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RESUMO

SILVA, icaro Pereira. Frutos de tamarilleiro (Solanum betaceum Cav.) caracterizac&o
quimica e potencial antioxidante. 2017. 67 p. Dissertacdo (Mestrado) - Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia, Programa de Pds-Graduagdo de Engenharia e Ciéncia de

Alimentos, Itapetinga, 2017.*

O tamarillo é fruto de origem Andina, que apresenta constituintes com alegacdo funcional,
dentre eles os polifendis, (flavonoides, antocianinas) e carotenoides. Esses componentes,
despertam interesse dos consumidores, que buscam alimentos com capacidade antioxidante,
devido a associagdo na prevencdo de doencas degenerativas e a capacidade de neutralizar
radicais livres. Neste sentido, objetivou-se determinar as caracteristicas fisico-quimicas,
quantificar a capacidade antioxidante e os metabdlitos secundarios a partir de diferentes
fracdes obtidas por particdo sélido liquido dos frutos de tamarilleiro, em quatro safras
diferentes, (margo de 2015; outubro de 2015; marco de 2016 e outubro de 2016) provenientes
da regido da Chapada Diamantina — Bahia. O experimento foi realizado na Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia, Campus Juvino Oliveira, Itapetinga, Bahia. As amostras
foram analisadas quanto a composicdo centesimal, teores de carotenoides, constituintes
fendlicos totais, antocianinas, flavonoides totais e a capacidade antioxidante pelos ensaios
ABTS, DPPH e FRAP. Os tamarillos apresentaram valores que variaram de 84,31 - 88,68,
8,17 - 11,61 e 548 - 7,31 @.100g™" para umidade, carboidratos e aclcares totais,
respectivamente. Os valores de proteinas e lipidios apresentam-se reduzidos como na maioria
dos vegetais. A safra D apresentou maior teor de carotenoides quando extraida pelo método
de extracéo 3 (9,40 mg.g™). Para os constituintes fenélicos totais, os extratos hidroetanélicos
de tamarillo da safra A obtiveram melhores resultados quando extraidos pelo método 3
(208,38 mg.g™ EAG). O extrato hidroetandlico de tamarillo da safra B, extraido pelo método
3 apresentou 0 maior teor de antocianina (24,00 mg.g™). Para a capacidade antioxidante dos
extratos acetonicos de tamarillo pelo ensaio ABTS, ndo houve diferencga significativa entre o0s
métodos de extracdo nas safras B e C. A safra A pelo método de extracdo 3 apresentou
(1474,05 pmol.g™* ET). Os resultados para DPPH, mostram que os métodos de extracdo 2 e 3
para as safras B e D (1,96 e 2,53 1AA) apresentaram-se mais eficientes que o método 1. Para
FRAP, o método de extracdo 3 apresentou maior capacidade antioxidante quando comparado
aos demais métodos, para as safras A e D. No geral, os extratos de tamarillo obtidos pelo
método de extracdo 3 apresentam valores superiores de carotenoides, constituintes fenolicos
totais, flavonoides totais, antocianinas e capacidade antioxidante.

Palavras chave: Alimentos Funcionais; Composi¢do quimica, Constituintes bioativo.

*Qrientadora: Andréa Gomes da Silva, DSc., UESB; Coorientadora: Simone Andrade Gualberto, DSc., UESB;

Coorientadora: Renata Cristina Ferreira Bonomo, DSc., UESB.
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ABSTRACT

SILVA, icaro Pereira. Tamarillo fruits (Solanum betaceum Cav.) chemical and
antioxidant potential. 2017. 67 p. Dissertation (Master Degree) - University of Southwest
Bahia, Post-Graduate Program of Engineering and Food Science, Itapetinga, 2017.*

The tamarillo is a fruit of Andean origin, which presents constituents with functional claim,
among them polyphenols, (flavonoids, anthocyanins) and carotenoids. These components,
which seek foods with antioxidant capacity, due to an association in the prevention of
degenerative diseases and an ability to neutralize free radicals. In this sense, the objective was
to quantify the antioxidant capacity and the secondary metabolites from the different fractions
obtained by partitioning the solids of the tamarillo fruits into four different crops (March
2015, March 2016 and October Of 2016) of the Chapada Diamantina - Bahia region. The
experiment was carried out at the State University of the Southwest of Bahia, Campus Juvino
Oliveira, Itapetinga, Bahia. The samples were analyzed for centesimal composition,
carotenoid contents, total phenolic constituents, anthocyanins, total flavonoids and antioxidant
capacity by the ABTS, DPPH and FRAP tests. The tamarins presented values ranging from
84.31 - 88.68, 8.17 - 11.61 and 5.48 - 7.31 ¢.100g - 1 for moisture, carbohydrates and total
sugars, respectively. The values of proteins and lipids are reduced as in most vegetables. The
D crop presented a higher carotenoid content when extracted by extraction method 3 (9.40
mg.g-1). For the total phenolic constituents, the tamarin hydrothermal extracts of the crop
(208.38 mg.g-1 EAG). The hydroethanolic extract of tamaril from crop B, extracted by
method 3 presented the highest anthocyanin content (24.00 mg.g-1). For the antioxidant
capacity of the acetylic extracts of tamaril by the ABTS test, there was no significant
difference between the extraction methods in the B and C harvests. The harvest extraction
method 3 presented (1474.05 pumol.g-1 ET). The results for DPPH show that extraction
methods 2 and 3 for B and D crops (1.96 and 2.53 IAA) were more efficient than method 1.
For FRAP, extraction method 3 presented higher Antioxidant capacity when compared to
other methods for the A and D crops. In general, extracts of tamarins obtained by extraction
method 3 present higher values of carotenoids, total phenolic constituents, total flavonoids,
anthocyanins and antioxidant capacity.

Keywords: Functional Foods; Chemical composition, Bioactive constituents.

*Advisor: Andréa Gomes da Silva, DSc., UESB; Co-advisor Simone Andrade Gualberto, DSc., UESB; Co-advisor: Renata

Cristina Ferreira Bonomo, DSc., UESB.
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| - REFERENCIAL TEORICO

1 INTRODUCAO

O tamarillo (Solanum betaceum Cav.) é um fruto de origem andina, pertencente a
familia Solanaceae. Ao se tratar de alimentos, esta familia se destaca devido ao grande
naimero de vegetais com importancia econdmica e nutricional, a exemplo da batata, berinjela e
tomate. As Solanaceas também apresentam compostos de interesse farmacéutico, como
alcaloides esteroidais, compostos fendlicos, carotenoides, dentre outros. No Brasil, o tamarillo
é conhecido popularmente como tomate de arvore, tomate berinjela ou tomate francés. E um
fruto naturalmente encontrado em quintais de casas, principalmente nos estados da Bahia,
Minas Gerais e S&o Paulo.

O fruto apresenta variacdo, quanto a coloracdo do epicarpo, mesocarpo e endocarpo.
As cores das cascas podem ser roxa, vermelha, alaranjada, amarela ou laranja amarelada e
podem apresentar ainda estrias longitudinais de coloracdo variando de verde-escura a marrom.
A polpa varia entre a cor laranja-avermelhada, laranja e também amarela, enquanto que a
mucilagem que envolve as sementes apresenta cor vermelha ou roxa em frutas que possuem
epicarpo de coloracdo avermelhada e amareladas, entretanto, nas frutas amarelas e laranja-
avermelhadas apresentam uma coloracao alaranjada.

O tamarillo é usualmente consumido in natura, por possuir caracteristicas sensoriais
atrativas, além de fornecer importantes nutrientes como vitaminas (B6, C e E) e minerais
(ferro, potassio, magnésio e fdsforo). Além disso, o tamarillo é um fruto que apresenta
potencial antioxidante devido a presenca de compostos que, comprovadamente, apresentam
capacidade antioxidante, como antocianinas e carotenoides.

Antioxidantes naturais vém sendo pesquisados para que seja possivel obter compostos
que sejam eficientes na neutralizacdo dos radicais livres e assim, se torne uma alternativa aos
antioxidantes sintéticos, visto que estes tém sido alvo de questionamentos quanto a sua
inocuidade por apresentarem efeitos toxicos e mutagénicos.

Para realizacdo do experimento, foram adquiridos tamarillo em quatro periodos
diferentes caracterizando quatro safras distintas. Os frutos foram coletados por um periodo de

dois anos de modo que fosse possivel verificar diferenca na constituicdo quimica e a
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capacidade antioxidante dos frutos conforme a variacdo das safras. Desse maneira foi possivel
determinar as caracteristicas fisico-quimicas, quantificar a capacidade antioxidante e os teores
de antocianinas, flavonoides, fenois totais e carotenoides totais a partir de diferentes fracdes
obtidas dos frutos de tamarilleiro em quatro safras diferentes provenientes da regido da
Chapada Diamantina — Bahia.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O tamarillo aspectos gerais

O tamarillo (Solanum betaceum Cav.) é conhecido popularmente no Brasil como
tomate de arvore, tomate chimango, tomate francés, tomate da serra, tomate japonés, tomate
berinjela entre outros. O tamarilleiro € uma arvore frutifera subtropical, de origem Andina,
pertencente a familia Solanaceae, cujo o grupo inclui o tomateiro, a batateira, 0s pimenteiros e
a berinjela e sdo largamente utilizados na alimentacdo humana (ARANZAZU e RONDON,
2001).

O fruto apresenta uma forma ovoide, de casca lisa e amarga, podendo ser diferenciada
de acordo com a cor, que podem apresentar coloracdo roxa, vermelha escura, laranja ou
amarela, possuindo ainda estrias longitudinais de cor verde escura ou marrom, como mostra a
Figura 1. Apresenta cerca de 4-10 cm de comprimento e um didmetro de 3-5 cm e contém
muitas sementes pequenas que provocam um sabor ligeiramente amargo e adstringente, com
um aroma caracteristico (MORTON, 1987).

Figura 1 — O fruto tamarillo.

Fonte: Proprio autor.

O tamarillo geralmente é consumido in natura ou utilizado em algumas preparacdes
culinarias, como saladas, molhos, sopas, geleias, sorvetes, sucos e licores (MORTON, 1987).
E um fruto exdtico, de baixa caloria e um significativo valor nutricional, fornecendo
guantidade consideravel de nutrientes como vitaminas, minerais € compostos bioativos, a
exemplo das antocianinas, carotenoides e compostos fendlicos (OSORIO et al. 2012). Os

niveis das vitaminas (Piridoxina-B6, acido ascorbico-C e retinol-E) e minerais (ferro,



magnésio, cobre e potassio) presentes em uma unidade do fruto podem fornecer mais de 5%
da DRI (ingestdo diaria de referéncia) desses nutrientes (LISTER et al. 2005).

2.2 Fitoquimicos do tamarillo

Fitoquimicos s30 compostos de natureza quimica, produzidos pelos vegetais. E um
termo utilizado para descrever um grande numero de compostos do metabolismo secundario
das plantas. Os vegetais produzem uma variedade de compostos organicos, estes se dividem
em dois grupos: metabolitos primérios e secundarios (PERES, 2010).

Os metabdlitos primarios podem ser encontrados em todos 0s vegetais e possuem
funcdo no armazenamento de energia e estrutural. Suas rotas metabolicas sdo essenciais ao
desenvolvimento das espécies, a exemplo dos aminoacidos, nucleotideos, acil-lipideos e
fitoesterdides. J& os metabodlitos secundarios compreendem espécies quimicas que nao
participam diretamente nos processos de crescimento e desenvolvimento (TAIZ e ZEIGER,
2009).

Os metabdlitos secundarios possuem estruturas quimicas distintas e complexas. A
maioria desses compostos pertence a diferentes classes como: terpenos, compostos fendlicos e
componentes nitrogenados, 0s quais possuem caracteristicas estruturais particulares devido a
sua via biossintética (DEWICK, 2002; VIZZOTTO, KROLOW e WEBER, 2010).

Os metabdlitos secundarios estdo presentes em uma grande variedade de alimentos de
origem vegetal inseridos em nossa dieta diaria, como frutas, legumes, 6leos, vinho, chocolate,
café e chd (IOANNONE et al. 2015). O consumo destes alimentos esta relacionado com a
reducdo dos riscos de diversas doencas como o cancer (DURAN e MORENO, 2000),
depressdo (SMITH, 2013), doencas cardiacas (ARRANZ, 2013) e neuroldgicas (MARTIN,
GOYA e RAMOS, 2013).

Nos Ultimos anos, tem ocorrido um aumento no interesse por pesquisas relacionadas a
estes compostos, devido a importancia na manutencéo da salde e sua associa¢do na prevengao
de algumas doencas cronicas e degenerativas. Diante disso, alguns vegetais fonte de
compostos bioativos, como carotenoides e compostos fendlicos, despertam interesse da
industria alimenticia, cosmética e farmacéutica (GIL-CHAVEZ et al. 2013; EL-ABHAR e
SCHAALAN, 2014; SILVA et al. 2014).



2.2.1 Carotenoides

Os carotenoides sdo compostos que absorvem luz na regido do visivel, devido a
presenca de mdltiplas ligacBes duplas conjugadas, sdo compostos lipofilicos e coloridos
apresentando cores como amarelo, laranja e vermelho. Entre todos os pigmentos naturais, 0s
carotenoides sdo provavelmente os de maior ocorréncia, séo geralmente encontrados em
frutas e hortalicas, em animais e micro-organismos. Os carotenoides sdo pigmentos cuja
estrutura mais frequente é a do tipo tetraterpenoide C49, formados a partir da unido de oito
unidades isoprenoides Cs. (CARDOSO, 1997; FONTANA et al. 2000). Existem diversos
tipos de carotenoides, tendo o a-caroteno, B-caroteno, licopeno, luteina e zeaxantina os
representantes comumente presentes nos alimentos, como mostrado na Figura 2
(FERNANDEZ-GARCIA et al. 2012).

Figura 2 — Estruturas quimicas dos principais carotenoides em alimentos vegetais.
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Fonte: Dewick, 2002.



Segundo Barreto (2008), os carotenoides sdo classificados conforme sua estrutura
quimica como carotenos, quando constituidos por carbono e hidrogénio, ou como xantofilas,
quando constituidos por carbono, hidrogénio e oxigénio. Os carotenoides possuem uma
cadeia poliénica, definida como um sistema de duplas ligacGes conjugadas, podendo ser
providas ou ndo de um anel nas extremidades da cadeia e grupos funcionais (carbonila,
hidroxila e dentre outros). Estas propriedades influenciam tanto na capacidade de absorver luz
no visivel, como na capacidade antioxidante do carotenoide.

