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RESUMO

PAULA, A. A. de Caracterizacdo fisico-quimica e avaliacdo do potencial
antioxidante dos frutos da Terminalia catappa Linn. Itapetinga-BA: UESB, 2008.
91p. (Dissertagdo - Mestrado em Engenharia de Alimentos).*

Caracterizagdes fisicas e quimicas dos frutos da Terminalia catappa Linn
(Combretaceae).coletados na cidade de Itapetinga-BA, foram realizadas. Foram
determinados os seguintes pardmetros: umidade, cinzas, minerais, lipidios, fibras,
proteinas, carboidratos, solidos soluveis totais (°Brix), acidez total e pH, os quais
indicaram um potencial de aplicacdo nutricional e tecnoldgico da polpa e sementes
desta espécie. O extrato etanolico da polpa exibiu um alto teor de compostos fenélicos
totais (2319.0 £ 249.0 mg/100 g em equivalentes de acido galico), determinado pelo
método Folin-Ciocalteau, os quais devem ser os principais componentes ativos
responsaveis pelas suas propriedades antioxidantes. Perfis cromatograficos dos
extratos, usando HPLC/MS, indicaram, principalmente, a presenca de antocianinas e
flavondis. A atividade antioxidante foi avaliada por meio do sistema B-caroteno/acido
linoléico e pelo método de seqiiestro de radicais livres (DPPHe, 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila), expressos como %]l (porcentagem de inibi¢do da oxidagdo relativa ao
controle) e %SRL (porcentagem de seqiiestro de radicais livres), respectivamente. Os
valores médios obtidos, %I =93.0 = 5.3 % e %SRL = 93.5 + 0.8%, foram semelhantes
aos obtidos com o padrdo BHA.

Palavras-chaves: Terminalia catappa; améndoa tropical, atividade antioxidante,

compostos fenolicos.

*Qrientador: Alexilda Oliveira de Souza, D.Sc., UESB e Co-orientador: Genebaldo
Sales Nunes, D.Sc., UESB.



ABSTRACT

PAULA, A. A. de Physicochemical characterization and antioxidant potential
evaluation of Terminalia catappa Linn fruits. Itapetinga-BA: UESB, 2008. 91p.
(Thesis — Mastership in Food Engineering).*

Physical and chemical characterizations of fruits from Terminalia catappa Linn
(Combretaceae), collected in Itapetinga-BA, were examined. The follow parameters
were determined: humidity, minerals, lipids, fibers, proteins, carbohydrates, total
soluble sugar (°Brix), total acidity and pH, which indicated nutrition and technologic
potential applications of pulp and seeds of that species. The ethanolic extract of pulp
showed a high total phenolic content (2319 + 249,0 mg/100 g in gallic acid
equivalents), obtained according to the Folin-Ciocalteau method, which might be the
main active compounds responsible for the antioxidant properties of the extract.
HPLC/MS analysis of the extract indicated, mainly, the presence of anthocyanins and
flavonols. Antioxidant activity was evaluated by B-carotene/linoleic acid method and
free radical scavenging assay (DPPHe, 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), expressed as
%I (percent inhibition relative to the control) and %FRS (percent free radical
scavenging), respectively. The mean values obtained, %I = 93,0 = 5,3 % e %FRS =
93,5 + 0,8%, were similar to that observed to the standard BHA.

Keywords: Terminalia catappa, tropical almond, antioxidant activity, phenolic
compounds.

* Adviser: Alexilda Oliveira de Souza, D.Sc., UESB and Co-advise: Genebaldo Sales
Nunes, D.Sc., UESB.
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INTRODUCAO GERAL

A Terminalia catappa Linn (Combretaceae) cresce em regides tropicais e
subtropicais ao longo do mundo, particularmente localizadas em areas costeiras. Suas
arvores sao bastante conhecidas pela vasta sombra que proporcionam ao longo das
praias ensolaradas de toda a costa brasileira. Essa espécie é nativa da Asia e foi
introduzida no Brasil como arvore ornamental, sendo comum o consumo de seus
frutos por criangas.

Na Asia, tradicionalmente as folhas da T. catappa sdo submetidas a extragdo em
agua quente e usadas como bebida medicinal popular (cha) no tratamento de diversas
doengas. O fruto (améndoa-da-praia), por sua vez, possui polpa e sementes
comestiveis, embora raramente aproveitadas.

Varias pesquisas tém sido realizadas sobre as propriedades bioldgicas dessa
espécie na saide humana, tendo sido descritas varias atividades como antiinflamatoria,
antitumoral, antiviral e antidiabética. Os estudos indicam que essas propriedades estdo
associadas a atividade antioxidante apresentada por extratos dessa planta. Além disso,
seus frutos apresentam um teor elevado de acido ascorbico, da ordem de 100 mg por
100 g de tecido. No entanto, essa espécie ainda ndao tem uma ampla aplicagdo
terap€utica ou nutricional. Poucos estudos tém sido realizados no pais na tentativa de
isolar e caracterizar os principais componentes das folhas e frutos da T. catappa. Isto
seria de grande interesse, uma vez que o cultivo da espécie em diferentes paises pode
fazer variar consideravelmente o teor de seus principios ativos e influenciar no
espectro de ag¢des que ela pode apresentar.

A presenca taninos e outros compostos fenolicos nas folhas da T. catappa revela
que elas podem servir como fontes de antioxidantes naturais. No entanto, pouco se
sabe com relagdo a atividade antioxidante dos extratos dos seus frutos. Antioxidantes
sdo de grande interesse para a industria de alimentos, uma vez que sdo essenciais para
evitar reacdes deteriorativas, além da importancia que tém no combate dos radicais
livres, espécies importantes no processo de desenvolvimento de doengas.
Considerando que restrigdes sdo impostas ao uso de antioxidantes sintéticos, como o
BHA ¢ o BHT, largamente empregados em alimentos, devido a toxicidade apresentada
por estes compostos, ha um interesse crescente no uso de antioxidantes naturais,
obtidos de fontes alternativas.

Considerando os aspectos destacados, neste trabalho avaliou-se a composi¢ao
quimica, o teor e a identificacdo de compostos fenolicos e a atividade antioxidante dos
frutos da T. catappa com a finalidade de avaliar o potencial dessa espécie como uma

alternativa nutricional de baixo custo.
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A dissertacdo foi organizada em trés capitulos, no primeiro destacou-se a
composi¢do quimica dos frutos, no segundo apresentou-se a quantificagdo e
identificacdo dos compostos fendlicos presentes no extrato da polpa do fruto e no

terceiro avaliou-se o poder antioxidante desse extrato.
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CAPITULO 1

CARACTERIZACOES FiSICAS E QUIMICAS DOS FRUTOS
DA Terminalia catappa Linn COLETADOS EM ITAPETINGA - BA

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Consideracdes gerais sobre a Teminalia catappa L.

A Terminalia catappa Linn (da familia Combretaceae) cresce em regides
tropicais e subtropicais, particularmente localizadas em areas costeiras. Essa espécie é
nativa de areas proximas a regides costeiras do Oceano Indico, na Asia tropical e da
regido que compreende varias ilhas a oeste do Oceano Pacifico, como Malasia,
Indonésia e ilhas da regido da Melanésia. Como conseqiiéncia da migragdo humana
essa arvore foi introduzida e naturalizada, principalmente proximo ao litoral, em
muitos paises tropicais do mundo, incluindo o Brasil. Suas arvores (Figura 1.1) sdo
bastante conhecidas pela vasta sombra que proporcionam ao longo das praias da costa

brasileira (Francis, 1989; Lin, 1992; Thomson e Evans, 2006).

Figura 1.1 — Arvores e folhas da espécie Teminalia catappa (Itapetinga — BA)

Amendoeira-da-praia, amendoeira-da-india e amendoeira tropical sdo algumas
das denominacdes dadas a referida arvore (Francis, 1989; Tassara, 1996; Thomson e
Evans, 2006). No Brasil ¢ ainda conhecida como castanhola, chapéu-de-sol, guarda-
sol (Michaelis 2000), sete copas, castanheira-da-praia entre outras denominagdes, em

diferentes regides do pais.
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A amendoeira-da-praia é uma arvore popular que fornece sombra ao longo dos
tropicos (Gonzales-Mendoza et al., 2006; Thomson e Evans, 2006), possuindo uma
copa ampla e bonita, com folhas que dao aspecto ornamental. Parte dessa aparéncia
ornamental se deve as cores das folhas que se tornam purpuras ou amarelas antes do
desfolhamento anual. Mesmo sendo comumente encontrada em areas urbanas
litoraneas, essa espécie ¢ adaptavel a diferentes solos, incluindo os inférteis e arenosos
(Thomson e Evans, 2006).

A T. catappa tem sido tradicionalmente muito importante para as
comunidades costeiras do Oceano Pacifico, provendo uma extensa gama de produtos ¢
servicos. Nessas regides ela ¢ largamente plantada para sombra, ornamentacido e
producdo de castanhas comestiveis. Sua madeira ¢ utilizada para confec¢do de
utensilios e objetos decorativos em geral, mdveis e construgdes de interiores. Além
disso, seu sistema de raizes desempenha um papel vital na estabilizagao do litoral
(Thomson ¢ Evans, 2006).

Tradicionalmente as folhas da T. catappa sdo submetidas a extracdo em agua
quente para o preparo de bebida (chd) (Peterson e Johnson, 1978). Essas folhas tém
sido usadas como fontes medicinais populares para diarréia € como antitérmico, na
India, Filipinas e Malasia. Em Taiwan, tém sido aplicadas para prevenir hepatomas e
no tratamento da hepatite. Estudos recentes mostram que a T. catappa apresenta,
também, propriedades antioxidantes e antiinflamatorias (Lin, 1992; Lin et al., 1997;
Chen et al., 2000).

As arvores perdem suas folhas uma ou duas vezes ao ano durante os periodos
secos, florescem e frutificam anualmente, mas, em muitas areas como no Havai, Fiji e
Tonga, frutificam e florescem continuamente ao longo do ano (Thomson e Evans,
2006). O fruto tem formato ovoéide, de aproximadamente 5 a 7 cm, inicialmente verde,
tornando-se arroxeado quando maduro. A Figura 1.2 ilustra as partes dessa fruta, que ¢
constituida por uma pele externa (exocarpo), pela polpa (mesocarpo) e, em seu
interior, por um caro¢o duro (endocarpo), contendo a semente comestivel, de sabor
doce muito agradavel ao paladar, que ¢é revestida por uma pelicula (Thomson e Evans,
2006; Vareschi, 1979 citado por Gonzalez-Mendoza et al., 2006).

Segundo os dicionarios Michaelis (2000) e Ferreira et al. (1993), o termo
améndoa pode ser dado aos frutos provenientes de muitas arvores que produzem
sementes oleaginosas, incluindo a espécie T. cattapa. Esse termo também pode
designar o carogo que contém a semente ou qualquer semente contida em carogo.
Segundo esses dicionarios, os termos noz e castanha também podem dar nome a esses
frutos. A palavra castanha € usada neste trabalho para designar a semente oleaginosa

comestivel desse fruto.
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Figura 1.2 — Partes do fruto da Terminalia catappa (améndoa-da-praia)

As améndoas-da-praia possuem polpa comestivel, embora raramente
aproveitada, talvez por ser muitas vezes fibrosa e nio muito saborosa. As vezes as
criangas consomem a polpa de certos tipos de frutas mais agradaveis. Além disso, nas
Filipinas, um tipo de vinho ¢ produzido a partir da fermentagdo dos frutos maduros
(Tassara, 1996; Thomson ¢ Evans, 2006).

As castanhas sdo importantes fontes alimentares em algumas regides da Asia,
enquanto em outras, sdo raramente consumidas ou consumidas apenas por criangas. A
dificuldade de extrair a semente, a qualidade comestivel variavel e a auséncia de
variedades com sementes maiores podem explicar a ndo utilizacdo das castanhas em
muitos locais (Thomson e Evans, 2006).

Améndoas com sementes maiores € caro¢os mais macios foram selecionadas,
preferencialmente propagadas e mantidas em algumas éareas da Melanésia. Nessa
regido existem pequenas plantacdes desses tipos selecionados para a produgdo de
castanhas, que sdo vendidas em alguns mercados locais e constituem uma importante
fonte de alimentagdo e de renda (Thomson e Evans, 2006).

Quantidades significativas de frutas sdo produzidas de 3 a 5 anos apés a
plantagdo, com frutificagoes regulares de uma a duas vezes ao ano. A produgdo de
sementes das castanhas é estimada em 5 kg por arvore, por ano ¢ pode ser o dobro a
partir de estirpes geneticamente selecionadas e cultivadas em lugares de alta
qualidade. Os principais obstaculos para a comercializagdo da castanha em algumas
regides do Pacifico, na Asia, sdo o baixo contetido de semente, a falta de tecnologias

de armazenamento comercial nas proprias fazendas, que permitam processamento nas
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vilas, e os altos custos de transporte das sementes para unidades processadoras

centrais (Thomson e Evans, 2006).

1.2. Atividades biolégicas da Teminalia catappa L.

A T. catappa ¢ comumente usada na medicina popular no Taiwan para o
tratamento de doencas associadas ao estdmago (Lin e Kan, 1990). Tradicionalmente,
somente as folhas caidas sdo usadas na preparagdo de infusdes para bebida, pelo fato
das folhas verdes apresentarem um sabor muito adstringente, devido a presenga de alto
teor de taninos (Peterson e Johnson, 1978).

Essa espécie tem sido objeto de estudo de muitos pesquisadores asidticos, em
especial na China, Japdo e Taiwan. Muitos trabalhos se referem aos estudos
fitoquimicos, através dos quais se realizam extra¢des com diferentes solventes, a partir
de varias partes da planta, para posterior avaliacdo das atividades biologicas dos
extratos ou dos compostos majoritarios isolados dos mesmos, para algum tipo de
atividade especifica (Chen et al., 2000; Fan et al., 2004; Ko et al., 2002; Lin, 1992;
Lin et al., 1997; Lin et al., 1998; Lin € Hsu, 1999; Lin et al., 1999; Lin, Hsu e Lin,
2001; Lin et al., 2001; Liu et al., 1996; Nagappa et al., 2003; Ratnasooriya e
Dharmasiri, 2000; Ratnasooriya et al., 2002; Tang et al.; Vrushabendra Swamy et al.,
2006).

Varias atividades biologicas ja foram descritas para a planta, como
antioxidante (Chyau et al., 2002; Chyau et al., 2006; Lin, Hsu e Lin, 2001; Ko et al.,
2002), antiinflamatéria (Fan et al., 2004), antitumoral (Chen et al., 2000; Liu et al.,
1996), antiviral (Tanaka, et al., 1986) e antidiabética (Nagappa et al., 2003).

