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RESUMO

A diversidade de frutas frescas e/ou processadas comercializadas atualmente tem
conquistado cada vez mais o mercado consumidor, com destaque para a producédo de polpas
de frutas congeladas, que além de permitirem o consumo de frutas durante o periodo nao
sazonal, possuem diversos compostos bioativos em sua composi¢ao. A atencao que as frutas e
suas polpas vém recebendo € devido ao crescente reconhecimento da associacdo direta entre
o consumo de frutas e de vegetais e a prevencao de varias doencas crénico-degenerativas, as
quais podem ser provocadas por espécies reativas, incluindo as espécies reativas de oxigénio.
Este beneficio tem sido atribuido aos compostos com capacidade antioxidante presentes em
frutas e vegetais, com destaque para os compostos fendlicos e o &acido ascorbico.
Considerando as observagdes acima e o aumento na comercializagdo e consumo de polpas de
frutas congeladas, os objetivos deste trabalho foram: (1) determinar os teores de compostos
fendlicos totais (CFT), flavonoides totais (FT) e acido ascorbico (AA) nos extratos aquosos de
18 polpas de frutas congeladas, (2) avaliar a capacidade de desativagdo de algumas espécies
reativas de oxigénio (radical peroxila (ROO®), peroxido de hidrogénio (H.O.) e radical hidroxila
("OH) por esses extratos, e (3) correlacionar, através de andlise estatistica multivariada, a
capacidade antioxidante com o conteldo de compostos bioativos. O conteddo de CFT foi
determinado pela reagao de Folin-Ciocalteau e o conteudo de FT pela reagdo com cloreto de
aluminio, ambos determinados por espectrofotometria utilizando leitor de microplacas, o
conteudo de AA foi determinado por titulagdo com 2-6-diclorofenol-indofenol e a capacidade de
desativacao do ROQO?®, do H,O, e do *OH foi avaliada através de medidas de fluorescéncia ou de
quimiluminescéncia em leitor de microplacas. Os conteldos de compostos bioativos e os
resultados da capacidade antioxidante (ROO®, H.O, e *OH) foram avaliados e classificados por
Andlise de Componentes Principais (ACP) e Andlise Hierarquica de Agrupamento (AHA). Neste
trabalho foram avaliadas polpas congeladas de abacaxi, agai, acerola, cacau, caja, caju, coco,
cupuagu, goiaba, laranja, limdo, manga, maracuja, melancia, pitanga, tamarindo, tangerina e
umbu. Dentre as polpas avaliadas, foi observada uma grande variagdo no conteudo de
compostos fendlicos totais (de 6 (melancia) a 658 (acerola) mg de equivalente de &cido gélico
(EAG)/100g de polpa), de flavonoides totais (de 1 (coco e melancia) a 134 (acai) mg de
equivalente de catequina (EC)/100g de polpa) e de acido ascérbico (de niveis ndo detectados a
506 (acerola) mg de acido ascérbico (AA)/100g de polpa). A capacidade de desativagao variou
de 166 (coco) a 7498 (acai) umol equivalente ao trolox/100g de polpa para o ROQO®; ICs, de 143
(liméao) a 3318 pg/mL (manga) para o H,O, e ICs, de 3 (acai) a 447 ug/mL (coco) para o “OH.
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Os teores de CFT e AA apresentaram correlagao positiva com os valores de desativacdo do
ROO* (r = 0,82 e 0,58, respectivamente) e os teores de FT apresentaram correlacao positiva
com os resultados de desativagdo do ROO* (r = 0,81) e *OH (r = 0,97). A ACP e AHA permitiram
a separacao das polpas de frutas em trés grupos: o primeiro formado pela polpa de acai, com
elevado teor de FT (134 mg EC/100g de polpa) e elevada capacidade de desativagcdo do ROQO®,
*OH e H20,; o0 segundo formado pela polpa de acerola, devido ao elevado teor de CFT (658 mg
EAG/100g de polpa) e AA (506 mg AA/100g de polpa); e o terceiro grupo formado pelas demais
polpas de frutas que ndo puderam ser separadas considerando apenas os teores dos
compostos bioativos e a capacidade de desativacdo das ROS.

Palavras-chave: espécies reativas de oxigénio, polpas de frutas, compostos bioativos,

capacidade antioxidante, andlise de componentes principais.
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SUMMARY

The variety of fresh fruits and/or their processed products currently commercialized has
increasingly achieved the consumer market, especially for the production of frozen fruit pulp,
which also allows the consumption of fruits during their non-seasonal period, and present
several bioactive compounds in their composition. The attention that this product is receiving is
due to the increasing recognition of the direct association between the consumption of fruits and
vegetables and prevention of various chronic degenerative diseases, which may be caused by
reactive species, including reactive oxygen species. This benefit has been attributed to the
presence of compounds with antioxidant capacity in fruits and vegetables, especially of phenolic
compounds and ascorbic acid. Considering the above observations and the increasing
commercialization and consumption of frozen fruit pulps, the objectives of this study were: (1)
determination of the levels of total phenolic compounds (TPC), of total flavonoids (TF) and of
ascorbic acid (AA) present in the aqueous extracts of 18 frozen fruit pulps, (2) evaluation of the
scavenger capacity of reactive oxygen species (peroxyl radical (ROO®), hydrogen peroxide
(H20.) and hydroxyl radical (*OH) by these extracts, and (3) correlation using multivariate
statistics analysis between the antioxidant capacity and the contents of bioactive compounds.
The contents of total phenolic compounds were determined by the Folin-Ciocalteau reaction and
of total flavonoids through the reaction with aluminium chloride, both determined
spectrophotometrically in a microplate reader. The levels of ascorbic acid were determined by
titration with dichlorophenol-indophenol. The capacity to scavenge ROO*, H.O, and *OH was
assessed through measurements of fluorescence or chemiluminescence in a multiplate reader.
The contents of bioactive compounds and the results of antioxidant capacity (ROO*, H.O, and
*OH) were evaluated and classified by Principal Component Analysis (PCA) and Hierarchical
Cluster Analysis (HCA). In this study frozen pulps of pineapple, agai, acerola, cacao, caja,
cashew-apple, coconut, cupuagu, guava, orange, lemon, mango, passion-fruit, watermelon,
pitanga, tamarind, tangerine and umbu were analyzed. Among the pulps evaluated, a wide
variation in the contents of total phenolic compounds (from 6 (watermelon) to 658 (acerola) mg
galic acid equivalent (GAE)/100g), of total flavonoids (from 1 (coconut and watermelon) to 134
(agai) mg catequin equivalent (CE)/100g) and of ascorbic acid (from undetectable levels to 506
(acerola) mg of ascorbic acid (AA)/100g) were found. All frozen fruit pulp showed the capacity to
scavenge the reactive oxygen species evaluated, ranging from 166 (coconut) to 7498 (acai)
umol equivalent to trolox/100 g of pulp for ROO*; ICs of 143 (lemon) to 3318 ug/mL (mango) for
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H.O, and ICs, from 3 (acai) to 447 ug/mL (coconut) for *OH. The TPC and AA levels were
positively correlated with the scavenging capacities of ROO* (r = 0.82 and 0.58, respectively)
and the levels of TF were positively correlated with the results of scavenging ROO* (r = 0.81)
and *OH (r = 0.97). The PCA and ACA allowed the separation of the 18 fruit pulps into three
groups: one formed by the agai pulp with high levels of TF (134 mg CE/100g pulp) and great
scavenging capacity of ROO*, *OH and H.O,, the second one formed by the acerola pulp, due to
the high content of TPC (658 mg GAE/100g pulp) and AA (506 mg AA/100g pulp) and the third
group of the remaining fruit pulps that could not be separated considering only the levels of
bioactive compounds and the scavenging capacities of ROS.

Key-words: reactive oxygen species, fruit pulps, bioactive compounds, antioxidant capacity,

principal component analysis, hierarchical cluster analysis
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1 INTRODUCAO

O interesse do consumidor por uma alimentacao mais saudavel e o reconhecimento dos
beneficios apresentados pelos compostos bioativos presentes em frutas tem levado a industria
de alimentos a buscar tecnologias que aumentem o tempo de vida util das frutas, pois, por
serem pereciveis, estas apresentam perdas significativas no periodo de safra. Dentre os
recursos disponiveis, destaca-se a producao de polpas de frutas congeladas, as quais mantém
as caracteristicas sensoriais (cor, aroma e sabor) e fisico-quimicas das frutas de origem, além
de apresentar boa aceitacdo no mercado nacional e de ser uma opcédo para comercializacao
independentemente da sazonalidade. Embora o mercado de polpas de frutas congeladas néao
possua dados oficiais sobre a quantidade produzida e comercializada, sabe-se que o0 mesmo
teve um crescimento razoavel nos ultimos anos, pois as polpas de frutas congeladas estdo
presentes em todos os varejos nacionais, desde as grandes redes de supermercados até as
pequenas lojas de bairro.

Segundo estudos epidemiolégicos, a associagdo entre a ingestdo de uma dieta rica em
frutas e vegetais e a diminuigao do risco de desenvolvimento de doencas cronico-degenerativas
€, em parte, atribuida a capacidade antioxidante apresentada por diferentes compostos
presentes em alimentos, incluindo as vitaminas (C e E), os minerais e inimeros fitoquimicos,
tais como os carotenoides e os compostos fendlicos (Garcia-Alonso et al., 2004). Pelo fato das
frutas estarem entre as melhores fontes de compostos bioativos para a dieta humana, estes
compostos foram identificados e quantificados em varias frutas e seus derivados, assim como a
determinagdo da capacidade antioxidante apresentada por estes compostos, e foi observada
uma alta correlagdo entre ambos. Porém, grande parte das pesquisas avaliou somente radicais
nao presentes em sistemas bioldgicos, tais como o ABTS e o DPPH (Kuskoski et al., 2006;
Melo et al., 2008a; Santos et al., 2008; Melo et al., 2008b; Barreto et al., 2009; Santos et al.,
2010; Rop et al., 2010; Contreras-Calderon et al., 2011; Medina et al., 2011; Fu et al., 2011).