De acordo com Fernandez-Garcia et al. (2012) e Gulgin (2012), a cadeia poliénica
também confere a estes pigmentos alta reatividade quimica e é responsavel pela capacidade
antioxidante dos carotenoides, tanto na absor¢do de energia do oxigénio singleto, que
constitui uma forma altamente reativa do oxigénio molecular, quanto de radicais livres,

interrompendo as reacdes em cadeia onde eles estdo envolvidos Figura 3.
Figura 3 — Mecanismos de a acdo dos carotenoides.
Na presenca do oxigénio singlet
'0, + CAR — °0, + *CAR
Interacdo com radicais livres
R + CAR(H) —» RH +*CAR
Formacao de um peréxido
*CAR+02 - RO;°
Fonte: Uenojo, Marostica e Pastore (2007).

Em baixas concentracbes de oxigénio, o0s carotenoides apresentam efeitos
antioxidantes, entretanto podem ter efeitos pro-oxidantes em grandes concentracdes de
oxigénio. Os carotenoides participam do mecanismo de fotoprotecdo na qual ocorre a
transferéncia de energia entre o oxigénio singleto (*O,) e o carotenoide para gerar oxigénio

triplete (0,) (SCHAFER et al. 2002; CARIS-VEYRAT, 2007). As maiores causas de
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destruicdo dos carotenoides durante processamento e armazenamento dos alimentos s&o
oxidagBes enzimaticas e ndo enzimaticas. Isso se da devido a natureza insaturada dos
carotenoides (DUTTA, CHAUDHURI, CHAKRABORTY, 2005).

A deficiéncia de alguns carotenoides pode prejudicar a visdo levando xerofatalmia. O
B-caroteno que tem atividade de pro-vitamina A, é simétrico e corresponde estruturalmente a
duas moléculas de retinol, apresentando maior atividade pro-vitaminica A em relacéo a outros
carotenoides. Contudo, estudos sobre os carotenoides tém frequentemente relatado o seu
poder antioxidante, o qual combate os radicais livres, reduzindo o estresse oxidativo
(FERNANDEZ-GARCIA et al. 2012). A dieta rica em carotenoides correlaciona-se
positivamente com uma reducdo significativa no risco de alguns tipos de céancer, doencas
cardiacas e degenerativas (GIL-CHAVEZ et al. 2013; SHASHIREKHA, MALLIKARJUNA
e RAJARATHNAM, 2015). Os carotenoides podem ser quantificados e identificados nos
alimentos através de varias técnicas instrumentais, dentre as quais a espectrofotometria na regido
visivel do espectro, a espectrometria de massas, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (VERONEZI, JORGE, 2011). Acosta-Quezada, et al. 2015, encontraram o teor de
carotenoides variando entre 2,60 mg.100 g™ e 11,20 mg.100 g, eles estudaram a diversidade
quimica em variedades de tamarillo. Mertz et al. 2010 encontraram valores entre 61% e 85%

para B-caroteno, eles avaliaram a estabilidade dos carotenoides em diferentes temperaturas.
2.2.2 Constituintes fendlicos

Os constituintes fendlicos sdo definidos como substancias que possuem um anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais. Estdo
amplamente distribuidos no reino vegetal, englobando desde moléculas simples até outras
com alto grau de polimerizacdo (SOARES et al. 2008). Estas substancias estdo relacionadas,
com mecanismos de protecdo de vegetais, conferindo resisténcia a microrganismos e pragas
(LESSCHAEVE e NOBLE, 2005).

De acordo com Everette et al. (2010), os compostos fenolicos sdo os principais
antioxidantes em vegetais. Em sua estrutura quimica existe, no minimo, um anel aromatico,
que estid unido a uma ou mais hidroxilas e, dependendo do nimero e da posi¢do dessas
hidroxilas na cadeia, esses compostos apresentam distintas propriedades de se complexar com
os radicais livres (KARAKAYA, 2004).



Mais de 8000 compostos fendlicos estdo distribuidos na natureza, fazendo parte dos
constituintes de diversos vegetais. Estes compostos surgem a partir de um interposto comum,
a fenilalanina, ou um precursor, o &cido chiquimico, Figura 4. Dentre eles, destacam-se 0s
flavonoides, acidos fendlicos, cumarinas e taninos Figura 5. Essas fitomoléculas ocorrem
principalmente na forma conjugada com um ou mais residuos de agucar ligado a hidroxila
fendlica. A associagdo com outros compostos, como os &cidos organicos carboxilicos, aminas,
lipidios e a articulacdo com outro fenol também é comum (KONDRATYUK e PEZZUTO,
2004).

Figura 4 — Estruturas dos precursores dos polifendis.
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Fonte: Dewick, 2002.

Os compostos fenolicos sdo moléculas que apresentam expressiva capacidade
antioxidante e fazem parte da composicao de diversos alimentos (DI MASCIO, KAISER e
SIES, 1989). Estudos epidemiolégicos indicam que o consumo regular de dietas ricas em
polifendis naturais pode prevenir o desenvolvimento de céncer, doengas cardiovasculares,
diabetes, osteoporose e doencas neurodegenerativas (GRAF, MILBURY, BLUMBERG,
2005; ARTS, HOLLMAN, 2005).

Os polifendis sdo substancias antioxidantes que inibem a oxidacdo lipidica e as
espécies reativas de oxigénio (EROS), além de proteger contra a oxidacdo da lipoproteina de
baixa densidade (LDL), impedindo assim a formacdo de placas ateroscleroticas. Podem ser
pigmentos, como os flavonoides antocianinas, responsaveis por varias cores em vegetais, ou
outros produtos do metabolismo secundario (RODRIGO, MIRANDA e VERGARA, 2011).
Esses compostos sdo antioxidantes ndo somente por sua capacidade em doar hidrogénio ou
elétrons, mas também, devido aos seus radicais intermediarios estaveis, que impedem a
oxidacdo de alguns constituintes do alimento, particularmente de lipidios (SHASHIREKHA,
MALLIKARJUNA e RAJARATHNAM, 2015; KAN et al. 2014).



Figura 5 — Estruturas quimicas de alguns compostos fenolicos.
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Fonte: Dewick, 2002.

2.2.2.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos fendlicos classificados de acordo com o nivel de
oxidacBGes em sua estrutura quimica. S&o reconhecidos por suas propriedades antioxidantes,
podendo ser encontrados em diversos alimentos de origem vegetal (EFRAIM, ALVES e
JARDIM, 2011). Consistem de estrutura fenilbenzopirona (C6-C3-C6), composta por dois
anéis aromaticos (anéis A e B) ligados por trés carbonos e um atomo de oxigénio formando
um anel heterociclico oxigenado (anel C), como mostrado na Figura 6. Os flavonoides sdo
compostos sintetizados por via biossintética mista, sendo o anel B e os trés carbonos do anel
C gerados a partir da via chiquimato, enquanto que a partir da via acetato se origina o anel A
(ZUANAZZI e MONTANHA, 2007).

A estrutura quimica dos flavonoides permite propriedades como redutores, doadores
de hidrogénio, extincdo do oxigénio singlet, varredor de radical superdxido e até mesmo como
agente quelante de metais. Também sdo capazes de modular a atividade de enzimas e afetar o
comportamento de muitos sistemas celulares (PANDEY e RIZVI, 2009; PROCHAZKOVA,
BOUSOVA e WILHELMOVA, 2011).



Figura 6 — Estrutura basica dos flavonoides.

Fonte: Valls et al. 2009.

Os flavonoides compdem uma classe constituida por uma diversidade de moléculas
quimicas, que sdo classificadas de acordo o grau de oxida¢do e do padrdo de substituicdo no
anel heterociclico (anel C). Entretanto, os compostos dentro de uma mesma classe de
flavonoides sdo classificados de acordo com o padrdo de substituicdo nos anéis A e B
(STALIKAS, 2007). Dentre as diversas modificacfes na estrutura quimica dos flavonoides
podemos citar as hidroxilagbes, metilacdes, glicosilagcdes, acilacdes, polimerizacbes e a
estereoquimica dos carbonos do anel heterocilico (SANTOS-BUELGA e SCALBERT, 2000).

Conforme as modificagdes nos anéis, os flavonoides sdo classificados em importantes
grupos que incluem as flavanas, flavanonas, flavonas, isoflavonas, flavonodis e antocianidinas
Figura 7, sendo que, as estruturas quimicas sdo determinadas de acordo com o numero e
posicdo de hidroxilas e metoxilas (COOK e SAMMAN, 1996; MURTHY et al. 2012).
Naturalmente, as antocianidinas estdo ligadas a moléculas de acgucares, se constituindo uma
antocianina (ALBARICI, PESSOA e FORIM, 2006).

Varios fatores interferem na formacdo dos flavonoides nos vegetais, como por
exemplo, a incidéncia de luz, o fator genético dos vegetais, condi¢des climaticas, germinacéo,
estadio de maturacdo, pos-colheita, processamento e armazenamento, bem como, a variacdo
das espécies (BRAVO, 1998).

10



Figura 7 — Estruturas dos diferentes grupos de flavonoides.
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Fonte: Adaptado de Valls et al. 2009.

Algumas pesquisas demonstraram que os flavonoides tem influéncia na reducéo de
doencas cardiacas, entretanto, esta acdo, pode variar em funcdo do teor ingerido na dieta
(LESLIE et al. 1989; SAMMAN et al. 1998; KIM et al. 2013; VAN DAM, NAIDOO e
LANDBERG, 2013). A biodisponibilidade é um dos principais fatores em relacdo aos efeitos
benéficos a salde, como a absorcdo, distribuicdo, metabolismo e eliminagdo dos compostos
(MARTIN, GOYA e RAMOS, 2013).

2.2.2.1.1 Antocianinas

As antocianinas pertencem ao grupo dos flavonoides que possuem absorbancia
especifica no espectro do visivel. A estrutura das antocianinas possuem caracteristicas que
configuram a estrutura fundamental dos flavonoides, o céation flavilico ou 2-
fenilbenzopirilium, como mostra a Figura 8 (STRINGHETA e BOBBIO, 2000). As
antocianinas sdo comumente encontradas na dieta humana, estdo presentes em alimentos
como frutas, hortalicas, flores, caules e raizes de planta, apresentam capacidade antioxidante

devido a presenca de hidroxilas, bem como a presenca de cargas positivas favorecendo a
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doacdo de hidrogénios que se combinam aos radicais livres neutralizando-os (TAPIERO et al.
2002; MARTINEZ-FLOREZ et al. 2002; BARREIROS, DAVID e DAVID, 2006).

Apresentam-se, normalmente, associadas a acUcares, ligados geralmente na posicéao 3,
0 que favorece a estabilizacdo da molécula. Os acgucares sdo facilmente hidrolisaveis pelo
aquecimento em meio acido, e este processo tem como produtos componentes glicidicos e as
agliconas, que sdo denominadas de antocianidinas (KONCZAK e ZHANG, 2004,
CASTANEDA-OVANDO et al. 2009).

De acordo com o grau de glicosilagdes, hidroxilacdes e metilacdes em diferentes
posicdes dos anéis da estrutura molecular da antocianidinas, as antocianinas podem ser
identificadas em 25 tipos distintos. No entanto, somente seis destas antocianinas sdo
comumente encontradas em alimentos, as quais sdo: cianidina, peonidina, pelargonidina,
malvinidina, delfinidina e petunidina (HE e GIUSTI, 2010).

Figura 8 — Estrutura da antocianina.

Fonte: Terci e Rossi, 2002.

No tamarillo as principais antocianinas presentes sdo, pelargonidina-3-O-rutinosideo,
cianidina-3-rutinosideo e delfinidina-3-O-rutinosideo, que sdo responsaveis pela coloragédo
vermelho alaranjado, vermelho violaceo e azul violaceo, respectivamente (WROLSTAD e
HEATHERBELL, 1974; TAIZ e ZEIGER, 2009; ESPIN et al. 2016).

As antocianinas sdo capazes de absorver luz ultravioleta no espectro do visivel,
garantindo um amplo espectro de cores variando do vermelho alaranjado ao azul em diversos
tecidos vegetais (JACKMAN, YADA e TUNG, 1987; TANWAR e MODGIL, 2012). Devido
ao seu amplo espectro de cores, bem como, as propriedades funcionais, a industria tem
voltado o interesse para pigmentos naturais. De acordo com Costa et al. (2013), a inddstria de
alimentos tem um grande interesse na diversidade frutifera dos paises tropicais, devido a

presenca de constituintes com potencial bioativo.
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Entretanto o uso deste pigmento como aditivo alimenticio ainda est restrito, devido as
limitacdes como a disponibilidade de matéria-prima produtora de pigmentos, poder corante
reduzido quando comparado aos aditivos sintéticos e, principalmente, a baixa estabilidade
apresentada pelas antocianinas (STRINGHETA, 1991; REIS et al. 2016).

Varias pesquisas tém focado nos beneficios & saude por meio do consumo de frutas
vermelhas, afirmando-os como fontes naturais de compostos bioativos, tais como flavonoides
e antocianinas, que apresentaram capacidade antioxidantes e caracteristicas anti-inflamatorias
promissoras (KANG et al. 2011; COSTA et al. 2013).

Alguns antioxidantes naturais séo encontrados em frutas de coloracdo vermelha e roxa,
que evidenciam a presenca de antocianinas (FALCO et al. 2016). Segundo Ali-Hassan e Abu-
Bakar (2013), a polpa do tamarillo demonstra capacidade antioxidante, devido a presenca de
pigmentos como as antocianinas e os carotenoides, que além de poderosos antioxidantes séo
responsaveis pela cor dos vegetais.

Silva et al. (2005) e Noratto et al. (2011), mencionaram que € notavel a presenca de
antocianinas nos frutos de tamarillo, devido a coloracdo caracteristica na polpa do fruto.
Osorio et al. (2012), afirmaram que os principais constituintes antocianicos da polpa do
tamarillo sdo a delfinidina, a cianidina e a pelargonidina, representando 97,8% do total.

O consumo de alimentos que contenham antocianinas podem gerar beneficios a saude
como: acdo antioxidante, anti-inflamatdria, anticancerigena, prevencdo de doengas coronarias
e prevencdo a doencas degenerativas, essas caracteristicas se devem a estrutura quimica com
presenca de hidroxilas e metoxilas (WANG, CAO e PRIOR, 1997; KUSKOSKI et al. 2004).

2.3 Rotas biossintéticas

Os metabolitos secundarios sdo produzidos nos vegetais a partir dos metabdlitos
primarios por diversas razdes, por exemplo, aumentar a defesa contra materiais toxicos e
contra predadores, como atrativos volateis para as mesmas ou outras espécies, ou como
pigmento agindo para atrair ou alertar outras espécies, mas todos esses motivos desempenham
um papel vital para o bem-estar do produtor. Nesse sentido, o metabolismo secundario
fornece a maior parte dos compostos bioativos (CRAIK et al. 2002).