Essas atividades foram atribuidas, principalmente, a presenca de compostos
fenolicos, sendo que alguns compostos ja foram isolados e caracterizados. Os taninos
hidrolisaveis sdo os principais compostos associados a atividade antioxidante (Chen et
al.,, 2000), sendo a punicalina ¢ a punicalagina (Figura 1.3) os compostos mais
abundantes, encontrados nas folhas, associados a este tipo de agdo. Além destes,
outros compostos fenolicos menos abundantes t€ém sido isolados e associados a
atividade antioxidante da T. catappa, como também acidos benzbicos e cumaricos ¢
seus derivados (Chyau et al., 2006). A punicalina e a punicalagina também tém sido
associadas a atividade antitumoral (Chen, et al., 2000) e antiviral (Tanaka et al., 1986),
0 que pode ser uma conseqiiéncia da atividade antioxidante destes compostos. A
atividade antiinflamatéria tem sido associada & presenga de acidos triterpénicos,
principalmente o acido ursdlico e seu derivado (Fan et al., 2004). A atividade
antidiabética também ja foi descrita para os taninos, mas existem estudos que a

associam a presenca de f-caroteno (Nagappa et al., 2003).
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1R'=H; R?=0H; R?,R*=HDDP
OH

2R'=0H; R*=H. R® R*'=HDDP

Figura 1.3 — Punicalina (1) e punicalagina (2)

A respeito de uma avaliacdo mais ampla do contetido nutricional da planta, s6
foram encontradas referéncias deste tipo de estudos para as sementes (Oliveira et al.,
2000).

Nesse contexto, na Tabela 1.1 estdo destacados os principais aspectos
estudados a respeito da T. catappa, na qual se descrevem os compostos ativos ja
isolados de diferentes partes da planta e suas atividades bioldgicas. Verifica-se que os
extratos obtidos a partir das folhas sdo os mais estudados, entretanto poucos estudos
foram descritos sobre os frutos.

No Brasil, poucos trabalhos sobre a planta foram descritos, embora a mesma
esteja vastamente distribuida em todo o pais, inclusive na regido do sudoeste baiano.

Diante do exposto, a proposta deste trabalho ¢é realizar um estudo mais
detalhado a respeito da polpa e das sementes da T. catappa, para ampliar as

informagdes acerca das suas propriedades fisico-quimicas.
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Tabela 1.1 — Principais aspectos estudados sobre a T. catappa, descritos na literatura

Parte Extrato(s) Atividade Compostos Analise Referéncia
Estudada Biolégica/Nutricional Descritos Cromatogrifica
Sementes Aquoso Tolerancia para uso - - Oliveira et
nutricional al., 2000
Suspensdo a 1% Inibidor de ejaculagdo Alcaloides - Ratnasooriya
em metil celulose precoce et al., 2000
Folhas Aquoso Protecdo contra Punicalagina - Chen et al.,
genotoxicidade em 2000
cultura de células de
ovario de hamster
(atividade
antimutagénica)
Aquoso Anticlastogénica Punicalina e - Liuetal.,
(antitumoral) punicalagina 1996
CO; (supercritico) Aroma, antioxidante 18 identificados: CG/MS e Mau et al.,
fitol, terpenos, Olfatometria 2003
aldeidos e outros
compostos
simples.
Oleo essencial Antioxidante Wang et al.,
2000
e Pentano Antioxidante - - Chyau et al.,
e Diclorometano 2002
e Acetato Etila
e Metanol
Aquoso Antioxidante Acidos cumaricos, CG/MS Chyau et al.,
benzoicos e outros 2006
(banco de dados)
- Antioxidante Punicalagina e - Lin, Hsu e
punicalina. Lin, 2001
Etanolico Fragao cloroformica Triterpenos: acido - Fan et al.,
com mais agao urso6lico e outros 2004
antiinflamatoria
e Metandlico Antidiarréico - - Vrushabendra
e Aquoso Swamy,
e Etéreo 2006
- Hepatoprotetora Punicalina e - Lin et al.,
punicalagina 1998 ;
Linetal.,
2001
cloroférmico Hepatoprotetora - - Tang et al.,
2006
aquoso Hepatoprotetora Lin et al.,
1997
- Antiinflamatoria Punicalina e - Lin et al.,
punicalagina 1999
aquoso Antinociceptivo - - Ratnasooriya
(antiinflamatoria, , 2002
antipirético e
analgésico)
Taninos Tanaka et al.,
hidrolisaveis 1986
(Terflavinas A e
B, tergalagina,
tercataina)
Folhas e CO; (supercritico) Antioxidante esqualeno CG, HPLC Koetal.,
sementes 2002
Frutos e FEterde Todos os 3 extratos com Taninos - Nagappa et
petroleo atividade antidiabética al., 2003
e Metanol
e Aquoso
Nutricional Acido ascorbico Keshinro et
al., 1985
Taninos Lin, 1992
Cascas Acetona — agua - 19 isolados: - Lin e Hsu,
catapanina A, 1999

(8:2)

outros taninos, ac.
fenolicos e
flavonois

26




2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Caracterizar, por meio de parametros fisicos e quimicos, as amostras da polpa

e das sementes da T. catappa a partir de frutos coletados na cidade de Itapetinga — BA.

2.2. Objetivos Especificos

- Determinar a composi¢do centesimal da polpa e das sementes, a partir da
determinagdo dos teores de umidade, carboidratos, proteinas, lipidios, cinzas e fibras.

- Caracterizar a polpa e as sementes quanto a acidez total tituldvel e ao pH.

- Avaliar o teor de sélidos soluveis totais da polpa.

- Determinar a composigao e o teor de minerais da polpa e sementes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta dos frutos

Os frutos da Terminalia catappa Linn (améndoas) foram coletados de trés
arvores distintas localizadas no clube da AABB e no Estadio Municipal Primaverdo,
na cidade de Itapetinga — BA, em marco de 2008. A Amostra testemunho da espécie
foi incorporada ao acervo do Herbario André Mauricio Vieira de Carvalho, do
CEPEC, em Ilhéus — BA, sob o N° de registro 122.935 e identificada pelo curador do
herbario Dr. André M. Amorim. Foram selecionadas améndoas no estagio de
maturagao em que sao consumidas (coloragdo arroxeada), uma vez que ndo existem
estudos sobre padroes dos estagios de maturacdo da mesma. Apos lavagem em agua
destilada e secagem manual dos frutos, eles foram despolpados, sem a eliminacao da
casca, no laboratorio de Quimica Analitica da Universidade Estadual do Sudoeste da

Bahia (UESB), na cidade de Itapetinga (Figura 1.4).

Figura 1.4 — Améndoas inteiras e despolpadas (carocos).

3.2. Caracterizacoes fisicas e quimicas da polpa e das sementes

Para as caracterizagdes fisicas e quimicas, os frutos da T. catappa foram
submetidos a analises dos teores de umidade, cinzas, lipidios, fibras, proteinas e
solidos soluveis totais (SST - °Brix). Os frutos também foram caracterizados quanto a
composi¢ao e teor de minerais, a acidez e ao pH.

As andlises de umidade, acidez e pH foram realizadas a partir dos furtos
frescos e parte da polpa fresca foi separada para ser submetida a extragdo em etanol e
para a analise de SST.

Da outra parte dos frutos, a polpa e os carogos foram submetidos a pré-
secagem em estufa de circulacdo forgada de ar a temperatura de 55 + 5°C durante 18
horas, quando o material apresentou peso constante e a polpa, consisténcia quebradiga.
Posteriormente, a polpa foi moida em moinho, da marca Marconi e as sementes foram

retiradas dos carogos em pedagos pequenos. As amostras pré-secas foram
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acondicionadas em frascos de vidro hermeticamente fechados e identificados e
submetidas as demais analises (Rech et al., 2006). Todas as analises foram realizadas

em triplicatas.

3.2.1. Medida do pH

Para as analises de pH pesou-se 1,5 g de cada amostra fresca e adicionou-se
aproximadamente 10 mL de agua destilada. O material foi macerado, filtrado ¢ a
solugdo sobrenadante foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL. Em
seguida, adicionou-se mais 10 mL de agua destilada em cada amostra ¢ deixou-se em
repouso por um periodo de 15 min. O procedimento foi repetido sucessivamente até
que a agua se tornasse clara. Entdo, o volume do baldao foi completado com agua
destilada.

As medidas de pH foram realizadas nos filtrados obtidos, utilizando-se

pHmetro marca GEHAKA, modelo W3B.

3.2.2. Determinacio da acidez titulavel

A acidez total das sementes foi determinada por titrimetria, utilizando-se
fenolftaleina como indicador acido-base. Para a determinagdo da acidez da polpa
utilizou-se o método de titulagdo potenciométrica, uma vez que a amostra ¢ colorida e
sua cor prejudica a visualizagdo do ponto final.

As solugdes aquosas obtidas a partir das sementes para a analise de pH (100
mL) foram transferidas para erlenmeyers de 250 mL, posteriormente, adicionou-se
fenolftaleina e titulou-se com solugdo de NaOH 0,0929 M (Instituto Adolfo Lutz,
1985). Para a analise da polpa, cada amostra (100 mL) obtida anteriormente foi
colocada em béquer sob agitacdo magnética e utilizou-se o pHmetro para acompanhar
a variagdo do pH ao longo da titulagdo. O ponto de viragem foi estabelecido como pH
= 8,1 (Cecchi, 2007), uma vez que a constitui¢do quimica de um alimento é complexa,

existindo diversos compostos com diferentes pontos de equilibrio acido-base.

3.2.3. Solidos soliveis totais (Brix) da polpa

As leituras do grau Brix do suco integral da polpa de cada amostra (1 a 2
gotas) foram feitas por refratometria, utilizando-se o refratometro portatil da marca
QUIMIS. O aparelho foi calibrado a temperatura ambiente com agua destilada e

procedeu-se as leituras das amostras (Instituto Adolfo Lutz, 1985).
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3.2.4. Determinaciao da umidade

A determinagdo do teor de umidade foi conduzida de acordo com metodologia
apresentada por Rech et al. (2006), com modificacdes.

Pesou-se 3 g da amostra fresca em pesa-filtro, previamente aquecido em estufa
a 105 °C por uma hora, resfriado em dessecador até a temperatura ambiente e pesado.
A polpa e as castanhas frescas foram submetidas a pré-secagem em estufa de
circulagdo for¢ada de ar a temperatura de 55 + 5°C durante 18 horas, quando o
material apresentou peso constante € a polpa, consisténcia quebradica.

A secagem definitiva foi realizada apds a etapa da pré-secagem, descrita
anteriormente, em estufa de secagem a 105°C por um periodo de trés horas. As
amostras secas foram retiradas da estufa, colocadas em um dessecador para esfriar,
durante uma hora. Pesou-se, anotando todos os pesos em uma ficha. Repetiu-se as
operagdes de aquecimento por uma hora e resfriamento até que as amostras

apresentassem peso constante.

3.2.5. Determinacio do teor de cinzas

A determinacdo do teor de cinzas foi realizada segundo metodologia descrita
em Rech et al. (2006), com modificagdes.

Pesou-se 2 g da amostra pré-seca em cadinho de porcelana previamente
aquecido em mufla a 550 °C durante 15 minutos, resfriado em dessecador até a
temperatura ambiente e pesado. A amostra foi incinerada em mufla a 550 °C por 4
horas, até a obtengdo de cinza clara. Depois, o material foi colocado em dessecador

para esfriar durante aproximadamente trés horas (até temperatura ambiente) e pesado.

3.2.6. Determinacao da composicao de minerais

Os minerais foram quantificados por fluorescéncia de raios-X (FRX), no
Centro de Tecnologia do Gas-CTGAS localizado na cidade de Natal-RN. De acordo
com o principio da técnica, o analisador irradia raios-X na amostra e o sistema detecta
os sinais de fluorescéncia gerados. O tubo de raios-X utilizado foi de rdédio e a
atmosfera de trabalho foi de hélio. A energia de excitacdo utilizada foi de 50 keV e
detector operando a -176°C. A amostra foi colocada em uma cubeta coberta por um
filme de polipropileno de 5 pm de espessura. O equipamento utilizado foi o Shimadzu

modelo EDX-720.

3.2.7. Determinacao do teor de lipidios
O teor de lipidios foi determinado de acordo com a metodologia descrita em

Rech et al. (2006), com modificagdes. Pesou-se 1 g de amostra pré-seca em papel
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filtro e fez-se um envelope com o mesmo. A amostra foi colocada no extrator tipo
Soxhlet a 105 °C, cujo baldo foi previamente aquecido por uma hora, resfriado em
dessecador até a temperatura ambiente e pesado. Colocou-se éter etilico P. A.
suficiente para cobrir a amostra. O tempo total de extragdo foi de 5 horas para as
amostras da polpa e 7 horas para as sementes. Apos esse processo, o solvente foi
evaporado, o baldo com o extrato foi colocado em estufa a 105 °C durante 12 horas,

resfriado em dessecador até a temperatura ambiente e pesado.

3.2.8. Determinacao do teor de fibras

A partir das amostras desengorduradas na etapa anterior, foram realizadas as
analises de fibra detergente neutra (FDN) e fibra detergente acida (FDA), conforme
metodologia descrita em Rech et al. (2006). Utilizou-se aparelho digestor de fibras da
ANKOM e saquinhos especificos para acondicionar as amostras (Filter Bags for Fiber
Analysis — F57 da marca ANKOM).

As analises de FDN e FDA foram realizadas seqiiencialmente. Primeiramente,
pesaram-se os saquinhos identificados e posteriormente as amostras restantes da
analise anterior juntamente com os saquinhos, que, em seguida, foram selados. As
amostras foram colocadas no aparelho, programado para 1h e 15 min a 100°C, e
cobertas com a solucdo em detergente neutro (FDN), preparada conforme descrito em
Silva e Queiroz (2002). Apds este periodo, a solucdo foi descartada e as amostras
foram lavadas trés vezes com agua destilada em ebuli¢do durante 5 min. Os saquinhos
contendo as amostras foram retirados, o excesso de agua removido e os mesmos foram
colocados em estufa a 105 °C por um periodo de 15 horas. Apds a secagem, as
amostras foram colocadas em dessecador para esfriar e pesadas em seguida.

A analise de FDA foi realizada logo apds, a partir das mesmas amostras,
através de procedimento semelhante ao anterior, utilizando-se solug@o digestora acida
(20g de brometo-cetil-trimetilaménio em 1 L de solugdo de H,SO4 1 N) ao invés da

solugdo de FDN.

3.2.9. Determinacao do teor de proteina bruta

Utilizou-se o processo Semimicro Kjeldahl, segundo Silva e Queiroz (2002),
com modifica¢des. Colocou-se 200 mg de amostra pré-seca em tubo de digestdo. Em
seguida adicionou-se aproximadamente 2 g da mistura catalitica (10 partes de sulfato
de potassio) e 5 mL de H,SO,. Iniciou-se a digestdo a temperatura moderada,
aumentando-se gradualmente até a temperatura maxima de 400°C. A amostra foi
retirada 30 minutos apds se tornar uma solugdo de coloracdo azul esverdeada clara. O

processo de digestdo foi de aproximadamente 3 horas. Apos esfriar, adicionou-se uma
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pequena porcao de agua destilada (cerca de 20 mL) e misturou-se. O tubo digestor foi
colocado em destilador de nitrogénio Tecnal (TE 036/1) e adicionou-se cerca de 25
mL de solugdo de NaOH a 50%. Adicionou-se em erlenmeyer (125 mL) 10 mL de
solucdo de acido borico a 4% com solugdo indicadora mista de vermelho-de-metila e
verde-de-bromocresol. O erlenmeyer foi adaptado ao destilador para o recebimento da
amonia, mantendo-se o terminal do condensador mergulhado na solugdo receptora até
que toda a amodnia fosse liberada. O volume do destilado foi de aproximadamente 75
mL e a cor da solugdo mudou de rosa para verde. Titulou-se com HCI1 0,0216 N até a

mudanga de coloragdo verde para rosa.
3.2.10. Determinacao do teor de carboidratos

O teor de carboidratos foi obtido pelo calculo de diferenca das outras fragdes

analisadas (umidade, cinza, extrato etéreo e proteina) (Gondim, 2005).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Composicao centesimal

Os resultados obtidos para a composi¢do quimica centesimal da polpa da T.
catappa (Tabela 1.2) apresentam valores proximos aos descritos para algumas frutas
tipicamente consumidas no Brasil (Tabela 1.3). O contetdo de cinzas (1,06 + 0,13 %)
¢ aproximadamente 50% maior que a média dos valores apresentados por estas frutas

(0,45%).