Entre os compostos bioativos destacam-se os compostos fendlicos (incluindo a classe
dos flavonoides), amplamente distribuidos no reino vegetal, que atuam como antioxidante
através de varios mecanismos, incluindo a doacao de hidrogénio e de elétrons, a regeneragao
de outros antioxidantes (por exemplo, da vitamina E), a quelagdo de ions metélicos e a inibi¢cdo
de enzimas envolvidas na producao de espécies reativas (Pietta, 2000; Heim et al., 2002).

Outro importante composto com capacidade antioxidante € o acido ascorbico, uma
vitamina hidrossoluvel e termolabil, cujas principais fontes sdo as frutas e os vegetais folhosos
(Hernandez et al., 2006). Por apresentar capacidade antioxidante, esta vitamina desativa



diferentes espécies reativas, reduzindo assim, os danos celulares causados pela oxidagao
(Block, 1993).

Evidéncias epidemiol6gicas tém sugerido que espécies reativas produzidas em sistemas
biolégicos podem reagir com os diferentes componentes celulares, tais como DNA, lipideos,
proteinas, aminodcidos, carboidratos e vitaminas, causando danos estruturais e/ou funcionais
(Barreiros et al., 2006). Portanto, estas espécies reativas podem estar envolvidas no processo
de envelhecimento e no desenvolvimento de doencgas crénico-degenerativas como céancer,
doencas cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imunolégico e doencas
neurodegenerativas (Ferrari & Torres, 2003; Scalbert et al., 2005; Battino et al., 2009); além de
causarem a deterioragéo oxidativa em alimentos (Choe & Min, 2006). Entre as espécies reativas
destacam-se as espécies reativas de oxigénio (ROS), incluindo o radical peroxila (ROO®), o
perdxido de hidrogénio (H.O.) e o radical hidroxila (*OH) (Buonocore et al., 2010).

Os métodos utilizados neste trabalho para determinar a capacidade de desativagdo de
espécies reativas de oxigénio utilizam espécies reativas produzidas pelo sistema bioldgico
(ROOQO?, H,0O2 e *OH), o que diferencia estes métodos de outros amplamente empregados, como
por exemplo, aqueles que utilizam radicais livres estaveis ndo bioldgicos, tais como ABTS e
DPPH.
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2 OBJETIVOS

Devido ao reconhecimento da importancia dos compostos bioativos com capacidade
antioxidante presentes em polpas de frutas-, o presente trabalho teve como objetivos:

- Determinar os conteldos de compostos fendlicos totais, de flavonoides totais e de acido
ascérbico nos extratos aquosos de 18 polpas de frutas congeladas;

- Determinar a capacidade de desativacao frente ao radical peroxila (ROO®), peréxido de
hidrogénio (H-O,) e radical hidroxila ("OH) destes extratos;

- Correlacionar e classificar, através de andlises estatisticas multivariadas, a capacidade de
desativacao de espécies reativas de oxigénio com os conteidos de compostos fendlicos, de

flavonoides e de acido ascorbico.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Polpas de frutas

As frutas constituem uma das fontes mais ricas de compostos para a alimentacédo
humana, pois contém, além dos nutrientes essenciais e de micronutrientes como minerais,
vitaminas e fibras, diversos metabdlitos secundarios, entre estes os compostos fendlicos
(Kuskoski et al., 2006).

Por serem pereciveis, as frutas deterioram em poucos dias e tém sua comercializacao
dificultada para grandes distancias na forma in natura. Assim, a producao de polpas de frutas
congeladas tornou-se uma opcéo para o aproveitamento integral das frutas, comercializacdo em
locais onde nao ha produgéao e oferta por um periodo maior que o da safra. Além disso, a polpa
de fruta congelada tem também grande importancia como matéria-prima, podendo ser
produzida nas épocas de safra, armazenada e posteriormente processada em doces de massa,
geleias e néctares nos periodos mais propicios ou segundo a demanda do mercado
consumidor. Ao mesmo tempo, as polpas de frutas congeladas também sdo comercializadas
como ingredientes para outras industrias que utilizam polpa como parte da formulacdo de
iogurtes, biscoitos, bolos, sorvetes, sucos e alimentos infantis, entre outros (Bueno et al., 2002).
Além do interesse atual das indlstrias de cosméticos por produtos a base de ingredientes
naturais, que utilizam as polpas de fruta como matéria-prima nas mais diversas formulagcées de
cremes, sabonetes, xampus, entre outros (Finetto, 2009).

A legislacao brasileira define polpa de fruta como sendo um produto ndo fermentado,
nao concentrado, ndo diluido, obtida de frutos polposos, através de processo tecnoldgico
adequado, com um teor minimo de sélidos totais provenientes da parte comestivel do fruto,
especifico para cada um deste. Tal produto deve ser obtido de frutas frescas, sas e maduras,
com caracteristicas fisica, quimica e organoléptica correspondentes as provenientes do fruto de
sua origem, e nao devera conter terra, sujidade, parasitas, fragmentos de insetos e pedagos
das partes ndo comestiveis da fruta e da planta. No rétulo da embalagem do produto deve
constar a denominagéo “polpa”, seguido do nome da fruta de origem (MAPA, 2000).

O Brasil € o terceiro maior produtor de frutas do mundo. A producéo brasileira superou
43 milhdes de toneladas em 2008, sendo cerca de 53% da produgao destinada ao mercado de
frutas processadas e 47% ao mercado de frutas frescas. Atualmente, a produgéo brasileira esta
voltada para frutas tropicais, subtropicais e temperadas, gracas a sua grande extensao
territorial, solo e condi¢des climaticas favoraveis (Xeyla, 2009).



O mercado de polpas de frutas congeladas apresenta grande potencial em funcdo da
variedade de frutas com sabores exdticos disponiveis no Brasil (Bueno et al, 2002);
proporcionando também, a possibilidade de comercializagdo de polpas de frutas pouco
conhecidas, como as provenientes do Cerrado e das regides Norte e Nordeste, que ja
despertam também o interesse do mercado externo (Matta et al., 2005).

Com relagéao ao conteudo de compostos bioativos nas frutas e nas polpas, vai depender
de fatores edafoclimaticos, tais como o cultivar, o local de plantio e o grau de maturidade na
época da colheita; além do histérico de processamento e da cadeia do frio, incluindo a
estocagem, pois ja é sabido que os teores de compostos bioativos naturais podem diminuir
devido ao processamento e armazenamento (Kaur & Kapoor, 2001).

3.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sao importantes metabdlitos secundérios sintetizados por
plantas, sendo essenciais para seu crescimento e reproducdo, pois podem atrair organismos
benéficos como polinizadores e dispersores de sementes, e atuar como agentes antioxidantes e
protetores contra exposicdo a luz UV, a mudangas de temperatura, a patégenos e a
predadores, entre outras fungbes (Bravo, 1998; Naczk & Shahidi, 2004, Balasundram et al.,
2006; Ignat et al., 2011). Nos alimentos, os compostos fendlicos contribuem para a cor, sabor,
aroma e estabilidade oxidativa (Naczk & Shahidi, 2004; Angelo & Jorge, 2007).

Quimicamente, os compostos fendlicos sdo definidos como substancias que possuem
anel aromatico com um ou mais grupos hidroxilas (Ignat et al., 2011), englobando um amplo e
complexo grupo de fitoquimicos com mais de 8000 estruturas conhecidas, desde moléculas
simples como os fendis simples, os &cidos fendlicos (derivados dos acidos benzoico e
cindmico), as cumarinas, os flavonoides e os estilbenos; até moléculas com alto grau de
polimerizagdo, incluindo os taninos (condensados e hidrolisaveis), as lignanas e as ligninas
(Bravo, 1998). A diversidade estrutural deve-se ao fato desses compostos estarem ligados a
grupos hidroxilas, metoxilas e podendo estar presentes na forma livre ou ligada, principalmente
a agucares, 0os quais podem ainda estar ou ndo acilados com diferentes acidos (Heim et al.,
2002).

Os compostos fendlicos exibem uma variedade de propriedades fisiol6gicas, tais como
antialergénica, antiaterogénica, anti-inflamatoria, anticarcinogénica, antitrombdtica e efeito
cardioprotetor e vasodilatador; estes efeitos benéficos estdo parcialmente relacionados a
capacidade antioxidante destes compostos (Benavente-Garcia et al.,, 1997; Puupponem-Pimia



et al., 2001). Todas estas propriedades justificam o grande numero de estudos desenvolvidos
para o monitoramento destes compostos em frutas e em vegetais e seus produtos processados,
incluindo as polpas de frutas congeladas (Garcia-Alonso et al., 2004; Hassimotto et al., 2005;
Kuskoski et al., 2006; Evangelista & Vieites, 2006; De Rosso & Mercadante, 2007; De Rosso et
al., 2008; Genovese et al., 2008; Santos et al., 2008; Mezadri et al., 2008; Melo et al., 2008a;
Santos et al., 2010).

O teor de compostos fendlicos pode variar entre as diferentes espécies de frutas e
vegetais, e dentro de uma mesma espécie (Balasundram et al., 2006). Tais diferengas podem
estar relacionadas a complexidade e diversidade de estruturas deste grupo de compostos e aos
métodos de extracdo e analise utilizados (Bravo, 1998); podendo ainda, existir a interferéncia
dos fatores intrinsecos (género, espécie, cultivar) e extrinsecos (meio ambiente, estocagem,
processamento e armazenamento) (King & Young, 1999; Tomas-Barberan et al., 2001).

As principais classes de compostos fendlicos da dieta humana sé@o os acidos fendlicos,
os taninos e os flavonoides, os quais ocorrem nos alimentos em quantidades variadas (1-3
mg/Kg de alimento) (King & Young, 1999).

Os acidos fendlicos constituem cerca de um tergo dos compostos fendlicos da dieta, os
quais podem estar presentes em plantas nas formas livre e ligada. Este grupo é subdividido em
dois subgrupos, os derivados do acido hidroxibenzoico e os derivados do &cido hidroxicinamico.
Os derivados do &acido hidroxibenzoico incluem os 4&acidos galico, p-hidroxibenzoico,
protocatecuico, vanilico e siringico, que tém como estrutura comum Cs-Cy (Figura 1), Os
derivados do acido hidroxicinamico sdo compostos aromaticos com trés carbonos que formam
uma cadeia lateral (Ce-Cs3) (Figura 1), sendo os mais comuns os acidos cafeico, ferulico, p-
cumarico e sinaptico (Balasundram et al., 2006; Ignat et al., 2011).