As rotas biossintéticas dos metabdlitos secundarios sdo provenientes do metabolismo
priméario, como indicado na Figura 9. Este esquema descreve como metabolitos dos processos

fundamentais da fotossintese, glicolise e o ciclo de Krebs transformados a partir de processos
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de geracdo de energia para fornecer intermedidrios biossintéticos. Os compostos mais
importantes gerados na biossintese do metabolismo secundario sdo originérios dos
intermediarios acetil-coenzima A (acetil-CoA), o acido chiquimico, acido meval6nico, e 1-
Desoxi-D-xilulose 5-fosfato (GARCIA e CARRI, 2011).

Figura 9 - Vias biossintéticas do metabolismo secundério.

GLICOSE
|
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isoquinolinicos e
benzilizoquinelinicos alealoides
pirrolidinicos
fenilpropanoides tropanicos
pirrolizidinicos
lignanas e ligninas piperidinicos e
Cutnarinas quinolizidinicos

Fonte: Garcia e Carri, 2011.

O acetil-CoA ¢é formado pela descarboxilacdo oxidativa do acido pirdvico pela via
glicolitica. Também ¢é produzido pela B-oxidacdo de acidos graxos, revertendo 0 processo
pelos quais os acidos graxos sdo sintetizados a partir do acetil-CoA. Metabdlitos secundarios
importantes sdo formados a partir desta via, incluem os terpenos, fenois, prostaglandinas, e
antibioticos, juntamente com varios acidos graxos e seus derivados (TAIZ e ZEIGER, 2009).

O é&cido chiquimico é produzido a partir de uma combinacao de fosfoenolpiruvato, na
via glicolitica intermediéria, e eritrose 4-fosfato a partir da pentose fosfatada. As reacfes do
ciclo da pentose fosfatada podem ser utilizadas para a degradacdo de glicose, entretanto,
também fazem parte da sintese de acUcares por fotossintese. A via chiquimato conduz a uma

diversidade de fendis, cindmico derivados de acido, lignanos, e alcaloides (DEWICK, 2002).
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2.4 Radicais livres e estresse oxidativo

Os radicais livres sdo reconhecidos como mediadores para a transferéncia de elétrons
em diversas reacfes bioguimicas, fazendo parte do processo fisiologico humano. Portanto, o
radical livre é qualquer atomo ou molécula extremamente reativo, que ndo apresenta
estabilidade na sua ultima camada eletronica, com um elétron desempareado conferindo a este
a alta reatividade. Entretanto, o excesso na producdo desses radicais, podem desencadear
danos oxidativos e, como resposta, 0 corpo produz mecanismos de defesa antioxidante
(CADENAS e DAVIES, 2000; YIN, XU e PORTER, 2011).

Por meio da cadeia transportadora de elétrons, a mitocondria, é a principal fonte
geradora de radicais livres. No sistema bioldgico os radicais livres sdo derivados de moléculas
de oxigénio, nitrogénio e enxofre (GREEN, BRAND e MURPHY, 2004).

Na mitocondria, o O, sofre reducdo tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons,
resultando na formacdo de &gua Figura 10. A enzima catalisadora dessa reagdo é a citocromo
oxidase. Na parte terminal da cadeia transportadora de elétrons, a referida enzima oxida
quatro moléculas de citocromo ¢ removendo um elétron de cada uma delas. Esses elétrons sao
adicionados ao O, para formar H,O. A acdo da citocromo oxidase controla a geracdo de
radicais livres, impedindo sua geracdo excessiva na mitocondria. No entanto, cerca de 2% a
5% do oxigénio metabolizado nas mitocondrias sdo desviados para outra via metabdlica, e
reduzidos de forma univalente, dando origem aos radicais livres (FERREIRA,
MATSUBARA, 1997; KOURY e DONANGELO, 2003; SCHNEIDER, OLIVEIRA, 2004).

Essas moléculas originardo intermediarios reativos, partes ou grupos de moléculas
denominadas espécies reativas de oxigénio (ROS — reactive oxigen species), espécies reativas
de nitrogénio (RNS — reactive nitrogen species) e espécies reativas de enxofre (RSS — reactive
sulphur species). As ROS incluem os radicais livres como o anion superoxido (O;™), o radical
hidroperoxil (HO;"), o radical hidroxil (OH"), o 6xido nitrico e outras espécies reativas como
peréxido de hidrogénio (H,0-), oxigénio singlet (*O,), &cido hipocloroso (HOCI) e o peroxido
nitrito (ONOQ");. Espécies reativas de nitrogénio sdo derivadas do Oxido nitrico através da
reacdo do anion superoxido (O,”) para formar peroxido nitrito (ONOQO). As RSS sao

formadas a partir de tiols em reagédo com ROS (LU et al. 2010).
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Figura 10 — Formacg&o mitocondrial de radicais livres via cadeia transportadora de elétrons.

1) 0,+4e +4H" > 2H,0 + energia

2) O,+e > Oz.

3) 20," +2H" > H,0,

4) Fe’*/Cu’ +H,0, > OH" + OH + Fe**/Cu®*
5) H,0,+0,-> OH"+OH +0,

6) O,"+NO" = ONOO

Fonte: Barbosa, 2010.

Em regras gerais, a reducdo completa do O, acontece nas estruturas celulares
mitocondriais e a reatividade das ROS serad neutralizada com a inser¢do dos quatro elétrons
(COHEN, 1989).

O estresse oxidativo, € resultante da acdo de radicais livres das chamadas espécies
reativas, ou seja, ocorre o desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, isso se
deve a producdo exagerada de radicais ou a velocidade reduzida de sua remoc¢édo. A oxidacao
de biomoléculas causa perda de suas fungdes bioldgicas e danos potenciais em células e
tecidos (BRAY, BAILEY-SERRES e WERETILNYK, 2000). Esse tipo de estresse afeta os
seres aerdbios, sendo estimulado por vérios fatores, como agdes antropicas (poluigdo do ar,
uso de herbicidas), fatores ambientais extremos (metais pesados, radiacdo ultravioleta,
condicdes de alta luminosidade), senescéncia (nos vegetais), apoptose (nos animais), respostas
a organismos patogénicos, além de outros estresses predecessores (estresse hidrico, estresse
pelo calor, estresse salino, dentre outros.) (SCOTTI et al. 2007).

Algumas biomoléculas como os lipidios, sdo alvos principais do ataque por radicais
livres de oxigénio. O processo recorrente de oxidacdo lipidica pode provocar um aumento do
risco no desenvolvimento de doencas cronicas ndo transmissiveis (YIN; XU e PORTER,
2011; GIL-CHAVEZ et al. 2013).

Visando combater essas moléculas oxidativas, ocorre a producdo de antioxidante,
substancias que retardam ou inibem a oxidacdo de maneira eficaz, mesmo estando em
menores concentraces que as do substrato oxidavel, para inibir ou reduzir os danos gerados
devido a acdo dos radicais livres. Os agentes antioxidantes podem agir de maneira preventiva,
ou seja, impedindo a formacéo dos radicais livres; por varredura, impedindo sua agéo; ou por
reparo, reconstituindo as estruturas que ja sofreram lesbes (RODRIGO, MIRANDA e
VERGARA, 2011).
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2.5 Antioxidantes

O termo antioxidante é utilizado de forma multiconceitual, porém de maneira geral
pode ser definido como uma familia heterogénea de moléculas naturais ou sintéticas, que
quando presentes em baixas concentracbes em relacdo as biomoléculas que supostamente
protegeriam, podem prevenir ou reduzir a extensdo do dano oxidativo (HALLIWELL e
GUTTERIDGE 1999; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

O complexo de defesa antioxidante é dividido em enzimaético e ndo enzimatico. Os
principais antioxidantes enzimaticos sdo os superéxido dismutases (SODs), a catalase (CAT)
e glutationa peroxidade (GSH-Px). O ndo enzimatico pode ter origem enddgena ou exdgena e
é constituido por uma infinidade de substancias antioxidantes naturais, tais como as vitaminas
C e E, terpenoides, fendis, acido Urico e antioxidantes sintéticos, como o butil-hidroxianisol
(BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e o galato de propila
(PG), largamente utilizados pela industria de alimentos Figura 11 (RODRIGO; MIRANDA e
VERGARA, 2011; BIRBEN et al. 2012).

Figura 11 — Estruturas de compostos fenolicos sintéticos.

] P

OH
CHa
BUTIL-HIDROXIANISOL BUTIL-HIDROXITOLUENO
OH
HO OH
e o g
TERC-EUTIL-HIDROQUINONA GALATO DE PROFILA

Fonte: Ramalho e Jorge, 2006.

Os antioxidantes sintéticos sdo substancias com nucleo fendlico, com varias
substituicdes no anel e atuam diretamente sobre os radicais livres. Por serem melhores
doadores de hidrogénio que as moléculas lipidicas insaturadas, os antioxidantes primarios
doam atomos de hidrogénio aos radicais livres tornando-os indisponiveis para a propagacao

da reacdo em cadeia Figura 12. Desse modo, os derivados fendlicos transformam-se em
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radicais livres que possuem baixa reatividade gracgas a estabilizacdo que a ressonéancia do anel
aromatico proporciona, ndao propagando ou promovendo as reacoes de oxidacgdo (RAMALHO
e JORGE, 2006; AKOH e MIN, 2008).

Figura 12 — Mecanismo de acao de antioxidantes primarios.

ROO"+ AH — ROOH + A’
R'+AH —-RH+A’

Fonte: Antioxidantes, 2009.

Onde: ROO’ e R"sdo radicais livres; AH antioxidantes com 1 atomo de Hidrogénio; A’

Radical inerente.

Devido aos efeitos danosos dos antioxidantes sintéticos, muitos paises limitaram o seu
uso. No Brasil, a concentracido maxima permitida é 0,01 a 0,029.100g™* do uso para o BHA,
BHT, TBHQ e PG, variando de acordo com o tipo de produto em que sera utilizado
(BRASIL, 2007).

Pelo fato dos efeitos colaterais no uso de antioxidantes sintéticos apresentados em
muitos estudos, a partir da década de 1980, pesquisas foram desenvolvidas em busca da
obtencgéo de antioxidante de fontes naturais, que fossem eficientes ao combater a deterioragédo
oxidativa dos alimentos e dessa forma limitar o uso dos antioxidantes sintéticos (DURAN e
PADILLA, 1993).

Devido ao modo de agdo dos antioxidantes e sua relagdo com a protecdo no corpo
humano contra os danos causados pelo estresse oxidativo, é crescente o interesse em fontes
naturais destes compostos (GULCIN, 2012). Os antioxidantes nos organismos vivos agem por
mecanismos distintos, podendo ser pela captura de radicais livres, pelo método da
complexacdo de fons metélicos, pela inibicdo de enzimas que poderdo gerar espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio e pela decomposicdo de peroxidos (VASCONCELOS, SILVA e
GOULART, 2006).

Diversos estudos relatam a influéncia das propriedades funcionais dos compostos
antioxidantes naturais na prevencdo e tratamento de uma série de enfermidades a partir de
uma dieta rica em alimentos fontes de compostos antioxidantes. Dentre os beneficios
relacionados com o consumo regular destes alimentos podem ser citados a reducdo do indice

de doencas cardiovasculares (COVAS, 2007), doengas cronico degenerativas (PIMENTEL,
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MAGNONI e COSTA, 2007), indice glicémico (MACIEL et al. 2013) e a aterosclerose
(BONDIA-PONS et al. 2007).

2.6 Protecdo antioxidante enddgeno e exdgeno

Os seres humanos tem seu sistema antioxidante dividido em dois mecanismos:
antioxidantes enzimaticos e antioxidantes ndo enzimaticos. Os antioxidantes enzimaticos sao
subdivididos em defesas primarias e secundarias. As defesas primarias sdo compostas por trés
importantes enzimas que evitam a formacéo dos radicais livres ou inibem a sua agao, séo elas:
glutationa peroxidase, que fornece dois elétrons para reduzir a peroxidase, formando selendis
e eliminando as peroxidases como potencial substrato para a reacdo de Fenton. A enzima
catalase, que converte peroxido de hidrogénio (H.0,) em dgua e uma molécula de oxigénio; e
a superdxido dismutase que converte anions superéxido (O,”) em peroxido de hidrogénio,
como substrato para a catalase (RAHMAN, 2007).

A segunda defesa antioxidante inclui a glutationa redutase e glicose-6-fosfato
desidrogenase. A glutationa redutase reduz a glutationa da sua forma oxidada para a forma
reduzida, portanto, reciclando e continuando a neutralizar mais radicais livres. A glicose-6-
fosfato regenera a NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfatase), criando um
ambiente reduzido (GAMBLE e BURKE, 1984; RAHMAN, KODE e BISWAS, 2006). Essas
duas enzimas ndo neutralizam os radicais livres diretamente, mas tem papel importante em
outros antioxidantes enddgenos.

Considerando os antioxidantes ndo enzimaticos, podemos citar as vitaminas, cofatores
enzimaticos, compostos de nitrogénio e peptideos. A vitamina A ou retinol apresenta
capacidade antioxidante atraveés da combinacdo com o radical peroxil, antes de iniciar a
peroxidacdo lipidica (PALACE et al. 1999).

Apesar da alta eficiéncia do sistema antioxidante enddgeno, o organismo humano
necessita de diversos outros tipos de antioxidantes exdgenos, como: vitamina C, vitamina E,
acidos fendlicos, carotenoides, flavonoides, dentre outros que devem estar presente na dieta
para manter os radicais livres em baixas concentragdes, pois cada agente antioxidante tem um
mecanismo de agéo diferente (PIETTA, 2000).

Os constituintes acido L-ascorbico e acido L-dehidroascérbico, apresentam capacidade

antioxidante, estes sao absorvidos pelo trato gastrointestinal e agem fazendo a varredura do

19



anion superoxido (O;"), peroxido de hidrogénio (H,0,), radical hidroxil (*OH), oxigénio
singlet (*O,) e 6xido de nitrogénio reativo (BARROS et al. 2011).

O tocoferol e o tocotrienol, (vitamina E) agem doando o hidrogénio fendlico para o
radical peroxil, dessa forma interrompe a peroxidacdo lipidica, (LOOH), formando o radical
tocoferoxil, que apesar de ser um radical, ndo € reativo (BURTON e TRABER, 1990).

Acidos fenolicos apresentam capacidade antioxidante como agentes quelantes de
metais e removedor de radicais livres com especial impacto nos radicais hidroxil («OH),
peroxil (LOOH), anion superoxido (O,") e peréxido nitrito (ONOO) (KRIMMEL et al.
2010).

O principal modo de acdo antioxidante dos carotenoides é a neutralizacdo do oxigénio
singlet. Os Unicos radicais livres que podem oxidar os carotenoides sdo os radicais peroxil. Os
carotenoides apresentam baixa reatividade, mas também podem decompor-se e formar
compostos ndo radicais, determinando o ataque aos radicais livres e unindo-se a esses radicais
(PAIVA e RUSSELL, 1999).

