegetais foram realizadas
nos ultimos 20 anos em decorréncia da busca de um estilo de vida mais saudavel e da
constatagdo de que certos alimentos apresentam substancias biologicamente ativas que
trazem beneficios a satde ou efeitos fisiologicos desejaveis (PARK et al., 1997).
Neste contexto, os vegetais que apresentam propriedade antioxidante integram o grupo
destas substancias, denominadas funcionais, por estarem potencialmente envolvidas na
redugdo do risco de doengas (KROON e WILLIAMSON, 1999).

FOOTE e DENNY (1968), atribuiram ao B-caroteno a capacidade de reprimir
a formacdo de oxigénio singlete, mostrando agdo supressora dos radicais ativos pelo
bloqueio do oxigénio singlete, quando adicionado em sistema contendo 6leo de soja,
reduzindo o nivel da oxidagdo (LEE ¢ MIN, 1988; WARNER ¢ FRANKEL, 1987).

Observa-se ainda, que a maioria das investigacdes realizadas restringiu-se a
verificacdo da atividade antioxidante, sem, contudo isolarem e identificarem o
composto ativo. A atividade antioxidante de um composto proveniente de uma fonte
natural ¢ influenciada por diversos fatores, tais como: pais ou regido na qual a planta

foi cultivada; substrato lipidico utilizado no ensaio; o solvente e a técnica empregada
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na extragdo; a forma da especiaria testada (po, extrato ou fragdo isolada), conforme
estabelecido por FRANKEL (1993).

MARTINEZ-TOME et al. (2001) estudaram a atividade antioxidante em
condimentos como colorau (Bixa orellana), paprica (Capsicum annum), cominho
(Cuminum cyminum), orégano (Origanum vulgare) e agafrdo (Crocus sativus)
comparando com trés antioxidantes sintéticos (BHA, BHT e¢ PG). Em cinco ensaios
diferentes, concluiram que essas especiarias apresentam boas propriedades
antioxidantes, sendo que em alguns testes sua agdo se mostrou superior as substancias
sintéticas, sendo que o orégano se destacou das demais. Isso ¢ um indicativo positivo
em se tratando da substitui¢do de compostos sintéticos por naturais em alimentos, uma
vez que além de fornecerem cor e aroma, esses condimentos também irdo auxiliar na

melhor conservacdo dos alimentos protegendo-os da oxidagao.

1.5. METODO DE EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE FENOLICOS

Os polifenodis sdo substincias que variam de estrutura simples a estruturas
complexas altamente polimerizadas, incluindo quantidades variaveis de acidos
fenolicos, fenilpropandides, antocianinas e taninos e possiveis ligacdes com
carboidratos, proteinas e outros compostos. Deste modo, faz-se necessario
procedimentos extras de extragdo com vistas a purificar e remover substincias ndo
fenolicas (BEAL, 2006).

PEREIRA et al. (2007) fizeram um estudo otimizando a extragdo de
compostos fendlicos em amora-preta usando quatro solventes puros (agua, metanol,
acetona e etanol); misturas de solventes (70 % metanol: 30 % agua, 70 % etanol: 30 %
agua, 70 % etanol: 30 % agua, 50 % metanol: 50 % etanol, 45 % metanol: 45 %
etanol: 10 % agua e 45 % metanol: 45 % etanol: 10 % acetona) e ainda, utilizaram
solventes (agua, metanol e etanol) acidificados com HCI variando suas concentragdes
em 0,15 %, 0,10 %, 0,01 % e 0,005 %.

KOZLOWSKA et al. (1983) extrairam acidos fenolicos com metanol 80 %.
Outros solventes, como etanol e acetona, ja foram utilizados na extragdo de fenolicos,
freqiientemente adicionados a agua em diferentes propor¢des (ANTOLOVICH et al.,
2002).

Os métodos Folin-Denis e Folin-Ciocalteau sio exemplos de métodos
utilizados para a determinagdo de fenolicos totais (SALUNKHE et al., 1989). Varias
técnicas cromatograficas ja foram desenvolvidas para identificar e quantificar
fenolicos especificos. No entanto, apenas polifendis passiveis de extracdo sob

condi¢des especificas podem ser estudados através dos métodos descritos
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(ANTOLOVICH et al., 2002). HILLIS ¢ SWAIN (1959) observaram que, apds
extragdo exaustiva, alguns fenolicos adicionais puderam ser extraidos com a mudanga
do solvente.

As analises desses compostos sdo influenciadas pela sua estrutura quimica,
método de extragdo empregado, tamanho das particulas da amostra, tempo e condigdes
de armazenamento, bem como pelo método de analise, selegdo de padrdes e presenga
de substancias interferentes, como gorduras, terpenos e clorofilas. Por essas razdes,
nenhum método de extracdo ¢é totalmente eficiente na extracdo de todos os fenolicos
ou de uma classe especifica de compostos fendlicos em alimentos. Os solventes mais
freqiientemente utilizados para a extragdo de compostos fendlicos incluem metanol,
etanol, acetona, Aagua, acetato de etila, propanol, dimetilformamida e suas
combinagdes (ANTOLOVICH et al., 2002).

A determinagdo de fenodlicos totais em produtos naturais foi desenvolvida por
FOLIN e CIOCATEAU (1927) e tem sido crescente o numero de publicagdes
utilizando este método com adaptacdo propostas por (SINGLETON e ROSSI, 1965;
SPANOS, 1990; WROLSTAD, 1990; WETTASINGHE ¢ SHAHIDI, 1999), dentre
outros. Este ensaio fundamenta-se nas propriedades oxido-redutoras dos compostos
fenolicos bem como na capacidade destes em formar complexos com diferentes
metais. Os fenodlicos sdo oxidados a fenolatos em meio alcalino pelo reagente de Folin
Ciocateau (RFC), sendo este constituido por uma mistura de acidos fosfotungstico
(H3PW,04) e fosfomobilidico (H;PMo;,04) 0s quais sdo reduzidos a uma mistura de
oxidos azuis de tungsténio (WsO,;) e de molibdénio (MogO,3). A coloragdo azul
obtida esta relacionada com o potencial redox dos grupos fenoélicos, possuindo uma
absor¢do de maximo a 773 nm, detectando os polifenodis totais usualmente expressos
com equivalente de acido galico ou catequina. A equacdo estequiométrica da reagdo
ndo estd completamente elucidada. PRIOR et al. (2005) demonstraram que o Mo (VI)
¢ facilmente reduzido no complexo, entre as substancias redutoras e o molibdénio (VI)

conforme demonstrado nas equagdes 6 ¢ 7:

Na,W04/Na,MoO; — (Fenol-MoW,;04)* (Eq. 6)

Mo (VI) (amarelo) + ¢ — Mo (V) (Azul) (EQ. 7)

Embora o RFC seja rotineiramente utilizado na quantificacdo de fenodlicos
antioxidantes, este ensaio ndo € especifico, pois outros compostos podem ser também
reduzidos quando presentes na matriz em estudo, tais como o acido ascorbico,
agucares, aminas aromaticas, dioxido de enxofre, acidos orgénicos dentre outras

HUANG et al. (2005). Deste modo, FURLONG et al. (2003) propuseram a partigdo
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do extrato em hexano e subseqiiente precipitagdo com Ba (OH), (hidréxido de bario) e
ZnSO, (sulfato de zinco) para minimizar a presen¢a de interferentes no ensaio. A
dissociacdo do fenol em meio alcalino (pH ~ 10) resulta no anion fenolato, sendo este
capaz de reduzir o RFC. Assim sendo, os oxidos azuis de tungsténio (WgO,3) e de
molibdénio (MogOy;) entre os fenolatos ¢ o RFC sdo independentes da estrutura
quimica do composto fendlico e como regra geral, o complexo de coordenagdo ¢
formado entre o centro metalico e o composto fenolico (HUANG et al., 2005).