HO HO
R3 COOH R; ~~ “COOH
Acido galico: Ry= Ro= OH Acido p-cumarico: Ry= Ro= H
Acido p-hidroxibenzoico: Ri= Ro= H Acido cafeico: Ri= OH, R,=H
Acido protocatecuico: Ry= OH, Re=H Acido ferdlico: Ri= OCHs, R= H
Acido vanilico: Ry= OCHg, Ro=H Acido sinaptico: Ri= Ro= OCHj3

Acido siringico: Ri= Ro= OCHj;

Figura 1. Estrutura quimica dos &cidos hidroxibenzoico (a) e hidroxicindmicos (b).
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Os taninos sdao compostos de peso molecular relativamente alto, que conferem ao
alimento a sensacao de adstringéncia, e classificam-se em dois grupos baseados em seu tipo
estrutural: taninos hidrolisaveis e taninos condensados (Soares, 2002). Os primeiros contém um
ndcleo central de glicose ou um alcool poliidrico, esterificado com acido galico ou elagico, e séo
prontamente hidrolisados com &cidos, bases ou enzimas. Os taninos condensados (também
conhecidos como proantocianidinas) sao polimeros de catequina e/ou leucoantocianidina e nao
sao hidrolisados por tratamento acido (Soares, 2002; Balasundram et al., 2006).

Dentro dos compostos fendlicos, a classe mais importante € a dos flavonoides, sendo
conhecida atualmente uma quantidade superior a 5000 estruturas diferentes (Robards &
Antolovich, 1997). Os flavonoides encontram-se presentes em frutas, flores, folhas e sementes
(Angelo & Jorge, 2007).

Os flavonoides sdo compostos com estrutura quimica formada por quinze atomos de
carbono organizados na configuragdo Ce-C3-Ce (Figura 2), que consiste em dois anéis
aromaticos, A e B, unidos por trés carbonos que formam um anel heterociclico, C. Variagbes de
substituicdo no anel C resultam em diferentes classes de flavonoides, como flavonéis, flavonas,
flavanonas, flavandis, isoflavonas e antocianidinas (Figura 2). Substituicbes nos anéis A e B
originam diferentes compostos dentro de cada classe de flavonoides (Hollman & Katan, 1999;
Pietta, 2000; Balasundram et al., 2006; Ignat et al., 2011). Estas substituicdes podem incluir
oxigenagao, alquilacdo, glicosilagéo, acilacao e sulfonacdo (Balasundram et al., 2006; Ignat et
al.,, 2011).

Atualmente ha um grande interesse na pesquisa de flavonoides devido a possibilidade
de contribuir para a saude humana, através do consumo de frutas e de vegetais (Ignat et al.,
2011). Embora os flavonoides geralmente sejam considerados ndo nutrientes, esses sao
importantes componentes da dieta (Behling et al., 2004), sendo consumidos diariamente em
concentragdes que podem variar entre 50 e 800 mg/dia (Pietta, 2000) de acordo com o
consumo de fontes especificas como vinho tinto, cha, frutas e derivados, graos, nozes,
sementes e vegetais (Behling et al., 2004).
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Flavonol Flavona Flavanona
(@]
o. O O | o) ‘
(1 ) C
ZoH OH
Antocianidina Isoflavona Flavanol

Figura 2. Estrutura basica dos flavonoides (a) e estruturas das principais classes de
flavonoides (b).

3.3 Acido ascorbico

O é&cido L-ascérbico (AA), conhecido também como vitamina C, é uma vitamina
hidrossoluvel e termolabil, naturalmente presente em alimentos, sendo encontrada na natureza
na forma reduzida (&cido L-ascérbico) ou oxidada (acido L-desidroascérbico - DHA), ambas
com atividade vitaminica. A transformagdo do AA em DHA ocorre pela abstracao de dois
atomos de hidrogénio na presenca de ions metalicos, oxigénio, temperatura elevada, luz ou em
condi¢do levemente alcalina (pH acima de 6), com perda parcial da atividade vitaminica. A
oxidagcéo do AA a DHA é reversivel, permitindo que uma destas duas formas possa sempre ser
transformada na outra, dependendo das condicées do meio. Porém, a oxidagédo adicional do
DHA gera o 2,3-4cido dicetoguldnico, sem atividade vitaminica (Figura 3) (Hernandez et al.,
2006; Barcia et al., 2010).
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A estabilidade do AA aumenta em pH abaixo de 4. Em alimentos, a concentracao de

DHA é sempre muito inferior a de AA, indicando que quantidades significativas de DHA pode

ser um reflexo de oxidacao durante a analise (Damodaran et al., 2010).

Acido L-ascérbico

HO
E O
; (0]
2H" 2e- HO\/\Q¢
N \
- O/ \O

Acido L-desidroascérbico

H,O

HO

N\
s o

2,3-acido dicetoguldnico

Figura 3. Oxidacao do acido L-ascorbico (Hernandez et al., 2006).

Como o ser humano nao pode sintetizar o acido ascorbico, este é suprido através da

dieta pelas principais fontes desse composto, que sdo as frutas (acerola, camu-camu, caju,

goiaba, manga, mamao, morango, laranja, limdo e tangerina) e os vegetais (folhas verdes)

(Hernandez et al., 2006). O teor de AA das frutas pode variar dependendo da espécie, do

estadio de maturagdo na época da colheita, de variagées genéticas, do manuseio pds-colheita,

do processamento e das condigdes de estocagem (Barcia et al., 2010).
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3.4 Espécies reativas de oxigénio (ROS)

Espécies reativas de oxigénio (ROS) é um termo coletivo que inclui as formas
radicalares derivadas do oxigénio molecular, como o radical anion superoxido (O,"), o radical
hidroperoxila (HOO®), o radical peroxila (ROO®), o radical alcoxila (RO®) e o radical hidroxila
("OH), e algumas formas nao radicalares que sdo agentes oxidantes, tais como o peréxido de
hidrogénio (H».0.), o oxigénio singlete ('O,) e o &cido hipocloroso (HOCI) (Buonocore et al.,
2010).

As ROS sao produtos do metabolismo celular normal, porém, podem ser geradas por
fatores ambientais, como a poluicdo do ar, a fumaca de cigarro, a radiacdo e os herbicidas,
entre outros (Kaur & Kapoor, 2001). Essas espécies apresentam um papel duplo, podendo
atuar de modo deletério ou benéfico ao sistema biolégico. Os efeitos benéficos das ROS
ocorrem quando estas estdo em baixas ou moderadas concentracdes e envolvem papéis
fisiologicos importantes na fagocitose (na defesa contra agentes infecciosos), na sinalizagao
quimica de moléculas nas células, na regulacdo do crescimento celular, entre outros. Em
contrapartida, a superproducao de ROS e a deficiéncia de antioxidantes resultam no estresse
oxidativo, um processo deletério que pode ser um importante mediador de danos as estruturas
celulares, incluindo lipideos, proteinas e DNA (Valko et al., 2007; Buonocore et al., 2010). A
acao de ROS a estrutura do DNA pode resultar na quebra da cadeia molecular, e esta cadeia
ser reconectada em outra posi¢ao, alterando assim, a ordem de suas bases. Esse € um dos
processos bdsicos da mutagdo e o acumulo de bases danificadas pode desencadear a
oncogénese. Uma enzima que tenha seus aminoacidos alterados pela agdo de ROS pode
perder sua atividade ou, ainda, assumir atividade diferente. Além disso, a ocorréncia de
oxidacao lipidica na membrana celular, causada por ROS, pode resultar na interferéncia do
transporte ativo e passivo normal através da membrana ou ocasionar a ruptura desta, levando a
morte celular (Barreiros et al., 2006).

Os danos causados aos componentes celulares (por exemplo, o DNA) acumulam-se
com o passar dos anos e contribuem para a degeneragcdo de células somaticas e para a
inducéo de doengas crénico-degenerativas, especialmente as associadas ao envelhecimento,
destacando-se o cancer, a aterosclerose, as doencas inflamatorias, a doenga de Parkinson, a
doenca de Alzheimer, a catarata, o declinio do sistema imunoldgico e as disfun¢des cerebrais
(Scalbert et al., 2005; Battino et al.,, 2009). Para o funcionamento celular normal, deve haver
uma compensagao entre a formagao de espécies reativas e os niveis de defesas antioxidantes
(Cerqueira et al., 2007).
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O radical anion superéxido (O,") é formado enzimaticamente ou quimicamente a partir
do oxigénio molecular. A adicao de um elétron ao oxigénio molecular forma o O," que possui
apenas um elétron ndo pareado e € um radical (Choe & Min, 2006). Apesar do O," apresentar
baixa reatividade se comparado a outras ROS, alguns de seus metabdlitos ("OH, ONOQO") séao
altamente reativos e podem causar danos aos tecidos. No sistema fisiolégico ocorre
rapidamente a dismutagdo do O," formando o H,O,, reagdo catalisada pela enzima superoxido
dismutase (SOD) (Lu et al., 2006).

Outra espécie envolvida nos processos oxidativos & o oxigénio singlete ('0,), uma forma
de oxigénio altamente reativa que pode ser formada enzimaticamente através de peroxidases, e
também pode ser gerada por um processo de transferéncia de energia a partir de um
sensibilizador (por exemplo, a clorofila e a riboflavina), onde o sensibilizador no estado excitado
triplete (°S*) transfere energia para o oxigénio molecular (*05). A produgédo excessiva de 'O, em
meio biolégico pode ser prejudicial e ja foi comprovado que essa espécie € responsavel pela
iniciacdo de oxidacao nas células, causando danos tais como a destruicao de DNA e a oxidacao
lipidica (Benavente-Garcia et al., 1997).