Os flavonoides agem como doadores de hidrogénio, agentes redutores, extingdo do
oxigénio singlet, varredor de radical superdxido e agente quelante de metais. Podem também
atuar na ativacdo de enzimas antioxidantes, que reduzem os radicais, inibem as oxidases,
atenuam o estresse de nitrosaminas e aumentam os niveis de &cido Urico e moléculas de baixo
peso molecular (RICE-EVANS, MILLER e PAGANGA, 1996; PROCHAZKOVA,
BOUSOVA ¢ WILHELMOVA, 2011).

2.7 Quantificacéo de carotenoides

Os carotenoides obedecem a lei de Beer-Lambert, sua absorbancia é diretamente

proporcional a concentracdo. Dessa maneira, 0s carotenoides podem ser quantificados
espectrofotometricamente. Esta quantificacdo depende da disponibilidade de coeficientes de
absorcdo. O procedimento normalmente envolve a pesagem de uma pequena porgdo de
carotenoide, 1 a2 mg (BRITTON, 1995).
O método de quantificacdo consiste na leitura direta em espectrofotdmetro no comprimento
de onda de 450 nm, ou seja, a amostra previamente preparada € solubilizada, normalmente
utiliza-se éter de petroleo, retirada uma aliquota e feita a leitura. O resultado é expressado em
ug g’ de p-caroteno (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).
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2.8 Quantificacdo de fenolicos totais

O método de Folin-Ciocalteu mede a quantificacdo de fendis em uma amostra,
portanto é também conhecido como ensaio de fenois totais. Foi desenvolvido, delineado e
padronizado inicialmente por Singleton e colaboradores no ano de 1965 e 1999 para a
quantificacdo de fenois totais (SINGLETON, ORTHOFER e LAMUELA-RAVENTOS,
1999).

O método consiste na mistura de acidos fosfotunguistico e fosfomolibidico (coloracao

amarelada) em um meio basico. Os fensis contidos nas amostras sdo energeticamente
oxidados em meio basico, resultando na formacdo do 0,,0 qual reage com o complexo

tungsténio-molibdénio, alterando seu estado de oxidacdo causando mudanca de cor, que pode

ser monitorada na regido visivel no espectro Figura 13 (HAMINIUK et al. 2012).

Figura 13 — Reacdo do &cido galico com molibdénio, componente do reagente de Folin-

Ciocaulteau.
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Fonte: Oliveira et al. 2009.
2.9 Quantificacéo de flavonoides
E um método colorimétrico que mede o teor de flavonoides em uma amostra, ou seja, 0
ensaio consiste na complexacdo do cloreto de aluminio AICIl; com as moléculas de

flavonoides que gera uma alteracdo na coloracdo da mistura que pode ser observada por meio
de espectrofotémetro, conforme Figura 14 (ZHISHEN, MENGCHENG e JIANMING, 1999).

21



Figura 14 — Complexacéo da quercetina com o cloreto de Aluminio.
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Fonte: Mabry, Markham e Thomas, 2012.

2.10 Quantificacdo de antocianinas totais método pH unico

O método consiste na leitura da absorbancia em espectrofotdmetro no comprimento de
onda 535 nm, em pH Unico 2,0. Sendo utilizado o coeficiente de extincdo molar (E) da
antocianina majoritaria para o calculo das antocianinas totais. E um método bastante
empregado devido a sua simplicidade e reprodutibilidade, por empregar leitura da absorbancia
em um unico comprimento de onda, 0 de maxima absorbancia para as antocianinas, nédo
havendo diferenca na eficiéncia da quantificacdo quando comparado a outros métodos, como
0 método do pH diferencial (FULEKI e FRANCIS, 1968; TEIXEIRA, STRINGHETA e
OLIVEIRA, 2008).

2.11 Ensaios de avaliacdo da capacidade antioxidante

Os radicais de oxigénio (radicais hidroxila e peroxila) e o anion superoxido tém um
papel importante nas reac@es fisiologicas do corpo humano. No entanto, se houver produ¢éao
excessiva de radicais de oxigénio durante os processos patofisioldgicos ou devido a fatores
ambientais adversos e ndo existirem antioxidantes disponiveis in vivo, podem ocorrer doengas
e danos profundos em tecidos (HUANG, OU e PRIOR, 2005).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar o potencial de inativacdo dos
radicais livres analisando a capacidade antioxidante in vitro, de forma a permitir uma rapida
selecdo de substancias e/ou misturas potencialmente interessantes. E necessaria a utilizagao de

mais de uma técnica de determinacdo para medir a acdo do antioxidante no combate a
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diferentes radicais, dessa maneira é possivel ter uma maior ideia do poder antioxidante da
substancia testada (DUARTE-ALMEIDA et al. 2006).

2.11.1 Método de ensaio do radical ABTS™ (2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico))

No método do ABTS*®", o radical verde azulado é formado por meio da oxidagio do

ABTS®" pelo anion persulfato formando ABTS™. A inclusdo de um agente antioxidante ao
meio faz com que o radical retorne a ABTS®*, promovendo a descoloragdo da solucéo. Essa
reducdo na coloracdo verde azulada é usada para medir e quantificar a capacidade oxidante de
compostos de natureza hidrofilica e lipofilica Figura 15 (KUSKOSKI et al. 2005).

Figura 15 — Estabilizacdo do radical ABTS®*" por um antioxidante e sua formagdo pelo

persulfato de potassio.
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Fonte: Rufino et al. 2007.

A capacidade antioxidante é determinada com o auxilio do espectrofotdmetro onde é
possivel medir a absorbancia a 734 nm na medida em que ocorre a reducdo do radical
(BIGLARI, ALKARKHI e EASA, 2008).

Uma vantagem em relacdo ao DPPH" é que o radical ABTS®" pode ser solubilizado
tanto em meios aquosos quanto, organicos o que facilita a andlise da capacidade de
antioxidante em sistemas lipofilicos e hidrofilicos (ARNAO, 2000). Assim, este método tem
sido amplamente utilizado para a avaliacdo da capacidade antioxidante em alimentos e
bebidas (MOON e SHIBAMOTO, 2009).

A capacidade antioxidante total pode ser expressa em mg.100g™ ¢ pmol.g™* de TEAC
(capacidade antioxidante equivalente ao trolox) (SANTOS et al. 2010). E capacidade
antioxidante equivalente a vitamina C (KIM, JEONG e LEE, 2003).
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2.11.2 Método do ensaio do sequestro do radical livre DPPH" (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila)

DPPH’ é caracterizado como um radical livre estavel em virtude da deslocalizacdo do
elétron livre durante a molécula como um todo, de forma que as moléculas ndo dimerisem,
como a maioria dos outros radicais livres. E um dos métodos mais utilizados para avaliar a
capacidade antioxidante em vegetais. A forma radicalar de DPPH" possui uma coloragdo
violeta e absorve radiacdo ultravioleta em 515 nm (RUFINO, et al. 2007)

O ensaio radical DPPH" é tecnicamente simples, necessitando somente de um
espectrofotdmetro para a sua realizacdo. Neste ensaio, a absorbancia de uma solugdo contendo
o radical DPPH’ é reduzida na presenca de um antioxidante, promovendo uma descoloracéo
da solucdo. Quanto maior a efetividade do composto antioxidante mais rdpida sera a

descoloracéo, bem como, a redugédo da absorbancia Figura 16.

Figura 16 — Mecanismo de acdo do método de ensaio do radical DPPH",

O,N OoN
]
N—N: NO, + R —» N—N NO,
O,N OoN
Radical DPPH Radical DPPH reduzido
(coloracgéao violacea) (incolor)

Fonte: Brand—Williams, Cuvelier e Berset, 1995.

Apbs a realizacdo do ensaio, determina-se a porcentagem de capacidade antioxidante
(%CA) ou sequestradora de radicais livres. A porcentagem de capacidade antioxidante da
amostra corresponde a quantidade de DPPH’ consumida, entretanto o antioxidante deve
degradar no minimo 50% da concentracdo inicial de DPPH’, denominado effective
concentration (ECsg), ou seja, quanto maior o consumo de DPPH" por uma amostra, menor
sera a sua ECsp e maior a sua capacidade antioxidante. A determinacdo da capacidade
antioxidante de varios tipos de alimentos usando DPPH’ é comparavel a outros métodos
(KEDARE e SINGH, 2011; GULCIN, 2012).
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Embora o método de ensaio do radical DPPH" seja relativamente de facil execucao,
uma das principais limitagdes do método deve-se a dificuldade na comparacéo dos dados com
os trabalhos disponiveis na literatura. Scherer e Godoy (2009), propuseram uma forma de
expressar a capacidade antioxidante, considerando a massa do DPPH’ (ug.ml™) e a massa do
composto testado, resultando em uma constante para cada composto, independente da
concentracdo da amostra ou do radical DPPH" utilizado. O resultado é expresso como o indice
de atividade antioxidante (IAA) e pode ser calculado a partir da Equacéo 1:

[DPPH]

= - (1)
IAA= —F

Onde: IAA — indice de atividade antioxidante; [DPPH’] — concentracdo da solucdo de
DPPH’ em pg.ml™; ECso — concentracdo pg.ml™ de substrato necesséria para reduzir 50% do
radical DPPH".

2.11.3 Método do ensaio FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

O método FRAP, (Poder Antioxidante de Reducdo do Ferro) ¢ uma alternativa
desenvolvida para determinar a reducéo do ferro em fluidos bioldgicos e solugbes aquosas de
compostos puros. Esta técnica é capaz de detectar a capacidade antioxidante ndo enzimatica
do plasma, a partir da habilidade plasmdtica em reduzir o Fe (IIl) — Fe (II), gerando cor
(SZETO, KWOK e BENZIE, 2004).

O método pode ser aplicado ndo somente para estudos da capacidade antioxidante em
extratos de alimentos e bebidas, mas, também, para o estudo da eficiéncia antioxidante de
substancias puras (PULIDO, BRAVO e SAURA-CALIXTO, 2000). Consiste na capacidade
de reducdo do ferro, ou seja, quando em meio acido e na presenca de um antioxidante, o
complexo férrico tripiridiltriazina é reduzido a um complexo ferroso, mudando sua coloragéo
para um azul escuro Figura 17 (MORGADO et. al. 2010).
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Figura 17 — Mecanismo de reducdo do composto férrico para ferroso.
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Fonte: Huang, Ou e Prior 2005.

Uma das principais limitacdes do método deve-se ao fato de que qualquer composto
com potencial redox inferior ao composto férrico, pode levar a reacdo de reducdo para o
composto férrico, influenciando na superestimacdo dos resultados observados no ensaio
FRAP (APAK et al. 2016).
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I - OBJETIVOS

1 — Objetivo geral

Determinar as caracteristicas fisico-quimicas, quantificar a capacidade antioxidante e
0s metabolitos secundarios a partir de diferentes fracdes obtidas por parti¢cdo solido liquido
dos frutos de tamarilleiro, em quatro safras diferentes provenientes da regido da Chapada

Diamantina — Bahia.

2 — Objetivos especificos

« Caracterizar o fruto quanto a acidez total, sélidos soltveis, pH, acucar total, actcar
redutor, proteinas, lipidios, cinzas, umidade, carboidratos e valor energético;

 Preparar extratos dos frutos utilizando uma solu¢édo hidroetandlica (pH 2.0) como
solvente extrator;

 Preparar extratos dos frutos utilizando acetona como solvente extrator;

* Quantificar os teores de constituintes fendlicos totais, flavonoides totais e
antocianinas totais a partir da fracdo hidroetandlica;

» Quantificar os teores de carotenoides totais a partir da fracdo acetonica;

« Quantificar a capacidade antioxidante da fracdo hidroetandlica pelos métodos
DPPH e FRAP e da fracdo acetbnica pelo ensaio ABTS.
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11l MATERIAL E METODOS

1 Material

1.1  Local do experimento

O experimento foi realizado no Laboratério de Tecnologia de Produtos de Origem
Vegetal (LTPOV) e no Laboratério de Pesquisa em Produtos Naturais (LAPRON) da

Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Campus Juvino Oliveira, Itapetinga — Bahia.

1.2 Aquisic¢éo dos frutos

Os tamarillos foram oriundos do municipio de Rio de Contas — Bahia, localizado a
13°34°44>” sul ¢ 41°48°39” oeste, a altitude média de 1.050 metros. Todos os frutos foram
colhidos manualmente e no mesmo estadio de maturacdo, por produtores ligados a agricultura
familiar. Os frutos foram coletados em quatro periodos distintos, caracterizando-se 4 safras,

denominadas A, B, C e D conforme Tabela 1.

Tabela 1 — Safras e datas do fruto tamarillo

SAFRA DATA
A Marco de 2015
B Outubro de 2015
C Marco de 2016
D Outubro de 2016

Fonte: Dados da pesquisa.

2 Recepcéao e selecédo dos frutos

Para garantir a sanidade dos frutos, a area de processamento foi higienizada

previamente com alcool 70%, bem como todos os utensilios e equipamentos, seguindo as

Boas Préticas de Fabricacdo (BPF). Para minimizar os danos naturalmente causados, devido
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ao metabolismo do vegetal, o laboratério foi mantido em temperatura controlada de 18°C
durante o manuseio (MORETT], 2007).

A selecdo dos frutos foi realizada manualmente, escolhendo frutos que ndo
apresentaram injurias fisica ou bioldgica (fungos). Apds a selecdo, os frutos foram lavados em
agua corrente para eliminacdo do excesso de matéria organica e transferidos para tanques,
contendo agua clorada com 150 mg.L™" de cloro residual livre, que foi preparado a partir de
hipoclorito de sddio, ajustando o valor do pH para 7,0 com &cido cloridrico (HCI) P.A. Os
frutos ficaram imersos por 20 minutos, sendo em seguida lavados em agua de enxague

contendo 5 mg.L™ de cloro livre.
3 Acondicionamento e armazenamento

Ap0s a etapa de recepcao e selecdo, a matéria prima foi acondicionada em embalagens
plasticas de polietileno, pesadas e armazenadas em freezer doméstico a —18,0 + 2,0°C até o

momento das analises.
4 Composicao centesimal do fruto tamarillo

A partir dos frutos de tamarillo in natura, foram realizadas analises de acidez total
titulavel, pH, sélidos sollveis, umidade, cinzas, proteinas e lipideos, seguindo metodologias
descritas por (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALITYCAL CHEMISTS, 2010). O valor
energético foi calculado, utilizando-se dos fatores de conversdo: 9 Kcal por g de lipidios, 4
kcal por g de proteinas e 4 Kcal por g de carboidratos (ANVISA, 2003). Os carboidratos
totais foram determinados pela diferenca entre o total da amostra (100 gramas) e os teores de
umidade, cinzas, proteina bruta e lipidios totais. Também foram determinados os teores de
agucares totais e redutores seguindo metodologias descritas por Dische (1962) e Miller
(1959).