Na literatura estdo disponiveis diversas publica¢des utilizando o RFC para
quantificagdo de fendis totais relacionado com a medida da atividade antioxidante
(EMMONS e PETERSOM, 1999; YEN et al., 2005; ABEROUMAND e DEOKULE
2008), sendo que na maioria destes ensaios, apresentou-se uma correlacao linear entre
estas determinacgdes, embora KAHKONEN et al., 1999 ¢ ISMAIL et al. 2004 nido
observaram existir correlagdo. Sendo assim, tal divergéncia pode esta relacionada a

auséncia na padronizagdo dos métodos para detecgdo dos fendis.

1.6. METODOS DE QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Segundo GRAZZIONI et al., (2005), distintos métodos tém sido
desenvolvidos para obter a diferenciacdo (qualitativa ou quantitativa) da atividade
antioxidante de compostos, tanto através de testes sem a utilizagdo de células (testes
quimicos) ou utilizando culturas celulares (testes bioldgicos).

O sistema  [B-caroteno/acido  linoléico trata-se de um  ensaio
espectrofotométrico baseado na descolorag@o (oxidagdo) do B-caroteno induzida pelos
produtos da degradagdo oxidativa de um acido graxo (RUFINO et al., 2006). A
determinagdo é efetuada a 470 nm, na presenga e auséncia de um antioxidante. E um
método simples e sensivel. A co-oxidagdo do B-caroteno ¢ normalmente efetuada num
meio emulsionado, o que origina muitas vezes falta de reprodutibilidade dos valores
de absorbancia medidos. Acresce ainda a dificuldade de interpretacdo dos resultados
devida a interacdo do [-caroteno com o oxigénio. Apesar dos inconvenientes
referidos, o método ¢ amplamente usado. Como ndo recorre a altas temperaturas,
permite a determinagdo do poder antioxidante de compostos termo-sensiveis e a
avaliagdo qualitativa da eficacia antioxidante de extratos vegetais (SILVA et al.,
1999). Apoés descoloragdo do fundo amarelo, a persisténcia de mancha com essa cor
indica presenga de compostos com atividade antioxidante.

O conjunto de equagdes abaixo, ilustra 0 mecanismo simplificado da oxidagao
do P-caroteno. Este composto nas condigdes estabelecidas pela reagdo ¢ sensivel a
oxida¢do quando exposto ao ar, luz e temperatura. A atuacdo antioxidante do fB-

caroteno ¢ observada pela remogdo de RL.

32



B-caroteno + ROO™ — B-caroteno’
B-caroteno® + O, — B-caroteno-OO’

B-caroteno* + ROO™ — produto inativo

O método ABTS (2,2 -azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) ¢ um
dos mais utilizados entre os testes indiretos de avaliacdo da atividade antioxidante, que
consiste em monitorar o decaimento do radical ABTS produzido pela oxidagdo do
2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico), provocada pela adigdo de uma
amostra contendo fenolicos. A quantidade de ABTS consumida esta relacionada a
reagdo com os fenolicos presentes na amostra, a qual ¢ expressa em equivalentes
Trolox (unidades de concentracdo). Sua principal limitagdo ¢ geral a todos os métodos
indiretos de avaliacdo da atividade antioxidante: o valor TEAC (capacidade
antioxidante frente equivalente ao trolox) estd demonstrando de forma efetiva a
capacidade da amostra estudada em reagir com o ABTS e ndo sua capacidade em
inibir o processo oxidativo. A reagdo com o ABTS ocorre de forma lenta com vérios
fendlicos e amostras de produtos naturais (CAMPOS et al., 1996). Além disso, o
resultado da determina¢do do TEAC depende do tempo de incubagdo, assim como a
razdo entre a quantidade de amostra e a concentracdo do radical. A pequena
seletividade do ABTS na reagdo com doadores de hidrogénio ¢ mais uma limitagdo do
método (ARTS et al., 2004).

Outro método muito utilizado ¢ o DPPH (radical 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila), que ¢ um radical estavel em solug@o e que reage com compostos capazes de
doar elétrons. Para essa analise, prepara-se uma solugdo alcoolica de DPPH, que
absorve no comprimento de onda proximo a 517 nm, ¢ a medida que seu elétron deixa
de ser desemparelhado, a absor¢do decresce e ocorre a mudanga de cor frente as
moléculas antioxidantes envolvidas (DI MAMBRO et al., 2005). Ap6s o equilibrio da
reacdo mede-se a quantidade de antioxidante gasta para reduzir 50 % do DPPH
(SILVA et al., 1999). Um ponto negativo é que, o pH do meio reacional, que é em
torno de 5,5, ¢ diferente do pH fisiolégico, acarretando numa desvantagem pela
dificuldade de transferir os resultados para as condigdes in vivo (DI MAMBRO, et al.,
2005).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Caracterizar os cinco genotipos de urucueiros (Piave vermelha, Piave
vermelha gigante, CPATU 0060, Bico de pato | e Peruana paulista) quanto as
propriedades fisico-quimicas e bioquimicas, e avaliar a atividade antioxidante

em um sistema modelo B-caroteno/acido linoléico.

2.2. Objetivos Especificos

Determinar a composicdo centesimal dos cinco genotipos de urucueiros;

Estabelecer as determinagdes bioquimicas dos compostos bioativos presentes
nas sementes dos genotipos de urucueiros: flavonois, protoantocianidinas e
carotenoides (totais), taninos condensados (método vanilina ¢ método butanol

acido);

Testar dois solventes na extracdo de compostos fenolicos: etanol e solugdo

hidroetanélica alcool etilico PA: agua (80:20, v.v'");

Quantificar os compostos fendlicos totais pelo método de Folin-ciocauteau;

Avaliar a atividade antioxidante, utilizando o sistema modelo J-

caroteno/acido linoléico;

Verificar a correlagdo entre o teor de fenolicos totais e atividade antioxidante.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido nos Laboratorios de Quimica Analitica e
Bioquimica, Fisiologia Animal e Nutrigdo Animal da UESB, Campus de Itapetinga.
Foram utilizados grios de urucum (Bixa orellana L.) dos gendétipos Piave
vermelha, Piave vermelha gigante, CPATU 0060, Bico de pato | e Peruana paulista,
cedidos gentilmente pelo banco ativo de germoplasma da UESB, Campus de Vitéria
da Conquista, no més de setembro de 2007.
Os genotipos selecionados para esse estudo sdo os mais cultivados no Brasil.
Piave vermelha, Piave vermelha gigante ¢ CPATU 0060, destacando-se pela boa
produtividade, associado a elevados teores de bixina nas sementes, variando entre de
3,5 % a 6 %. O genoétipo de Bico de pato ¢ o mais cultivado no Extremo Sul da Bahia
e possui elevada produtividade. Apresenta limitado teor de bixina, variando entre 2,1 a

3,3 %. Trata-se de um dos mais vigorosos genotipos no Brasil.