Outra espécie reativa derivada do oxigénio formado em sistemas biolégicos € o radical
peroxila (ROO"). Em geral, o ROO® é um forte agente oxidante, podendo ser formado pela
reacao direta entre o oxigénio triplete e um radical alquila (Equacéao 1) na oxidacao de acidos
graxos insaturados. O ROQ® é suficientemente reativo para remover hidrogénio de outro acido
graxo vizinho (RH), gerando um hidroperéxido (ROOH) (Equacao 2) (Choe & Min, 2006).

R*+ %0, — ROO* (Equagéo 1)
ROO* + RH — ROOH + R* (Equagéo 2)

O H,0, € uma ROS que pode atuar como agente oxidante ou como agente redutor,
sendo gerada através da reacdo de dismutagdo do O, catalisada pela enzima SOD.
Isoladamente o H,O, é pouco reativo, porém, pode difundir-se facilmente através das
membranas celulares (Barreiros et al., 2006), além de estar envolvido na formagéo do radical
hidroxila (*OH) através da reacdo de Fenton (Equacédo 3) e de Harber-Weiss (Equacao 4). As
enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) removem o H,O, das células. A catalase
promove a dismutagdo do H,O, em agua e oxigénio (Equacdo 5). A glutationa peroxidase
catalisa a redugdo do H,O, para formagdo de agua com intervengdo da glutationa (GSH)
(Equacéo 6) (Barreiros et al., 2006; Halliwell & Gutteridge, 2007).
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H.0; + Fe*®* — Fe™ + *OH + OH (Equacéo 3)
H,0,+ Oy — 'O, + "OH + OH™ (Equagéo 4)
2 H,0, - 2H,0 + O, (Equacio 5)
H,O, + 2GSH — 2H,0 + GSSG (glutationa oxidada) (Equagéo 6)

O radical hidroxila (*OH) apresenta uma alta reatividade, tornando-o um radical muito
perigoso com um tempo de meia vida curto, de aproximadamente 10° s. Assim, quando é
produzido reage perto do seu local de formacado (Valko et al, 2007). O ‘OH é formado
principalmente pela interacdo do O,", H.O, e metais de transicdo através das reagdes de
Fenton e Harber-Weiss citadas anteriormente. No entanto, a reacdo de Harber-Weiss ocorre
muito lentamente em condigbes fisiolégicas, por isso, a reagdo de Fenton é considerada a
reacao predominante em sistemas biolégicos. O *OH também pode ser gerado a partir da
homdlise da agua por exposigao a radiagao ionizante (Equacgéo 7) (Lu et al., 2006; Choe & Min,
2006; Valko et al., 2007). Os mecanismos de reagdes em que o "“OH participa podem ser de
adicdo as duplas ligagdes conjugadas e de remocdo de hidrogénio. Um exemplo com
importancia biolégica de remocdo de hidrogénio pelo *OH é a sua capacidade para
desencadear a oxidagao lipidica. J& as reagbes do ‘OH com compostos aromaticos ocorrem

normalmente por adicao do radical (Barreiros et al., 2006; Halliwell & Gutteridge, 2007).

H.O — *OH + H* (Equacao 7)

3.5 Antioxidantes

Um antioxidante pode ser definido como uma substéncia que, quando presente em
baixas concentracées em relacdo aquelas de um substrato oxidavel, previne ou retarda
significativamente o processo oxidativo, iniciado por um pré-oxidante. O termo substrato
oxidavel engloba quase todos os componentes encontrados em alimentos e em tecidos vivos,
tais como proteinas, lipideos, vitaminas, carboidratos e DNA (Halliwell et al., 1995). Pré-
oxidantes (ou espécies reativas) sdo substancias enddgenas ou exdégenas que podem causar
danos por meio de oxidagdo das moléculas-alvo (Cerqueira et al., 2007).

O organismo possui uma série de defesas antioxidantes, classificadas em antioxidantes
enzimaticos que incluem as enzimas superdéxido dismutase, a glutationa peroxidase e a

catalase, e os antioxidantes ndo enzimaticos que sdo o acido ascorbico, o a-tocoferol (vitamina
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E), a glutationa, as proteinas extracelulares (transferrina, ferritina, albumina), os carotenoides e
os compostos fendlicos (incluindo a classe dos flavonoides), entre outros (Valko et al., 2007;
Reuter et al., 2010).

De acordo com o mecanismo de agdo, os antioxidantes podem ser classificados em
primarios e secundarios, sendo que alguns antioxidantes podem exibir mais de um mecanismo.
Os antioxidantes primarios atuam interrompendo a cadeia de reacdo através da doacado de
hidrogénio ou de elétrons as espécies reativas, convertendo estas espécies em produtos
termodinamicamente estaveis (Angelo & Jorge, 2007). Ja os antioxidantes secundarios, atuam
retardando a etapa de iniciacdo da autoxidacéo por diferentes mecanismos de acao tais como,
a quelacao de metais, a decomposicao de hidroperdxidos para formar espécies nao radicalares,
a absorcdo da radiacdo ultravioleta ou a desativacdo de oxigénio singlete (Angelo & Jorge,
2007).

Os compostos antioxidantes (naturais ou sintéticos) também sao utilizados como
conservantes em alimentos, prevenindo ou retardando a decomposi¢do oxidativa dos mesmos.
Nos ultimos anos, os antioxidantes naturais provenientes de alimentos e de outros materiais
biolégicos estdo atraindo consideravel interesse devido a suposta seguranga e efeitos
terapéuticos (Kaur & Kapoor, 2001).

A atividade dos compostos antioxidantes depende de suas estruturas e pode ser
determinada por uma série de fatores, como a biodisponibilidade, a reatividade como agente
doador de hidrogénio ou de elétrons, o potencial de oxidagao do antioxidante, a taxa de reacao
com o radical a ser desativado, a capacidade de quelar metais de transi¢éo, a baixa reatividade
e a alta estabilidade do radical derivado do antioxidante e a solubilidade e a interacdo com as
membranas (Barreiros et al., 2006; Bisby et al., 2008).

Entre os antioxidantes presentes em frutas e vegetais, os mais ativos e abundantes séo
os compostos fendlicos (incluindo a classe dos flavonoides). Esses agem através de varios
mecanismos, incluindo a desativagdo de espécies reativas, a regeneracdao de outros
antioxidantes da dieta (por exemplo, da vitamina E), a quelacéo de ions metalicos e a inibi¢cdo
de enzimas envolvidas na produgédo de ROS (por exemplo, as peroxidases) (Pietta, 2000; Heim
etal., 2002).

Em relagdo a estrutura dos flavonoides, é possivel notar trés caracteristicas importantes
para modular a capacidade de desativacao de espécies reativas (Figura 4): (1) a estrutura do o-
di-hidroxil (catecol) no anel B, (2) a ligacdo dupla entre o C-2 e C-3 do anel C em conjugacgao
com a carbonila do C-4 e (3) a presencga dos grupos hidroxilas nas posigées C-5 e C-7 do anel
A. Essas caracteristicas conferem maior estabilidade ao radical de flavonoide gerado,
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possivelmente pela habilidade em deslocar o elétron desemparelhado (Rice-Evans et al., 1997;
Benavente-Garcia et al.,, 1997; Heim et al., 2002; Marin et al., 2002). No entanto, alteragdes no
arranjo dos grupos hidroxilas diminuem a capacidade antioxidante (Rice-Evans et al., 1997).

Figura 4. Esquema demonstrando as caracteristicas que possivelmente modulam a

capacidade de desativar espécies reativas por flavonoides.

A acéo de flavonoides na remocao de metais de transicdo em meio bioldégico também é
fundamental para a protegédo antioxidante, visto que os metais catalisam as rea¢oes de Fenton
e de Harber-Weiss (Barreiros et al., 2006). Os locais propostos para a ligacdo de metais de
transicdo na estrutura dos flavonoides séao a fragéo catecol (anel B), os grupos hidroxila no C-3
e carbonila no C-4 (anel C), e os grupos carbonila no C-4 (anel C) e hidroxila no C-5 (anel A)
(Figura 5) (Rice-Evans et al., 1997; Pietta, 2000).

Figura 5. Esquema demonstrando os sitios de ligacao dos metais de transicdo com
flavonoides (Pietta, 2000).
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Outro importante antioxidante é o acido ascérbico, que age como desativador de
espécies reativas. Em sistemas biolégicos, o acido ascoérbico é encontrado na forma de
ascorbato (Asc’), que é a forma que atua como antioxidante ao doar hidrogénio ou elétrons as
espécies reativas, resultando na formacédo do radical anion semidesidroascorbato (Asc™) ou
ascorbila, que € pouco reativo (Vasconcelos et al.,, 2007). Esse radical pode ser reconvertido a
ascorbato ou originar uma molécula de desidroascorbato e ser regenerada a ascorbato através
de um sistema enzimatico ou ser oxidada irreversivelmente gerando oxalato e treonato (Figura
6) (Barreiros et al., 2006). O ascorbato pode atuar na membrana celular diretamente, impedindo
a iniciagao da oxidacao lipidica, ou indiretamente pela regeneracao da vitamina E (Vasconcelos
etal., 2007).

OH
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5 ROS 5 | o
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Ascorbato Radical ascorbila
\ oH + H+
OH
O
Oxalato \\ +
- O
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Treonato \\
O

Desidroascorbato Ascorbato

Figura 6. Ciclo de oxidagéo do ascorbato (Barreiros et al., 2006).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Amostras

As polpas de frutas congeladas foram adquiridas no comércio da cidade de Campinas -
Sao Paulo (Brasil), todas do mesmo fabricante, e comercializadas em embalagem plastica
transparente de 100g e dentro do prazo de validade. Para cada polpa de fruta congelada foram
adquiridas quatro embalagens de 100 g de cada lote, sendo no total dois lotes. Apds a
aquisicao, as amostras foram conservadas a - 80 °C até o inicio das analises.

Na tabela 1 estdo listados os nomes cientificos e a origem das 18 frutas das quais foram
utilizadas polpas congeladas para a realizacdo deste trabalho, bem como a descrigdo da

composicao das polpas contidas no rétulo do produto.

4.1.2 Preparo das amostras

Cada amostra foi obtida pela mistura de quatro embalagens de 100 g de polpa
proveniente do mesmo lote, a qual foi diluida com agua na proporcdo de 100 g de polpa para
250 mL de agua Milli-Q, de acordo com recomendagdes do fabricante. Esta mistura foi entédo
homogeneizada por 1 min em liquidificador doméstico e submetida a centrifugacao a 6450 g por
20 min a 20 °C. O sobrenadante (extrato aquoso) foi coletado e utilizado para a realizacao de
todas as andlises em triplicata.