Tabela 1.2 — Composi¢do centesimal da polpa e da castanha dos frutos da T. catappa
coletados em Itapetinga-BA (g /100 g de amostra)

Amostras Polpa Castanha Castanha seca
Umidade 82,67 £4,06 23,88 £ 0,39 4,66 +£0,52
Lipidios 0,35+ 0,09 42,13 +£ 6,05 52,72+7,19
Proteinas 0,85+ 0,30 19,27 + 1,45 24,14 + 0,98
Cinzas 1,06+ 0,13 3,06 £ 0,45 3,83+ 0,55
Carboidratos 15,08 + 3,85 11,67 £5,45 14,65 + 6,95

FDN 4,78 + 1,84 10,91 £ 6,29 13,71 + 8,02
Fibras —Fpa 4,11+1,70 5,71 +4,17 7,18 45,31

Os valores sdo expressos em média + desvio-padréo.

Tabela 1.3 — Composicdo centesimal de frutas (g /100 g de parte comestivel)

Fruta Umidade Proteina  Lipidios Carboidrato Fibra Cinzas
alimentar
Abacaxi 86,3 0,9 0,1 12,3 1,0 0,4
Acerola 90,5 0,9 0,2 8,0 1,5 0,4
Banana prata 71,9 1,3 0,1 26,0 2,0 0,8
Goiaba vermelha 85,0 1,1 0,4 13,0 6,2 0,5
Maca Fuji 84,3 0,3 tragos 15,2 1,3 0,2
Mamao Papaia 88,6 0,5 0,1 10,4 1,0 0,4
Manga Haden 82,3 0,4 0,3 16,7 1,6 0,4
Maracuja 82,9 2,0 2,1 12,3 1,1 0,8
Uva Rubi 86,1 0,6 0,2 12,7 0,9 0,5

Fonte: Tabela brasileira de composi¢ao de alimentos / NEPA-UNICAMP, 2006.

Os resultados da composigdo centesimal das sementes secas estudadas (Tabela
1.2) apresentam valores dentro da faixa daqueles descritos por Oliveira et al. (2000) e
Gonzalez-Mendoza et al. (2005) para as castanhas da T. catappa, com relagdo aos
teores de umidade, lipidios e carboidratos. O teor médio de umidade (4,66 + 0,52 %)
esta abaixo daquele apresentado pelas castanhas estudadas do Ceara (7,70 + 0,19 %) e
o conteudo de cinzas (3,83 = 0,55 %) € maior (2,4 £ 0,06 %). Isto pode ser explicado

por condigdes de secagem diferentes, as quais ndo sdo apresentadas no referido
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trabalho (Oliveira et al., 2000). Quanto ao teor médio de proteinas (24,14 + 0,98 %),
este se apresenta menor que o valor obtido por Oliveira et al. (2000) (29,4 = 1,12 %) e
consideravelmente maior que os valores obtidos para as sementes estudadas em
diferentes regides da Venezuela (14,01+ 1,68 a 16,32 + 1,03) (Gonzalez-Mendoza et
al., 2005).

Comparando os resultados obtidos com os valores apresentados para a noz e
castanha-do-para cruas (Tabela 1.4), a semente in natura da T catappa apresenta um
valor médio de umidade bem maior (23,88 £ 0,39 %) e um menor contetdo de lipidios
(42,13 £ 6,05 %). A castanha seca apresenta teor de umidade (4,66 £ 0,52 %) proéximo
aos valores da noz e da castanha-do-para cruas, logo a sua composi¢ao centesimal
pode ser comparada a composi¢do dessas. Assim, a castanha seca estudada apresenta
valores médios de lipidios (52,72 + 7,19 %), cinzas (3,83 0,55%) e carboidratos
(14,65 + 6,95 %) dentro da faixa de valores apresentados na Tabela 1.4. J4 o contetido
de proteinas é consideravelmente maior (24,14 £ 0,98 %), o que revela o potencial

nutricional da mesma.

Tabela 1.4 — Composicao centesimal da noz e da castanha-do-para
(g/ 100 g de parte comestivel)

Umidade  Proteina Lipidios Carboidrato Fibra Cinzas
alimentar
Castanha 3,5 14,5 63,5 15,1 7,9 3,4
-do-Para
Noz 6,2 14,0 59,4 18,4 7,2 2,1

Fonte: Tabela brasileira de composi¢ao de alimentos / NEPA-UNICAMP, 2006.

Essa avaliag@o da constitui¢do quimica basica dos frutos da espécie T. catappa
¢ de grande importancia, uma vez que ainda existem poucos estudos publicados sobre
a composi¢do quimica e nutricional desses frutos (Angel et al., 2003; Christian e
Ukhun, 2006; Gonzalez-Mendoza et al., 2005; Oliveira et al., 2000). Este estudo
também ¢ importante do ponto de vista da grande variagdo das caracteristicas
morfologicas, sensoriais e da variabilidade genética dessa espécie ao longo das
diferentes regides do Brasil ¢ do mundo (Thomson e Evans, 2006). Portanto se torna
necessario a investigagdo da composi¢do quimica destes frutos ao longo dessas
diversas regioes.

A polpa da améndoa-da-praia € comestivel, porém ndo ¢ amplamente
consumida, sendo este fato ainda desconhecido por muitas pessoas. A composi¢do
centesimal de um alimento nos da informagdes basicas sobre o potencial nutricional

do mesmo, mas se torna necessario uma avaliacdo completa dos aspectos nutricionais,
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como composicao de vitaminas, perfil de acidos graxos, constituintes protéicos, além
de fatores antinutricionais e outros.

Além disso, a composi¢do centesimal de um alimento fornece informagoes
basicas sobre o seu potencial de utilizacdo tecnologica. A proporgdo entre os
constituintes analisados influencia o comportamento do alimento nos diversos tipos de
processamento, como, por exemplo, o rendimento do produto e os tipos de alteragdes

quimicas sofridas.

4.2. Teor de fibras

A polpa das améndoas apresentou um contetdo médio de fibras (4,78 + 1,84
% para FDN e 4,11 = 1,70 % para FDA) superior aos valores apresentados pela
maioria das frutas na Tabela 1.3, que variam entre 0,9 % ¢ 2,0 %. J& as sementes
apresentaram teores de fibras bem maiores, de 10,91 + 6,29 % e 13,71 + 8,02 %, para
FDN nas castanhas cruas e secas, respectivamente. Esses dados estdo dentro da faixa
de valores apresentados para noz e castanha-do-para destacados na Tabela 1.4.

A solucdo detergente neutra ¢ usada para dissolver substincias facilmente
digeridas, como a pectina e o conteudo celular da planta (proteinas, aglcares e
lipidios), deixando um residuo fibroso, a Fibra em Detergente Neutro (FDN). Esta ¢ a
parte da amostra constituida, basicamente, de celulose, hemicelulose e lignina, que sdo
os principais componentes da parede celular, além de proteinas danificadas pelo calor,
a maior parte das proteinas da parede celular, amido e minerais insoluveis em
detergente neutro (Van Soest, 1965 citado por Silva e Queiroz, 2002).

A Fibra em Detergente Acido (FDA) ¢ a parte da amostra constituida, em sua
quase totalidade, de celulose e lignina, além de proteinas danificadas pelo calor, a
menor parte das proteinas da parede celular, parte da pectina ¢ minerais insoliveis em
detergente acido. A fragdo celulose representa a maior parte da FDA (Cecchi, 2007,
Van Soest, 1967 citado por Silva e Queiroz, 2002).

A Fibra Bruta (FB) corresponde ao residuo obtido da planta apos extracdes
sucessivas com solventes acido e base diluidos (Cecchi, 2007; DeVries, acessado em
julho de 2008). O método tradicional de determinagdo da FB considera uma por¢ao da
proteina da planta, sendo que partes da lignina e da hemicelulose que a constituem sao
solubilizadas e o resultado é entdo subestimado (Cecchi, 2007; Silva e Queiroz, 2002).
Logo, esse método classico ndo inclui muitos componentes que normalmente sio
associados com atividades fisioldgicas desempenhadas pelas fibras (DeVries, acessado
em julho de 2008).

O termo “Fibra Dietética” (FD), que evoluiu com o desenvolvimento da

ciéncia, ¢ atualmente empregado para designar o material vegetal constituido
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basicamente da parede celular, além de polissacaridios, lignina e substincias
associadas que ndo necessariamente sdo originarias da parede celular, que sdo
resistentes a hidrélise enzimatica da digestdo humana. Atualmente ja se sabe que ndo
somente a fibra oriunda da parede celular, mas também aquela ndo proveniente da
mesma tem agdes fisiologicas importantes, atribuidas as fibras em geral. (DeVries,
acessado em julho de 2008; Trowell, 1976).

Varios sdo os métodos analiticos que tém como objetivo a determinacdo do
contetido das fibras alimentares da dieta humana. Estes métodos foram desenvolvidos,
aperfeicoados e modificados ao longo do tempo, de forma a obter resultados proximos
ao conteudo vegetal ndo digerivel pelo homem, mas que desempenha papel
fundamental na sua saide. Ao mesmo tempo, observa-se uma evolu¢do no
conhecimento da constitui¢do quimica e da funcdo fisiologica da Fibra Dietética.
Assim, a ciéncia se esforga para aproximar a metodologia analitica ao sistema
digestivo humano.

Neste sentido, o0 método usado no presente trabalho ndo constitui um estudo
detalhado da composicdo da fibra das améndoas, mas possui vantagens em relacdo a
metodologia tradicional de determinagdo da Fibra Bruta. Isto porque na analise de
FDN e FDA considera-se diferentes compostos, além de incluir a hemicelulose e a
lignina, importantes constituintes das fibras.

A presenca de fibra alimentar nos alimentos ¢ de grande interesse na area da
saude, ja que estudos epidemioldgicos indicaram uma relagdo inversa entre a ingestao
de fibras e algumas formas de céancer, problemas cardiovasculares, diverticulite,
apendicite, calculos biliares, varizes, diabetes e hemorroidas (DeVries, acessado em
julho de 2008).

Uma maior ingestdo de fibras aumenta a suavidade fecal, o seu volume, a
capacidade orgéanica de reter agua e reduz o tempo do transito intestinal, aumentando,
dessa forma, a remo¢do de materiais estagnados ou potencialmente prejudiciais do

intestino (DeVries, acessado em julho de 2008).

4.3. Acidez total e pH

Na Tabela 1.5 estdo apresentados os resultados de acidez e pH para a polpa e
as castanhas estudadas. A acidez foi expressa em mEq /100 g de amostra, uma vez que
os acidos organicos encontram-se presentes nas frutas em misturas complexas
(Chitarra e Chitarra, 2005) e nao se tem dados do principal acido constituinte da

améndoa tropical.
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Tabela 1.5 — Valores de pH e acidez para a polpa e as castanhas da T. catappa frescas

% Acidez
Amostras pH (mEq /100 g)
Polpa 4,37 +£0,52 7,94 + 4,41

Castanhas | 6,86+ 0,19 3,44 +£0,49

Os valores sao expressos em média + desvio-padrdo

Os acidos organicos presentes nos tecidos vegetais podem se encontrar nas
formas livre ou esterificada. Os acidos fracos livres, na presenca de seus sais de
potassio, apresentam pequena variagdo no pH em fun¢do do equilibrio estabelecido no
sistema. Na célula, esses acidos encontram-se associados com seus sais de potassio e
constituem sistemas tampoes. A capacidade tampao de alguns sucos permite que
ocorram grandes variagdes na acidez titulavel, sem variagcdes aprecidveis no pH.
Contudo, numa faixa de concentragdo de acidos entre 2,5 ¢ 0,5 %, o pH aumenta com
a reducdo da acidez, sendo utilizado como indicativo dessa variagdo. Uma pequena
variacdo nos valores de pH ¢ bem detectavel nos testes organolépticos (Chitarra e

Chitarra, 2005).

4.4. Teor de sélidos soluveis totais da polpa

A polpa apresentou um teor médio de solidos soluveis totais (SST) de 12,96 +
0,52 °Brix, que esta entre os valores minimos descritos para frutas como ameixa, uva,
cereja e outras (Chitarra e Chitarra, 2005).

O teor de solidos soluveis representa o total de todos os solidos dissolvidos na
agua, comecando com aglicares, sais, proteinas, acidos entre outros (Moraes, 2006).
Sdo constituidos principalmente por aglcares, variando com a espécie, a forma de
cultivo, o estagio de maturagdo ¢ o clima, com valores médios entre 8% e 14%
(Chitarra e Chitarra, 2005).

Dentre os diversos componentes da fruta, os SST (°Brix) desempenham um
papel primordial para a sua qualidade, devido & influéncia nas propriedades
termofisicas, quimicas e biologicas da fruta. Na industria, a analise do °Brix tem
grande importancia, no controle dos ingredientes a serem adicionados ao produto ¢ na
qualidade final deste. A determinacdo do °Brix ¢ utilizada, por exemplo, na producao
de doces, sucos, polpas e bebidas em geral (Costa et al., 2004). As matérias-primas
serdo tanto melhores para a industrializacdo quanto maiores forem os seus teores de

SST (Chitarra e Chitarra, 2005).
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O teor de SST ¢ expresso em grau Brix (°Brix) ou % em volume, que ¢ a
quantidade em gramas, de SST existentes em 100 mL de solug@o (suco) (Chitarra e
Chitarra, 2005).

A relagdo solidos soluveis/acidez titulavel é uma das formas mais utilizadas de
avaliagdo do sabor de frutos, sendo mais representativa que a medida isolada de
acgucares ou da acidez. Essa relagdo proporciona uma boa idéia do equilibrio entre
esses dois componentes (Chitarra e Chitarra, 2005).

Além disso, a medida de °Brix pode ser usada como indice de maturagdo de
frutos juntamente com outros parametros. Em relacdo a améndoa-da-praia, ndo foram
encontrados na literatura estudos referentes a pos-colheita. Assim, os resultados

obtidos no presente estudo podem variar caso haja uma defini¢do ¢ padronizagdo do

estadio de maturagao ideal para o consumo desses frutos.

4.5. Composicao de minerais

A Tabela 1.6 ilustra os teores dos elementos minerais encontrados na castanha
e na polpa obtidas dos frutos secos da T.Catappa colhidos de duas diferentes arvores.

Os minerais desempenham diversos papéis essenciais no organismo, tanto na
sua forma i6nica em solugdes nos fluidos corporais, quanto como constituintes de
compostos essenciais. Eles também atuam como cofatores enzimaticos, sendo,
portanto, requeridos em quantidades que dependem da fase de crescimento, das
condi¢des fisiologicas (gravidez, lactacdo) do estado nutricional e da saude (Krause ¢
Mahan, 1991). Além disso, regulam o equilibrio acido-base, a pressdo osmotica, a
atividade muscular e nervosa, facilitam a transferéncia de compostos essenciais
através das membranas e, em alguns casos, fazem parte dos elementos constituintes
dos tecidos do organismo (Shils et al. 1994).