3.1. Preparo da Matéria-Prima

Os graos de urucum provenientes dos cinco genotipos tiveram os teores de
umidade ajustados para 10 % em estufa com circulag@o de ar forgada a temperatura de
50 °C. Posteriormente foram trituradas para redugdo do seu tamanho, utilizando um
moinho de bancada da Marca Marconi, visando aumentar a area interfacial para
transferéncia de massa e conseqiientemente aumentar a extracdo dos compostos
bioativos. Os graos triturados foram classificados em peneiras Tyler com tamanho da
particula igual 180 pum.

As fragdes obtidas foram acondicionadas a vacuo utilizando uma seladora da
Marca Macsul Modelo Plus em sacos de polipropileno ¢ mantidas em local seco a

temperatura ambiente, protegido de luz.

3.2. Determinacdes Fisico-Quimicas

Determinou-se a umidade dos graos por gravimetria pelo método de secagem
em estufa, a temperatura de 105 °C durante 24 horas segundo as Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (IAL, 1985).

O teor de cinzas foi determinado de acordo com metodologia proposta pela
AOAC (1995). Pesou-se cerca de 1 g de amostra moida e submeteu-se a incineracao
em mufla da marca Fornos Lavoisier Modelo 400 C a 550 °C por 4 horas até obtengdo

do residuo de coloracdo cinza esbranquicada.
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Os lipidios totais foram determinados segundo procedimento recomendado
pela AOAC (1995), mediante extragdo em extrator Soxhlet da Marca Marconi Modelo
Ma 044, utilizando 1 g de amostra moida utilizando o éter etilico PA como solvente
extrator durante 8 horas.

O teor de proteinas foi determinado pelo método semi-micro Kjeldhal
proposto por SILVA e QUEIROZ (2002) recolhendo-se a amoénia liberada em acido
boérico a 4 %. O fator de conversado nitrogénio/proteinas foi de 6,25.

O teor de fibra bruta foi determinado segundo método proposto por (SILVA e
QUEIROZ, 2002) utilizando 0,5 g de amostra.

O contetido de carboidratos foi determinado por diferenca conforme AOAC
(1997), calculou-se a média da porcentagem de agua, proteina bruta, lipideos, fibra

bruta e cinzas, sendo o restante considerado carboidrato.
3.3. Determinagdes Bioquimicas
3.3.1 Determinacgéo de Carotendides Totais

Para determinagdo dos carotendides adotou-se o procedimento proposto por
KIMURA, M. e RODRIGUES-AMAYA (2003).

Foram homogeneizados em almofariz 0,3 g da amostra com 1,0 g de celite em
50 mL de acetona PA previamente resfriada. A mistura foi filtrada em papel de filtro,
sendo o filtrado particionado com 20 mL de éter de petroleo em funil de separagao.
Posteriormente o contetido foi lavado com 150 mL de agua destilada por seis vezes até
a completa remocdo da acetona. O extrato etéreo foi transferido para um baldo
volumétrico de 50 mL acoplado a um funil contendo 5 g de sulfato de sddio anidro sob
um papel de filtro para remocao da agua residual. Posteriormente, ajustou-se o volume
da solugdo com éter de petréleo. A absorbancia foi imediatamente medida a 450 nm
em espectrofotdmetro Shimadzu UV mine 1240.

Para quantificar os carotenoides totais utilizou-se a seguinte expressao:

A.volume(mL).10*
A peso da amostra(g)

cm

Carotenoides totais (ug 100g™") =

Onde: Aysonm = absorbancia; volume = volume total do extrato (50 mL);

1%
lem = coeficiente de extingdo molar do f-caroteno em éter de petrdleo =

2592.
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3.3.2. Determinacdo de Antocianinas e Flavonois Totais

As antocianinas e os flavonois totais foram determinados de acordo com o
procedimento proposto por LEES e FRANCIS (1972).

Foram homogeneizados em um erlemeyer de 125 mL revestido com papel
aluminio 0,5 g da amostra em 30 mL da solugdo extratora etanol 95 % em HCI 1,5N
(85:15, v.v'") e estocados por 12 horas a 4 °C. Os filtrados foram coletados em baldes
volumétricos de 100 mL revestidos com papel aluminio, o residuo foi lavado
exaustivamente com a solugdo extratora até completa remogdo dos pigmentos. O
volume foi completado para 100 mL com a solugdo extratora, mantendo-se a mistura
em repouso por 2 horas a temperatura ambiente (28 £ 2° C). A absorbancia foi medida
a 535 nm e 374 nm para quantificacdo das antocianinas e flavondis, respectivamente.
Os resultados foram expressos em pg de quercetina. 100 g de peso seco.

Para quantificar os flavonois totais e antocianinas totais, utilizou-se as
seguintes expressoes:

Antocianinas totais (ug de quercetinag™) = A, .Fd.%

Onde: As3snm = absorbancia a 535 nm;

E =765 (coeficiente de extingdo molar para quercetina 1%) a 535 nm;

Fd = fator de diluicao.

. ) . 10
Flavonois totais (ug de quercetina g™) = A374.Fd.E
Onde: Aj74 = absorbancia a 374 nm;

E =982 (coeficiente de extingdo molar para quercetina 1%) a 374 nm;

Fd = fator de diluigao.
3.3.3. Determinagdo de Proantocianidinas (Taninos Condensados)
3.3.3.1. Método da Vanilina

Para o teor das proantocianidinas foi adotado o procedimento proposto por
TIITTO-JULKUNEM (1985).

Foram homogeneizados 0,5 g de amostra em 30 mL de solugdo aquosa de
acetona 80 % (v.v'"), sob agitagio constante em agitador magnético, Marca Fisaton
Modelo 752 por 20 minutos a temperatura ambiente (28 £ 2° C). A mistura foi filtrada

e o residuo ressuspenso em 30 mL da solug@o aquosa de acetona 80 % (80:20, acetona
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PA: 4gua, v.v'). Este procedimento foi repetido por duas vezes. Os extratos
resultantes foram combinados e o volume final ajustado para 100 mL com o mesmo
solvente. Em um tubo de ensaio previamente revestido com papel aluminio, foram
transferidos 0,5 mL do extrato obtido, e 3 mL da solu¢do metandlica vanilina (4 %,
m.v'). A mistura foi homogeneizada vigorosamente em agitador de tubos.
Posteriormente foram adicionados 1,5 mL de HCI concentrado, € novamente agitado,
sendo mantidos a temperatura ambiente (28 £ 2° C) por 20 minutos. Procedeu-se a
leitura em espectrofotometro Shimadzu UV mine 1240 a 500 nm. Para obten¢ao das
curvas analiticas lineares utilizou-se uma solugdo estoque na concentragdo de 25 mg/
mL e posterior dilui¢dao seqiiencial variando sua concentracdo de 1,0 até 3,0 mg de
equivalente de catequina mL™. Os resultados foram expressos em mg de catequina.