4.1.3 Reagentes, padroes e equipamentos

Os reagentes Folin-Ciocalteau, catequina, acido galico, 2,2'-azobis(2-amidinopropano)-
di-hidrocloreto (AAPH), &cido ascérbico, lucigenina, fluoresceina, luminol e hidroximetil-
aminometano (TRIS) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). O 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico (trolox) foi adquirido da Fluka ChemieGmbH
(Steinheim, Alemanha). O fosfato monossddico, fosfato dissoédico, perdoxido de hidrogénio,
cloreto de aluminio, hidréxido de sdédio, nitrito de sédio e dimetilsulfoxido (DMSQO) foram
adquiridos da Synth (Sdo Paulo, Brasil). O 2-6-diclorofenol-indofenol (DCFI) foi adquirido da
Nuclear (Sao Paulo, Brasil). O carbonato de sddio foi adquirido da Ecibra (Sao Paulo, Brasil).
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Fruta Nome Cientifico Origem Composicao das
Polpas
Abacaxi Ananas comosus (L.) Merrill ~ América Central/Nordeste do abacaxi integral
Brasil
Acai Euterpe oleracea Mart Norte do Brasil acai e agua
Acerola Malpighia emarginata DC Antilhas acerola integral
Cacau Theobroma cacao L. Alto do Amazonas cacau integral
Caja Spondias lutea L. Norte e Nordeste Brasileiro caja integral
Caju Anacardium occidentale L. Litoral Nordestino caju integral
Coco Cocus nucifera L. Arquipélagos do Oceano coco integral
Pacifico
Cupuagu Theobroma grandiflorum Floresta Amazénica cupuagu integral
Schum

Goiaba Psidium guajava L. Ameérica Central goiaba integral
Laranja Citrus sinensis Osbeck Sudeste Asiatico laranja integral
Limao Citrus spp. Sudeste Asiatico limao integral
Manga Mangifera indica L. india manga integral
Maracuja Passiflora edulis Sims Nordeste Brasileiro maracuja integral
Melancia Citrullus vulgaris Schrad india melancia integral
Pitanga Eugenia uniflora L. Brasil pitanga integral
Tamarindo Tamarindus indica L. india tamarindo integral
Tangerina Citrus reticulata Blanco Sudeste Asiatico tangerina integral
Umbu Spondias tuberosa Arr. Cam Nordeste Brasileiro umbu integral

Um leitor de microplacas Synergy Mx (Bio-Tek, Vermont, EUA), com deteccdo de UV/vis,

fluorescéncia e luminescéncia, foi usado para analisar a capacidade de desativacdo das ROS,

assim como para determinar os teores de compostos fendlicos totais e flavonoides totais. Foi

utilizada também uma centrifuga refrigerada CR21 (Hitachi High Speed Refrigerated Centrifuge,

Japéo).



22

4.2 Métodos

4.2.1 Determinacao dos compostos bioativos

4.2.1.1 Determinacao de compostos fendlicos totais

O conteudo de compostos fendlicos totais foi determinado usando o reagente de Folin-
Ciocalteau, com leitura da absorbancia a 765 nm, seguindo o método descrito por Singleton &
Rossi (1965) com algumas modificacdes. Neste método a mistura dos acidos fosfowolframico e
fosfomolibdico em meio basico se reduz ao oxidar os compostos das amostras, originando
oxidos azuis de wolframio (WgO,3) e molibdénio (MogO,3) (Kuskoski et al., 2006). A mistura
reacional teve um volume final de 300 pL, sendo composto pelos seguintes reagentes: Folin-
Ciocalteau, amostra em diferentes concentragbes e carbonato de sédio (7%). A quantificagao foi
realizada a partir de uma curva analitica com &cido gélico na faixa de concentracdes de 12,5 a
150 mg/L. Os resultados foram expressos em mg de equivalente de acido galico (EAG)/100 g de
polpa de fruta.

4.2.1.2 Determinagéo de flavonoides totais

O conteudo de flavonoides totais foi determinado segundo Zhishen et al. (1999) com
algumas modificagdes, por meio da reagdo com 22,5 mmol/L (concentracao final) de cloreto de
aluminio (AICIl3) na presenca de 21,7 mmol/L (concentragédo final) de nitrito de sédio (NaNO.,),
seguido de leitura da absorbancia a 510 nm. A mistura reacional foi conduzida em um volume
final de 300 pL, tendo os seguintes reagentes: NaNO, (5%), AICl; (10%), amostras em
diferentes concentragdes e hidroxido de sodio (1 M). A quantificagédo foi realizada a partir de
uma curva analitica com catequina nas concentragdes de 12,5 a 200 mg/L. Os resultados foram
expressos em mg de equivalente de catequina (EC)/100 g de polpa de fruta.

4.2.1.3 Determinagéo de acido ascérbico

O conteudo de acido ascérbico foi determinado usando o método de Tillmans (Instituto
Adolfo Lutz, 2004). Este método baseia-se na reducao de 2,6-diclorofenol-indofenol (DCFI) pelo
acido ascérbico. O DCFl em meio basico ou neutro € azul, em meio 4cido € rosa, e sua forma
reduzida é incolor. O ponto final da titulagéo foi detectado pela viragem da solugéo de incolor
para rosa, quando a primeira gota de solugcao de DCFI foi introduzida no sistema, com todo o
acido ascorbico ja consumido. Para cada amostra foi utilizada uma quantidade diferente de
extrato, a qual foram adicionados 50 mL de &cido oxalico 1% e mantida por 15 minutos ao
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abrigo da luz. Em seguida foi titulada com DCFI 0,2%. A quantificacdo de acido ascorbico foi
realizada pela comparacdo com padrdao de AA (50 mg/100 mL), titulado no dia da anélise. Os
resultados foram expressos em mg de equivalente de acido ascérbico (AA)/100 g de polpa de

fruta.

4.2.2 Métodos de desativacao das ROS

4.2.2.1 Desativacao do radical peroxila (ROO®)

A capacidade de desativacdo do ROQO® foi determinada pelo monitoramento do
decaimento da fluorescéncia, devido a oxidacdo da fluoresceina, de acordo com o método
descrito por Rodrigues et al. (2012). O ROQO"* foi gerado por decomposicao térmica do 2,2'-
azobis(2-amidinopropano)di-idrocloreto (AAPH) a 37 °C. A mistura reacional teve um volume
final de 200 pL, tendo os seguintes reagentes: AAPH (19 mM), fluoresceina (61,2 mM) e
amostras em diferentes concentragdes, diluidas em tampao fosfato 75 mM (pH 7,4). A
fluorescéncia foi monitorada com excitagédo a 485 nm e emissdao a 528 nm, sob forma de
cinética, com intervalos de 1 min, até a reducdao do valor da fluorescéncia a 0,5% da
fluorescéncia inicial. Os resultados para as polpas foram expressos em pumol equivalente ao
trolox, obtidos a partir de uma curva analitica com trolox (12 — 94 uM). Esta curva foi construida
com os valores de net area sob a curva (AUC) no eixo y e concentracdo no eixo x. A Net AUC
foi obtida pela diferenga entre a AUC de cada concentragéo de trolox e a AUC de tampao
fosfato 75 mM (7,4) (branco).

De acordo com Rodrigues et al. (2007), o método de desativagdo do ROO* possui limite

de deteccao de 2 uM e limite de quantificagcao de 7 uM.

4.2.2.2 Desativacao do peréxido de hidrogénio (H2Oy)

A capacidade de desativagdo do H,O, foi determinada pelo monitoramento da
quimiluminescéncia durante a oxidacado da lucigenina induzida pelo H,O,, de acordo com o
método descrito por Gomes et al. (2007). A mistura reacional foi conduzida em um volume final
de 300 puL, tendo os seguintes reagentes: lucigenina (0,8mM), H.O, (1%) e amostras em
diferentes concentragdes, diluidas em tampao TRIS 50 mM (pH 7,4). A analise foi realizada a
37 °C, com medicao de quimiluminescéncia apds um periodo de 10 min de incubagdo. O acido
ascérbico foi usado como controle positivo. Os resultados foram expressos como ICs
(concentragcao em pg/mL de extrato que inibe 50% da oxidagao da lucigenina pelo H2O,).
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4.2.2.3 Desativacao do radical hidroxila (*OH)

A capacidade de desativacdo do ‘OH foi medida por quimiluminescéncia, através do
monitoramento da oxidacao do luminol induzida pelo *OH, de acordo com o método descrito por
Gomes et al. (2006). O radical hidroxila foi gerado pela reacéo de Fenton (FeCl,-EDTA-H.O5). A
mistura reacional teve um volume final de 250 puL, com os seguintes reagentes: luminol (20 uM),
amostras em diferentes concentragdes, diluidas em tampéao carbonato (pH 10), FeCl, em EDTA
(25 pM e 100 pM) e H.O, (3,5 uM). As leituras de luminescéncia foram executadas a 37 °C
apdés um periodo de 5 min de incubacdo. O acido galico foi usado como controle positivo. Os
resultados foram expressos como ICsy (concentragdo em pg/mL de extrato que inibe 50% da

oxidacao do luminol pelo “OH).