5 Obtencéo dos extratos

Para a obtengédo dos extratos de antocianinas e de carotenoides, foram utilizados trés

métodos de extracao
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5.1 Método de extracao 1

Apds a selecdo, os frutos in natura, foram triturados (polpa e carocos) com auxilio de
processador domeéstico, resultando na massa de tamarillo. A massa foi macerada num sistema
extrator contendo uma solucdo hidroetandlica (70% de alcool etilico P.A. e 30% de agua
deionizada) com o pH ajustado para 2,0 com acido cloridrico P.A. e levado ao banho de
ultrassom (Marca Eco-Sonics, 40 kHz) por 15 minutos e, em seguida, filtrado. Esse processo
foi repetido com o residuo obtido do mesmo sistema extrator por quatro vezes, até que a
biomassa ndo apresentasse coloragdo caracteristica das antocianinas. Apds todas as extraces
e filtracGes, foi realizada a concentragdo em evaporador rotativo (RVC 2-18 CDplus, Marca
Christ), sob vacuo (7,0 mbar, 1300 rpm), a temperatura de 40,0 £ 2°C, até eliminacao
completa do solvente. Os extratos concentrados foram congelados em ultrafreezer, durante 72
h, & —80,0 + 2°C. Posteriormente, os extratos foram desidratados em liofilizador (Freeze-dryer
ALPHA 1-2 LDplus, Marca Christ) a -38°C, e pressdo de vacuo a 0,12 mbar Figura 18. Os

extratos liofilizados foram transferidos para frascos &mbar até 0 momento das analises.

Figura 18 — Método de extracdo 1, antocianinas e carotenoides.

SOLVENTE - -
MASSA M HIDROETANOLICO [ ULTRASSOM [~ FILTRAGEM |~ CONCENTRACAO
. LIOFILIZACAO DO EXTRATO
METODO || EXTRATO CONCENTRADO = CONCENTRADO
1 ANTOCIANINA ANTOCIANINA
SECAGEM i -
| TRITURACAO}— ACETONA |— ULTRASSOM
FRUTO CONVECTIVA ¢
EXTRATO - - - 5
CONCENTRADO CONCENTRACAO ETER DE PETROLEO FILTRAGEM
CAROTENOIDE

Fonte: Préprio autor.

Para a extracdo dos carotenoides, os frutos in natura, (polpa e carogos) foram cortados
transversalmente e submetidos & secagem em estufa com circulacédo e renovacdo de ar (Marca

Solab Cientifica, SL 102, Brasil), a temperatura de 45,0 = 2°C, até atingir massa constante,
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em torno de 24 horas. Em seguida, com auxilio de processador doméstico, o fruto desidratado
foi triturado, na sequéncia, 2 g do desidratado foi macerado em acetona e celite e levado ao
banho de ultrassom (Marca Eco-Sonics, 40 kHz) por 15 minutos e, em seguida, filtrado. Para
extracao total dos pigmentos, esse processo foi repetido até descoloracéo total da massa. Apds
quatro extracdes, o extrato foi transferido para o funil de separacdo e adicionado éter de
petroleo, a mistura foi lavada com &gua destilada e para evitar formacdo de emulsdo, foi
adicionado sulfato de sddio anidro, até que a solugdo se mantivesse limpida. O extrato etéreo
foi concentrado em evaporador rotativo (RVC 2-18 CDplus, Marca Christ), sob vacuo (7,0
mbar, 1300 rpm) a temperatura de 40 + 2°C, até a eliminag&o total do solvente. O extrato
concentrado obtido foi armazenado ao abrigo da luz para posterior utilizacéo.

5.2 Método de extracao 2

Apbs a selecdo, os frutos descascados foram cortados transversalmente e congelados
em ultrafreezer, durante 72 h, a —80 + 2°C e, em seguida foram desidratados em liofilizador
(Freeze-dryer ALPHA 1-2 LDplus, Marca Christ) a -38,0°C, e pressdo de vécuo a 0,12 mbar
por 24 horas, resultando no tamarillo liofilizado. Os frutos liofilizados foram triturados,
obtendo o tamarillo liofilizado em pd. Os extratos hidroetandlicos foram obtidos a partir da
maceracdo de uma aliquota do material liofilizado em um sistema extrator contendo solugdo
hidroetandlica (70% de alcool etilico P.A. e 30% de &gua deionizada) com o pH ajustado para
2,0 com é&cido cloridrico P.A. e levado ao banho de ultrassom (Marca Eco-Sonics, 40 kHz)
por 15 minutos e, em seguida filtrado. Esse processo foi repetido com o residuo obtido do
mesmo sistema extrator por quatro vezes, até que a biomassa ndo apresentasse coloracdo
caracteristica das antocianinas. Apos todas as extracdes, foi realizada a etapa de concentragéo
utilizando evaporado rotativo (RVC 2-18 CDplus, Marca Christ), sob vacuo (7,0 mbar, 1300
rpm), a temperatura de 40,0 = 2°C, até eliminacdo completa do solvente Figura 19. O
concentrado foi armazenado em vidro @mbar sob refrigeracdo até o momento das analises.

Ap0s extracdo das antocianinas, novas extraces foram procedidas utilizando, 2 g da
massa anterior. Entretanto, foi utilizado acetona como solvente, para extracdo dos
carotenoides. Esse processo foi repetido até descoloracdo total do residuo. Apds quatro
extracOes, o extrato foi transferido para o funil de separacéo e adicionado éter de petroleo, a
mistura foi lavada com &agua destilada e para evitar formacdo de emulsdo, foi adicionado
sulfato de sédio anidro, até que a solucdo se mantivesse limpida. O extrato etéreo foi

concentrado em evaporador rotativo (RVC 2-18 CDplus, Marca Christ), sob vacuo (7,0 mbar,
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1300 rpm) a temperatura de 40,0 + 2°C, até eliminagdo completa do solvente. O concentrado

foi armazenado em vidro &mbar sob refrigeracdo até o momento das analises.

Figura 19 — Método de extracdo 2, antocianinas e carotenoides.

. SOLVENTE
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ACY
ETER DE PETROLE CONCENTRACAO -
CONCENTRA(;Aol
EXTRATO EXTRATO
%?&}II{%ETT;L%SS CONCENTRADO
ANTOCIANINA

Fonte: Proprio autor.

5.3 Método de extracao 3

Apbs a selecdo, os frutos descascados foram cortados transversalmente e congelados
em ultrafreezer, durante 72 h, a —80,0 + 2°C em seguida foram desidratados em liofilizador
(Freeze-dryer ALPHA 1-2 LDplus, Marca Christ) a -38,0°C, e pressdo de vacuo a 0,12 mbar
por 24 horas, resultando no tamarillo liofilizado. O fruto liofilizado foi triturado, obtendo o
tamarillo liofilizado em p6. Os extratos hidroetanolicos foram obtidos a partir da maceracgéo
de uma aliquota do material liofilizado em um sistema extrator contendo solucdo
hidroetandlica (70% de alcool etilico P.A. e 30% de adgua deionizada) com o pH ajustado para
2,0 com é&cido cloridrico P.A. e levado ao banho de ultrassom (Marca Eco-Sonics, 40 kHz)
por 15 minutos e em seguida filtrado. Esse processo foi repetido com o residuo obtido do
mesmo sistema extrator por quatro vezes, até que a biomassa ndo apresentasse coloracdo
caracteristica das antocianinas. Apos todas as extracdes, foi realizada a etapa de concentracdo
utilizando evaporador rotativo (RVC 2-18 CDplus, Marca Christ), sob vacuo (7,0 mbar, 1300
rpm), a temperatura de 40,0 £ 2°C, até eliminagdo completa do solvente Figura 20. O

concentrado foi armazenado em vidro &mbar sob refrigeracdo até 0 momento das analises.
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A partir de 2 g de outra porcdo do fruto liofilizado, sucedeu-se a extracdo dos
carotenoides, onde fruto liofilizado foi triturado, obtendo o tamarillo liofilizado em p6. Os
extratos acetonicos foram obtidos a partir da maceragcdo de uma porcao do material liofilizado
em um sistema extrator contendo solucdo de acetona em seguida levado ao banho de
ultrassom (Marca Eco-Sonics, 40 kHz) por 15 minutos e, posteriormente filtrado. Ap6s quatro
extracdes, o extrato foi transferido para o funil de separacéo e adicionado éter de petréleo, a
mistura foi lavada com &gua destilada e para evitar formacdo de emulsdo, foi adicionado
sulfato de sdédio anidro, até que a solucdo se mantivesse limpida. O extrato etéreo foi
concentrado em evaporador rotativo (RVC 2-18 CDplus, Marca Christ), sob vacuo (7,0 mbar,
1300 rpm) a temperatura de 40,0 + 2°C até secura e armazenado ao abrigo da luz até o

momento das analises.

Figura 20 — Método de extracdo 3, antocianinas e carotenoides.

EXTRATO X
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3 LIOFILIZADO ;
ACETONA ULTRASSOM
EXTRATO - - :
— CONCENTRACA ETER DE PETROLEOQ
CONCENTRADO - FILTRAGEM
CAROTENOIDE

Fonte: Préprio autor.

6 Quantificacdo de carotenoides

A partir dos extratos concentrados, obtidos da fracdo acetonica, foram quantificados os
carotenoides totais presentes nos extratos de tamarillo. O extrato concentrado foi diluido em
éter de petroleo, em baldo volumétrico de 50 mL. Os carotenoides totais foram analisados em
espectrofotdbmetro da Marca Shimadzu, Modelo UV-1800, na faixa do espectro visivel, com

leitura a 450 nm, utilizando o éter de petroleo como o branco. O calculo do teor de B-caroteno
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por gramas de extrato seco de tamarillo foi obtido de acordo com a Equagdo 2, seguindo
métodos descritos por Rodriguez-Amaya (2001).

ng \ _ AxVxlO“)
T (IOOg) B (Ellz/gan (2)
Onde:

A: Absorbancia a 450 nm
V: Volume final da amostra (mL)
M: Massa da amostra (g)

EX,.m: Coeficiente de extincdo do p-caroteno = 2592

7 Quantificacdo de constituintes fenolicos totais

A quantificacdo dos constituintes fendlicos totais dos extratos hidroetandlicos
liofilizados de tamarillo foi realizada segundo os métodos descritos no protocolo da I1SO
14502-1 (2005), para a determinag&o dos teores de polifenois totais pelo método colorimétrico
com o reagente Folin-Ciocalteu.

Previamente, foram preparadas solucdes dos extratos hidroetandlicos de tamarillo, em
diferentes concentracdes (100, 200, 300, 400 e 500 (ug.mL™)), diluidas em &lcool etilico.
Adicionalmente, foram preparadas solu¢cdes em diferentes concentracfes de acido galico (7,
14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 e 70 (ug.mL™)) diluidas em agua deionizada.

Para a construcdo da curva analitica foram colocados, em tubos de ensaio, 5 mL do
reagente de Folin-Ciocalteau a 10% (v/v), 4 mL de solucdo de carbonato de sédio a 7,5%
(NaHCOg3), ambos diluidos em &gua deionizada e adicionados 1000 pL de cada uma das
diferentes concentragdes de acido galico (7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 e 70 (ug.mL™)),
constituindo o meio reacional. Os tubos foram agitados em vortex, por 5 segundos e
mantidos em repouso a temperatura ambiente (25,0 = 2°C), durante 60 minutos. Da mesma
forma, para avaliacdo do teor de fendlicos do extrato hidroetandlico liofilizado, foi utilizado o
mesmo meio reacional substituindo o acido galico pelas diferentes concentracfes dos extratos
(100, 200, 300, 400 e 500 pg.mL™).

As leituras foram realizadas no comprimento de onda de maxima absorcéo a 773 nm,

em espectrofotdmetro da Marca Shimadzu, Modelo UV-1800. O branco foi elaborado nas
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mesmas condi¢des do meio reacional descrito, substituindo a amostra por 4gua deionizada. Os
resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido galico por grama de amostra (mg

EAG.g™), obtidos por meio da equacdo gerada a partir da curva analitica do 4cido gélico.
8 Quantificacédo de flavonoides totais

Os teores de flavonoides totais dos extratos hidroetanolicos de tamarillo foram
avaliados pelo ensaio colorimétrico utilizando cloreto de aluminio, como descrito por
Zhishen, Mengcheng e Jianming (1999).

Previamente, foram preparadas solugbes em diferentes concentragdes dos extratos
hidroetandlicos (100, 200, 300, 400 e 500 (ug.mL™)), além da elaboracdo de curvas analiticas
de quercetina e acido cafeico, nas concentracdes de 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 e 70
(Lg.mL™). O meio reacional foi constituido por uma aliquota de 1000 pL nas diferentes
concentracdes, 4 mL de &gua deionizada, 0,3 mL de nitrito de s6dio (NaNO,) a 5% e 0,3 mL
de cloreto de aluminio (AICI3) a 10%. Ap6s 60 minutos, 2 mL de hidréxido de sédio (NaOH)
1,0 M foram adicionados, e o volume completado para 10 ml, e, posteriormente, agitado em
vortex por 5 segundos.

As leituras foram realizadas no comprimento de onda de méxima absor¢éo a 510 nm,
em espectrofotometro da Marca Shimadzu, Modelo UV-1800. O branco foi elaborado nas
mesmas condi¢Bes do meio reacional descrito, substituindo a amostra por agua deionizada. Os
resultados foram expressos em mg de equivalentes de quercetina/acido cafeico por g de

amostra, obtidos por meio da equacdo gerada a partir da curva analitica elaborada.

9 Quantificacdo de antocianinas

A quantificacdo de antocianinas totais foi realizada a partir do método
espectrofotométrico proposto por Fuleki e Francis (1968). A partir deste método, as
antocianinas presentes nos extratos hidroetandlicos de tamarillo foram extraidas com uma
solucdo de alcool etilico P.A, acidificada até pH 2,0 com &cido cloridrico 1,5M. O extrato foi
filtrado em papel Whatman n°.1, e o residuo lavado com a mesma solucdo acidifica até a
extracdo completa dos pigmentos. A solucéo resultante foi diluida a um volume de 100 mL
em baldo volumétrico e medida a absorbancia no Amax @ 535 nm. A concentragdo total da

solucdo foi calculada utilizando o valor de absorvidade (E*1cn) igual a 98,2. O célculo do
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teor de antocianinas totais (AT) por 100 gramas de extrato hidroetanélicos de tamarillo foi
obtido de acordo com a Equagéo 3.