100 g™ de peso seco.

3.3.3.2. Método do Butanol Acido

Para esta analise foi adotado o procedimento proposto por PORTER et al
(1986). Foram homogeneizados em um tubo de ensaio 200 mg de amostra em 10 mL
de uma solugdo aquosa de acetona a 70 % (70:30, acetona PA: 4gua, v.v'") por 10
minutos em agitador magnético Marca Fisaton Modelo 752-A. Uma aliquota de 0,5
mL desta mistura foi transferida para um tubo de ensaio, com adi¢do de 3 mL do
reagente butanol-HCI (95:5, v.v’') ¢ 0,1 mL do reagente férrico (2 g de sulfato de
ferro II amoniacal em 100 mL da solu¢ao de HCI 2N). Agitou-se o conteido do tubo
e, posteriormente, foi mantido a temperatura de 100 °C em banho-maria Marca
Fizaton Modelo 562A por 1 hora. Os tubos foram resfriados e as absorbancias
medidas a 550 nm em espectrofotometro Shimadzu UV mine 1240. Para obtencao das
curvas analiticas lineares utilizou-se uma solugdo estoque na concentracdo de 25 mg
mL™ e posterior diluigio seqiiencial variando sua concentragdo de 0,2 até 1,2 mg de
equivalente de catequina mL™. Os valores foram expressos em mg de catequina 100 g
" de peso seco. Todas as amostras analisadas foram previamente despigmentadas

utilizando-se uma solugio de éter de petroleo PA em 4acido acético glacial (99:1, v.v™).

3.4. Obtencéo dos Extratos

Os extratos etandlicos e hidroetanodlicos foram obtidos por processo de
extragdo utilizando 5 g de amostra desidratada mantida por 30 minutos, sob agitagdo
constante, em 50 mL dos respectivos solventes, & temperatura ambiente (28 £2° C).

Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 3600 g, por 10 minutos. Apods
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transferéncia do sobrenadante, o residuo foi novamente submetido ao processo de
extragdo anteriormente descrito e os sobrenadantes combinados. Os extratos foram
clarificados utilizando soluc¢do de hidroxido de bario 0,3 M ¢ sulfato de zinco a 5 % ¢
imediatamente filtrados em papel de filtro e apds essa etapa foi realizada a partigdo
com hexano em funil de separagdo até a remogdo completa de interferentes na analise,
segundo metodologia proposta por FURLONG (2003). As amostras assim obtidas
foram concentradas em evaporador rotativo Marca Fizaton a temperatura de 50 °C e
transferidas para tubos de ensaio com tampa e acondicionadas a 18 °C. Os extratos
concentrados foram liofilizados em liofilizador Marca Labconco a pressdo de 0,180

mBar e temperatura de 59 °C por 30 horas.

3.4.1. Determinacao Espectrofotométrica de Compostos Fendlicos Totais

Para determinagdo do teor de compostos fendlicos totais, foi adotado
procedimento proposto por WETTASINGHE e SHAHIDI (1999), utilizando o
reagente de Folin-Ciocauteau (RFC).

Foram homogeneizados em tubos de ensaios 0,5 mL do RFC, 0,5 mL de
extrato e 1,0 mL de solucdo saturada de bicarbonato de s6dio (NaHCO;). O volume da
mistura foi ajustado para 10 mL pela adi¢do de 8 mL de agua destilada e submetidos a
agitacdo vigorosa em agitador de tubos da Marca Quimis Modelo Q-220B2. A mistura
foi mantida em repouso a temperatura ambiente (28 + 2 °C) por 25 minutos e apos este
tempo, foi centrifugado a 3600 x g por 5 minutos. A amostra em branco foi constituida
de 0,5 mL do RFC, 0,5 mL do solvente correspondente, 1 mL de solugdo saturada de
NaHCO; ¢ 8 mL de agua destilada. O teor de compostos fendlicos totais foi
determinado a 773 nm em espectrofotdmetro da Marca Shimadzu Modelo UV Mini
1240. Para obtencdo das curvas analiticas lineares, foi utilizado uma solugdo estoque
de 4acido galico na concentragdo de 1 mg mL™. As sol-estoques foram diluidas de
modo a obter concentragdes de 0,3 até 0,0125 mg de equivalente de acido galico mL™.
O total de compostos fendlicos nos extratos obtidos foram expressos em mg de

equivalente de acido galico 100 g™ da amostra desidratada.

3.4.2. Determinacao da Atividade Antioxidante dos Compostos Fendlicos

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada utilizando-se um sistema
modelo B-caroteno-acido linoléico adotando o procedimento proposto por MARCO
(1968); MILLER (1971) e LEE et al. (1995) modificado por EMMONS e
PETERSON (1999).
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Os extratos foram avaliados comparativamente de acordo com a capacidade
de inibir a oxidagdo da emulsdo B-caroteno-acido linoléico através da diminuigdo da
intensidade da cor resultante. A solugdo de B-caroteno foi preparada pela dissolugdo
de 2 mg de B-caroteno em 20 mL de cloroférmio. O sistema PB-caroteno-acido
linoléico (Emulsdo A) foi constituido de 3 mL da solu¢do de B-caroteno, 40 mg de
acido linoléico e 400 mg do emulsificante Tween 20. Apos a dissolu¢do da mistura,
removeu-se o solvente em evaporador rotativo a 50 °C. A mistura seca foram
adicionados 100 mL de agua destilada e oxigenada sob agitacdo vigorosa. Aliquotas
de 3 mL da emulsdo A foi transferida para uma seqiiéncia de nove tubos de ensaio
contendo 40 pL dos respectivos extratos obtidos. Com o material do primeiro tubo,
realizou-se a leitura imediata a 773 nm em espectrofotometro da Marca Shimadzu
Modelo UV Mini 1240, tempo zero, os demais foram encubados em banho-maria a 45
°C para monitoramento da reagdo de oxidacdo, sendo as leituras realizadas em
intervalos de 15 minutos até perfazer um total de 2 horas. A amostra em branco foi
constituida de 3 mL da emulsdo acido linoléico-tween 40 (Emulsdo B) e agua
destilada aerada. A amostra controle foi preparada adicionando 3 mL da emulsdo A
em uma seqii€éncia de nove tubos de ensaio ¢ 40 puL do respectivo solvente. A agdo
antioxidante da amostra foi comparada a dois antioxidantes sintéticos, BHT e acido
galico, ambos na concentragio de 1g do antioxidante. 100 m L™ de etanol PA, que
foram determinadas nas mesmas condi¢des acima descritas.

A atividade antioxidante foi expressa como percentual de inibicdo da oxidacao

e calculada usando a seguinte formula:

I DT, - DT
% de Inibicdo =100 ——2
DT,
Sendo,
DT, = taxa de degradacio do controle = In —=2
t=120
t=0

DT, = taxa de degradagdo da amostra = In
t=120

3.5. Analises Estatisticas

Todas as determinagdes foram efetuadas em triplicata, os resultados foram

apresentados como média + desvio padrao (DP). A analise de variancia (ANOVA)
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e comparagdes multiplas de Tukey, ao nivel de significancia de 5 %, usando o Sistema
de Analises Estatisticas e Genética (SAEG) versdo 8.0. O coeficiente de correlagdo
para determinar a relagdo entre as variaveis, teor de fenolicos totais e atividade

antioxidante dos extratos usando o software Excel.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Determinacdo Fisico-quimica das Matérias-Primas

A composi¢do centesimal expressa de forma geral, o valor nutritivo de um
alimento e corresponde a propor¢do dos grupos homogéneos de substincias presentes
em 100 g do alimento considerado. S3o grupos de substincias homogéneas aquelas
encontradas em todos os alimentos: agua, lipideos, proteinas, fibras, cinzas e
carboidratos, quando determinado por diferenga.