Os elementos minerais reconhecidos como essenciais sdo comumente
divididos em macrominerais ou minerais principais, que o organismo humano
necessita em maior quantidade (calcio, fosforo, potassio, sédio, cloro, magnésio,
enxofre) e os minerais tragos (microminerais), que sao necessarios em doses diarias
bem pequenas (ferro, cobre, cobalto, manganés, zinco, iodo, flior, molibdénio,
selénio, cromo, silicio). A importancia de sua inclusdo na dieta tem sido amplamente
discutida em textos sobre nutri¢ao (Sgabieri, 1987). Os macrominerais sdo necessarios
em quantidades de 100 mg ou mais por dia e os microminerais, embora em menor
quantidade (miligramas ou microgramas por dia), sdo também importantes para o
organismo humano.

A partir dos resultados obtidos, verificou-se a presenga dos elementos

minerais K, Ca, S, P, Si, Cu, Fe, Zn, Rb ¢ Mg tanto na polpa quanto na castanha do
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fruto da T.catappa. Tanto a polpa como as castanhas sdo ricas em macrominerais,
exceto o Na, que ndo foi encontrado em ambas ¢ o Cl que nio foi encontrado na
castanha. Entre os microminerais, verificou-se a presenca de Fe, Cu, Zn, Si. O Mn foi
encontrado somente na castanha.

A polpa dos frutos analisados mostrou-se uma boa fonte de potassio, duas
vezes mais que na castanha. J& os elementos Ca, S, P, Si e Mg foram encontrados em
maior quantidade na castanha com valores 2, 10, 10, 7 ¢ 4 vezes maiores que na polpa,
respectivamente. Nao foram observadas grandes variagdes nos teores de Cu, Fe, Rb e
Zn encontrados na polpa e castanha. Notou-se a presencga de Br na polpa ¢ de Ni na

castanha.

Tabela 1.6 — Teores médios de elementos minerais

Minerais | Teores de Elementos Minerais (%)

Polpa Castanha seca*

K 34,0 £4,36 15,0 £0,30
Ca 8,9+ 0,69 20,9+ 0,85
S 0,3+0,01 3,3+0,62
0,2+0,02 3,1+£0,04

Cu 0,4+0,16 0,5+0,11
Si 0,3 +0,05 2,2+0,46
Fe 0,1 £0,03 0,4 £0,09
Rb 0,1 £0,04 0,1 £0,01
Mg 0,7 £ 0,06 3,3+0,32
Zn 0,2 £0,02 0,5+ 0,06
Mn 0,0 £ 0,00 0,4£0,07
Ni 0,0 £ 0,00 0,4 £0,03
Br 0,3+0,11 0,0 £ 0,00
Cl 7,9 +£3,50 0,0 £ 0,00

Os valores sdo expressos em média + desvio-padrao.
* Analises realizada apos pré-secagem das amostras até 4,66 +0,52 % de umidade.
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho apontam para o potencial
nutricional e tecnologico da polpa e das sementes da espécie T. catappa. A busca por
fontes alimenticias alternativas e pela utilizagdo de espécies disponiveis em niveis
locais tem impulsionado pesquisas com o objetivo de tragar o perfil nutritivo dessas
améndoas. Estudos regionalizados, de modo a explorar espécies acessiveis ¢ muitas
vezes subutilizadas, sdo de grande relevancia.

Assim como outras castanhas, normalmente comercializadas e bastante
apreciadas em todo o mundo, as castanhas da amendoira-da-praia sdao ricas em
lipidios, proteinas, minerais e fibras, além de bastante saborosas.

Diante desses resultados, podemos concluir que o fruto da T. catappa pode vir
a se constituir numa alternativa promissora para o enriquecimento nutricional de dietas
para populacdes com baixo poder aquisitivo, amenizando dessa forma, a caréncia em

relacdo aos nutrientes que fazem parte da composicao quimica dessas espécies.
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CAPITULO 2

EXTRACAO, QUANTIFICACAO DE FENOIS TOTAIS E IDENTIFICACAO
DE COMPOSTOS FENOLICOS DA POLPA DOS FRUTOS
DA Terminalia catappa Linn

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Compostos fenolicos

Os compostos fenolicos tém sido topicos de pesquisas extensivas nos ultimos
anos devido aos efeitos benéficos que proporcionam a saide, como a agdo
anticarcinogénica, anti-tlcera, anti-trombotica, anti-inflamatoria, anti-alergénica,
moduladora do sistema imunologico, antimicrobiana, vasodilatadora e analgésica.

Os referidos compostos fazem parte de um grande e diversificado grupo de
metabolitos secundarios de plantas, essenciais para seu crescimento e reproducio.
Além disso, eles atuam como agentes antipatogénicos e contribuem com a
pigmentagdo. Em alimentos, sdo responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma e
estabilidade oxidativa. As principais fontes destes compostos sdo frutas citricas, como
limdo, laranja e tangerina, além de outras frutas como cereja, uva, ameixa, péra, maca
e mamao, sendo encontrados em maiores quantidades na polpa, que no suco da fruta.
Pimenta verde, brocolis, repolho roxo, cebola, alho e tomate também sdo excelentes
fontes destes compostos (Angelo e Jorge, 2007).

Do ponto de vista quimico, os compostos fenolicos podem ser definidos como
substancias que possuem no minimo um anel aromatico em sua estrutura, com uma ou
mais hidroxilas como grupos funcionais. Estes grupos podem ser substituidos por
ésteres, ¢ésteres metilicos e glicosideos. Possuem estrutura quimica heterogénea e com
isso, sdo multifuncionais. Existem cerca de cinco mil fendis, dentre eles, destacam-se
os flavonodides, acidos fendlicos, fendis simples, cumarinas, taninos, ligninas e
tocoferdis (Naczk e Shahidi, 2004).

Os compostos fenolicos englobam desde moléculas simples até moléculas
com alto grau de polimerizacdo. Estdo presentes nos vegetais nas formas livres ou
conjugadas, ligados a agtcares (glicosideos) e proteinas (Naczk e Shahidi, 2004).

Atualmente, este grupo de substancias ¢ de grande interesse, tanto nutricional,
por sua contribuicdo na manutengdo da saide humana, como do ponto de vista
tecnologico. Em alimentos, eles desempenham uma série de fungdes, como prevencao

da oxidagdo de lipidios e prote¢do de vitaminas e enzimas, além de influenciar nas

45



qualidades sensoriais (cor, sabor, aroma) e¢ na qualidade nutricional de produtos

frescos e processados (Naranjo, 2006).

1.2. Estrutura e classificacio dos compostos fenélicos

1.2.1. Fenéis simples

Os fendis simples, como o catecol, o guaiacol e o floroglucinol (Figura 2.1)
sd0 pouco freqiientes na natureza, com excegdo dos derivados quindnicos hidroxilados
presentes em algumas familias (Rosaceas, Ericaceas e outras) geralmente na forma de

glicosideos (Fresno, 1999).

OH OCH, OH
OH OH

HO OH
@) (b) (©

Figura 2.1 - (a) Catecol, (b) guaiacol, (¢) floroglucinol (Fresno, 1999)

1.2.2. Acidos fenélicos

Este grupo engloba todos os compostos organicos que tém pelo menos uma
fungdo carboxilica ¢ um grupo hidroxila fendlico, no entanto, na pratica esta
denominagdo fica reservada aos derivados do acido benzdico e do acido cinamico

(Fresno, 1999).

(i) acidos fenolicos derivados do acido benzoico
Estes compostos se encontram amplamente distribuidos no reino vegetal, tanto
em gimnospermas como nas angiospermas, podendo ser encontrados livres ou

combinados na forma de heterosideos ou ésteres (Figura 2.2) (Fresno, 1999).

R: R,
H H acido p- R, COOH
hidroxibenzoico
OH H acido protocatético HO
OCH; H 4cido vanilico R,

OH OH  4cido galico
OCH; OCH; Aacido siringico

Figura 2.2 — Acidos fenolicos derivados do acido benzoico (Fresno, 1999)
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Alguns desses, como o acido galico e seu dimero o acido elagico,
desempenham um importante papel na constituicdo dos taninos hidrolisaveis (Fresno,
1999).

(ii) acidos fenoélicos derivados do acido cinimico

Alguns destes compostos estdo presentes praticamente em todos os vegetais
como os acidos p-cumarico, caféico, ferulico e sinapico (figura 2.3). Outros, por outro
lado, como o acido 0-cumarico, por exemplo, estdo menos distribuidos na natureza.

(Fresno, 1999).

Ri Ro
R, s __COOH H H  4cido p-cumarico
OH H acido caféico
HO OCH; H acido ferulico
Ra OCH; OCH; é4cido sinapico

Figura 2.3 — Acidos p-hidroxicindmicos (Fresno, 1999)

Normalmente aparecem na forma de ésteres de alcoois alifaticos ou do acido
quinico. Também podem estar esterificados a agucares (geralmente a glicose) e grupos
hidroxilas de alguns metabolitos secundarios, como flavonoides, antocianosideos,
saponosideos, etc. Podem, igualmente, estar na forma de amidas derivadas da
tiramina, putrescina entre outras (Fresno, 1999).

O 4cido caféico é comumente encontrado em muitas frutas, vegetais,
condimentos e bebidas. O acido clorogénico (éster do acido caféico e acido quinico) ¢
o composto fenolico majoritario do café e foi isolado de folhas e frutos de plantas. O
acido ferulico é encontrado nas folhas e sementes de muitas plantas incluindo trigo

integral, aveia, café, magas, amendoim, e ananases (Simpson, 2006).

OH

(a) (b)

Figura 2. 4 - Acido caféico (a) e acido clorogénico (b)
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1.2.3. Flavonodides

Os flavondides constituem o grupo de compostos fendlicos mais importante e
abundante das plantas (Harborne e Williams, 2000). Nos vegetais estes compostos
atuam na formacdo de pigmentos, na protecdo a radiacdo ultravioleta, na defesa contra
patogenos, na protecdo contra danos oxidativos e no controle da agdo de hormonios
como as auxinas (Fresno, 1999; Naranjo, 2006). Encontram-se amplamente
distribuidos em frutas e vegetais comestiveis, assim como em seus produtos derivados,
como vinho, cerveja, sucos e outros (Naranjo, 2006).

Esses compostos estdo amplamente distribuidos em todo o reino vegetal,
constituindo a maioria dos pigmentos amarelos (flavonas, flavondis, chalconas,
auronas, flavanonas), roxos e azuis (antocianinas) de flores e de alguns frutos. Sao
particularmente abundantes nas plantas vasculares. Destacam-se as familias
Asteraceae, Rutaceae, Fabaceae, Umbelliferae, Lamiaceae, entre outras, pelo contetido
e diversidade estruturais de flavonoides existentes nelas. Salvo algumas excegdes, as
antocianinas estdo presentes em todas as angiospermas; nas gimnospermas Sao
caracteristicos os biflavonodides (formas dimeras, com freqiiéncia, de flavonas e
flavanonas) em Cycadales e Coniferales (com exce¢ao de Pinnaceae) (Fresno, 1999).

Do ponto de vista quimico, os flavonodides sdo fenodis que possuem uma
estrutura basica do tipo diaril-propano (Ar-Cs-Ar), constituida por um anel benzénico
condensado a uma y-pirona (ou seus derivados) substituida na posi¢ao 2 ou 3 por um
radical fenil, conforme representado na Figura 2.5. Em sua maioria, esses compostos

encontram-se unidos a um agucar (Fresno, 1999).

Figura 2.5 — 2-fenilbenzopirona, nucleo dos flavonodides

Dependendo do grau de oxidacdo do anel pirdnico central os flavonoides
podem diferenciar-se em varios tipos (Figura 2.6) (Fresno, 1999):

a) 2(3)-fenilbenzopirona: flavonas, flavondis, flavanonas, isoflavonas,
chalconas (com anel piranico aberto) e auronas (homologos de flavonas com
heterociclo pentagonal).

b)  2-fenilbenzopirano:  3-flavandis  (catequinas),  3,4-flavanodiodis
(leucoantocianinas).

¢) 2-fenilbenzopirilo (cation flavilio): antocianinas
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A presenca de grupos hidroxilas ¢ freqiiente nas posi¢des 3, 5, 7, 3°, 4°, 57;
que podem estar livres, eterificados por metanol ou unidos a agticares (L-raminose, D-
glicose, D-galactose, L-arabinose ou outros) constituindo, em sua maioria, O-
heterosideos. Podem encontrar-se também como C-heterosideos, sendo que neste caso
a ligacio se estabelece entre o carbono anomérico do agtcar e o Cs ou Cg da genina. E
freqliente a acilacdo das hidroxilas do agucar; sendo que nos antocianosideos se
realiza, sobretudo, na série dos 3,5-diosideos (Fresno, 1999). Os flavondides também

se encontram na forma de polimeros com diferentes graus de polimerizagao (Aoki et

al., 2000).
A,
- LI LI
OH O
2 0

Flawvonas Flavonais |soflavonas
oAy )
g .
]

0 8]
Flavanonas Aurnas Chalconas
S8y

‘ ‘ +-\N\
OH OH Z 0o
2H
Leucoantocianinas Catequinas Antocianinas

Figura 2.6 — Principais grupos estruturais de flavonoides

As antocianinas formam um dos grupos de pigmentos mais amplamente
distribuido no reino vegetal. Estes compostos s@o responsaveis por uma larga faixa de
cores da maioria dos vegetais comestiveis, incluindo azul, roxa, violeta, magenta,
vermelha e alaranjada (Fennema, 1996; Malien-Aubert et al., 2001).

Estruturalmente, esses pigmentos sdo glicosideos de poliidroxi e/ou
polimetoxi derivados do ion flavilio. Todos possuem o mesmo esqueleto basico
hidroxilado nas posigdes 3, 5 e 7 e diferem entre si no nimero ¢ posi¢ao de hidroxilas
e/ou grupos metoxi presentes, nos tipos, nimeros e posi¢des dos aguicares na molécula
e nos tipos e niumeros de acidos alifaticos ou aromadticos ligados aos agucares da

molécula (Fennema, 1996; Malacrida e Motta, 2006; Naranjo, 2006), como ilustrado
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na Figura 2.7. Os agucares mais comuns sdo glicose, galactose, arabinose, xilose,
raminose ¢ di- ou trissacarideos homogéneos ou heterogéneos formados da
combinagdo destes. Estes se unem a aglicona (antocianidina) através de uma ligagdo
do tipo éter entre o seu carbono anomérico e, na maioria das vezes, o C3; podendo se
ligar também aos carbonos 5 ¢ 7 do anel flavilico (Fennema, 1996; Kuskoski et al.,

2006; Naranjo, 2006).