DOsz5um X VEp x Vi

Vaig xm DO x Vg1 x Vg x 1000
AT = Alql% ¥ 100 = 20535nm * VE1 ﬁozA) (3)
Elo Valg x mx Ejcpy
10
Onde:

DOs3s5: Medida direta da DO em 535 nm;

Vei1: Volume Total do Extrato Concentrado;

Ve2: Volume Total do Extrato Diluido;

Vaig: Volume da Aliquota do Extrato Primario a ser diluida;

m: Massa de Amostra;

100: Fator de Correcgéo para ser expresso em 100 gramas de amostra;

E>% : Coeficiente de Absortividade Molar da cianidina.
10 Meétodos de avaliacdo da capacidade antioxidante
10.1 Método do sequestro do radical ABTS®**

A partir dos extratos acetdnicos de tamarillo, obtidos pelos trés métodos de extracéo,
foram analisadas a capacidade antioxidante dos extratos, utilizando o método de captura do
radical 2,2°- azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) ABTS®*, de acordo com
métodos descritos por Nenadis et al. (2004). O radical ABTS®" foi preparado a partir da
reacdo de 5 mL da solucdo estoque de ABTS®* com 88,0 pL da solucio de persulfato de
potassio. A mistura foi mantida ao abrigo da luz, a temperatura ambiente, por 16 horas. Em
seguida, 1 mL desta mistura foi diluida em alcool etilico até que obtivesse a absorbancia de
0,70 nm = 0,05 nm no comprimento de onda na faixa de 734 nm. Os extratos com diferentes
concentracdes (10,0 a 40,0 mg.mL™) foram adicionados & solucdo de radical ABTS*" e a
absorbancia medida, ap6s 6 minutos, em espectrofotdmetro Shimadzu Modelo UV-1800. A
capacidade antioxidante da amostra foi calculada em relacédo a atividade do padréo trolox, nas
mesmas condi¢fes. Os resultados foram expressados em equivalentes micromoles de Trolox
por gama de extrato (ET.g™), calculados a partir da equacdo de regresséo linear da reta gerada

na elaboracdo da curva analitica com Trolox.
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10.2 Meétodo do sequestro do radical livre DPPH’

A capacidade antioxidante dos extratos hidroetanolicos de tamarillo, obtidos pelos trés
métodos de extracdo, foi avaliada de acordo o método descrito por Brand-Williams, Cuvilier e
Berset (1995) e adaptado por Rufino et al. (2007).

Previamente, foi preparada uma curva padrdo de DPPH’, a partir da preparagdo de
solugdes metandlicas em diferentes concentracbes (0 a 60 uM). O meio reacional foi
constituido por 100 uL das diferentes concentracdes dos extratos hidroetandlicos liofilizados
de tamarillo das diferentes safras (1,25 a 10 mg.mL™) e 3,9 mL de uma solucéo do radical
DPPH" 0,06 mM. O tempo de reacdo foi determinado a partir da realizacdo de testes
preliminares, com o mesmo meio reacional, sendo observado o tempo de 50 minutos.

As leituras foram realizadas no comprimento de onda de maxima absor¢do a 515 nm,
em espectrofotdmetro da Marca Shimadzu, Modelo UV-1800, utilizando o metanol como o
branco. Os resultados foram expressos em ECso (concentragdo minima da amostra necessaria
para reduzir em 50% a concentracdo inicial do radical DPPH®), calculados a partir da
regressao linear, (Equacdo 4), gerada na elaboracdo da curva analitica do DPPH" (Equacédo 5),
onde o eixo das abscissas (x) representa a concentracdo dos extratos e o eixo das ordenadas
(y) a capacidade antioxidante total.

(y=-ax +h) 4)
Y =-A-ECg + B ®)
Onde:

Y, = absorbancia da amostra, dividido por 2;

A = coeficiente angular da reta;

B = coeficiente linear da reta;

ECso = concentragdo do extrato, necessaria para reduzir 50% da concentracdo inicial do
radical DPPH".

Os resultados tambem foram expressos na forma de indice de atividade antioxidante
(IAA), segundo os métodos descritos por Scherer e Godoy (2009). Para isso, foi utilizada a

(Equagdo 6) que considera a massa do DPPH" (ug.mL™) e a massa do composto testado.

37



Considera-se uma capacidade antioxidante baixa quando IAA < 0,5, moderada quando 1AA
estd entre 0,5 — 1,0, forte capacidade antioxidante quando IAA estd entre 1,0 — 2,0 e

capacidade antioxidante muito forte quando IAA > 2,0.

_ [DPPHT]

ECso ©

Onde:

IAA = indice de atividade antioxidante;

[DPPH’] = concentracéo da solugdo de DPPH' em pg.mL™;

ECso =concentracéo pg.mL™ de substrato necessaria para reduzir 50% do radical DPPH'.

10.3 Método do ensaio FRAP

A capacidade antioxidante dos extratos hidroetandlicos de tamarillo, obtidos pelos trés
métodos de extracdo, foi avaliada pelo método FRAP, seguindo a metodologia descrita por
Benzie e Strain (1996), com modificacdes.

Previamente, foi preparada uma curva analitica de sulfato ferroso em diferentes
concentragdes (500 a 2000 (uM)). O meio reacional foi constituido por 90 pL das diferentes
concentracdes dos extratos hidroetanélicos liofilizados (1,25 a 10 mg.mL™), 270 pL de agua
deionizada, e 2,7 mL do reagente FRAP. O reagente FRAP foi obtido a partir a combinacéo
de 25 mL de tampao acetato 0,3 M (pH 3,6), 2,5 mL de solucdo TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-
triazina) 10 mM e 2,5 mL de cloreto férrico 20 mM. Apds preparado o meio reacional, a
mistura foi agitada em vortex a 700 rpm, por 5 segundos. O tempo de reacao foi verificado a
partir da realizacao de testes preliminares, sendo determinado o tempo de 30 min.

As leituras foram realizadas no comprimento de maxima absorcdo a 595 nm em
espectrofotdmetro da Marca Shimadzu, Modelo UV-1800, utilizando o reagente FRAP como
o branco. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de Fe** por g de amostra,
calculados a partir da equacdo de regressao linear (7) da reta gerada na elaboragéo da curva
analitica de sulfato ferroso, onde o eixo das abscissas (X) representa a concentracdo dos
extratos e o eixo das ordenadas (y) a absorbancia das amostras. Posteriormente, foi realizado
um calculo de conversdo, possibilitando expressar os resultados em miligramas de

equivalentes de Fe?* por grama de amostra (mg FE.g™).
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Y = A-[FeSO,] + B (7

Onde:

Y: absorbancia da amostra;
A: coeficiente angular da reta;
B: coeficiente linear da reta;

[FeSO,]: a concentracdo de sulfato ferroso encontrada.

11 Andlise estatistica

Os dados foram dispostos em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com trés
repeticdes e submetidos a analise de variancia considerando 5% de significancia. Para
composicao centesimal foi analisado o efeito da safra. Para antocianinas e carotenoides, foi
realizado um esquema fatorial 4x3 considerando como fontes de variagdo a safra, método de
extracdo e a interacdo safra x método de extracdo. A interacdo foi desdobrada, ou ndo, de
acordo com a significancia. Os resultados foram analisados no software Sistema para Analises
Estatisticas (SAEG), onde foi realizado o teste de Tukey para a comparagdo entre médias (a =
0,05).
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IV — RESULTADOS E DISCUSSAO

1 Caracterizacao dos frutos

Na Tabela 2 estdo os resultados referentes a composicdo centesimal e caracterizacdo
fisico-quimica dos tamarillos oriundos de quatro diferentes safras, denominadas Safra A, B, C
e D.

Tabela 2 — Composi¢do centesimal e caracterizacdo fisico-quimica dos tamarillos das safras
2015 e 2016.

Constituintes Safra A SafraB SafraC SafraD

Umidade (g.100g™) 86,70+ 0,61 88,68+0,28" 8431+041° 87,01 +0,55°
Proteinas (g.100g™) 1,85 +0,19° 1,56 + 0,08° 2,20 +0,08" 2,00 +0,10°
Lipidios (g.100g™) 0,97 +0,04° 0,97 +0,03° 0,96 + 0,04° 1,03 +0,01"
Cinzas (g.100g™) 0,74 +0,03° 0,63 +0,01° 0,92 +0,02* 0,62 + 0,05°
Carboidratos (g.100g™) 9,74 + 0,428 8,17+0,33°  11,61+034"  9,34+0,43°
Valor energético total (kcal) 55,14° 47,65° 63,83" 60,42°

AcUcares totais (9.100g™) 5,76 +0,27° 5,48 + 0,09° 6,10 +0,12° 7,31+0,39"
Acucares redutor (g.100g™) 1,65 + 0,04" 1,46 +0,02° 1,33 +0,03° 1,21 +0,03°
Solidos soltveis (°Brix) 11,8 +0,01* 11,8 +0,01* 11,8 +0,01" 10,1 +0,01°
Acidez total (g.100g™) 1,06 + 0,03% 0,95 +0,18° 1,13 +0,04" 0,91 + 0,06°
Ratio 11,13+0,02°  12,42+0,09"  10,44+0,02° 11,09 +0,03°
pH 3,82 +£0,01° 3,87 £0,02° 3,68 +0,02° 3,92 +0,01*

Os valores correspondem a média das repeticBes em triplicata; Valores seguidos por uma mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p<0,05).

Fonte: Dados da pesquisa.

Ao avaliar os resultados para cada determinacdo dos componentes centesimais dos
tamarillos das diferentes safras estudadas, observa-se que houveram diferencas substanciais
dos componentes para os tamarillos de diferentes safras. Mesmo sendo pequenas, foram
observadas diferencgas estatisticas em todos os componentes, sendo um possivel efeito das
diferentes condic6es climaticas, do solo e do grau de maturag&o.

O deficit hidrico obriga os vegetais a fazerem adaptacGes que resulta numa tolerancia

maior, conhecido como ajuste osmotico, isto €, a reducdo do potencial osmético celular pelo
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acumulo de solutos compativeis. Algumas moléculas estdo associadas a este mecanismo,
incluindo agUcares, acidos organicos, aminoacidos, além de alguns ions (GRANT, 2012).

De acordo com o Instituto Nacional de Meteorologia, (2017), durante o periodo das
safras A, B, C e D, houve uma precipitacdo média de 46,50, 6,75, 96,80 e 13,90 mm
respectivamente e temperatura média de 25°C para todas as safras.

Os valores obtidos de umidade para os tamarillos mostram-se relativamente altos
(84,31 a 88,68 ¢.100g™), uma caracteristica importante para a indUstria de alimentos,
principalmente, quando se trata do processamento de sucos e bebidas em geral. Nota-se uma
diferenca entre os as safras, onde a safra B apresentou maior teor seguida pela safra D, estas
safras correspondem aos mesmos periodos de anos diferentes. E possivel verificar a coeréncia
nos resultados de carboidratos e umidade, visto que as safras B e D apresentaram 0s piores
resultados para esse constituinte. Pantoja et al. (2009), ao avaliarem a composicao centesimal
de tomates (Lycopersicon sp.), encontrando valores de 1,90 g.100g™ e 4,37 °Brix, para
carboidratos e solidos soluveis, respectivamente, valores inferiores aos observados na tabela
2.

Resultados semelhantes de umidade também foram observados por Acosta-Quezada et
al. (2015), em tamarillos da variedade laranja (86,10 g.100g™) e da variedade vermelha (87,00
9.100g™) oriundos do Equador. Entretanto, os teores de proteinas mantiveram-se maiores aos
observados neste trabalho, com valores de 7,13 e 6,70 mg.100g™ para os tamarillos das
variedades laranja e vermelha, respectivamente. Enquanto os teores de carboidratos totais,
estes foram préximos aos observados por Orqueda et al. (2017), ao avaliarem a composicdo
centesimal de tamarillos oriundos da Argentina (7,20 g.100g™"). A safra C apresentou 0s
maiores teores para, proteinas, cinzas, carboidratos, sélidos sollveis e acidez total, quando
comparada as demais safras, isso pode ter ocorrido, devido a maior precipitacdo no periodo.
Parametros como umidade, acidos organicos e solidos solveis influenciam no seu potencial
tecnoldgico e suas caracteristicas sensoriais. Para a obtencdo de produtos concentrados,
maiores teores de solidos implicam diretamente em menores tempos de processamento, bem
como, menores quantidades de agtcar empregados na linha de processamento. Segundo Silva
et al. (2010), a presenga de 4cidos orgéanicos, juntamente com o0s aglcares, S0 0s principais
parametros responsaveis pelas caracteristicas sensoriais sui generis. Além disso, os valores
caldricos de frutas podem ser creditados basicamente aos carboidratos (SILVA et al, 2010).

O pH do tamarillo apresenta-se numa categoria de alimento definida como muito

acido, fator importante que ajuda na inibicdo de micro-organismos, bem como na

41



determinacdo da intensidade do tratamento térmico. Pantoja et al. (2009), encontraram 3,84 e
4,39 para tamarillos vermelhos e tomate (Lycopersicon sp.), respectivamente.

Os valores das fracdes de proteinas e lipidios dos tamarillos das quatro safras
analisadas apresentam-se reduzidos como na maioria dos vegetais. Este resultado era
esperado, visto que, frutas geralmente apresentam pequenos valores destes constituintes.
Entretanto, os valores de proteinas observados para os tamarillos no presente estudo foram
maiores aos observados por Suérez, Rodriguez e Romero (2008), ao avaliarem a composicao
centesimal de tomates produzidos nas llhas Canarias. Vasco et al. (2009), encontraram valores
semelhantes para os pardmetros de proteinas, lipidios, acidez total, sélidos totais e aglcares ao
trabalharem com tamarillos oriundos da Espanha e Equador.

Para os teores de cinzas foram observados valores proximos entre as safras, sendo que
os resultados foram préximos aos observados por Gannasin et al. (2015), ao avaliarem a
composigdo centesimal de tamarillos oriundo de Camardes. A medida dos teores de cinzas ou
residuo mineral fixo é de importancia no &mbito nutricional, visto que, representam as

quantidades de macro e micro minerais presentes no fruto (SILVA et al. 2010).

2 Quantificacdo de carotenoides totais

Os resultados para as quantificacfes dos carotenoides totais dos extratos acetonicos de
tamarillo estdo mostrados na Tabela 3. Os valores apresentados estdo expressos como
miligramas de B-caroteno por grama de tamarillo (mg.g™).

Pode ser observado na Tabela 3, que houve interacdo entre safra e método de extracdo
(P<0,05). Analisando os métodos, a safra A, apresentou os maiores teores de carotenoides
guando extraido pelo método 1. Na safra B, ndo houve diferenca entre os métodos de
extracdo. Nas demais safras, os melhores resultados foram obtidos por meio do método de
extracdo 3. E possivel observar que o método de extragdo 2 foi 0 que apresentou menor
eficiéncia na extracdo dos carotenoides, isso pode ter ocorrido devido ao sistema de extracao
sequencial.

