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RESUMO
A utilizacdo de espécies exoticas na alimentacdo humana vem ganhando cada vez
mais espaco. Entretanto, ainda sdo poucas as informacdes cientificas sobre o
potencial nutricional e funcional dessas espécies. A pitaia vermelha (Hylocereus
polyrhizus) e a pitaia branca (Hylocereus undatus), também conhecidas como
“‘Dragon Fruit” (fruta-do-dragédo), se encaixam nesse contexto. Desse modo, o
objetivo desse trabalho foi realizar a caracterizagcdo quimica e determinar a
capacidade antioxidante da polpa das pitaias vermelha e branca coletadas no horto
da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora, bem como,
avaliar a toxicidade dos extratos obtidos a partir dessas polpas. A caracterizagao
quimica das pitaias foi feita por meio de analise laboratorial da composicao
centesimal. A atividade antioxidante foi medida pelo método do radical 2,2-difenil-1-
picrilidrazila (DPPH). O teor de fendlicos totais foi determinado utilizando o método
de Folin-Ciocalteu e a toxicidade dos extratos obtidos a partir da polpa desses frutos
foi verificada por meio do ensaio com o microcrustaceo Artemia salina. Os resultados
da composicdo centesimal em base seca, para as pitaias vermelha e branca,
respectivamente, expressos em %p/p (g/100g) foi de 85,70 £ 1,12 e 85,26 + 0,62
para carboidratos; de 7,33 + 0,85 e 8,18 + 0,17 para proteinas; de 2,19 + 0,10 e 2,45
+ 0,15 para lipidios e de 4,77 + 0,05 e 4,11 + 0,09 para cinzas. Os extratos da polpa
foram obtidos utilizando metanol/agua (80:20). A atividade antioxidante na CEso, foi
de 327,26 + 4.47 uyg/mL e 737,72 = 2.08 pg/mL para pitaias branca e vermelha,
respectivamente, valores considerados baixos para esse método. O teor de fendlicos
encontrado para a pitaia branca foi de 678,80 + 64,13 mg EAG/100g e de 503,41 +
52,06 mg EAG/100g para a pitaia vermelha. O coeficiente de Pearson para as
pitaias vermelha e branca, respectivamente, foi de 0,9563 e 0,9949, sendo a relagéao
entre concentragdo de fendlicos e atividade antioxidante considerada como muito
forte. O ensaio de toxicidade frente a Artemia Salina resultou em valores de DLso de
1148,14 ug/mL and 1515,98 ug/mL para pitaias branca e vermelha, respectivamente,
sendo ambas, portanto, ndo téxicas. Portanto, a pitaia € uma fruta com potencial

para ser incorporada na dieta dos brasileiros.

Palavras-chave: Pitaia. Composic¢ao centesimal. Atividade antioxidade. Compostos

fendlicos. Artemia Salina.



ABSTRACT

Exotic species’ use is increasingly gaining ground in human food. However, there is
little scientific information about nutritional and functional potential of these species.
Red pitaia (Hylocereus polyrhizus) and white pitaia (Hylocereus undatus), also
known as "Dragon Fruit", fit in this context. This study aimed at performing chemical
characterization and determining antioxidant capacity of the red and white pitaya
flesh colected in Faculty of Pharmacy of the Federal University of Juiz de Fora, as
well as evaluating the toxicity of the extracts obtained from these pulps. Pitaya’s
Chemical characterization was done through laboratory analysis of the centesimal
composition. Antioxidant activity was measured by the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
radical method (DPPH). Total phenolic content was determined using Folin-Ciocalteu
method and the toxicity of the extracts obtained from the pulp of these fruits was
verified by tests with the micro crustaceous Artemia salina. Centesimal composition’s
results on dry basis, for red and white pitayas, respectively, expressed in %p/p
(9/100g) was 85.70 + 1.12 and 85.26 + 0.62 for carbohydrates; 7.33 + 0.85 and 8.18
+ 0.17 for proteins; 2.19 + 0.10 and 2.45 + 0.15 for lipids and 4.77 £ 0.05 and 4.11 *
0.09 for ashes. Pulp extracts were obtained using methanol/water (80:20). The
antioxidant activity in ICso was 327.26 + 4.47 yg/mL and 737.72 + 2.08 ug/mL for
white and red pitayas, respectively, considered low for this method. Phenolics’
content found for white pitaya was 678.80 + 64.13 mg GAE/100g and 503.41 + 52.06
mg GAE/100g for red pitaya. Phenolics’ content found for white pitaya was 678.80 *
64.13 mg GAE/100g and 503.41 + 52.06 mg GAE/100g for red pitaya. The Pearson
coefficient for the red and white Pitaya, respectively, was 0.9563 and 0.9949, with the
ratio between phenolic concentration and antioxidant activity being considered very
strong. The toxicity test against Artemia Salina resulted in EDso values of 1148.14
Mg/mL and 1515.98 ug/mL for white and red pitaya, respectively, both were,
therefore, non-toxic. Therefore, pitaya is a fruit with potential to be incorporated into

Brazilians’ diet.