Os resultados obtidos na caracterizagdo fisico-quimica dos genotipos de

urucueiros estiao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Composi¢ao Centesimal dos Genoétipos de Urucueiros (valores expressos

em g 100g™" de matéria seca).

Variaveis P.V. PV.G CPATU 0060 B.P P.P
Umidade 532+0,1a 5,43+ 0,6 a 434+0,1b 6,06+ 0,4 a 5,58+01 a
Cinzas 2,75+0,1 a 3,09+£0,1 b 2,46+0,1 ¢ 3,54+0,1d 3,13+0,1 a
Fibra bruta 3,57+0,8 a 4,39+0,5 a 3,70+0,3 a 3,52+0,1 a 3,84+0,1 a
Proteina 10,87+1,1 a 12,37+1,1 a 10,37+1,3 a 10,95+1,9 a 11,50+0,4 a
Lipideos 17,09+0,7 a 17,53+£3,7 a 19,05+1,5 a 18,15+0,1 a 19,67+1,5 a
Carboidratos 60,40£1,6a  57,1944,2 a 60,08+1,1 a 57,78+1,1 a 56,28+1,7 a

* P.V — Piave vermelha; P.V.G — Piave vermelha gigante; B.P — Bico de pato | e P.P — Peruana paulista. Os dados
estdo apresentados por média de amostras analisadas em triplicata mais desvio-padrdo. Letras diferentes em uma

mesma linha diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A composicdo centesimal dos vegetais ¢ influenciada por variaveis incluindo,
fatores ambientais, procedéncia dos genotipos, instabilidade apresentada por alguns
componentes, métodos analiticos, podendo-se explicar a variacdo dos resultados
obtidos quando comparados ao da literatura.

Os teores de umidade encontrados neste trabalho variaram entre 4,34 % e 6,06
%. CUSTODIO et al. (2002) encontraram teores semelhantes variando entre 6,5 % e
7,5 % de umidade.

Os teores médios de proteinas dos genétipos de urucueiros variaram entre
10,37 % e 12,37 %. Estes valores estdo em conformidade aos encontrados por
PEZZATO et al. (2004), os quais obtiveram 11,50 % em estudo relativo ao coeficiente
de digestibilidade aparente da matéria seca e proteina bruta de onze alimentos, dentre

eles estava incluido o urucum.
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Para os valores de cinzas e carboidratos, os teores médios verificados neste
trabalho foram de 2,99 % e 58,35 %, respectivamente. Enquanto, FRANCO (2007)
encontrou valores médios de 4,6 % e 57,4 % para os teores de cinzas e carboidratos,
respectivamente. Os teores de fibra bruta obtidos oscilaram entre 3,52 % e 4,39 %
valores inferiores aos obtidos por FRANCO (2007) o qual obteve 12,6 %. A diferenga
entre esses teores pode ser atribuida ao método analitico empregado, bem como a
variedade estudada.

Os teores de extrato etéreo variaram entre 17,09 % e 19,67 %. Valores em

torno de 17,5 % para sementes de urucum foram encontrados por OLIVEIRA (2005).

4.2. Determinacao de Carotendides Totais (CT)

Os carotenodides sdo pigmentos naturais encontrados em frutas, vegetais,
flores, dentre outros. O corante natural mais utilizado na [A brasileira é obtido a partir
de sementes de urucum (GHIRALDINI, 1989), sendo que a bixina perfaz cerca de 80
% dos carotenoides encontrados nestas sementes (PRESTON e RICKARD, 1980). A
estrutura da bixina que possui 25 carbonos e grupo carboxilico ¢ muito diferente dos
carotendides usuais de alimentos (cadeia com 40 carbonos) e foi até o presente
momento, encontrada apenas no urucum. Outros apocarotenoides em pequenas fragdes
também foram encontrados somente nas sementes de urucum (JONDIKO e
PATTENDEN, 1989; MERCADANTE et al., 1997a, b).

Considerando que o urucum ¢ fonte deste fitonutriente, foi realizada a analise
para carotendides totais nos genotipos estudados, estando os teores apresentados na

Tabela 4.

Tabela 4. Teor de Carotendides Totais (CT) (valores expressos em mg g™).

GENOTIPOS CAROTENOIDES TOTAIS
Piave vermelha (P.V.) 12,60 +£0,0 a
CPATU 0060 6,67+1,6 b
Piave vermelha gigante (P.V.G.) 340+0,1¢
Bico de pato | (BP) 3,79+ 0,5¢
Peruana paulista (PP) 3,79+ 0,2 ¢

Os dados estdo apresentados por média de amostras analisadas em triplicata mais desvio-padrdo. Letras diferentes em

uma mesma coluna apresentam diferenca estatistica entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os teores de CT encontrados neste trabalho variaram entre 3,79 e 12,60 mg g

1 . . , .
, onde a variedade Piave vermelha apresentou um conteido maior dessas
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fitomoléculas, diferindo estatisticamente das demais estudadas. Essa diferenca ja era
prevista ja que o colorifico é um produto composto pela mistura de fuba ou farinha de
mandioca com urucum em pd ou seu extrato oleoso.

TOCCHINI e MERCADANTE (2001), determinaram por CLAE, os teores de
bixina e norbixina em sete marcas de colorifico. Os teores de bixina variaram de 1,54
a 3,54 mg g e os de norbixina de 0,021 a 0,066 mg g, que comparados aos teores
das variedades Piave vermelha gigante, Bico de pato | e Peruana paulista, avaliadas
neste trabalho, verifica-se uma grande proximidade (3,40; 3,79 e 3,79 mg g,
respectivamente).

WILBERG ¢ RODRIGUEZ-AMAYA (1992), determinaram os carotenodides
totais de sementes de urucum por CLAE, utilizando o método de padronizagao externa
e adi¢do de padrio, obtendo valores entre 2.370 ¢ 6.370 mg g”'. Neste trabalho, nio foi
efetuado o fracionamento dos carotendides, sua quantificagdo foi determinada
considerando o comprimento de onda maximo e o coeficiente de absortividade
recomendado para carotendides ndo fracionados (HARRIS, 1977). Nao obstante, a
composi¢do quimica de frutos pode ser afetada por diversos fatores, como época de
colheita, método de analise empregada, condi¢des edafoclimaticas, genotipos
envolvidos, dentre outros. Deste modo, a influéncia destes fatores poderia também

justificar a discrepancia evidenciada entre os valores encontrados nestes dois estudos.