4.2.3 Analise estatistica

Os resultados da caracterizagdo das polpas de frutas congeladas (compostos fendlicos
totais, flavonoides totais e &acido ascérbico), assim como os resultados de capacidade
antioxidante (ROO°®, H,O, e *OH) foram avaliados e correlacionados por andlise estatistica
multivariada através da Analise de Componentes Principais (ACP) e classificados por Andlise
Hierarquica de Agrupamento (AHA), utilizando o programa Statistica 6.0. Na ACP, todos os
dados foram denominados de varidveis ativas para a derivagdo das componentes principais. A
AHA foi obtida considerando as variaveis ativas da ACP e as polpas de frutas congeladas foram
agrupadas pelo agrupamento nao ponderado aos pares utilizando a distancia Euclidiana como
coeficiente de similaridade. Para a realizacdo das analises de ACP e AHA, foram considerados
como zero os valores de acido ascorbico nos extratos de polpas em que este composto nao foi
detectado pelo método utilizado; enquanto que para os extratos das polpas de melancia e de
coco que ndo atingiram ICsy, nas concentragcbes maximas analisadas para o método de
desativacao do H,O,, foi calculado o valor estimado pelo ajuste da curva de concentragédo
versus a porcentagem de inibicdo. Para facilitar a discusséo e visualizagdo dos resultados dos
métodos de desativagdo do H.O. e do *OH que foram expressos em ICs, estes foram tratados e
expressos como o inverso de ICsy (1/ICs), pois desta forma, quanto maior o valor, maior a

eficiéncia de desativagao destas ROS pelo extrato.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Conteudo de compostos bioativos

De acordo com os teores de compostos bioativos apresentados na tabela 2, as polpas

de frutas puderam ser organizadas na seguinte ordem decrescente:

> para o contetudo de CFT (acerola > acai > caju > goiaba > cupuacu > pitanga > laranja >
tamarindo > caja > tangerina > manga > cacau > abacaxi > maracuja > umbu > coco >
limdo > melancia);

> para o conteudo de FT (acai > cupuacu > acerola > goiaba > tamarindo > caja > cacau >
laranja > pitanga > maracuja > tangerina > manga > umbu > abacaxi > caju > limao >
coco > melancia); e

> para o contetido de AA (acerola > caju > laranja > tangerina > goiaba > manga > pitanga
> COCO > maracuja > abacaxi > caja > cupuagu > limado > tamarindo > agai > cacau >

melancia > umbu).

Entre as diferentes polpas de frutas congeladas analisadas foi observada uma grande
variagao nos teores de compostos fendlicos totais (de 6 (melancia) a 658 (acerola) mg
EAG/100g de polpa), de flavonoides totais (de 1 (coco e melancia) a 134 (agai) mg EC/100g de
polpa) e de acido ascérbico (de niveis nao detectados a 506 (acerola) mg AA/100g de polpa).

Dentre as polpas de frutas analisadas, a polpa de acerola foi a que apresentou o maior
conteudo de CFT (658 mg EAG/100g) e de AA (506 mg AA/100g). Estes valores ficaram dentro
da faixa encontrada por Mezadri et al. (2008) (de 452 a 751 mg EAG/100g e 478 a 904 mg
AA/100g, respectivamente) para polpas de acerola. O teor de FT obtido para a polpa de acerola
foi de 28 mg EC/100g, o que pode ser considerado intermediario quando comparado com as
demais polpas de frutas estudadas no presente trabalho.
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Tabela 2. Teores de compostos bioativos das polpas de frutas congeladas.

Polpas Compostos fendlicos Flavonoides totais Acido ascorbico
totais (mg EAG/100g) (mg EC/1009) (mg/100g)
Abacaxi 27 £0,5 (2%) 5+ 2 (35%) 6 * 3 (49%)
Acai 251 + 64 (26%) 134 + 44 (33%) ND
Acerola 658 + 179 (27%) 28 £ 11 (40%) 506 + 54 (11%)
Cacau 29 £5 (17%) 10 £ 3 (27%) ND
Caja 51 +4 (7%) 11 £ 3 (24%) 1+0 (28%)
Caju 95 £ 13 (14%) 4+0,5(11%) 167 £ 24 (14%)
Coco 10 £ 4 (45%) 1+£1(78%) 7 3 (42%)
Cupuacu 80 +1 (1%) 29 + 2 (6%) 1+0 (0%)
Goiaba 88 + 39 (45%) 25 + 4 (16%) 29 + 3 (9%)
Laranja 66 4 (7%) 10 £2 (18%) 62 +9 (15%)
Limao 8+2(18%) 2+0,5(21%) 1+0 (0%)
Manga 38 + 6 (15%) 6+1(21%) 18 £ 1 (6%)
Maracuja 26 + 2 (6%) 10 £ 2 (20%) 7 14 (59%)
Melancia 6 +0 (0,5%) 1+£0(5%) ND
Pitanga 73 £ 5 (7%) 10 £ 0,5 (6%) 12 £ 4 (31%)
Tamarindo 56 + 2 (3%) 24 £3 (11%) 1£0 (0%)
Tangerina 46 + 15 (33%) 9+0(1%) 58 £ 9 (15%)
Umbu 20 + 11 (56%) 6+ 0,5 (9%) ND

Os valores correspondem a média
analisado em triplicata (n=6);

catequina; ND = n&o detectado pelo método utilizado.

desvio padréo (desvio padrao relativo) de dois lotes,
EAG — equivalente de acido galico; EC — equivalente de

O teor de compostos fendlicos totais presente na polpa de acgai (251 mg EAG/1009)

ficou dentro da faixa encontrada por Santos et al. (2008), que analisaram onze polpas de acgai
de diferentes marcas usando o método de Folin-Denis (182,95 a 598,55 mg &cido tanico/100g),
porém foi menor que 424,9 mg EAG/100g, relatado por Ribeiro et al. (2010). Por outro lado,
Kuskoski et al. (2006) detectaram conteudo menor de CFT (136,80 mg EAG/100g). Nao foi
detectado AA pelo método usado, o que ja era esperado de acordo com a literatura (De Rosso
& Mercadante, 2007). Em relacdo ao teor de flavonoides totais, obteve-se 134 mg EC /100g,
demonstrando que esta polpa € uma boa fonte de flavonoides, pois ja é conhecido que as
antocianinas, pertencentes ao grupo dos flavonoides, sdo responsaveis pela cor caracteristica
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da fruta de acai (De Rosso et al., 2008). Apesar de Ribeiro et al. (2010) terem relatado menores
teores de flavonoides totais (55,9 mg EC/100g), a polpa de acai apresentou atividade
antimutagénica e antigenotéxica em camundongos tratados com o antitumoral doxorrubicina, e
que esta protecao foi mais eficiente no protocolo subagudo. Além disso, a protecao da polpa de
acai foi atribuida aos seus constituintes.

Neste trabalho, o teor de compostos fendlicos totais detectado na polpa de caju (95 mg
EAG/100g) foi menor que o valor reportado por Melo et al. (2008a) (357,85 mg EC/100gq);
porém, estes valores foram calculados considerando acido galico e catequina, respectivamente
como padrées, 0 que pode demonstrar uma reatividade diferente da catequina frente ao
reagente de Folin-Ciocalteau, em relacdo ao acido galico. Foi encontrado um baixo teor de
flavonoides, 4 mg EC/100g, em comparagcdo com o teor de CFT, deixando claro que os
flavonoides ndo sao os principais compostos fendlicos presentes nesta polpa. Por outro lado, a
polpa de caju mostrou-se boa fonte de acido ascorbico, com um valor de 167 mg AA/100g,
maior que o valor encontrado por Assungéo & Mercadante (2003) (102,36 mg AA/100g).

Kuskoski et al. (2006) relataram um teor de CFT em polpa de goiaba (83 mg EAG/1009)
muito proximo ao encontrado no presente trabalho (88 mg EAG/100g). Por outro lado, Melo et
al. (2008a) obtiveram valor maior, de 101,75 mg EC/100g. O teor de AA de 29 mg AA/100g esta
dentro da faixa relatada por Evangelista & Vieites (2006), de 4,57 a 58,04 mg AA/100g, obtidos
de polpa de goiaba de diferentes marcas e analisadas em diferentes tempos de
armazenamento.

O contetdo de CFT da polpa de cupuacu foi de 80 mg EAG/100g, sendo maior que os
valores reportados na literatura para a polpa desta mesma fruta, de acordo com Kuskoski et al.
(2006) (20,50 mg EAG/100g) e com Santos et al. (2010) (51,85 a 74,90 mg acido tanico/100g).
O teor de FT (29 mg EC/100g) da polpa de cupuacgu foi préximo ao encontrado nas polpas de
acerola e de goiaba, porém, a polpa de cupuacu apresentou um baixo contetdo de AA (1 mg
AA/100g), quando comparado a outras polpas ricas neste composto (acerola, caju e laranja)
(Tabela 2).

A polpa de abacaxi apresentou 27 mg EAG/100g de CFT, valor similar ao teor reportado
por Kuskoski et al. (2006) (21,70 mg EAG/100g). Por outro lado, Melo et al. (2008a)
encontraram teor maior, de 78,79 mg EC/100g para a polpa desta mesma fruta. O teor de AA
de 6 mg AA/100g ficou préximo aos valores reportados por Dantas et al. (2010), de 4,4 a 5,28
mg AA/100g, para polpas de abacaxi de diferentes marcas. O valor de FT de 5 mg EC/100g foi
similar aos teores encontrados na polpa de umbu e manga (Tabela 2).
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Os valores de CFT de polpa de maracuja encontrados por Genovese et al. (2008) (74
mg EAG/100g) e por Melo et al. (2008a) (77,06 mg EC/100g) foram maiores que o obtido neste
trabalho (26 mg EAG/100g), enquanto Kuskoski et al. (2006) relataram valor menor (20 mg
EAG/100g). Em polpa de maracuja, Genovese et al. (2008) reportaram menor teor de AA (4,30
mg AA/100g), em relagao ao valor obtido neste trabalho, que é de 7 mg AA/100g, enquanto que
Valente et al. (2011) relataram um teor de 12,2 mg AA/100g na fruta fresca de maracuja.

Os teores de CFT e de AA obtidos por Genovese et al. (2008) para a polpa de umbu
foram de 34 mg EAG/100g e de 2,5 mg AA/100g respectivamente, sendo maiores que 0s
valores encontrados neste trabalho (20 mg EAG/100g e AA nao detectado, respectivamente).

Nas polpas de pitanga, de tangerina, de caja e de manga (Tabela 2), Melo et al. (2008a)
encontraram teores maiores de CFT, de 150,31 mg EC/100g, 73,19 mg EC/100g, 91,37 mg
EC/100g e 70,76 mg EC/100g, respectivamente, do que os detectados no presente trabalho.