Comparando as safras, utilizando o método de extracdo 1, as safras A e D obtiveram
os melhores resultados, ndo diferindo entre si. Utilizando o método de extragdo 2 ndo houve
diferenga entre as safras. J4 utilizando o método 3, a safra D apresentou o maior teor de
carotenoides. Analisando os resultados obtidos na safra D, o teor de carotenoides pode estar

associado aos baixos niveis de precipitacdo do periodo. Taiz e Zeiger, (2009) e Da Paixdao et
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al. (2014), relataram que em condicGes de déficit hidrico ocorre aumento nos teores de
carotenoides, que é um pigmento envolvido na protecdo da planta contra situac@es de estresse
hidrico. Mafakheri et al. (2010), mencionaram que 0 aumento nos teores de pigmentos devido

ao estresse hidrico implica em um aumento da predisposicao para captar luz.

Tabela 3 — Teores de carotenoides totais dos extratos acetdnicos de tamarillo obtidos por trés
métodos de extracdo, das safras de 2015 e 2016.

Método 1 M¢étodo 2 Método 3
Safras s — —
mg.g mg.g mg.g
Safra A 8,38 + 0,09 3,26 + 0,01 247 + 0,025
Safra B 2,56 + 0,02*° 3,36 + 0,02 4,05 + 0,09”°
Safra C 4,29 + 0,085 2,80 + 0,055 6,60 + 0,04"°
Safra D 6,44 + 0,095 1,79 + 0,08 9,40 + 0,04™

Os valores correspondem a média das repetices em triplicata; Valores seguidos por uma mesma letra mindscula
de uma mesma coluna e valores seguidos por uma mesma letra maiGscula de uma mesma linha néo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p<0,05).

*Miligramas por grama de B-caroteno (mg.g™).

Fonte: Dados da pesquisa.

Mertz et al. (2009), relataram que o carotenoide principal presente no tamarillo é o p-
caroteno, 0s autores trabalharam com a polpa de tamarillo liofilizada sem caroco e
observaram valores de 4,6 mg.g" e 51 mg.g"’ de B-caroteno nos extratos de tamarillos
amarelo e vermelho, respectivamente. Acosta-Quezada et al. (2015), ao quantificarem 0s
teores de B-caroteno em extratos hidroacetonicos de tamarillos cultivados por irrigacéo e
selvagem, encontraram valores entre 2,60 mg.g” e 11,20 mg.g” de B-caroteno. Rosso e
Mercadante (2007), ao trabalharem com extratos aceténicos de tamarillo, encontraram uma
média de 4,4 mg.g™* de B-caroteno nos extratos estudados. E possivel atribuir a proximidade
dos resultados encontrados a utilizacdo de mecanismos de extracdo semelhantes, bem como,
do preparo da amostra e das partes utilizadas do fruto. Orqueda et al. (2017), trabalharam com
diversas partes do fruto, o qual constataram diferentes valores de B-caroteno para o fruto
integral 1,41 g.100 g, casca 1,37 g.100 g, polpa 0,93 g.100 g e semente 0,53 g.100 g ™.

3 Quantificacdo de constituintes fendlicos totais

Os teores de constituintes fenolicos nos extratos hidroetandlicos liofilizados de
tamarillo foram avaliados e estdo apresentados na Tabela 4, sendo expressos como mg de
equivalentes de acido gélico por g de amostra (mg EAG g™).
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Tabela 4- Teores de constituintes fenélicos totais dos extratos hidroetandlicos de tamarillo

liofilizados obtidos por trés méetodos de extragdo das safras de 2015 e 2016.

Saf Método 1 Método 2 Método 3
arras

EAG* EAG* EAG*
Safra A 120,48 + 0,52% 167,88 + 0,50 208,38 + 0,97
Safra B 117,37 + 0,51% 141,62 + 0,42% 147,85 + 0,27
Safra C 111,24 + 0,61% 154,75 + 0,75™ 155,76 + 0,71°°
Safra D 119,02 + 0,48 161,89 + 0,59 195,99 + 0,58

Os valores correspondem a média das repeti¢des em triplicata; Valores seguidos por uma mesma letra mintscula
de uma mesma coluna e valores seguidos por uma mesma letra maitscula de uma mesma linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p<0,05).

"Valor expresso em miligramas de equivalentes de acido galico por grama de amostra (mg.g™).

Fonte: Dados da pesquisa.

Houve interacdo entre safra e método de extracdo (P<0,05). De acordo com o0s
resultados apresentados, os extratos hidroetanolicos de tamarillo das safras A e D obtiveram
melhores resultados de constituintes fendlicos quando extraidos pelo método 3. Para as safras
B e C, os métodos 2 e 3 apresentaram-se estatisticamente iguais e superiores ao método de
extracdo 1. Os resultados deixam claro que houve uma maior eficiéncia na extracdo dos
polifendis utilizando o método 2 e 3.

E possivel observar que ndo houveram diferencas estatisticas entre as safras A, B, C e
D utilizando os métodos de extracdo 1 e 2. J& no método 3, as safras A e D apresentaram 0s
maiores teores de constituintes fendlicos ndo diferindo estatisticamente.

Navrot et al. (2007), mencionaram que os constituintes fendlicos sdo produzidos como
forma de defesa de tecidos vegetais quando a planta € submetida a condicdes de estresse que
favorecam o aumento de radicais livres.

Estudos relatam que os teores de constituintes fendlicos sdo diretamente influenciados
pelo padrdo genético do vegetal, a fisiologia, 0 tipo de solvente extrator utilizado que podem
agir como interferentes nos métodos utilizados para a mensuracdo dos compostos de interesse.
Fato comprovado por Vasco et al. (2009), ao avaliarem os teores de constituintes fenélicos em
tamarillos das variedades roxa 113 mg.g™ EAG e vermelha 78 mg.g™* EAG. Do mesmo modo,
Kadir et al. (2014), verificaram a influéncia do solvente extrator nos teores de compostos
fendlicos em extratos etanélicos 7,63 mg.g”* EAG e aquosos 1,83 mg.g™* EAG de tamarillo
liofilizado, relatando que as atividades dos materiais vegetais sdo dependentes da natureza do
solvente de extracdo, devido a presenca de compostos antioxidantes diferentes, com diversas

caracteristicas e polaridades que podem ou ndo ser soltveis em um determinado solvente.
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Mertz et al. (2009), utilizaram como solvente extrator acetona e constataram diferentes
valores para variedade amarela 3,08 mg.g™* EAG e para variedade vermelha 5,7 mg.g™* EAG,
resultados inferiores aos encontrados no presente trabalho. Estes resultados podem ser
justificados pela interferéncia do solvente utilizado, pois os constituintes fendlicos séo
estruturas de carater polar. Espin et al. (2016), encontraram valores entre 60,25 e 110,23
mg.100 g de polpa desidratada para a variedade amarela e valores entre 132,57 e 421,55
mg.100 g™ de polpa desidratada para variedade roxa. Valores préximos aos observados por
Jauregui et al. (2007), ao estudarem extratos hidroetanolicos de tamarillo integral,
encontrando valores médios de 62,71 mg.100 g EAG. No trabalho mencionado, os autores
atribuiram a capacidade antioxidante do fruto aos polifendis presentes no fruto.

4 Quantificacdo de flavonoides totais

Os teores de flavonoides presente nos extratos hidroetandlicos liofilizados de
tamarillos de quatro safras estdo apresentados nas Tabelas 5 e 6. Ndo houve interacéo entre
safra e meétodo de extracdo (P>0,05). Os resultados foram expressos em miligramas

equivalentes de quercetina (mg QE.g™) e 4cido cafeico (mg AC.g™") por grama de amostra.

Tabela 5 — Teores de flavonoides totais dos extratos hidroetanélicos de tamarillo liofilizados
obtidos por trés métodos de extracdo, expressos em teores de quercetina, das safras de 2015 e
2016.

Método 1 Método 2 Método 3 )
Safras Média
QE* QE* QE*
Safra A 29,94 + 0,48 31,60+ 0,83 48,52 + 0,49 36,69a
Safra B 15,92 + 0,49 25,43+ 0,17 31,85+0,49 24.,40b
Safra C 13,48 + 0,38 27,90 £ 0,66 33,70+ 0,42 25,03b
Safra D 18,46 + 0,60 29,47 +£ 0,85 46,67 + 0,11 31,53ab
Média 19,45C 28,60B 40,19A 29,41

Os valores correspondem a média das repetigdes em triplicata; Valores seguidos por uma mesma letra mintiscula
de uma mesma coluna e valores seguidos por uma mesma letra maitiscula de uma mesma linha nio diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p<0,05).
"Miligramas equivalentes de quercetina por grama de amostra (mg QE.g™).
Fonte: Dados da pesquisa.

Como observado na Tabela 5, as safras A e D, apresentaram os melhores resultados,

sendo que, a safra D ndo diferiu estatisticamente das demais, independentemente do método
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de extracdo utilizado. Quanto aos métodos de extracdo, 0 método 3 demonstrou, ser 0 mais
eficiente independentemente da safra.

Tabela 6 — Teores de flavonoides totais dos extratos hidroetandlicos de tamarillo liofilizados
obtidos por trés métodos de extracdo, expressos em teores de acido cafeico, das safras de 2015

e 2016.

Método 1 Método 2 Método 3 )

Safras Média

AC* AC* AC*

Safra A 5,35+0,34 13,40 £ 0,59 14,17 + 0,77 10,97a
Safra B 3,82+0,65 9,93 +£0,60 4,79 £ 077 6,18b
Safra C 3,08 +0,64 10,97 £ 0,66 5,83 +0,61 6,62b

SafraD 4,58 + 0,14 12,45 + 0,59 13,13+ 0,25 10,05ab
Média 4,20B 11,69A 9,48A 8,45

Os valores correspondem & média das repeti¢cGes em triplicata; Valores seguidos por uma mesma letra minascula
de uma mesma coluna e valores seguidos por uma mesma letra mailscula de uma mesma linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p<0,05).

“Miligramas equivalentes de 4cido cafeico por grama de amostra (mg AC.g™).

Fonte: Dados da pesquisa.

Na tabela 6, as safras A e D, apresentaram maiores teores de flavonoides, sendo que,
ndo houve diferenca entre a safra D e as demais safras, independentemente do método de
extracdo utilizado. Analisando os métodos de extracdo, 0os métodos 2 e 3 se mostraram mais
eficientes, independentemente da safra.

Alvarenga et al. (2011), relataram em seu estudo que houve reducdo do teor
flavonoides quando as plantas eram submetidas ao estresse hidrico. Observando os resultados
das tabelas 5 e 6, as safras A e D que foram coletadas durante o periodo de chuva e seca
respectivamente, apresentaram melhores resultados que as demais, corroborando com 0s
resultados encontrados por Bortolo et al. (2009), que ndo observaram influéncia hidrica no
teor de flavonoides.

De acordo com Mandal e Ghosal et al. (2012), a maior parte dos flavonoides do
tamarillo estdo presente na polpa, estes autores encontraram 0,9 mg.g™ de flavonoides no
fruto in natura. Kadir et al. (2014), encontraram 6,44 mg.g™ e 2,22 mg.g™" nos extratos
etanolicos e aquosos, respectivamente. Jauregui et al. (2007), trabalharam com o tamarillo
integral e utilizaram como solvente alcool etilico e agua (60:40, v/v), encontrando 3,41 mg.
mg.kg™ de quercetina e 2,57 mg.kg™ de 4cido cafeico.

Resultados também verificados por Ali-Hassan e Abu-Bakar (2013), ao avaliarem os

teores de rutina em extratos metanélicos 2,41 mg.g* e aquosos 1,15 mg.g™ de tamarillo.
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Jauregui et al. (2009), trabalharam com a casca desidratada do tamarillo, sendo observado
valores iguais a 3,82 mg.kg™ e 20,26 mg.kg™ de quercetina e 4cido cafeico, respectivamente.
Esses resultados sdo superiores aos encontrados neste trabalho, isso pode ter ocorrido devido
a maior quantidade de constituintes fendlicos presentes na casca do fruto, bem como, pela
interferéncia dos solventes na extracdo e, consequentemente, na quantificacao dos flavonoides

totais.
5 Quantificacdo de antocianinas totais

Os resultados das quantificacdes dos teores de antocianinas totais pelo método de pH
unico dos extratos hidroetandlicos de tamarillos oriundos de quatro diferentes safras estdo
mostrados na Tabela 7. Houve interacdo entre safra e método de extracdo (P<0,05). Os
valores estdo expressos como miligramas de antocianinas por grama de extrato hidroetandlico

de tamarillo liofilizado (mg.g™).

Tabela 7 — Teores de antocianinas totais dos extratos hidroetandlicos de tamarillo liofilizados
obtidos por trés métodos de extracdo, expressos em teores de antocianinas por grama de
extrato, das safras de 2015 e 2016.

Método 1 Método 2 Método 3
Safras T - -

mg.g mg.g mg.g
Safra A 10,73 +£ 0,13 6,86 + 0,11 21,64 + 0,55™°
Safra B 15,08 + 0,65 14,41 + 0,17 24,00 + 0,22
Safra C 14,04 + 0,514 12,09 + 0,53%° 15,25 + 0,82
Safra D 14,08 + 0,46 15,61 + 0,295 18,73 + 0,52°°

Os valores correspondem a média das repeticOes em triplicata; Valores seguidos por uma mesma letra minuscula
de uma mesma coluna e valores seguidos por uma mesma letra mailscula de uma mesma linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p<0,05).

*Miligramas por grama de amostra (mg.g™).

Fonte: Dados da pesquisa.

De acordo com os resultados exibidos na Tabela 7, 0 método de extragdo 3 apresentou
0s maiores teores de antocianinas totais para todas as safras, porém ndo diferiu
estatisticamente do método 1 para a safra C. Com relacgdo as safras, no método de extracao 1,
as safras B, C e D obtiveram os melhores resultados. No método de extracdo 2, as safras B e
D apresentaram resultados superiores. J& no método de extracdo 3, o maior teor de

antocianinas totais foi verificado na safra B.
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Close e Beadle (2003), afirmam que dentre as fungdes fisioldgicas das antocianinas
estd o0 ajustamento osmotico em condigdes de estresse hidrico corroborando com o visto neste
trabalho onde as safras obtidas dos periodos com menores indices pluviométricos (B e D)
apresentaram maiores teores de antocianinas quando comparadas as safras obtidas dos
periodos de maiores indices pluviométricos (A e C). Ojeda et al. (2005), relataram que o
balanco hidrico interfere diretamente sobre a composi¢do de alguns constituintes, teor de
acucar, taninos, antocianinas, flavonoides.

Para Correia e Canhoto (2012), as antocianinas presentes no tamarillo possuem
importantes propriedades bioldgicas, terapéuticas e preventivas o que as tornam um recurso
alimentar valioso que merece ser estudado tanto como fruto ou como uma fonte de compostos
que podem eventualmente melhorar a satide humana.