4.3. Determinacdo de Antocianinas e Flavonois Totais

As antocianinas ¢ os flavonoéis sdo metabolitos secundarios que pertencem ao
grupo dos flavonoides e sdo responsaveis pela coloragdo que varia de vermelho vivo a
violeta e de branco a amarelo claro, respectivamente (BOBBIO ¢ BOBBIO, 1995).

Verifica-se na Tabela 5, que os valores encontrados para antocianinas totais
em urucum variaram de 0,1069 a 0,3819 pg 100g™. As variedades CPATU 0060,
Piave vermelha gigante e Bico de pato | se mostraram superiores, diferindo
significativamente das variedades Piave vermelha e Peruana paulista.

Para os flavondis totais, os teores ficaram entre 2,06 ¢ 3,44 ug 100g”’. A
variedade Piave vermelha apresentou um maior teor de flavonois totais, diferindo

estatisticamente das demais variedades.
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Tabela 5. Teores de Antocianinas Totais e flavonois totais (ug 100g™") em urucum.

GENOTIPOS ANTOCIANINAS TOTAIS FLAVONOIS TOTAIS
CPATU 0060 0,3819+0,1 a 2,94+ 0,1a
Piave vermelha gigante 0,3004+ 0,1 ab 2,06£0,2 a
(P.V.G)
Bico de pato | (BP) 0,2240+ 0,1 ab 2,40£0,2a
Piave vermelha (P.V.) 0,1324+0,1 ¢ 3,44+ 03 Db
Peruana paulista (P.P) 0,1069+ 0,1 ¢ 1,53+ 0,1 ¢

Os dados estdo apresentados por média de amostras analisadas em triplicata mais desvio-padrdo. Letras

diferentes em uma mesma coluna apresentam diferenga estatistica entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)

Na literatura, ndo foram encontrados estudos relacionados a quantificacdo de
antocianinas e flavonois totais em urucum. Apesar dos reduzidos teores encontrados
neste trabalho, estudos sistematizados devem ser realizados para elucidagdes destas

fitomoléculas bem como seu efeito sinergistico com outros fenolicos e carotenodides.

4.4. Determinacdo de Taninos Condensados (TC)

A diversidade na estrutura dos taninos, sua natureza polimérica ¢ a escassez
de padroes comerciais especificos sdo fatores que dificultam a quantificacdo dessas
substancias em alimentos (AGOSTINI-COSTA et al., 2003).

Para a determinacdo dos TC foram utilizados dois métodos, empregando
reagentes diferentes: vanilina e o butanol acidificado, ensaios analiticos rotineiramente
usados para se quantificar esses compostos.

Os resultados obtidos para os TC, utilizando o método da vanilina (MV)
oscilaram entre 227,78 ¢ 371,93 mg 100 g”' conforme teores apresentados na Tabela 6.
Enquanto que os TC quantificados pelo método do butanol acido (MBA), os teores
variaram entre 178,63 ¢ 247,03 mg 100 g

Nota-se uma diferenca significativa entre os dois métodos, o que ja era
previsto, uma vez que as analises se baseiam em principios quimicos especificos. Para
0 MV, a reagdo envolve uma reagdo do aldeido aromatico (a vanilina) com um anel
meta-substituido dos flavonois, conferindo uma cor vermelha. O MBA esta baseado
na despolimerizac@o oxidativa de TC em meio acido (HAGERMAN, 2002).

Para 0 MV, a variedade CPATU 0060 apresentou um maior teor de TC,
diferindo estatisticamente de todos os outros genoétipos, enquanto a Piave vermelha

gigante apresentou o menor teor de TC, também diferindo estatisticamente dos demais
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genotipos. Apesar da variedade Piave vermelha apresentar uma maior quantidade de

TC no MBA, nao houve diferenca significativa entre as demais variedades.

Tabela 6. Teores de Taninos Condensados (TC) pelo Método da Vanilina (MV) e pelo
Método do Butanol Acido (MBA) em sementes de urucum (valores

expressos em mg 100g™).

GENOTIPOS TC (MV) TC (MBA)
CPATU 0060 481,58+ 19,00 a 178,63 + 24,60 a
Peruana paulista (PP) 371,93+ 14,60 b 218,59 £28,40 a
Bico de pato | (BP) 347,86+ 11,80b 215,96+ 7,00 a
Piave vermelha (P.V.) 343,66+ 13,20 b 232,58 £2540a
Piave vermelha gigante 227,78+ 1,50 ¢ 212,18 £8,70 a
(P.V.G)

Os dados estdo apresentados por média de amostras analisadas em triplicata mais desvio-padrdo. Letras

diferentes em uma mesma coluna apresentam diferenca estatistica entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)

De acordo com AGOSTINI-COSTA et al. (2005), o maior inconveniente do
método da vanilina ¢ a sua especificidade reduzida, uma vez que esse reagente pode
detectar tanto flavonoides monoméricos como poliméricos, sendo especifico para um
grupo limitado de compostos que apresentam uma ligagdo simples na posig¢ao 2, 3 e
grupos hidroxila na posicdo alternada no anel A. Enquanto que o MBA, ¢
reconhecidamente o melhor método para determinacdo de TC, em func¢do da sua
significativa seletividade, além do ion férrico conferir um aumento a reprodutibilidade
e sensibilidade ao ensaio (HAGERMAN, 2002). Neste método, recomenda-se uma
prévia despigmentacdo da amostra (PORTER, 1986) uma vez que a presenca de
pigmentos pode interferir sobremaneira na determinagdo desses compostos. Deste
modo, este método ¢ adequado para se quantificar os TC em genotipos de B. orellana,

ja que o urucum, ¢ uma fonte potencial de pigmentos.

4.5. Determinacdo de Fenois Totais (FT)

A extragdo com solventes organicos de alta polaridade (metanol, etanol e
acetona) e agua sdo freqlientemente utilizados para a extragdo dos compostos
fenolicos (ANDREO e JORGE, 2006; PEREIRA, 2007; JARDINI ¢ MANCINI
FILHO, 2007). O etanol e a agua sdo os solventes mais empregados para a extragdo de

polifénois totais por questdes de baixa toxidade.
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Para a extracdo dos compostos fenolicos foram utilizados dois solventes:
etanol PA e uma solugdo hidroetanélica (80:20, alcool etilico PA: agua v.v'"). Para a
quantificagdo desses compostos, os mesmos foram determinados como miligramas
(mg) de equivalente em acido galico (GAE) por 100 g de peso seco, por meio de
curvas analiticas com coeficientes de determinagdo nao inferiores a 0,9991.

Os teores de FT dos genoétipos estudados obtidos a partir dos extratos

etanolicos e hidroetandlicos estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Teores de Fendlicos Totais nos Extratos Etandlicos (ET) e Hidroetandlicos

(EHT) de urucum (valores expressos em mg GAE 100g™)

GENOTIPOS EHT ET
CPATU 0060 1498,48+ 141,50 a 450,97 £42,20 a
Piave vermelha gigante 1280,72+14,57 a 310,85+45,87 a
(P.V.G)

Peruana paulista (P.P) 1024,98 £33,29 a 382,21+£69.,72 a
Bico de pato | (BP) 821,154+54,10 a 389,99+£22.02 a
Piave vermelha (P.V) 776,02+12,49 a 297,80+35,78 a

Os dados estdo apresentados por média de amostras analisadas em triplicata mais desvio-padrdo. Letras

diferentes em uma mesma coluna apresentam diferenga estatistica entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os extratos hidroetanélicos oriundo dos genotipos de urucueiro apresentaram
teores de FT médios variando de 776,02 ¢ 1498,48 mg GAE 100g™". Para os extratos
etandlicos, os teores de FT variaram de 297,80 a 450,97 mg GAE 100g'1.