Em relacdo as polpas congeladas de laranja, de tamarindo, de cacau, de coco, de liméo
e de melancia, ndo foram encontrados dados na literatura referentes aos seus teores de CFT,
FT e AA. Porém, comparando os teores destes compostos nessas polpas analisadas (Tabela 2)
com os dados da literatura relatados para as respectivas frutas, verificou-se sempre maiores
teores de CFT e AA nas frutas frescas, como por exemplo, CFT em limao 61,47 mg EAG/100g,
laranja 77,23 mg EAG/100g, melancia de 18 a 24 mg EAG/100g (Fu et al, 2011), CFT em
laranja de 138 a 157 mg EAG/100g, melancia 15 mg EAG/100g (Isabelle et al., 2010), teores de
AA em laranja de 32,85 a 34,53 mg AA/100g e melancia 3,91 mg AA/100g (Isabelle et al.,
2010), e teores de AA em laranja de 36,1 mg AA/100g, limao 49,6 mg AA/100g, coco 0,9 mg
AA/100g e melancia de 3,7 mg AA/100g (Leong et al., 2002). Estes resultados indicam que
além das diferengas referentes a alguns fatores edafoclimaticos, tais como cultivar, local de
plantio e grau de maturidade na época de colheita, o processamento e as condigdes de
estocagem também podem explicar os menores conteudos de compostos bioativos presentes
nas polpas de frutas.

Cabe destacar os conteudos de CFT obtidos no presente trabalho sao similares aos
valores reportados por outros autores em polpas de frutas congeladas (Kuskoski et al., 2006;
Evangelista & Vieites, 2006; Santos et al., 2008; Genovese et al., 2008; Mezadri et al., 2008;
Dantas et al., 2010; Santos et al., 2010), exceto para os teores encontrados por Melo et al.
(2008a), onde foi utilizado catequina como padrdo. Esta diferenca pode ser atribuida a
reatividade diferente do acido galico e da catequina, utilizado no presente e demais estudos,
frente ao reagente de Folin-Ciocalteau.
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Em geral, observa-se uma variagdo bem grande nos valores de compostos fendlicos
totais, flavonoides totais e acido ascérbico entre as diferentes polpas de frutas, além dos
menores valores obtidos nas polpas em relacdo as respectivas frutas. Como esperado, estes
fatos confirmam que tanto os fatores intrinsecos (género, espécie, cultivar) e extrinsecos (meio
ambiente, estocagem, processamento e armazenamento) podem levar a variabilidade na
composicao tanto das frutas como de seus produtos processados, incluindo as polpas de frutas
congeladas (King & Young, 1999; Tomas-Barberan et al., 2001; Balasundram et al., 2006).

5.2 Capacidade de desativacao das ROS

A capacidade de desativacdo das ROS por 18 polpas de frutas congeladas estudadas
neste trabalho esta apresentada na Tabela 3.

E importante destacar que, os métodos utilizados neste trabalho para determinar a
capacidade de desativacdo de ROS (ROO*, H,O, e *OH) utilizam espécies reativas produzidas
em sistema bioldgico, diferentemente de outros métodos amplamente empregados, que utilizam
radicais livres estaveis nao biolégicos para determinar a capacidade antioxidante (por exemplo,
ABTS e DPPH). Outro importante fator a ser levado em consideracdo no estudo da capacidade
antioxidante de compostos bioativos € o mecanismo de desativacdo das espécies reativas
analisadas. O ROO®, por exemplo, é desativado provavelmente pelo mecanismo de
transferéncia de atomos de hidrogénio; ja o provavel mecanismo de desativagéo do H.O, é pela
adicdo desta espécie reativa ao sistema de ligagcdes duplas conjugadas. Enquanto que os
mecanismos de reagbes em que o "OH participa podem ser de adi¢cdo as ligagdes duplas
conjugadas e de transferéncia de atomos de hidrogénio. Dentre os compostos bioativos
estudados neste trabalho (CFT, FT e AA), todos apresentam caracteristica estrutural necessaria

para desativar essas espécies reativas (ROO°, H.O, e *OH).
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Polpa ROO" ' H,0,” ‘OH?
(umol trolox/100g) (ICs0 = pg/mL) (ICs0 = pg/mL)
Abacaxi 626 £ 254 (41%) 1631 £ 74 (5%) 187 £ 66 (35%)
Acai 7498 + 2509 (33%) 259 + 102 (39%) 311 (36%)
Acerola 6773 £ 74 (1%) 531 £ 126 (24%) 45 + 4 (10%)
Cacau 859 £ 109 (13%) 2049 £ 250 (12%) 150 + 48 (32%)
Caja 883 £ 190 (22%) 526 £ 50 (10%) 116 £ 27 (23%)
Caju 1568 £ 383 (24%) 2049 £ 1038 (51%) 207 £ 13 (6%)
Coco 166 + 43 (26%) 13847 + 1664 ° (12%) 447 + 74 (16%)
Cupuacu 1935 + 144 (7%) 700 + 81 (12%) 37 + 15 (41%)
Goiaba 1575 £ 249 (16%) 1454 + 148 (10%) 65 £ 19 (29%)
Laranja 1678 + 52 (3%) 1552 + 402 (26%) 164 + 43 (26%)
Limao 240 £ 3 (1%) 143 £ 2 (1%) 206 £ 23 (11%)
Manga 635 + 50 (8%) 3318 + 88 (3%) 415 £ 11 (3%)
Maracuja 923 £ 125 (14%) 390 £ 49 (12%) 205 £ 4 (2%)
Melancia 173 £ 24 (14%) 16864 + 2819 * (17%) 313+ 34 (11%)
Pitanga 953 + 166 (17%) 467 + 20 (4%) 89 + 9 (10%)
Tamarindo 1164 + 132 (11%) 572 + 14 (2%) 755 (7%)
Tangerina 1940 + 487 (25%) 1366 + 301 (22%) 139 £ 14 (10%)
Umbu 486 + 58 (12%) 418 + 86 (21%) 206 £ 19 (9%)

Os valores correspondem a média = desvio padrdo (desvio padrao relativo) de dois lotes,
analisado em triplicata (n=6). 'equivalente ao trolox; concentracéo que inibe 50% da oxidagao
da sonda; °na concentracdo maxima de 13847 pg/mL resultou na inibicdo de 20%; “na
concentracdo maxima de 16864 ug/mL resultou na inibicao de 27%.

Em geral, as polpas de frutas estudadas apresentaram niveis variados na capacidade de
desativacao frente as ROS analisadas. No presente estudo, os valores de capacidade de
desativagao do H.O, e "OH foram expressos em ICs, (concentracdo em pg/mL, que inibe 50%
da oxidagado da sonda); portanto, quanto menor o valor maior a eficiéncia de desativagao das
ROS estudadas.

Essa variagdo nos niveis de capacidade antioxidante das diferentes polpas de frutas
esta muito provavelmente relacionada aos contetdos, tanto quantitativo como qualitativo, dos

compostos bioativos presentes nestas polpas. De fato, também foi observada uma grande
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variagao nos conteudos de compostos bioativos (CFT, FT e AA) das polpas de frutas estudadas
(Tabela 2).

A polpa de acai foi a mais eficiente na desativacdo do ROO® e *OH, enquanto que a
polpa de limao apresentou a melhor capacidade antioxidante frente ao H.O.. Ja as polpas de
coco e melancia foram as que apresentaram menor eficiéncia em desativar todas as ROS
avaliadas, ndo sendo capazes de atingir os valores de ICsy para a desativacao do H.O, nas
concentracdes mais altas testadas, atingindo porcentagem de inibicdo em torno de 20% e 27%,
respectivamente.

De acordo com dados da literatura, Hogan et al. (2010) relataram valor de ORAC
(oxygen radical absorbance capacity) de 258.900 umol/100g de pé liofilizado de agai; enquanto
Rufino et al. (2010) obtiveram valor de 1510 umol/100g, utilizando o radical ABTS, para a fruta
de acai.

Na polpa de acerola analisada por Mezadri et al. (2008), usando o método ORAC, foram
encontrados valores na faixa de 3458 a 5883 umol/100g, sendo estes menores que o obtido no
presente trabalho (6773 umol/100g para o ROO®) para a mesma polpa. Enquanto que aplicando
os métodos de ABTS e de DPPH, os mesmos autores obtiveram valores de 3695 a 6476
pumol/100g e de 3831 a 8511 umol/100g, respectivamente.

A polpa de goiaba apresentou valor relevante na desativacdo de ROO® (1575
umol/100g) e de "OH (ICso de 65 pg/mL), no entanto, o resultado para o H.O, (ICso de 1454
pug/mL) foi considerado intermediario se comparado as demais polpas de frutas analisadas.
Isabelle et al. (2010) reportaram valor bem préximo ao deste trabalho para andlise realizada na
fruta de goiaba utilizando o método ORAC (1306 umol/100g). A polpa de cupuagu apresentou
resultados semelhantes a polpa de goiaba, sendo, muito eficiente para desativar o ROO® (1935
pumol/100g) e o *OH (ICs de 37 pg/mL), mas intermediaria para desativar o H.O, (ICso de 700
pg/mL). Este fato pode ser explicado principalmente pelos conteudos de CFT e FT (Tabela 2)
encontrados nestas polpas, devido as caracteristicas estruturais que favorece a doagédo de
hidrogénio as espécies reativas.

As polpas de laranja e tangerina também apresentaram resultados semelhantes na
desativacao frente as ROS analisadas. Ambas com valores altos na capacidade de desativagao
do ROO’ (laranja de 1678 umol/100g e tangerina de 1940 umol/100g) e valores intermediarios
de ICsy para H.O- (laranja de 1552 ug/mL e tangerina de 1366 pg/mL) e *OH (laranja de 164
png/mL e tangerina de 139 ug/mL), quando comparados as demais polpas. Estes resultados
estdo relacionados aos conteudos similares de CFT, FT e AA apresentados por essas polpas
(Tabela 2). De acordo com Isabelle et al. (2010), a fruta de laranja apresenta capacidade
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antioxidante de 2194 a 2619 umol/100g para o método ORAC, valor maior que o0 encontrado
para a respectiva polpa, o que ja € esperado, pois com 0 processamento da fruta a tendéncia é
que ocorra diminuicdo dos teores dos compostos presentes.