A composicdo em antocianinas de extratos metanélicos de tamarillos cultivados na
Colémbia foi avaliada por Osorio et al. (2012), encontrado valores variando de 22,76 a 49,34
mg.g™. Da mesma forma, Hurtado et al. (2009), ao avaliarem os teores de antocianinas totais
em extratos metandlicos de tamarillos oriundos da Colémbia, observaram valores de 20,03
mg.g™. Estes resultados apresentam uma proximidade com os observados para os extratos
hidroetandlicos obtidos pelo método 3 do presente estudo. Entretanto, os resultados
observados para os extratos obtidos pelos métodos 1 e 2 apresentaram-se inferiores.

Resultados inferiores de antocianinas totais foram observados por Rosso e Mercadante
(2007), ao avaliarem os teores de antocianinas em frutos in natura de tamarillo obtidos em
Campinas-Brasil 0,42 mg.g™ e por Schotsmans (2011), em tamarillos obtidos na Espanha 1,63
mg.gl. Observa-se que os estudos relatados que utilizaram extratos concentrados
apresentaram maiores teores de antocianinas, enquanto que nos estudos utilizando frutos in

natura os resultados mantiveram-se inferiores.
6 Avaliagédo da capacidade antioxidante
6.1 Capacidade antioxidante pelo método do radical livre ABTS®"
Os resultados dos ensaios da capacidade antioxidante dos extratos acetbnicos de

tamarillo de quatro diferentes safras, avaliada pelo método do ensaio do radical livre ABTS®",

estdo mostrados na Tabela 8. Verificou-se interacdo entre safra e método de extracdo
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(P<0,05). Os resultados estdo expressos como micromoles de equivalentes de Trolox por
grama de extrato utilizado.

Tabela 8 — Resultados dos ensaios de avaliacdo da capacidade antioxidante pelo ensaio do
radical livre ABTS®*, dos extratos acetdnicos de tamarillo obtidos por trés métodos de
extracdo, das safras de 2015 e 2016.

Saf Método 1 Método 2 Método 3
arras

ET* ET* ET*
Safra A 1343,42 + 0,51 1078,27 + 1,35%" 1474,05+ 1,96™
Safra B 1452,03 + 1,08™ 1319,63 + 1,14 1399,44 + 1,65
Safra C 962,22 + 0,89"° 976,84 + 1,62°° 770,65 + 1,40"°
Safra D 948,35 + 0,43%° 1318,73 + 1,36™ 667,47 + 1,88%°

Os valores correspondem & média das repeti¢cGes em triplicata; Valores seguidos por uma mesma letra minascula
de uma mesma coluna e valores seguidos por uma mesma letra maitscula de uma mesma linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p<0,05).

*Micromoles de equivalentes de Trolox (ET) por grama de amostra (umol.g™).

Fonte: Dados da pesquisa

Os valores de capacidade antioxidante dos extratos acetbnicos de tamarillo
apresentados na Tabela 8, mostram que na safra A os métodos de extracdo 1 e 3 foram mais
eficientes. N&do houve diferenca significativa entre os métodos de extracdo nas safras B e C.
Na safra D, é possivel observar que o método de extracdo 2 apresentou melhor resultado.

Com relacdo as safras, nos métodos de extracdo 1 e 3, as safras A e B apresentaram
maior capacidade antioxidante. No método de extracdo 2, as safras B e D foram as melhores.
A capacidade antioxidante dos extratos acetOnicos, esta relacionada com o teor de
carotenoides extraidos do tamarillo, no entanto devido a interacdo entre os fatores, a eficiéncia
do método de extracao varia de acordo com as safras e 0 mesmo ocorre com as safras.

Alguns estudos relatam a capacidade antioxidante de extratos elaborados com outros
solventes extratores. Orqueda et al. (2017), relataram a capacidade antioxidante da casca,
polpa e sementes de tamarillo liofilizado, eles encontraram 0,80, 1,09 e 1,38 ug.mL™ EAG,
respectivamente. Bravo, Alzate e Osorio (2016), estudaram a capacidade antioxidante de
extratos metanolicos de tamarillo liofilizado de duas variedades distintas, os autores
constataram os valores de 204,4 pmol.g” ET e 385,8 umol.g™ ET para os tamarillos das
variedades amarela e vermelha, respectivamente. Da mesma forma, Espin et al. (2016),
relataram os valores de 22,0-45,0 umol.g” ET para variedade amarela e 70,0-89,0 pmol.g*
ET para variedade roxa. Observa-se que além do solvente extrator utilizado, a variedade do

fruto € um fator determinante na capacidade antioxidante. Os referidos autores também
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relataram a auséncia de antocianinas em frutos da variedade amarela e atribuiram a
capacidade antioxidante aos constituintes fendlicos.

Nota-se que os valores encontrados na literatura disponivel sdo inferiores aos
encontrados no presente trabalho. Possivelmente, a natureza do solvente extrator utilizado
levou aos maiores niveis de extracdo de constituintes bioativos, elevando assim a capacidade
antioxidante do extrato estudado. O mesmo foi observado por Kou et al. (2009), ao
constatarem diferentes valores de capacidade antioxidante para diferentes fracGes de extrato
de tamarillo liofilizado, encontrando valores médios de 32,24, 56,73, 20,43 e 3,04 mg.g* ET
para extrato bruto de etanol, fracdo acetato de etila, fracdo n-butanol e fragdo agua,

respectivamente.

6.1.1 Capacidade antioxidante pelo método do sequestro do radical livre DPPH"

Os valores da capacidade antioxidante dos extratos hidroetandlicos de tamarillo
avaliada pelo método do sequestro do radical livie DPPH" estdo apresentados nas Tabelas 9 e
10, expressos como ECsy (mg.L™?) e indice de atividade antioxidante (IAA), respectivamente.

Foi observado interagéo entre os fatores (P<0,05).

Tabela 9 — Avaliacdo da capacidade antioxidante pelo ensaio do radical livre DPPH’, dos
extratos hidroetandlicos de tamarillo obtidos por trés métodos de extracao, expressos em ECs
das safras de 2015 e 2016.

Meétodo 1 Método 2 Método 3
Safras T EC Ee
Safra A 14,78 + 0,05 9,42 +0,40% 8,74 + 0,40
Safra B 15,86 + 0,12 12,38 + 0,11 12,25 +0,01"¢
Safra C 17,33 £ 0,07 10,21 + 0,04 9,64 +0,21°°
Safra D 15,22 + 0,14 9,78 + 0,20"° 9,50 + 0,08"
BHT 0,79 +0,05°

Os valores correspondem a média das repeticdes em triplicata; Valores seguidos por uma mesma letra minuscula
de uma mesma coluna e valores seguidos por uma mesma letra maitiscula de uma mesma linha nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p<0,05).

*Concentrag¢io da amostra necesséria para inibir 50% da concentragio inicial do radical livre DPPH (mg.L™).
Fonte: Dados da pesquisa.

O termo ECs representa a concentragdo do extrato necessaria para a reducdo de 50%
da concentracdo inicial do radical DPPH’. Observando a Tabela 9, tanto na safra A, quanto na
safra C, 0 método de extracdo 3 apresentou maior eficiéncia. Enquanto que nas safras B e D,

50



ndo houve diferenca estatistica entre os métodos de extragdo 2 e 3, que foram superiores ao
método 1.
Nos métodos 1 e 2, as safras A e D, apresentaram melhores resultados. J& no método

3, a safra A apresentou melhor resultado entre as safras.

Tabela 10 — Avaliacdo da capacidade antioxidante pelo ensaio do radical livre DPPH’, dos
extratos hidroetanolicos de tamarillo obtidos por meio trés métodos de extracdo, expressos em
indice de atividade antioxidante (IAA), das safras de 2015 e 2016.

Meétodo 1 Método 2 Método 3
Safras IAA* IAA* IAA*
Safra A 1,90 + 0,01 2,55 +0,11%° 2,75+0,13%
Safra B 1,78 + 0,025 1,94 + 0,02 1,96 + 0,00
Safra C 1,65 + 0,01 2,35+ 0,01%° 2,49 + 0,05"°
Safra D 1,85 + 0,02 2,46 + 0,05"° 2,53 +0,02%
BHT 30,31 + 2,10

Os valores correspondem a média das repeticBes em triplicata; Valores seguidos por uma mesma letra minGscula
de uma mesma coluna e valores seguidos por uma mesma letra maiGscula de uma mesma linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p<0,05).

“Indice de atividade antioxidante da amostra.

Fonte: Dados da pesquisa.

O IAA, expressa o indice de atividade antioxidante, baseando-se na concentracao
inicial do radical e o valor de ECsp. Observando a Tabela 10, o método de extracdo 3
apresentou maior eficiéncia nas safras A e C. Nao houve diferenca estatistica entre o0s
métodos de extracdo 2 e 3 nas safras B e D.

Analisando o método 1, verifica-se que as safras A, B e D ndo diferiram
estatisticamente entre si, contudo, a safra B ndo diferiu da safra C. No método 2 as safras A e
D apresentaram os melhores resultados entre as safras, porem a safra D ndo difere
estatisticamente da safra C. J& no método 3, a safra A foi superior as demais safras.

Diversos fatores estdo relacionados a reducdo da capacidade antioxidante de produtos
alimenticios, tais como a temperatura de processamento, a formulagdo e 0 método de extracdo
dos compostos antioxidantes (SULISTYOWATI e MISNAWI, 2008). Como observado por
Belscak-Cvitanovic et al. (2012), ao mencionarem que a capacidade antioxidante é
influenciada pelo método de extracdo, sendo o solvente um dos principais fatores, uma vez
gue agua tende ser menos eficiente quando comparada com outros solventes, como etanol e

metanol.
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Comparando com o antioxidante sintético BHT, seria necessario uma concentracao
maior do extrato de tamarillo para se obter 0 mesmo efeito antioxidante do sintético. A
capacidade antioxidante dos extratos hidroetanolicos foi menor que o observado por Ali-
Hassan e Abu-Bakar (2013), ao encontrarem para os solventes metanol e dgua os valores de
ECso iguais a 31,82 mg.L™? e 29,04 mg.L™, respectivamente. Isso pode ser creditado ao
mecanismo de extragdo e aos solventes utilizados, visto que ndo houve separacdo de
constituintes o que pode ter contribuido para o aumento da capacidade antioxidante.

Em outro estudo, Kumar, Sivakumar e Ruckmani (2016), utilizaram como solvente
extrator alcool etilico, os autores observaram que concentracdes acima de 2,0 mg.L™
apresentam melhores resultados para a capacidade antioxidante dos extratos de tamarillo. Os
valores de IAA encontrados para os extratos hidroetanolicos de tamarillo qualificam a
capacidade antioxidante dos tamarillos em estudo entre forte (1,0 — 2,0) e muito forte (>2,0),
segundo metodologia descrita por Scherer e Godoy (2009). A capacidade antioxidante
apresentada pelos extratos podem estar relacionados com os compostos fendlicos presentes
nos mesmos (VASCO et al. 2009).

6.1.2 Capacidade antioxidante pelo método do ensaio FRAP

Os valores da capacidade antioxidante dos extratos hidroetandlicos liofilizados de
tamarillo estdo apresentados na Tabela 11. Os resultados estdo expressos como mg
equivalentes de Fe?* por grama de amostra (FE mg.g™). Verificou-se interaco entre os fatores
(P<0,05).

Tabela 11 — Avaliacdo da capacidade antioxidante pelo método do ensaio FRAP, dos extratos
hidroetandlicos de tamarillo obtidos por meio de trés métodos de extracdo, nas safras de 2015
e 2016.

Safras Método 1 Método 2 Meétodo 3
FE* FE* FE*
Safra A 2,24 +0,01%° 3,56 + 0,08%° 4,41 + 0,077
Safra B 1,74 + 0,06 2,27 +0,09™ 2,02 + 0,095¢
Safra C 1,80 + 0,19 2,90 + 0,075¢ 3,91 +0,07*°
Safra D 2,07 +0,02°° 3,55 + 0,08°° 4,23 + 0,06
BHT 4,17 + 0,40°

Os valores correspondem & média das repeti¢cGes em triplicata; Valores seguidos por uma mesma letra minascula
de uma mesma coluna e valores seguidos por uma mesma letra maitscula de uma mesma linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p<0,05).

*Miligramas de equivalentes de Fe?* por grama de amostra (mg.g™).

Fonte: Dados da pesquisa.
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De acordo com os valores de capacidade antioxidante dos extratos hidroetandlicos de
tamarillo apresentados na Tabela 11, o método 3 de extracdo foi o mais eficiente nas safras A,
C e D, na safra B, o melhor método de extracéo foi o 2.

Observa-se que os valores de capacidade antioxidante dos extratos hidroetanélicos dos
tamarillos provenientes das safras A e D, foram melhores em todos os métodos de extragéo,
contudo, quando submetidos ao método de extracdo 3, apresentaram valores estatisticamente
semelhantes ao padrdo BHT.

Os valores de capacidade antioxidante dos extratos obtidos do método de extracdo 3
foram proximos aos encontrados por Kadir et al. (2014), ao avaliarem a capacidade
antioxidante de extratos aquosos de tamarillo, encontrando valores iguais a 3,72 mg.g™ de
Fe?*. Valores menores foram observados por Ali-Hassan e Abu-Bakar (2013), em extratos
hidrometanélicos 1,95 mg.g™ e aquosos 0,67 mg.g™ de tamarillo. Resultados semelhante aos
observados por Halvorsen et al. (2002), ao avaliarem a capacidade antioxidante de extratos
hidrometanélicos de tamarillo, encontrando valores médios de 1,62 mg.g™* de Fe?*.

Diversos fatores podem afetar os resultados da capacidade antioxidante apresentada
pelos extratos dos tamarillos pelo método do ensaio FRAP. O solvente extrator pode ter
influenciado nos resultados observados nos ensaios, como relatado por Othman et al. (2007),

ao observarem que o solvente extrator afetou significativamente a capacidade antioxidante.

53



V — CONCLUSOES

A composicao centesimal dos tamarillos apresenta-se com alto potencial tecnolégico,
com teores de constituintes ideais para a elaboragéo diversos produtos. No geral, os extratos
hidroetandlicos de tamarillo obtidos pelo método de extracdo 3 apresentam valores superiores
de constituintes fendlicos totais, flavonoides totais, antocianinas totais e capacidade
antioxidante em relagdo aos extratos obtidos pelos métodos de extracdo 1 e 2. O método de
extracdo 3 apresentou melhores resultados, na quantificacdo de carotenoides das safras B, C e
D. O extrato acetdnico apresentou capacidade antioxidante para o ensaio ABTS®", sendo que
a safra A apresentou os melhores valores de capacidade antioxidante, independentemente do
método de extracdo utilizado.
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