Aglicona Substituicio glicosidica Acilacao
(Estrutura do anel B) (nas posigdes 3 e 5) (esterificac@o das hidroxilas do
agucar)

Ry R,

H H pelargonidina D-glicose Acidos cinamicos
OH H cianidina D-galactose p-cumarico
OH OH  delfinidina D-xilose ferralico

OCH; H peonidina L-ramnose caféico

OCH; OH petunidina L-arabinose

OCH; OCH; malvidina rutinose Acidos alifaticos
soforose acético
sambubiose maldnico
gentiobiose succinico

Figura 2.7 — Antocianinas

Em condigdes levemente acidas (pH entre 4 ¢ 6), que é como se encontram
nos vacuolos celulares, as antocianidinas se apresentam como uma mistura de quatro
espécies denominadas base quinoidal, cation flavilio, pseudobase carbinol e chalcona,
que coexistem em equilibrio a uma temperatura de 25°C (Figura 2.8.) A proporcdo de
cada uma destas formas dependera do pH. Quando este aumenta, a quantidade da base
quinoidal aumenta, a pH neutro predomina a forma aniénica da base quinoidal, de
coloragdo azulada, enquanto que em condi¢des mais acidas (pH < 2,0) predomina o
cation flavilio de cor vermelha. Este ultimo ¢ um hibrido de ressonancia, no qual a
carga positiva esta deslocalizada por todo o heterociclo aromatico, originando um
cation oxonio, no qual a maior densidade de carga positiva se localiza nos carbonos 2

e 4 (Francis, 2000; Naranjo, 2006).
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1.2.4. Taninos
Os taninos sdo amplamente distribuidos na natureza. S@o encontrados em
muitas plantas medicinais, produtos alimenticios e bebidas e sua aplicagdo na industria

do couro e outras como de corantes e adesivos sdo de grande utilidade para o homem

(Fresno, 1999).

+ H*

Base quincidal (A) Cation flavilio (AH*)

Azul Wermelho

Chalcona (C) Carbinol (B)

Incalar Incolor

Figura 2.8 — Formas estruturais de antocianinas em equilibrio em meio aquoso

Esses compostos estdo relacionados a diversos efeitos fisiologicos, como sua
propriedade de se ligar a proteinas, muito importante no processamento de alimentos;
capacidade de reduzir a pressdo sanguinea, acelerar a coagulacdo sanguinea, diminuir
o nivel de lipidios no soro e modular respostas imunolégicas (imunomoduladores). Em
vinhos, eles tém potencial atividade antioxidante, associada a sua atuagdo em
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), cujas formas oxidadas podem desencadear
doencas coronarianas. A quantidade e o tipo de taninos sdo criticos para estes efeitos.
(Millic e Stojanovic, 1972; Reed, 1995; Teissedre et al., 1996).

Os taninos sdo compostos fendlicos hidrossoluveis, de massa molar
compreendida entre 500 e 5000, que apresentam, além das reagdes classicas dos
fenois, a propriedade de precipitar os alcaloides, a gelatina e outras proteinas. Apos o
conhecimento da estrutura quimica de muitos taninos, este termo comegou a ser
substituido por outros, como polifendis, proantocianidinas e poliésteres de acido

galico (Fresno, 1999).
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Nos vegetais superiores se distinguem dois grupos de taninos diferentes por
sua estrutura e por sua origem biossintética: taninos hidrolisaveis e taninos
condensados. Os taninos hidrolisaveis sdo poliésteres de um agucar, geralmente
glicose, ou de um poliol e um niimero variavel de acidos fendlicos. Sao hidrolisaveis
por acidos, alcalis e enzimas (Fresno, 1999).

Segundo a natureza do acido unido a glicose ou ao poliol tém-se distinguido
classicamente dois tipos de taninos hidrolisaveis: taninos galicos, quando o acido
fenolico é o acido galico (acido 3,4,5-trihidroxibenzdico) e os impropiamente
chamados taninos elagicos, quando o acido fendlico ¢ o hexahidroxidifénico e seus

derivados de oxidacao (Figura 2.9) (Fresno, 1999).

COOH
HO ] OH HO ! OH I I
HO OH HO OH
OH COOH COOH OH OH
Acido gélico Acido hexahidroxidifénico Acido elagico

Figura 2.9 — Unidades estruturais de taninos hidrolisaveis (Fonte: Fresno, 1999)

Os taninos galicos ou galotaninos incrementam seu grau de condensagdo por
esterificagdo entre unidades de acido galico para produzir cadeias das chamadas
unidades depsidicas. Estes taninos tém a estrutura B-penta-O-galoil-D-glicose, as quais
se unem entre uma ¢ cinco unidades galoil. Estas unidades estio distribuidas sobre
essas espécies nas posigoes C-2, C-3 e C-4 e as unides depsidicas se estabelecem entre

a carboxila de um acido galico e a hidroxila em meta ou para em relagdo a carboxila

do outro (Figura 2.10) (Fresno, 1999).
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Figura 2.10 — Ligagdes m-depsidicas entre as unidades de acido galico para formar

taninos galicos (Fonte: Fresno, 1999)
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Estes depsideos tém sido isolados de plantas de varias familias, entre elas,
Combretaceae (Fresno, 1999).

Para formagdo dos elagitaninos, os acoplamentos oxidativos mais freqiientes
implicam nos residuos galoil em C-2/C-3 e C-4/C-6 de uma pentagaloilglicose. Sao
exemplos deste tipo a telimagrandina I e II com acoplamento oxidativo C-4/C-6
(Figura 2.11). Mais raramente o acoplamento oxidativo ocorre entre os grupos galoil

em C-2/C-4 ou C-3-C-6 da glicose (Fresno, 1999).

0G

OH
0G HO o
oG oG 6 o
oG HO (@] R
5 1
- HO (6] 4 2 06
Pentagaloilglicose O 0G4
O
HO
OH

Telimagrandina | R = OH
Telimagrandina Il R = (beta)-OG

Figura 2.11 — Elagitaninos (Fonte: Fresno, 1999)

Elagitaninos mais complexos, oligdmeros e polimeros, com massa molar
compreendida entre 2000 e 5000, podem se formar pelo acoplamento oxidativo
intermolecular entre elagitaninos mondémeros. Essa unido se estabelece por ligacdo C-
O entre o acido hexahidroxidifénico de um e um acido galico do outro. A distribui¢ao
dos oligdmeros ¢ mais limitada e se encontra em espécies de Rosaceae, Fagaceae,
Betulaceae, Combretaceae, Cornaceae, Tamariceae, Nyssaceae, Hamamelidaceae ¢
Theaceae (Fresno, 1999).

Os taninos condensados ou proantocianidinas sdo oligdbmeros e polimeros
flavanicos (Figura 2.12). Sdo constituidos por unidades de flavan-3-dis ou catequinas
unidas entre si por ligagdes C-C. Diferenciam-se dos taninos hidrolisaveis pelo fato de
suas moléculas serem mais resistentes a ruptura, e a sua estrutura estar relacionada
com os flavondides. O nome proantocianidina deriva do fato de que por aquecimento
com acidos esses compostos ddo origem a antocianidinas e se denominam
procianidinas, prodelfinidinas e propelargonidinas, etc., conforme a antocianidina
resultante seja cianidina, delfinidina ou pelargonidina.

As proantocianidinas estdo associadas a adstringéncia que muitas frutas
comestiveis apresentam antes da maturacdo (Martinez-Valverde et al., 2000). As
reagdes quimicas que sdo a base dessa adstringéncia consistem na formagdo de

complexos entre os taninos condensados e proteinas da saliva. O grau de
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polimerizagdo dos taninos influencia na sensagcdo de adstringéncia e amargor, de
forma que os trimeros e dimeros apresentam maior adstringéncia que os mondmeros,
enquanto que o amargor diminui com o aumento do tamanho da molécula (Peleg et al.,

1999).

OH Q)

Polimeros de procianidina (R=H) e prodelfinidina (R=0OH)

Figura 2.12 — Proantocianidinas (Fonte: Fresno, 1999)

Desde 1985 tem-se isolado de plantas superiores varios representantes de uma
nova categoria de taninos, taninos complexos ou taninos mistos, que fazem mais
imprecisa a fronteira entre os taninos hidrolisaveis e os condensados. Sdo taninos
elagicos modificados, que resultam da adigdo de um derivado de 2-fenil-cromano em
uma molécula de éster de acido hexahidroxidifénico e glicose. Ou seja, tém-se
encontrado estruturas intermediarias entre as duas categorias classicas de taninos.
Assim, a complexidade das estruturas atualmente conhecidas torna mais imprecisa a
tradicional classificacdo de taninos em hidrolisaveis e condensados ¢ tem modificado

o conceito antigo de taninos (Fresno, 1999).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a composi¢do de fenois em amostras da polpa das améndoas da

Terminalia catappa Linn.

2.2 Objetivos Especificos
- Obter o extrato etanolico a partir da polpa.

- Identificar os compostos fendlicos do extrato etano6lico por HPLC.

- Quantificar o teor de compostos fendlicos totais no extrato obtido.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencao do extrato da polpa

Apos lavagem em agua destilada e secagem manual dos frutos, a polpa foi
separada da semente juntamente com a casca. Os extratos foram preparados
utilizando-se aproximadamente 130 g da polpa fresca picada em pequenos pedagos. A
extragdo foi realizada em erlenmeyer (500 mL) protegido da luz e tampado, a
temperatura ambiente, através da imersdo do material em etanol P.A. Foram realizadas
sucessivas extragdes, até que o solvente se tornasse bem claro, de modo a garantir a
extracdo maxima dos compostos de interesse para as analises posteriores. O tempo
total de extragdo foi de 6 a 9 horas, com um gasto de 600 a 1000 mL de solvente.
Apos a extragdo, o extrato foi filtrado.

Em seguida, o extrato foi submetido a evaporacdo do solvente, em evaporador
rotativo, sob vacuo, a 50°C até eliminagdo completa do alcool. Depois esse material
foi submetido a um processo de liofilizacdo a pressdao de 0,180 mBar e — 59 °C em
liofilizador da marca LABCONCO, uma vez que a polpa da améndoa possui um alto
teor de agua.

O extrato bruto obtido foi utilizado para a realizagdo das analises que se

seguem.

3.2. Determinacio de fendis totais

A quantidade de compostos fenodlicos totais nos extratos da polpa foi
determinada pelo método do reagente Folin-Ciocalteau, de acordo com metodologia
descrita em Usenik et al. (2008), com modificagdes. O extrato obtido da polpa foi
dissolvido em solugdo etandlica a 70% a uma concentracdo de 4 mg/mL. Tomou-se
uma aliquota de 100 pL da solugdo do extrato, adicionou-se 6 mL de adgua destilada e
500 pL do reagente Folin-Ciocalteau. Depois de aproximadamente 5 minutos a
temperatura ambiente, adicionou-se 1,5 mL de solugdo de carbonato de sodio a 20 %.
Agitou-se a mistura e apds 30 min a 40°C a absorbancia foi medida a 780 nm em
espectrofotometro Shimadzu Mod UV-1240-mini. Utilizou-se como branco uma
solucdo contendo etanol a 70% e os demais reagentes na mesma propor¢do descrita
anteriormente, com excecdo do extrato.

O teor de fenois totais foi determinado por interpolacdo da absorbancia das
amostras em uma curva analitica construida com soluc¢des padroes de acido galico em
etanol P. A. (10 a 350 pg/mL). Os resultados foram expressos como mg em
equivalentes de acido galico por 100 g de extrato. As analises foram realizadas em

triplicata (Sousa et al., 2007).
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3.3. Determinaciao do perfil cromatografico das amostras utilizando HPLC
acoplado a espectrometria de massas

Essas analises foram realizadas no Depto. De Quimica Analitica, Nutricdo e
Bromatologia da Universidade de Salamanca, Salamanca, Espanha.

Para a determinagdo do perfil cromatografico dos extratos obtidos, utilizou-se
o sistema HPLC (Agilent Technologies 1100 series, Waldbronn, Germany)
constituido de uma bomba, um injetor de amostra ¢ um detector de arranjo de diodos
(Diode-Array), utilizando-se a coluna Aqua (Phenomenex, Torrance, CA, USA),
coluna C18, 5 um, 150 x 4,6 mm. A aquisi¢do dos dados e controle do sistema foram
feitos com o programa ChemStation. Todas as separa¢des foram conduzidas a 35°C.
As deteccdes com o arranjo de diodos foram realizadas nas seguintes condigdes:
leituras entre 200-600 nm, usando intervalos de leitura de 1 Hz e comprimentos de
onda de 5 nm (Alcalde-Eon et al., 2004).

Foram utilizados dois procedimentos para a detec¢do de compostos da classe
dos flavondides: um para flavondis e outro para antocianinas. As demais classes de
compostos fenolicos ndo puderam ser caracterizadas pelas técnicas utilizadas, devido a
auséncia de tempo disponivel para realizar os procedimentos adequados para sua
identificagdo.

Para a analise das antocianinas as amostras foram dissolvidas na fase movel,
filtradas com filtro Dismic-13JP (0,50 pm, Advantec, Toyo Roshi Kaisha, Ltd.,
Japan), injetadas diretamente na coluna do HPLC (100uL) e eluidas com um gradiente
constituido por uma solugdo aquosa de acido trifluoracético (TFA) a 0,1 % (Solugéo
A) e acetonitrila (ACN) (Solug@o B), a uma vazio de 0,5 mL/min. Iniciou-se a eluigdo
com 90 % da Solucdo A e 10 % da Solu¢do B, modificando-se as concentragdes das

solugdes de acordo com os valores indicados na Tabela 2.1 (Alcalde-Eon et al., 2004).

Tabela 2.1 — Condicdes utilizadas na obtencao do perfil cromatografico
das antocianinas

Tempo (min.) % Solucao A % Solucio B (m\;%::ion.) Presszzgzll\l/f)a Xima
0 90 10 0,5 400
5 90 10 0,5 400
20 85 15 0,5 400
25 85 15 0,5 400
30 82 18 0,5 400
50 75 35 0,5 400
60 90 10 0,5 400
70 90 10 0,5 400
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Para a analise dos flavondis as amostras foram dissolvidas na fase movel,
filtradas com filtro Dismic-13JP (0.50 um, Advantec, Toyo Roshi Kaisha, Ltda.,
Japan), injetadas diretamente na coluna do HPLC (100uL) e eluidas com um gradiente
constituido por uma solucdo aquosa de acido acético (HOAc) a 2,5 % (Solucdo A) e
acetonitrila (ACN) (Solucdo B), a uma vazdo de 0,5 mL/min. Iniciou-se a elui¢do com
90% da Solugdo A e 10% da Solucdo B, modificando-se as concentragdes das

solugdes de acordo com os valores indicados na Tabela 2.2 (Alcalde-Eon et al., 2004).

Tabela 2.2 — Condicdes utilizadas na obtencao do perfil cromatografico dos flavonois

Tempo (min.) % Solucao A % Soluciao B (m\La/f:ion.) Presszzlt;zll\lff)a xima
0 90 10 0,5 400
50 70 30 0,5 400
55 50 50 0,5 400
60 50 50 0,5 400
65 90 10 0,5 400
70 90 10 0,5 400

A saida da célula de fluxo do detector de diodos foi conectada diretamente ao
espectrometro de massas (Finnigan LCQ, San José, CA, USA), equipado com uma
fonte de ionizagdo a pressdo atmosférica do tipo electrospray (AP-ESI).