A polpa de caju apresentou valor de 1568 umol/100g para desativagcdo do ROO® e
também apresentou teor elevado de AA (167 mg AA/100g), demonstrando que um dos
mecanismos de desativacao de espécies reativas deste composto é provavelmente pela doagao
de hidrogénio. Este composto também demonstrou ser eficiente na desativacdo do radical
ABTS** (1120 umol/100g), como reportado por Rufino et al. (2010). No entanto, a polpa de caju
apresentou baixa eficiéncia em relacdo a desativacdo do H,O, (ICso de 2049 ug/mL) e do *OH
(ICsode 207 pug/mL) quando comparados a polpa de acai.

Observando os valores de capacidade de desativacao de ROS pela polpa de limao, esta
apresentou eficiéncia baixa em desativar o ROO* (240 umol/100g) e o "OH (ICs, de 206 pg/mL)
em relagdo as demais polpas analisadas. No entanto, foi a polpa mais eficiente para
desativagao do H.O; (ICs, de 143 pg/mL), apesar desta polpa néo ter apresentado altos teores
dos compostos bioativos estudados. Este comportamento pode ser atribuido a presenga na
polpa de algum composto ndo analisado neste trabalho e que possua polaridade semelhante
aos compostos estudados neste trabalho e capacidade antioxidante.

A capacidade de desativagao do H.O, e do *OH das polpas de maracuja e umbu foram
similares (Tabela 3), enquanto que para a desativagcdo do ROO® a polpa de maracuja
apresentou valor de 923 umol/100g e a polpa de umbu de 486 pmol/100g. De acordo com
Isabelle et al. (2010), o valor de ORAC da fruta de maracuja é 1582 pmol/100g, enquanto
Rufino et al. (2010) encontraram valor de 630 umol/100g em umbu, utilizando o método de
ABTS para analise.

Como mencionado anteriormente, as polpas de coco e de melancia foram as que
apresentaram menor eficiéncia frente as ROS analisadas (Tabela 3), ndo chegando a atingir o
ICso Nnas concentragdes maximas analisadas para a desativagdo do H,O,. No estudo realizado
por Isabelle et al. (2010) também foi encontrado valor baixo (194 umol/100g) para o método
ORAC em analise feita na fruta de melancia quando comparada as demais frutas.

Os valores de capacidade de desativacdo do ROO®, do H.O, e ao "OH obtidos para as
polpas de abacaxi, de manga, de cacau, de pitanga, de caja e de tamarindo (Tabela 3) podem
ser considerados intermedidrios frente as demais polpas analisadas. Observando a Tabela 2,
estas mesmas polpas também apresentaram teores intermediarios dos compostos bioativos
estudados, 0 que pode explicar os valores intermediarios de capacidade antioxidante destas
polpas em comparagao com as demais polpas de frutas analisadas.
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5.3 Correlacao entre a capacidade de desativacao de ROS e o conteudo de compostos
bioativos

A analise dos componentes principais (ACP) e a analise de agrupamento hierarquico
(AHA) foram utilizadas para agrupar e classificar as 18 polpas de frutas congeladas, permitindo
assim, avaliar a correlacao existente entre a capacidade de desativacdo das ROS especificas
(ROQO?*, H.0O, e "OH) com os conteudos de compostos fendlicos totais, flavonoides totais e acido
ascorbico.

Como pode ser observado na Figura 7, os dois componentes principais (CP1 e CP2)
foram responséaveis por 85% da variancia total. De acordo com a ACP, verificou-se uma
correlacao positiva entre a capacidade de desativacdo do ROO® e os conteudos de CFT (r =
0,82),de FT (r=0,81) e de AA (r = 0,58) (Figura 7 e Tabela 4), demonstrando que os teores de
compostos fendlicos totais, entre eles os flavonoides totais, apresentaram a maior contribui¢céo
para a desativacéao do ROO®, que é provavelmente devido ao fato desta ROS ser principalmente
desativada pela transferéncia de hidrogénio e estes compostos serem excelentes doadores de
hidrogénio para esta espécie reativa.

Similarmente, a correlacdo entre a capacidade de desativagdo do "OH e os compostos
bioativos foi alta e positiva com o contetdo de FT (r = 0,97), enquanto que a correlagdo com o
conteudo de CFT foi menor (r = 0,31) (Figura 7 e Tabela 4). No caso da correlagdo entre a
capacidade de desativacdo do H,O, e os componentes bioativos, a ACP indicou uma melhor
contribuicdo do contetdo de FT (r = 0,37), mas com uma contribuicdo menor dos teores de CFT
(r = 0,12) (Figura 7 e Tabela 4). Estes resultados indicam que o mecanismo mais provavel de
desativagao do H.O, e do "OH é pela adicao destas espécies reativas ao sistema de ligagbes
duplas conjugadas, que € maior na estrutura dos flavonoides do que nos demais compostos
fendlicos e no acido ascérbico. O mecanismo de desativagdo do *OH também pode ser pela

transferéncia de hidrogénio, fato indicado pela correlagdo com os teores de CFT.
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Figura 7. Projecdo das varidveis na andlise de componentes principais obtidas a partir dos

dados de capacidade de desativagdo de ROS e compostos bioativos das diferentes polpas de

frutas congeladas.

Tabela 4. Correlagao entre as variaveis obtidas nas analises efetuadas.

Variavel CFT FT AA ORAC H20> ‘OH
CFT 1,00 0,40 0,89 0,82 0,16 0,31
FT 0,40 1,00 0,02 0,81 0,37 0,97
AA 0,89 0,02 1,00 0,58 -0,06 -0,07
ORAC 0,82 0,81 0,58 1,00 0,26 0,75
H20: 0,12 0,37 -0,06 0,26 1,00 0,39
*OH 0,31 0,97 -0,07 0,75 0,39 1,00

No estudo de Wang et al. (1996) com 12 frutas diferentes, também foi encontrada

elevada correlagdo entre os valores da capacidade antioxidante, determinada através do

método ORAC, e os teores de compostos fendlicos. Estes autores ainda relataram que a

contribuicdo do 4acido ascérbico para desativacdo do ROO® foi menor, confirmando os

resultados obtidos no presente trabalho.
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A ACP (Figura 8) permitiu a separacao das polpas de frutas congeladas em trés grupos
de acordo com as caracteristicas de capacidade de desativacdao do ROO®, H,O, e *OH e com os
conteudos de compostos fendlicos totais, flavonoides totais e acido ascorbico. O primeiro grupo
€ formado pela polpa de acai, com elevado teor de FT (134 mg EC/100g de polpa) e maior
desativacdo do ROO® e *OH; no segundo grupo encontra-se a polpa de acerola, devido ao
elevado teor de CFT (658 mg EAG/100g de polpa) e AA (506 mg AA/100g de polpa); e o
terceiro grupo formado pelas demais polpas de frutas que n&o puderam ser separadas
considerando apenas os teores de compostos bioativos e a capacidade de desativacdo das
ROS estudadas. Dentro do terceiro grupo pode-se observar que as polpas de limao e caju
tiveram uma leve separacao das demais polpas deste grupo apesar de estarem muito préximas,
isto ocorreu provavelmente devido a elevada eficiéncia de desativar o H.O, com ICs, de 143
pg/mL pela polpa de limao, e pelo elevado conteido de AA de 167 mg AA/100g de polpa

apresentado pela polpa de caju.
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Figura 8. Distribuicdo das amostras obtidas pela andlise de componentes principais, a partir
dos dados de capacidade de desativacdo de ROS e composicdo de compostos bioativos das
diferentes polpas de frutas congeladas analisadas. Projecdo geral (a) e expansao da regidao

circundada (b).

No dendrograma (Figura 9), pode ser observado a separagao dos trés grupos formados,
bem como, o agrupamento bem préximo dos dois lotes de cada polpa analisada, demonstrando
que as caracteristicas estudadas (determinacdo de compostos bioativos e capacidade de
desativacao de ROS) neste trabalho para as 18 polpas de frutas congeladas, teve resultados

similares para dos dois lotes de cada polpa.
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Figura 9. Dendrograma, considerando a capacidade de desativagéo de diferentes ROS e os
conteudos de compostos fendlicos totais, flavonoides totais e &cido ascérbico, das 18 polpas de
frutas congeladas (L1-lote 1 e L2-lote 2).

Ao comparar a distribuicdo obtida para as polpas estudadas neste trabalho com os
dados reportados por Canuto et al. (2010), em estudo realizado com diferentes frutas, pode-se
observar uma distribuigao similar, em que o acgai ficou em um grupo, a acerola em outro grupo e

as demais frutas em outro grupo.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que as polpas de frutas congeladas
apresentam compostos bioativos capazes de desativar, in vitro, espécies reativas de oxigénio
de importancia biol6gica, nomeadamente ROO*®, H.O, e *OH.

Em geral, a capacidade de desativar ROO*, H,O, e “OH, bem como as concentrag¢des de
compostos bioativos variaram grandemente entre as 18 diferentes polpas de frutas. Em relacéo
ao conteudo de compostos bioativos, os teores de compostos fendlicos variaram de 6 a 658 mg
EAG/100g, os de flavonoides totais de 1 a 134 mg EC/100g e os de acido ascérbico de nao
detectado a 506 mg AA/100g. A polpa de acerola apresentou os maiores teores de compostos
fendlicos totais e de acido ascérbico, enquanto na polpa de acai foi encontrado o maior teor de
flavonoides totais. Entre as polpas analisadas, a polpa de agai foi a que apresentou a melhor
eficiéncia na desativacdo frente as ROS estudadas. Destacou-se também a polpa de acerola
para a desativacdo do ROO?®, a polpa de liméo para a desativagdao do H,O, e as polpas de
acerola e de cupuagu para a desativagao do “OH.

Este estudo confirma a alta correlagéo entre a capacidade de desativacao do ROO® e os
compostos fendlicos, em especial a classe dos flavonoides. Além disso, os resultados indicam
que o grupo dos flavonoides também apresenta uma alta capacidade de desativagdo do "OH,
porém menor eficiéncia na desativacao do H,O,. Por outro lado, o &cido ascérbico parece ter
pouca contribuicdo ou até mesmo correlagdo negativa frente a desativagdo das ROS
estudadas.
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