A extragdo dos FT utilizando o etanol a 80 %, foi mais eficiente. Isso se deve
a uma maior habilidade extrativa que a solugao etanol-agua tem, de extrair compostos
fendlicos, ja que a presenca da agua aumenta a eficiéncia de extragdo dessas
substancias com atividade antioxidante devido a sua polaridade (ANDREO e JORGE,
2006).

CARDARELLI ¢ MERCADANTE (2006) quantificaram os FT utilizando o
método do Folin Ciocauteau em diferentes extratos obtidos de sementes de urucum.
Dentre os solventes testados, o extrato hidroetandlico e etandlico (50:50 v.v')
apresentaram um teor de FT de 156,50 e 109,80 mg GAE 100 g, respectivamente. A
discrepancia entre os teores de FT pode ser devido a disposicdo das sementes
(ocorréncia da trituracdo e tamanho da particula), método e tempo de extracdo

utilizado, os genotipos envolvidos no estudo, dentre outros aspectos. BEAL (2006)
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verificaram valores altos de FT em fragdes de gengibre, também determinado pelo

método de Folin Ciocalteau, variando de 846,37 a 1409,05 mg GAE 100g™.

De acordo com SHAIDI ¢ NACZK (1995), ¢ extremamente dificil selecionar a
forma mais eficiente de se extrair esses compostos, que podem sofrer a influéncia de
inimeros fatores, a exemplo da matriz a ser analisada, o solvente extrator, o tamanho
das particulas, o tempo e a temperatura de extracdo. Pesquisas t€m sido realizadas
buscando definir um sistema de extragdo com solvente que seja satisfatorio para o
isolamento de todos ou de classe especifica de antioxidantes naturais. Entretanto,
diversos fatores estdo envolvidos, a exemplo da natureza quimica desses compostos
nos alimentos que varia do simples ao altamente polarizado, a presenga de diferentes
quantidades desses compostos, além da possibilidade de interagdo dos mesmos com
carboidratos, proteinas e outros componentes dos alimentos. Segundo ANDREO ¢
JORGE (2006), procedimentos adicionais podem ser feitos para purificar o isolado e
remover substancias ndo-fenolicas. Por esse motivo, neste trabalho, os extratos foram
clarificados para remogao de interferentes, segundo metodologia recomendada por
FURLONG (2003), utilizando-se de solugao de Ba (OH;) 0,3 M e sulfato de zinco a 5

% e imediatamente filtrados em papel de filtro.

4.6. Determinacdo da Atividade Antioxidante (AA)

Os antioxidantes sintéticos estdo limitados a um maximo de 200 mg/ kg pelos
codigos bromatoldgicos de varios paises, e tem sido freqiientemente monitorados
devidos possiveis danos que podem provocar ao organismo (BABICH, 1992).
Compostos como o P-caroteno agem inibindo a acdo do 'O, para evitar que a
peroxidacao lipidica ocorra. Outras substancias fenolicas em alimentos, a exemplo dos
flavondides, podem minimizar os riscos causados pelo estresse oxidativo (RUFINO et
al., 2000).

O sistema B-caroteno/acido linoléico ¢ composto pelo acido linoléico, tween
40 e o B-caroteno. Trata-se de um ensaio espectrofotométrico baseado na co-oxidacdo
do B-caroteno induzida pelos produtos da degradagdo oxidativa do acido linoléico
(SILVA et al, 1999), isto ¢, a analise avalia a atividade de inibi¢do de RL produzidos
durante a peroxidagdo do acido linoléico (DUARTE-ALMEIDA et al., 20006).

Neste trabalho, os extratos de urucum retardaram de forma significativa a
descoloragdo do B-caroteno. Os dados relativos a medida da atividade antioxidante dos

extratos de urucum estao apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8. Percentual de Inibicdo da Oxidagdo do p-caroteno dos Extratos

Hidroetanolicos e Etanolicos de urucueiros.

GENOTIPOS EHT ET
Peruana paulista (P.P) 4831+ 6.73 a 35,26 +3,56 a
Piave vermelha (P.V) 65,01+ 1,98 a 34,54+ 526a
Bico de pato | (BP) 69,94 +722a 33,37+1,92a
Piave vermelha gigante

+ +
Pv.C) 55,32+ 526a 21,61 +1.26a

Os dados estdo apresentados por média de amostras analisadas em triplicata mais desvio-padrdo. Letras
minusculas diferentes em uma mesma coluna apresentam diferenca estatistica entre si pelo teste de Tukey

(p < 0,05).

Para os extratos hidroetanolicos, os valores da AA ficaram entre 48,31 % e
70,10 %. Enquanto que os extratos etanolicos, a medida da atividade variou de 18,91
% a 35,26 %. O extrato hidroetandlico da variedade CPATU 0060 se mostrou superior
frente as demais, apresentando um percentual de 70,10 % bem préximo do acido
galico, um dos antioxidantes sintéticos utilizados como referéncia, cuja medida da
atividade foi 71,01 %, conforme a Tabela 9. Essa capacidade antioxidante deste
genodtipo pode ser atribuida ndo apenas aos compostos fendlicos presentes, mas
também a uma quantidade consideravel de carotendides totais apresentada pela
mesma. Ainda na Tabela 9, verificamos que o antioxidante sintético (BHT) apresentou

um percentual de inibigdo de 99,69 %.

Tabela 9. Percentual de inibicdo da oxidacdo do P-caroteno dos Antioxidantes

Sintéticos
Antioxidantes Sintéticos Atividade Antioxidante
Acido Galico 71,01 + 1,68
BHT 99,69 + 0,06

Os dados correspondem a média de amostras analisadas em triplicata mais desvio-padrao.

SILVA e TAKEMURA (2006) analisaram a AA de extratos hidroetandlicos
(70:30, alcool etilico PA: 4gua v.v' e 50:50, alcool etilico PA: agua v.v',
respectivamente) de Vernonia condensata, Bixa orellana e Alternanthera brasiliana
usando o método DPPH. Os extratos de V. condensata e B. orellana mostraram
significante AA. O extrato hidroetanolico a 70 % do urucum se mostrou mais ativo
quando comparado ao extrato a 50 %, com AA de 71,1 % e 43,4 %, respectivamente.

Os autores atribuiram esse percentual de AA desses extratos, a presenca de
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flavonoides, taninos e esterois, identificados através de analises fitoquimicas. Os
valores encontrados neste trabalho se aproximaram dos valores verificados para os
genotipos Peruana paulista e CPATU 0060.

Outro estudo envolvendo a medida da AA em B. orellana foi verificado por
CARDARELLI e MERCADANTE (2006), onde extratos com diferentes polaridades
foram testados, medindo a AA segundo o método do DPPH. Os valores para AA
variaram entre 38 % e valores superiores a 100 %, para os extratos hidroetanolicos na
propor¢ao de 50 % (etanol-agua) e etandlicos, respectivamente.