Para as antocianinas as analises foram realizadas em modo positivo, usando
uma voltagem de ionizagdo de 4,5 KV. A temperatura do capilar foi de 195°C.
Utilizou-se o nitrogénio como gas de arraste e auxiliar, com vazdes de 1,2 e 0,6 L/min,
respectivamente. Os espectros foram registrados entre 155 e¢ 1500 m/z (relagdo
massa/carga). O aparelho foi programado para realizar uma série de trés varreduras
consecutivas:

1. Full MS,

2. MS2 do ion majoritario no full MS e

3. MS3 do ion majoritario no MS2.

A energia de colisdo normalizada foi de 45%, usando hélio como géas de

colisdo.

Para os flavonois as analises foram realizadas em modo negativo, usando uma
voltagem de ionizacdo de 2,5 KV. A temperatura do capilar foi de 175 °C. Utilizou-se
0 nitrogénio como gas de arraste e auxiliar, com vazdes de 1,2 e¢ 0,6 L/min,
respectivamente. Os espectros foram registrados entre 230 ¢ 1500 m/z. O aparelho foi
programado para realizar uma série de trés varreduras consecutivas, conforme descrito

anteriormente (Alcalde-Eon et al., 2004).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Teor de compostos fenolicos totais

A andlise do teor de compostos fendlicos totais foi realizada
espectrofotometricamente de acordo com o método de Folin-Ciocalteu, utilizando
acido galico como padrdo. A Figura 2.13 ilustra a curva analitica de acido galico
obtida com a finalidade de determinar o teor de fendlicos totais no extrato da polpa da
T. catappa.

Os compostos fenolicos sdo capazes de atuarem como agentes redutores e
junto com outros compostos antioxidantes presentes na dieta tém a capacidade de
proteger o organismo contra o estresse oxidativo e doengas associadas. A partir de
varios estudos que t€ém sido realizados, verificou-se que os compostos fenolicos
apresentam acdo antiinflamatoria, antitrombogénica, antitumorais, antivirais e
antiosteopordtica. Além de prevenir doengas degenerativas como aquelas de origem
cardiovascular.

O teor de compostos fendlicos totais encontrados no extrato etanolico da polpa
dos frutos da T. catappa foi de 2319,0 = 249,0 mg/100g em equivalentes de acido
galico. Este resultado ¢ muito superior aos resultados obtidos em frutos tropicais
(Kuskoski, et al., 2006) considerados como boas fontes dessas substincias (Tabela
2.3). Esse resultado indica que a polpa desse fruto tem potencialidade para prevenir

doengas oriundas do estresse oxidativo entre outras, como destacado anteriormente.

0,500
0,450 -
0,400 -
0,350 -
0,300 -
0,250 -
0,200 -
0,150 -
0,100 -
0,050 -
0,000 \ \ \ \
0 100 200 300 400

Concentragao pg/mL

Abs a 780 nm

y = 0,0015x + 0,0143
R? = 0,9959

Figura 2.13 — Curva analitica de acido galico
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Tabela 2.3 — Teor de compostos fenolicos totais em frutos tropicais expressos
em mg de acido galico/100g de frutos
(extratos do jamboldo e de polpas congeladas comercializadas, reconstituidas)

Compostos
Fenolicos Totais

Jamboldao EtOH 229.6 + 13,6
Jambolao MetOH 1947+ 3,5

Fruta

Polpa de amora 118,9+2,1
Polpa de uva 117,1 £0,6
Polpa de agai 136,8 £ 0,4
Polpa de morango 132,1 +3,8
Polpa de acerola 580,1 £4,6
Polpa de abacaxi 21,7+4,5
Polpa de manga 5449 +17,3
Polpa de graviola 84,3+5,8
Polpa de cupuacu 20,5+3,0

Polpa de maracuja 20,0 £2,6
Polpa de goiaba 83,0+1,3

Valores expressos em média + desvio-padrio.
(Fonte: Kuskoski et al., 2006)

O estudo realizado por Da Silva (2003) mostra a diferenga entre os teores de
polifendis totais das fragdes (casca, polpa e semente) das uvas Riesling Italico e
Cabernet Sauvignon (Tabela 2.4). Os altos teores encontrados para a casca,
aproximadamente 10 vezes maior que para a polpa, pode explicar o alto valor obtido
no presente trabalho para o extrato etanolico dos frutos da T. catappa, uma vez que o

mesmo foi obtido a partir da polpa juntamente com a casca.

Tabela 2.4 — Teores de polifendis totais das fracdes das uvas
expressos em mg de acido galico/100 g da fracdo em base seca

Fracdes e vinhos Polifenois totais (mg/100g)
Casca 1458,71 £ 116,20
Riesling Italico Polpa 168,62 £ 2,91
Semente 5097,59 £ 79,08
Casca 2670,39 £336,92
Cabernet Polpa 216,62 + 3,64
Sauvignon Semente 5120,22 + 41,65

Os teores de polifenois estdo expressos em média + desvio-padrdo. (Fonte: Da Silva, 2003)
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4.2. Perfil cromatografico das amostras

A identificacdo de todos compostos feitos neste trabalho foi realizada em
colaboragdo com a Faculdade de Farmacia da Universidad de Salamanca, Espanha, no
Departamento de Quimica Analitica, Nutriciéon y Bromatologia, sob coordenag@o do
professor Julian C. Rivas-Gonzalo e com a participagdo ativa do senhor José Joaquin
Pérez Alonso, que realizou todas as analises e fez a interpretagdo dos espectros de
massas, usando como referéncia uma base de dados criada no proprio Departamento, a
partir da identificacdo de compostos fendlicos analisados em varios anos de trabalhos
realizados pelo grupo (Pallauf et al., 2008; Silva et al., 2007; Gonzalez-Paramas et al.,
2006).

Os cromatogramas de todas as amostras analisadas foram semelhantes para
cada procedimento realizado e as interpretacdes dos espectros de massas de alguns
picos caracteristicos detectados nos mesmos ajudaram a confirmar a presenga dos

seguintes compostos nas amostras:

(i) Com relacdo as antocianinas foram detectados principalmente os seguintes
compostos: 3-Glucosideo da Delfinidina, 3-Glucosideo da Cianidina, 3-Glucosideo da
Pelargonidina, 3-Glucosideo da Peonidina e 3-Glucosideo da Malvidina (Figura 2.7),
comumente encontrados em frutos e vegetais ¢ um derivado da Vitisina. Observa-se
no cromatograma representado abaixo (Figura 2.14), a presen¢a de outros picos que
ainda ndo foram identificados, entretanto analises dos espectros de massas

correspondentes estdo sendo feitas para caracterizar outros compostos.
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Figura 2.14 — Cromatograma das principais antocianinas detectadas
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(ii)) Com relagdo aos flavonbis foram detectados principalmente os seguintes
compostos: glucosideo da Miricetina; glucosideo da Isoharmnetina, rutinosideo da

quercetina (Figura 2.15).

Flavonéis R R1 R2 R3

Glucosideo agucar OH OH OH
da miricetina

Glucosideo aguicar OCH; OH H

da isoharmnetina
Rutinosideo agucar OH OH H

da quercetina

Figura 2.15 — Flavondis detectados no extrato etandlico da polpa

(iii) Observou-se também a presenca do Acido Elagico e de Elagitaninos (Figura 2.9).
No cromatograma representado na Figura 2.15 aparecem outros picos que

ainda ndo foram identificados e que também estdo sendo analisados.
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Glucosideo da Isorhamnetina (7)

Figura 2.16 — Cromatograma dos principais flavonoéis detectados

Os perfis cromatograficos obtidos a partir do extrato etandlico da polpa dos
frutos da T. catappa indicaram a presenca de compostos fendlicos do grupo dos

flavonoides (antocianinas e flavonois), acidos fenolicos e taninos.
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5. CONCLUSAO

Considerando os efeitos benéficos que os compostos fenolicos exercem sobre
a saude humana, os resultados obtidos no presente trabalho indicam que a T. catappa
pode atuar como uma boa fonte natural desses compostos.

Como essa espécie ndo ¢ explorada para fins alimenticios, a divulgacdo dos
resultados destacados € muito importante para a valorizagdo de seus frutos como uma
alternativa alimentar de baixo custo.

E também de grande importancia identificar outros compostos fenélicos além
dos descritos, diante da capacidade de atuarem como antioxidantes naturais e da

contribui¢do que podem dar a saide humana.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO DO EXTRATO
ETANOLICO DA POLPA DA Terminalia catappa Linn

1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 Oxidacao e satade

A oxidagao ¢é essencial para a obtencdo de energia para o desenvolvimento dos
processos bioldgicos em organismos vivos. No entanto, radicais livres e outras
espécies reativas de oxigénio, que sdo continuamente produzidas nesses processos
vitais, resulta em morte celular ¢ danos em tecidos (Halliwell e Gutteridge, 1999
citado por Chyau et al., 2002). Os seres humanos e outros seres aerobios s6 podem
tolerar o oxigénio porque, a0 mesmo tempo em que foram desenvolvendo cadeias de
transporte de elétrons e outros sistemas enzimaticos para usa-lo, defesas antioxidantes
para proteger contra os efeitos toxicos do O, evoluiam em paralelo (Aruoma et al.,
1991).

O oxigénio estd presente na atmosfera como um birradical triplete estavel
(0,). Uma vez inalado, ele sofre um processo gradual de redugio até ser
metabolizado em agua. Neste processo, uma pequena quantidade de intermediarios
reativos, como o radical superoxido (*O;’), radical hidroxil (*OH) e peroxido de
hidrogénio (H,O,) s3o formados. Esses radicais livres e espécies reativas,
coletivamente denominadas espécies reativas de oxigénio, podem facilmente iniciar a
peroxidacdo dos lipidios componentes das membranas celulares, resultando na
acumulagdo de peroxidos de lipidios. Os produtos dessa oxidacdo e outros de
oxidagdes secundarias sdo altamente reativos; eles reagem com substratos biologicos
como proteinas, aminas e acidos desoxirribonucléico (DNA). Estes processos resultam
no desenvolvimento de algumas doengas degenerativas como aterosclerose, diabetes e
cirrose, ¢ podem ter uma contribuicdo significativa para o envelhecimento humano ¢ o
risco do cancer (Halliwell e Gutteridge, 1999 citado por Chyau et al., 2002; Sato et al.,
1996).

Sistemas bioldgicos ou quimicos geradores de *O, podem danificar muitas
biomoléculas. E geralmente aceito que grande parte da toxicidade do +O, ¢ do H,0,
nos organismos vivos ¢ devido a conversdo de ambos em *OH e em complexos
i6nicos reativos de oxigénio-radical-metal. A formagao de *OH ¢ catalisada por metais

de transicdo. Os ions de titdnio, cobre, ferro, cobalto e niquel sdo catalisadores

67



potenciais da formagdo desses radicais. Esta capacidade catalitica dos ions metalicos
sugere que a disponibilidade de ions de ferro e cobre livres no corpo humano deve ser
cuidadosamente controlada (Aruoma et al., 1991).

Radicais livres de importancia em organismos vivos incluem hidroxil ("OH),
superéxido (¢0;), oxido nitrico (NO) e peroxil (ROO¢). Peréxido de hidrogénio
(H,0,), oxigénio singlete (‘O,) e ozonio (Os) ndo sdo radicais livres, mas podem
facilmente conduzir a reagdes com radicais livres em organismos vivos (Aruoma et al.,
1991).

A manutencdo da homeostase do estado redox celular ¢ feita por meio de
mecanismos que agem controlando a produgdo dos radicais livres, a sua eliminagdo ou
desativagdo e reparando os danos oxidativos. Existem dois mecanismos antioxidantes:
0 enzimatico e o ndo-enzimatico ; ambos agem cooperativa e sinergisticamente para
manter o equilibrio dos radicais livres no organismo (Ribeiro, 2006). Porém, a
formacdo de espécies reativas de oxigénio além da capacidade de antioxidantes para
remové-los leva a condigdo de "estresse oxidativo", podendo danificar células por uma
variedade de complexos mecanismos interrelacionados (Aruoma et al., 1991).

Além da produgao fisiologica dos radicais livres de oxigénio e de nitrogénio, o
organismo humano estd sujeito a agdo de xenobiodticos (farmacos, poluentes e
contaminantes quimicos), os quais podem aumentar a producdo de radicais livres
durante a sua biotransformagdo e, conseqiientemente, favorecer a instalacdo do

estresse oxidativo nos tecidos (Gonzalez, 2005).

1.2 Antioxidantes naturalmente presentes em alimentos

Os compostos antioxidantes presentes em alimentos desempenham um papel
importante como um fator de protecdo da saude. Graos inteiros, frutas e legumes sdo
fontes primarias de antioxidantes de ocorréncia natural. Antioxidantes alimentares de
origem vegetal como acido ascérbico (vitamina C), tocoferdis (vitamina E),
carotenodides, ¢ diversos compostos fendlicos t€m sido reconhecidos como tendo
potencial de reduzir risco de doengas. A maioria dos compostos antioxidantes numa
dieta tipica ¢ derivada de fontes vegetais e pertencem a varias classes de compostos
com uma grande variedade de propriedades fisicas e quimicas (Prakash, 2001).

Além disso, na area de nutrigdo, ions como selénio, cobre, zinco, ferro ¢
manganés sdo freqiientemente incluidos no grupo de nutrientes antioxidantes, por
serem constituintes de enzimas envolvidas na protecdo contra o estresse oxidativo

(Simpson, 2006).
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1.3 Mecanismo da oxidacao de lipidios

A oxida¢do de lipidios ¢ uma das maiores causas de deterioracdo em
alimentos, sendo de grande interesse econdOmico para a indUstria por levar ao
desenvolvimento de varios sabores e odores chamados de ranco (rancidez oxidativa)
em oleos comestiveis e no conteudo lipidico de alimentos. E geralmente aceito que a
auto-oxidagdo, que é a reacdo com o oxigénio molecular via mecanismo auto-
catalitico, ¢ a principal rea¢do envolvida na deterioragdo oxidativa de lipidios. Essa
reacdo pode ainda diminuir a qualidade nutricional de um alimento e produzir
compostos potencialmente toxicos (Fennema, 1996). Além disso, conforme exposto
anteriormente, a oxidagdo de lipidios em organismos vivos desempenha um
importante papel na saude. Portanto, as etapas dessa reagao serdo apresentadas de
modo a ilustrar o mecanismo da auto-oxidagao.

A auto-oxidagdo de lipidios ocorre por tipicos mecanismos via radicais livres
e pode ser representada por um esquema simplificado de trés etapas. O mecanismo €
iniciado pela remocao de hidrogénio de um acido graxo (RH), com a formagao de um
radical alquil (Re) e de radical hidrogénio (H¢). Uma vez que a reagdo entre os acidos
graxos e o oxigénio atmosférico ¢ termodinamicamente dificil, a producdo dos
primeiros radicais livres necessarios para dar inicio a etapa de propagagdo deve ser
catalisada. Assim, o inicio da oxida¢do pode ocorrer pela decomposicdo de um
hidroperoxido, pela catalise por ions metalicos ou pela exposi¢do a luz ou ao calor
(equacéo 1) (Aratijo, 2004; Fennema, 1996; Simpson, 2006).

Depois da iniciagdo, a reacdo em cadeia se propaga pela retirada de atomos de
hidrogénio de outros acidos graxos insaturados, formando novos radicais alquil. Os
radicais alquil formados, que sdo altamente reativos, reagem com o oxigénio
atmosférico (0,) produzindo radicais peroxil (ROO¢*) (equacdo 2), que por sua vez
retiram atomos de hidrogénio de outros acidos graxos para produzir hidroperoxidos
(ROOH) ¢ novos radicais alquil (equacéo 3). Assim, a seqiiéncia de reagdes se repete
(Aragjo, 2004; Fennema, 1996; Simpson, 2006).

Os hidroperdxidos sdo relativamente instaveis e se decompdem produzindo
uma grande variedade de compostos. Estes produtos podem sofrer posterior oxidagao
e decomposi¢do, contribuindo deste modo com grande quantidade e variedade de
radicais livres. A primeira etapa da decomposi¢do do hidroperoxido ¢ a cisdo
homolitica da ligacdo oxigénio-oxigénio dando origem a um radical alcoxil (RO¢) e
um radical hidroxil (*OH) (equacéo 4) (Fennema, 2006). Assim que a concentragdo de
radicais livres aumenta, eles comecam a reagir entre si para formar dimeros de acidos
graxos livres, aldeidos, alcoois, cetonas, ésteres, epoxidos, hidrocarbonetos e produtos

de condensagdo, que causam cheiro e sabor caracteristicos chamados de ranco e
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alteram a cor e a textura, caracterizando a etapa da terminacdo (equagdes 5, 6 e 7).

(Aragjo, 2004; Fennema, 1996; Simpson, 2006).

Iniciacdo
—RH —+—— Re + He (equacéo 1)
(metais, luz, calor)
Propagacéo
Re + O, ——— ROO- (equacéo 2)
ROOs + RH +Re (equacdo 3)
|
l (equacéo 4)
Terminagéo
RO + l-OH )
aldeidos, acidos,
Re + Re —_— > alcoois, epoxidos, (equacéo 5)
Re + ROO» — hidrocarbonetos, (equacéo 6)
ROO+ + ROOs —  * polimeros e outros. (equacéo 7)

1.4 Antioxidantes como aditivos

Antioxidantes sdo substancias que podem retardar o inicio, ou diminuir a
velocidade da oxidagdo de materiais auto-oxidaveis. Muitos compostos naturais e
sintéticos, tém sido descritos por possuirem propriedades antioxidantes. A sua
utilizagdo em alimentos, no entanto, ¢ limitada a determinados requisitos,
principalmente em relagdo a sua seguranga. Os principais antioxidantes soliveis em
lipidios usados em alimentos sdo fenois mono ou poliidroxilados com varios
substituintes no anel aromatico. Na figura 3.1 estdo representadas as estruturas
quimicas dos antioxidantes fenolicos permitidos pela legislagdo brasileira para alguns
tipos de alimentos (ANVISA, 2008). Para uma maxima eficiéncia, antioxidantes
primarios sdo geralmente usados em combinagdo com outros antioxidantes fenolicos

ou com varios agentes seqliestrantes de metais (Fennema, 1996).
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C(CH,),
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Butil hidroxianisol Butil hidroxitolueno Galato de propila
OH
C(CH,), HO
@]
OH
TBHQ o-tocoferol

Terc-butil hidroquinona

Figura 3.1 — Principais antioxidantes usados em alimentos (Fonte: Fennema, 1996).

Na ciéncia de alimentos, os antioxidantes tém um amplo espectro de atuacao,
no qual se incluem componentes que previnem rancidez em o6leos, assim como os
antioxidantes da dieta. Estes ultimos compreendem “substidncias presentes em
alimentos que diminuem consideravelmente os efeitos adversos de espécies reativas,
como as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, no funcionamento fisiologico
normal em humanos” (definido pelo Institut of Medicine, EUA citado por Huang et
al., 2005).

Enquanto a auto-oxida¢do em uma matéria inanimada ocorre por reagdes
radicalares em cadeia, a oxidagdo em sistemas bioldgicos ¢ mediada principalmente
por enzimas catalisadoras de reagdes de oxirredugdo. Nao obstante, a auto-oxidagdo
ndo enzimatica de lipidios via reacdo radicalar em cadeia ainda podera ocorrer e levar
ao estresse oxidativo. Conseqlientemente, os antioxidantes biologicos incluem
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. Os antioxidantes da dieta, por sua vez,
incluem, geralmente, estes Gltimos em larga escala, ou seja, os inibidores da reagéo
radicalar em cadeia, os quelantes de metais, os inibidores de enzimas oxidativas e os
cofatores de enzimas antioxidantes (Huang et al., 2005).

A partir do mecanismo da auto-oxidacdo apresentado anteriormente, torna-se
claro que uma substéancia retarda a auto-oxidagdo se ela inibe a formagao de radicais
livres na etapa de iniciacdo da reagdo (antioxidantes preventivos) ou se ela interrompe
a propagagdo da cadeia de radicais livres (antioxidantes de sacrificio). A etapa de

iniciagdo pode ser retardada pelo uso de decompositores de peroxido, agentes
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quelantes de metais ou inibidores de oxigénio singlete. O acido citrico, o acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), e polifosfatos sdo exemplos de antioxidantes
preventivos que complexam ions metalicos (Fennema, 1996; Huang et al., 2005;
Simpson, 2006).

A maioria dos estudos esta focada no uso de aceptores de radicais livres, uma
vez que sistemas alimentares sdo complexos e ¢ muito dificil eliminar tragos de
peroxidos e metais iniciadores. Logo, apesar da diferenga no mecanismo de atuagéo,
os inibidores da reagdo radicalar em cadeia € que normalmente sdo considerados como
antioxidantes e também os mais extensivamente estudados (Fennema, 1996; Huang et
al., 2005; Simpson, 2006).

Os antioxidantes (AH) inibem a reacdo em cadeia agindo como doadores de
hidrogénio ou aceptores de radicais livres, reagindo primeiramente com radicais
peroxil e ndo com radicais alquil (equacdo 8). O radical livre intermediario do
antioxidante (A¢) forma produtos estaveis de reagdo com um ROOQOe ou ¢ formado um
complexo entre o radical ROOe e o inibidor, seguido pela reagdo do complexo com
outro ROOe para formagdo de produtos estaveis. Portanto, uma molécula do inibidor
(AH) elimina dois radicais livres e, assim, a reacdo pode ser considerada como

ocorrendo em dois estagios (Fennema, 1996; Huang et al., 2005).

ROO*+AH _____, ROOH + A- (equacéo 8)

Um bom inibidor da auto-oxidagdo reage mais rapidamente com os radicais
peroxil (equacdo 8), do que estes com os lipidios na etapa da propagagdo (equacao 3)
(Huang et al., 2005). A eficiéncia de um antioxidante esta relacionada a muitos
fatores, incluindo energia de ativagdo, constantes de velocidade, potencial de reducdo,
reatividade do antioxidante e solubilidade. Para as duas reagdes competidoras
apresentadas anteriormente, ou seja, a reagdo de inibicdo e a propagacdo da cadeia,
que sdo exotérmicas, a energia de ativacdo aumenta com o aumento da energia de
dissociagdo das ligagdes A-H e R-H. Desta forma, a eficiéncia do antioxidante
aumenta com a diminuicdo da forga da ligacdo A-H. No entanto, o radical livre
resultante do antioxidante ndo deve iniciar a formacdo de novos radicais livres ou ser
objeto de uma oxidagdo rapida por uma reacdo em cadeia. Neste aspecto os
antioxidantes fenolicos ocupam uma posicao favorecida. Eles sdo excelentes doadores
de hidrogénio ou elétron e, além disso, o radical intermediario formado ¢
relativamente estavel devido ao efeito de deslocalizacdo da ressonéncia e a auséncia

de posicdes favoraveis ao ataque pelo oxigénio molecular (Fennema, 1996).
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1.5 Analises da capacidade antioxidante in vitro

Devido a complexidade da composi¢ao dos alimentos, separar cada composto
antioxidante e estuda-lo individualmente é oneroso e ineficiente, ndo obstante as
possiveis interagdes sinergisticas entre os compostos antioxidantes em uma mistura
alimentar. Por isso, ter um método conveniente para a rapida quantificagdo da eficacia
antioxidante na prevengdo de doencas ¢ de grande interesse para os pesquisadores
(Huang et al., 2005).

Nao ¢€ facil se chegar a uma avaliagdo da capacidade antioxidante total através
de uma uUnica reagdo quimica, assim, pode ser necessario avaliar um extrato em varios
sistemas modelos usando técnicas analiticas diferentes para tirar uma conclusao valida
a respeito da sua eficiéncia antioxidante. Além disso, a atividade antioxidante de
compostos fenolicos de plantas difere muito de acordo com as propriedades fisicas e
quimicas do sistema modelo no qual sdo avaliados (Wettasinghe e Shahidi, 1999).

Baseado nas reagdes quimicas envolvidas, a maioria dos ensaios da
capacidade antioxidante pode ser de maneira geral dividida em duas categorias:
aqueles baseados em reagdes de transferéncia do atomo hidrogénio (TAH) e os que
sdo baseados em reagdes de transferéncia de um elétron (TE). As analises baseadas na
transferéncia de elétron envolvem uma reagdo redox em que o oxidante atua como um
indicador do ponto final da reacdo. A maioria das analises baseadas na transferéncia
de hidrogénio monitora velocidades de reagdes competitivas e a quantificagdo € obtida
a partir das curvas cinéticas. Esses métodos s@o compostos geralmente de um gerador
sintético de radical livre, um sistema modelo oxidavel e um antioxidante. Ambos os
tipos de analises destinam-se a medir a captura de radical (ou oxidante), ao invés da
capacidade anitoxidante preventiva de uma amostra (Huang et al., 2005).

O primeiro método descrito abaixo se baseia em uma reacdo de transferéncia
do atomo de hidrogénio, enquanto o segundo, em uma reagdo transferéncia de

elétrons.

(i) Método da co-oxidacido do B-caroteno e acido linoléico

Este método foi desenvolvido por Marco (1968) e posteriormente modificado
por Miller (1971). Este método avalia a atividade de inibi¢ao de radicais livres gerados
durante a peroxidag¢do do acido linoléico. O método estd fundamento em mediadas
espectrofotométricas da descoloracdo (oxidacdo) do [-caroteno, induzida pelos
produtos de degradacdo oxidativa do acido linoléico (Marco, 1968; Miller 1971).

Durante o ensaio, a reagcdo de oxidag@o do acido graxo linoléico ocorre a 50°C
e ¢ promovida pela adi¢cdo de O, ao meio, o que resulta na produgdo de radicais livres.

A descoloragdo (oxidagdo) do B-caroteno, que possui cor vermelha, é induzida pelos
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produtos da degradacdo oxidativa do acido linoléico. Além desses reagentes, a mistura
contém agua ¢ Tween 40 (polioxietileno-sorbitol monopalmitato), um agente
surfactante que atua promovendo a formagdo da emulsio aquosa, facilitando a
dispersdo do gas (O,) e a posterior dissolugao da solucdo do antioxidante polar ou do
solvente correspondente (amostra controle, sem o antioxidante). O progresso da auto-
oxida¢do ¢ monitorado por medidas espectrofotométricas a 470 nm realizadas ao
longo do tempo e a eficiéncia do antioxidante ¢ determinada pelo seu efeito na
diminui¢do da velocidade de descoloragdo do B-caroteno (Duarte, 2006; Marco, 1968;
Miller, 1971 e Preté, 2006). Portanto, o método avalia a capacidade de uma amostra
ou composto de inibir a oxidacao de um substrato lipidico (Duarte, 2006).

Segundo Marco (1968), como o objetivo do método era avaliar e classificar os
antioxidantes, era desejado um tempo de reagdo razoavelmente longo, uma vez que
um tempo mais extenso acentuaria as diferengas entre antioxidantes bons e ruins. No
entanto, o procedimento deveria ser suficientemente rapido para completar uma série
de comparagdes. Miller (1971) sugeriu um periodo de monitoramento de 1 a 3 horas

de reacdo, até que o caroteno tenha sido descolorido.

(ii) Capacidade de “seqiiestro” de radicais livres DPPH-

Este método baseia-se no descoramento de uma solugdo composta por radicais
estaveis 2,2-difenil-1-pricrilidrazil (DPPHe¢) de cor violeta, quando da adigcdo de
substancias que podem ceder um atomo de hidrogénio (Huang et al., 2005). A
estrutura do radical estavel DPPHe ¢ mostrada na figura 3.2. Sua solucdo alcoolica
apresenta maximo de absor¢do em 517 nm. A cor muda de violeta para amarelo
quando o radical é reduzido. O progresso da reacdo ¢, portanto, monitorado a partir
decréscimo na absorbancia da mistura reativa (Aruoma et al., 1997; Huang et al.,

2005; Prakash, 2001; Sanchez-Moreno et al., 1998).

Figura 3.2 — Radical livre 2,2-difenil-1-pricrilidrazil (DPPHe)
(Fonte: Huang et al., 2005)

Esse método possui a vantagem de ser rapido e simples, o que o torna

facilmente reprodutivel (Prakash, 2001).
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Radicais livres como ROO¢, RO+ ¢ DPPHe, reagem com compostos fenolicos
(ArOH) através de dois mecanismos diferentes: (i) abstragdo direta de um atomo de
hidrogénio do fenol pelo radical livre X (reagdes de transferéncia de um atomo de
hidrogénio) e (ii) processo de transferéncia de elétron do ArOH ou do seu anion
fendxido (ArO") ao Xe (reagdes de transferéncia de elétrons) (Figura 3.3). A
contribuicdo de um ou outro depende da natureza do solvente e/ou dos potenciais

redox das espécies envolvidas (Foti et al., 2004).

H*
ATOH ——m———— .'J\.l":}E}
. X .
@ (i)
ArO-Hnnn X xe
Ard“'“' H-X A;E'J.] s [T _\_e .;\l—[‘_]' + }\6
Ar0* + H-X

Figura 3.3 — Mecanismos de reagdo entre radicais livres e fendis (ArOH): (i) reagdes
de transferéncia de um atomo de hidrogénio e (ii) reacdes de transferéncia de elétrons.
(Fonte: Foti et al., 2004).

O radical DPPH ¢ largamente utilizado para avaliar a atividade antioxidante
de compostos sintéticos ¢ naturais usando-se metanol ou etanol como solvente. Os
solventes exercem uma forte influéncia na velocidade dessas reacdes. Uma vez que a
maioria das moléculas ArOH estdo formando ligagdes de hidrogénio com os solventes
polares, essas espécies nao reagem pelo mecanismo de transferéncia de um atomo de
hidrogénio. Assim, a velocidade da reacdo ¢ dependente da forga dessa ligacdo de
hidrogénio, da basicidade do solvente e acidez do ArOH. A velocidade desta reagao
pode ser drasticamente aumentada ou diminuida pela presenca de base e 4acido,
respectivamente, no meio (Foti et al., 2004).

Em solventes apolares a constante de velocidade da reacdo entre ArOH e
ROO- ¢ aproximadamente igual a da reacdo com o DPPHe, porém em solventes
polares pode ser “anormalmente” alta. Especialmente em alcoois essa reacdo pode nao
ser representativa da taxa de abstracdo do atomo de H do ArOH por radicais livres.
Uma vez que, geralmente, radicais peroxil ROOe« reagem com compostos fendlicos
por meio de um mecanismo que envolve a abstragdo de um atomo de hidrogénio, essa
atividade antioxidante ndo pode ser extrapolada de sua reatividade com DPPHe. (Foti

etal., 2004).
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Com base na analise da cinética da reacdo entre alguns fendis e o DPPHe Foti
e colaboradores concluiram que a etapa determinante da velocidade consiste em um
rapido processo de transferéncia de elétron dos &nions fenoxidos para o radical DPPHe
A abstragdo do atomo de hidrogénio do composto fendlico neutro por esse radical
livre se torna uma etapa secundaria, uma vez que ocorre muito lentamente nesses
solventes. Estes dois solventes alcoodlicos tém constantes dielétricas relativamente
altas e assim suportam bem a ioniza¢do de acidos de Bronsted e o mecanismo de
transferéncia de elétron (Foti et al., 2004).