Nao foram encontrados na literatura consultada, trabalhos utilizando o sistema
B-caroteno/acido linoléico para extratos de urucueiros, embora seja um método
amplamente empregado.

Nao foram encontrados na literatura consultada, trabalhos utilizando o sistema
B-caroteno/acido linoléico para extratos de urucueiros, embora seja um método
amplamente empregado. Segundo CARPES (2008), o p-caroteno sofre uma
descoloragdo acelerada na auséncia de um antioxidante em fungdo da oxidagdo

associada entre B-caroteno e acido linoléico e deste modo, geram RL.
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Figura 13. Comportamento da Curva de Inibigdo Oxidativa obtida no Sistema Modelo
B-caroteno/acido linoléico dos Extratos Etanolicos de Urucum.

As Figuras 13 e 14 demonstram o comportamento dos extratos etandlicos e
hidroetanolicos, respectivamente, bem como dos antioxidantes sintéticos (BHT e
acido galico) e o controle (amostra sem antioxidante) obtido durante o monitoramento
das leituras das absorbancias ao longo dos 120 min a uma temperatura de 50 °C em
banho-maria. Os extratos tiveram um decaimento inferior ao controle e bastante

parecido com o acido galico. Entretanto, o BHT se manteve constante, comprovando a

50



eficiéncia desse antioxidante sintético na oxidagdo do B-caroteno, frente aos extratos

em estudo.
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Figura 14. Comportamento da Curva de Inibigdo Oxidativa obtida no Sistema Modelo
B-caroteno/acido linoléico dos Extratos Hidroetanolicos de Urucum.

Intimeros autores tém afirmado que existe uma correlag@o entre o teor de FT e
a AA em frutas e hortalicas (KAUR e KAPOOR, 2002). Entretanto, outros autores nao
tém evidenciado esta correlagdo (ISMAIL et al., 2004). A composigdo e a estrutura
quimica do componente bioativo presente no extrato sdo fatores que contribui para a
eficiéncia do antioxidante natural. A posicdo e o nimero de hidroxilas presentes nas
moléculas dos polifenois é um fator importante para esta atividade. Acredita-se que a
orto-dihidroxilagdo influencia positivamente para a atividade antioxidante do
composto (SHAHIDI, 1992). Assim sendo, a AA de um extrato ndo pode ser apenas
fundamentada no teor de fenoélicos totais.

Observou-se uma correlagdo entre essas duas variaveis (FT e AA) para os
extratos hidroetandlicos (R = 0,8908) e etanolicos (R = 0,8690). Os graficos das

correlagdes estdo apresentados nas Figura 15 e 16.
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Figura 15. Correlacao entre os Teores de FT e a Medida da AA
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Figura 16. Correlagdo entre os Teores de FT e a Medida da AA dos

Extratos Etanolicos.

Os coeficientes de correlagio (R) e de determinagdo (R”) para o extrato
hidroetanélico de urucum se mostraram superiores quando comparados com MELO et
al. (2006), que obtiveram R = 0,6081/R* = 0,3697 ¢ R = 0,5294/R*> = 0,2803 em
extratos metandlicos com 0,1 mL e 0,2 mL de extrato de hortaligas, respectivamente,
quando testaram os valores encontrados para a medida da AA no sistema modelo de
oxidagao do B-caroteno/acido linoléico e o contetido de FT pelo método com RFC..

Segundo MELO et al. (2006), existe a possibilidade de fatores relativos ao
cultivo do vegetal, a exemplo das condi¢des edafoclimaticas, além das caracteristicas
genéticas da planta, influenciarem o perfil de compostos fendlicos dos extratos e,

conseqiientemente, a sua acao antioxidante.
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5. CONCLUSOES

O presente estudo teve como objetivo caracterizar os cinco genotipos de
urucueiros (Piave vermelha, Piave vermelha gigante, CPATU 0060, Bico de pato | e
Peruana paulista) quanto as propriedades fisico-quimicas e bioquimicas, ¢ avaliar a
atividade antioxidante (AA) em um sistema modelo B-caroteno/acido linoléico

Os extratos obtidos a partir dos solventes etandlico PA e hidroetanolicos
(80:20, v.v'") etanol:dgua foram determinados os fendis totais (FT) utilizando o
método de Folin-Ciocalteau. Os resultados obtidos da extragdo sdlido-liquido,
utilizando solugdo hidroetanolica (80:20, v.v') etanol:agua variaram entre 776,02 a
1498,48 mg GAE por 100 g de amostra (peso seco), sendo que o maior teor foi
verificado no genoétipo CPATU 0060. Valores inferiores foram observados para a
extracdo utilizando etanol PA 297,08 a 450,97 mg GAE 100g'1, provavelmente,
devido a capacidade extrativa deste solvente nas condic¢des testadas

Como aporte a quantificagdo dos FT foram determinados os teores de
antocianinas totais, flavonois totais, taninos condensados (método da vanilina e
método do butanol acido), onde os resultados obtidos variaram respectivamente entre,
0,1069 ¢ 0,3819 pg 100g™; 1,53 4 3,44 ug 100g™, 227,70 4 481,58 mg 100g™" ¢ 176,63
232,58 mg 100g™. Os carotendides totais também foram determinados e seus teores
variaram entre 3,40 a 12,60 mg g”'.

A medida da AA variou entre 48,31 % e 70,10 % para os extratos
hidroetanolicos e 18,91 % a 35,26 % para atividade antioxidante dos extratos
etandlicos. Quanto a medida da AA o gendtipo CPATU 0060 apresentou maior
capacidade em inibir a oxidagao lipidica no sistema modelo B-caroteno/acido linoléico
em relagdo aos demais gendétipos testados, provavelmente, devido ao tipo e natureza
quimica dos fenodlicos presentes nesta matriz, merecendo atengdo na elucidagdo e
identificagdo das estruturas quimicas dos compostos fenolicos presentes neste
genotipo.

Foi observada correlacdo linear entre o contetido de FT ¢ AA para extratos
hidroetanoélicos (R = 0,8908) e extratos etanolicos (R = 0,8690).

Vale ressaltar que as informagdes obtidas neste trabalho contribuirdo para
investigacdes sistematicas dos fendlicos totais nesses grios, considerando as
numerosas evidéncias sobre as destacadas atividades biologicas destas fitomoléculas,
além de abrir um amplo campo de pesquisa, considerando a escassez de estudos
relativos a estes fitonutrientes presentes nos graos desta especiaria. Os resultados
sugerem que os graos do urucum podem ser considerados uma fonte potencial de

antioxidante natural e seu uso deve ser estimulado.
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6. PERSPECTIVAS

Considerando os resultados obtidos neste trabalho, apresentamos algumas

perspectivas para investigacdes posteriores:

e Realizar estudos visando elucidar e identificar as estruturas quimicas dos
compostos fendlicos com potencial antioxidante presentes nos extratos
analisados;

o Investigar o efeito dos extratos obtidos, associados ou isoladamente, com
antioxidantes sintéticos em produtos alimenticios, monitorando a estabilidade

oxidativa;

e Realizar teste de citotoxicidade dos extratos obtidos.
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