Esses autores mostraram que apesar da presenca do grupo acido carboxilico
em fendis derivados do acido cinamico, pequenas quantidades de anions fenoxidos,
mas cineticamente significantes, sdo responsaveis pela velocidade das reagdes com o
DPPH, cujas velocidades decrescem com o aumento das concentracdes desses

compostos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antioxidante do extrato etandlico da polpa da améndoa

tropical a partir de frutos coletados na cidade de Itapetinga — BA.

2.2 Objetivos Especificos

- Determinar a atividade antioxidante in vitro do extrato etanolico da polpa em

diferentes concentragdes, usando o sistema -caroteno / acido linoléico.

- Avaliar a capacidade de seqiiestro de radicais livres do extrato em diferentes

concentracdes, usando o radical estavel DPPH.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Determinacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada pelo monitoramento da co-oxidagao
do B-caroteno e do acido linoléico.

Inicialmente, 2 mg de B-caroteno foram dissolvidos em 20 mL de cloroférmio.
Para o preparo da emulsdo, 3 mL dessa solugdo foram adicionados em baldes de fundo
redondo (250 mL) contendo 40 mg de acido linoléico ¢ 400 mg de Tween 40. Apoés a
remocdo do cloroférmio em evaporador rotativo a 50°C, adicionou-se 100mL de agua
destilada, previamente aerada, por uma hora, tendo-se o cuidado de adicionar a agua
lentamente, sendo que os 10 mL iniciais foram adicionados gota a gota, sob agitacdo
vigorosa até a formagao de uma emulsao.

Para a analise espectrofotométrica, adicionou-se em cada tubo de ensaio 40 uL.
da solucao antioxidante (extrato ou padrdo BHA) a ser avaliada ou do solvente
correspondente como controle e 3 mL da emulsdo descrita anteriormente. As solugdes
antioxidantes utilizadas foram o extrato da polpa dissolvidos em etanol 70% em
concentracdes variando de 1 a 50 mg/mL e o padrao BHA nas mesmas concentragdes
em etanol. As absorbancias foram monitoradas a 470 nm em espectrofotdmetro
(Shimadzu Mod UV-1240-mini) imediatamente apos a adicdo da emulsio e em
intervalos de 15 min durante 120 min, tendo-se o cuidado de manter os tubos em
banho de agua a 50°C. As leituras foram feitas contra um branco contendo a emulsdo
sem a adi¢do do B-caroteno. Todas as analises foram realizadas em triplicata (Emmons
e Peterson, 1999; Hammerschmidt e Pratt, 1978; Marco, 1968; Miller, 1971).

Os resultados foram expressos como porcentagem de inibicdo da oxidagdo
(%), que foi calculada com base nos dados da taxa de degradagdo da amostra
contendo o antioxidante (D,) e da taxa de degradac@o do controle (D.), apos os 120
min de oxidagdo, através das equacdes 9 e 10. Onde abs, é a absorvancia no tempo
zero € absjy € a absorvancia apos 120 minutos de oxidagdo. (Emmons e Peterson,

1999):

D = In(abs, /abs,,,)
9)

D —
%I :%XIOO

(10)
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3.2 Seqiiestro de radicais livres 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH)

Para a analise do seqiiestro de radicais livres DPPH, primeiramente preparou-
se uma solucdo do extrato bruto em etanol 70% com concentragdo de 1 mg/mL. A
partir desta solugdo foram feitas diluigdes nas concentragdes de 500, 250, 125, 50, 25,
10 e 5 pg/mL. Foram utilizadas como padrdes solu¢des de BHA em etanol P.A. nas
mesmas concentragdes (Mensor et al., 2001).

Para este ensaio, 4 mL de cada solugdo do extrato ou do padrio foram
misturados com 1 mL de solugdo metandlica 0,2 mM do radical DPPH. A mistura foi
agitada vigorosamente ¢ mantida por 30 min no escuro a temperatura ambiente. Apds
este periodo de reagdo, as leituras das absorbancias foram realizadas em 517 nm
(Shimada et al., 1992). A amostra controle foi preparada com 4 mL do solvente
correspondente ¢ 1 mL da solugdo de DPPH, sem adi¢do do antioxidante. Para cada
amostra de extrato (5 — 500 ug/mL) foi feito um branco com 4 mL de solugdo de
extrato ¢ 1 mL de metanol (Mensor et al., 2001). Todas as analises foram realizadas
em triplicata.

A porcentagem de seqiiestro de radicais livres (% SRL) foi calculada através
da equacéo 11, correlacionando-se a absorbancia de cada amostra ou do padréo (abs,)
com a absorbancia da solucdo controle ao final da reagdo (abs.) (Duarte-Almeida et

al., 2006).

%SRL:abscg—abSaxlOO
ans

c

(11)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Inibicao da oxidacao

Na Figura 3.4 estdo apresentados os resultados da avaliagdo da atividade
antioxidante, pelo sistema [-caroteno/acido linoléico, em func¢do da variagdo da
concentracdo de antioxidantes (extrato ou BHA). Os resultados sdo expressos em
porcentagem de inibi¢do da oxidagdo relativa ao controle (%l). O extrato etanolico da
polpa da Terminalia catappa apresentou uma 6tima atividade antioxidante (93,0 £ 5,3
%) a uma concentragdo de 10 mg/mL. Ja o antioxidante padrdo utilizado (BHA)

apresentou uma atividade de 94,3 + 10,7 % a uma concentragdo de 1 mg/mL.

100,0

80,0

60,0

40,0

% Inibigao da oxidagao

20,0

0,0 » T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Concentragado (mg/mL)

Figura 3.4 - Atividade antioxidante do extrato e do BHA em diferentes concentragdes.
Cada valor é expresso como média + desvio padrdo (n = 3).

A Figura 3.5 ilustra o decaimento da absorbéancia a 470 nm com o tempo de
reacdo, para as diferentes concentragdes do extrato e para o controle.

No estudo feito por Duarte-Almeida et al. (2006) foram testadas solugdes
padrdes dos antioxidantes sintéticos BHA e BHT, por serem amplamente utilizados na
industria alimenticia. Foram utilizados também alguns antioxidantes naturalmente
presentes em frutas e vegetais, como a quercetina, o acido galico, o &cido ascdrbico,
entre outros. Nesse estudo, os antioxidantes sintéticos apresentaram %I bem acima dos
antioxidantes naturais, enquanto que, das substincias naturais, a quercetina apresentou
a maior %I. Segundo esses autores isso ocorre devido a quercetina ser um flavonol
com cinco hidroxilas fenoélicas reativas, sendo que duas destas estdo ligadas ao anel
que possui maior atividade redutora, apresentando estabilidade por ressonéncia. Os

autores também destacaram que a rutina possui uma estrutura semelhante a da
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quercetina, mas com uma substitui¢ao glicosidica em uma das hidroxilas e apresenta
uma menor atividade, demonstrando a sensibilidade do método frente a pequenas
alteragdes na estrutura da molécula. Ainda nesse trabalho, o acido ascorbico no
sistema [-caroteno/acido linoléico apresentou atividade pro-oxidante, representada

pela porcentagem de inibi¢ao negativa.

—o—50 mg/mL
—=a—40 mg/mL

—a—30 mg/mL
---%--- 20 mg/mL
—a&a—10 mg/mL
—e—1 mg/mL
—o—controle

Abs (470nm )

0 15 30 45 60 75 90 105 120

Tempo ( min.)

Figura 3.5 - Descoramento do -caroteno na presenga de diferentes concentragdes de
extrato e na auséncia (controle).

Os dados quantitativos para % 1 sdo muito variaveis devido a diferengas nos
métodos de extracdo e analises disponiveis na literatura, ndo havendo equivaléncia
entre 0os mesmos, como também foi observado por Emmons e Peterson (1999).
Aliadas as diferencas analiticas, existem diferentes formas matematicas de expressar a
atividade antioxidante, o que dificulta a comparag@o dos dados obtidos aos dados de
outros trabalhos (Duarte-Almeida et al., 2006; Emmons e Peterson, 1999;
Hammerschmidt e Pratt, 1978; Jardini ¢ Marcini Filho, 2007; Velioglu et al., 1998).
Logo, as comparagdes quantitativas sdo feitas entre os dados de amostras submetidas
as mesmas condi¢des de analises que um padrdo antioxidante.

O padrao utilizado neste trabalho foi o BHA, por ser um antioxidante sintético
permitido pela legislagdo brasileira, largamente utilizado na industria e que apresenta

uma alta eficiéncia antioxidante, como confirmado por Duarte-Almeida et. al. (2006).
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4.2 Seqiiestro de radicais livres DPPH - % SRL

Conforme abordado anteriormente, este método se baseia na transferéncia de
elétrons de um composto antioxidante para o radical livie DPPHe. Desta forma, o
método avalia o poder redutor do antioxidante.

Na Figura 3.6 estdo apresentados os resultados da avaliacdo da capacidade
redutora de radicais livres DPPH em fun¢do da variacdo da concentragdo de
antioxidantes (extrato ou BHA). O extrato etandlico da polpa da Terminalia catappa
apresentou um 6timo poder redutor (93,5 = 0,8 %) a uma concentragdo de 250 pg/mL.
Ja o antioxidante padrao utilizado (BHA) apresentou 92,6 + 0,0 % SRL ¢ 94,9+ 0,2 %

SRL, nas concentragdes de 25 e 50 pg/mL respectivamente.

100,00 -
ik
(@%l —aA—BHA
2 —aA— Extrato
0,00 & ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 100 200 300 400 500
Concentragao de antioxidante (pug/mL)

Cada valor ¢ expresso como média + desvio padrdo (n = 3).

Figura 3.6 — Porcentagem de seqiiestro de radicais livres DPPH (% SRL) das solugdes
do extrato etandlico da polpa da T. catappa e do BHA, em diferentes
concentracoes.

Chyau et al. (2002) observaram valores 6timos de 92,5 a 95,7 % SRL dos
extratos metanolicos das folhas verdes, amarelas e vermelhas da T. catappa em
concentracdes inferiores a 0,1 mg/mL. J& em Chyau et al. 2006, os extratos aquosos
das folhas verdes, amarelas e vermelhas apresentaram atividades SRL DPPH de 76%,
92,4 % e 65,5%, respectivamente, em concentragdes de 50 mg/mL. Eles observaram
também que as atividades SRL da vitamina E e do BHA foram de 95,2 % e 95,5 %,
respectivamente, a 0,1 mg/mL. O resultado obtido no presente trabalho (94,9 % SRL)
para a solugdo padrio BHA entre 0,05 e 0,125 mg/mL de concentragdo estd bem

proximo daqueles resultados.
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Em estudo realizado por Duarte-Almeida et al. (2006), a quercetina e o acido
clorogénico apresentaram maior porcentagem de seqiiestro de radicais livres em
comparagdo aos padroes sintéticos BHA ¢ BHT, sendo que este ultimo apresentou o
menor valor. O acido ascorbico apresentou uma atividade um pouco menor que o
BHA.

Os dados quantitativos para %SRL DPPH sdo muito variaveis e dificeis de
comparar devido a diferengas nos métodos de analises disponiveis na literatura, ndo
havendo equivaléncia entre os mesmos (Duarte-Almeida et al., 2006; Ekanayakel et
al., 2004; Jayaprakasha et al., 2007; Melo et al., 2006; Oszmianski et al., 2007; Rahim
et al., 2008; Roesler, 2007).
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5. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que o extrato etandlico da
polpa apresenta um bom potencial antioxidante, apresentando uma % I similar a do
BHA, porém a uma concentragdo 10 vezes maior. Esta grande diferenca ¢é aceitavel,
uma vez que se trata de um extrato natural. O uso de aditivos sintéticos é mais restrito
na legislagdo brasileira, quando comparado a substancias encontradas naturalmente em
alimentos ou a extratos naturais, sendo que em alguns casos estes sdo permitidos em
quantidade suficiente para obter-se o efeito tecnologico necessario (“‘gquantum satis™),
sem a determinacdo de um limite maximo (ANVISA, 2008). A restricdo ao uso de
alguns antioxidantes, como o BHA e BHT esta relacionada a sua carcinogenicidade.

Quanto a anélise utilizando-se os radicais DPPH, pode-se concluir que o
extrato etandlico da polpa apresentou uma excelente capacidade redutora, comparavel

a do BHA em uma concentragdo 5 vezes maior que 0 mesmo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Grande parte da populacdo brasileira apresenta varios problemas de ma
nutri¢do, destacando-se caréncias de vitaminas e minerais, pois as principais refeicdes
sdo deficientes destes nutrientes. Os resultados obtidos, no presente trabalho,
indicaram que a T. catappa destacou-se por ser uma excelente fonte de lipidios,
proteinas, minerais ¢ fibras, podendo ser utilizada em dietas que visem a
suplementacdo alimentar. Portanto, incentivar o seu consumo pode ajudar a aumentar
o valor nutritivo da dieta das populagdes carentes. Em razdo da falta de informagdes,
as familias de baixo poder aquisitivo ndo desfrutam dessa fonte natural de nutrientes.

Os frutos da T. catappa apresentaram em sua composi¢ao varias substancias
que tém potencialidade para atuarem como agentes antioxidantes no organismo
humano, como os compostos fenolicos e os minerais cobre, zinco, selénio e manganés
que sdo constituintes de algumas enzimas relacionadas aos mecanismos antioxidantes.

Em funcdo da complexidade da composicdo dos alimentos, em geral,
diferentes substancias podem atuar sinergisticamente, por meio de diferentes
mecanismos, como espécies anioxidantes. A avaliagdo da capacidade antioxidante de
uma espécie, portanto, exige a utilizagdo de técnicas analiticas diversas. Neste sentido,
no presente trabalho, foi possivel avaliar que o extrato etandlico da polpa da espécie T.

catappa apresenta um elevado potencial nutritivo e antioxidante.
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PERSPECTIVAS

1. Avaliacdo da capacidade antioxidante de extratos das sementes.

2. Condugédo de experimentos in vivo por meio de ensaios para o controle do
desenvolvimento de processos degenerativos e demais propriedades
funcionais atribuidas aos compostos com propriedades antioxidantes.

3. Utilizacao de extratos dos frutos como aditivos antioxidantes naturais em
substituicao aos antioxidantes sintéticos.

4. Determinacao do potencial de inibi¢do do crescimento de microrganismos
que promovam a deterioragdo dos alimentos e afetam a satde.

5. Avaliacao da qualidade do 6leo extraido da castanha.

6. Determinagdo do perfil de acidos graxos presente no 6leo.

7. Elaboracao de produtos com maior valor agregado a partir da polpa e das
castanhas, como castanhas torradas e salgadas, barra de cereais, suco e
alimentos funcionais.

8. Estudo da pos-colheita desses frutos, das variagdes genética e de cultivo,

possibilitando planta¢des de tipos mais adequados para cada fim.
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