Keywords: Pitaya. Centesimal composition. Antioxidant activity. Phenolic

compounds. Artemia Salina.
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1 INTRODUCAO

A incorporacdo de plantas alimenticias ndo convencionais (PANC) na
alimentacdo vem se tornando cada vez mais evidente, levando a crescente
necessidade do estudo e caracterizacdo dos mesmos. A pitaia vermelha (Hylocereus
polyrhizus) e a pitaia branca (Hylocereus undatus), também conhecidas como
“‘Dragon Fruit”, se encaixam nesse perfil, sendo assim uma fonte de pesquisa
(CHAVES, 2016; NUNES et al., 2014).

Devido ao sabor doce e suave da pitaia, da polpa firme e repleta de
sementes, e de suas propriedades nutricionais e funcionais, essa fruta possui
grande aceitacdo nos mercados consumidores, o que tem despertado o interesse
nos produtores. O alto valor pago pelo quilo da fruta, que pode variar de dez a
sessenta reais, dependendo da época do ano e da demanda, também constitui um
grande atrativo para o plantio dessa frutifera em escala comercial (LIMA et al., 2013;
NUNES et al., 2014; ORTIZ; TAKAHASHI, 2015).

Normalmente o consumo da fruta é ao natural, no entanto, a polpa congelada
pode ser usada para a producdo de sorvetes, iogurtes, geleias, conservas,
compotas, sucos, doces e bolos (COSTA, 2012). Ademais, a pitaia também pode ser
utilizada comercialmente como fonte da enzima protease (AMID; MANAP; ZOHDI,
2014).

Sendo produzida por uma cactacea trepadeira originaria do México, América
Central e do Sul, a pitaia apresenta um cultivo promissor e € procurada nao so pelo
seu exotismo, como também pelas suas caracteristicas organolépticas, nutricionais e
funcionais. Os compostos bioativos presentes na pitaia, tanto na polpa como na
pele, tém sido estudados devido ao seu potencial na prevengdo de doencas,
principalmente as relacionadas ao estresse oxidativo, como as cardiovasculares, o
diabetes, o cancer e as doencas inflamatorias (ADNAN; OSMAN; HAMID, 2011,
COSTA, 2012; KIM et al., 2011).

Além disso, a pitaia é rica nos pigmentos naturais betalainas que possuem
atividade antioxidante e potencial para serem extraidos e utilizados na industria
alimenticia e cosmética (ADNAN; OSMAN; HAMID, 2011; ESQUIVEL; STINTZING;
CARLE, 2007; SUH et al., 2014). Sua polpa possui diminutas sementes ricas em

acidos graxos essenciais e outros derivados lipidicos que também possuem
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atividade antioxidante (ADNAN; OSMAN; HAMID, 2011; KAMAIRUDIN, et al., 2014;
TZE et al., 2012).

O potencial antioxidante e nutricional da pitaia tem despertado a atencéao de
pesquisadores em todo o0 mundo. A pitaia tem sido relatada como sendo fonte de
vitaminas do complexo B como a tiamina (B1), a riboflavina (B2) e a niacina (Bs), de
substancias terpénicas como o0 betacaroteno (pré vitamina A), o licopeno e a
vitamina E, de polifendis, de vitamina C, de minerais como 0 potassio, 0 magnésio e
o calcio, do pigmento natural betalaina, de carboidratos e de &cidos graxos
essenciais. A capacidade antioxidante da pitaia é dada principalmente pela presenca
de compostos como o 4cido ascorbico, carotendides e polifendis, sendo essa agao
benéfica bastante visada para combater o estresse oxidativo no corpo, prevenindo
doencas degenerativas (ABREU et al., 2012; COSTA, 2012).

A producéo de radicais livres € normal no metabolismo sendo relevante em
véarias fungdes como fagocitose, cadeia respiratoria, sinalizacdo celular e regulacéo
génica. Nos momentos em que a concentracdo de espécies reativas se torna
aumentada o organismo dispbe de um eficiente sistema antioxidante para que o
equilibrio seja restabelecido, e isso esta diretamente relacionado com uma boa dieta
e com enzimas designadas para esse fim. Portanto, 0 consumo e a utilizacao tépica
de produtos naturais, contendo compostos antioxidantes, sdo relacionados a uma
menor incidéncia de doencas j4 descritas como associadas ao estresse oxidativo
como Alzheimer, cancer, entre outras (JUSTUS, 2014). Ramli e colaboradores
(2014) comprovaram a eficiéncia da protecdo cardiovascular e hepatica da
suplementacdo de suco de pitaia vermelha em ratos obesos e com sindrome
metabdlica induzida.

Com uma preocupacgao crescente a respeito da seguranca de utilizagédo de
antioxidantes sintéticos, como o butilhidroxianisol (BHA) e o butilhidroxitolueno
(BHT), é destacada também a relevancia de um campo de pesquisa relacionada
com produtos naturais que apresentem essas propriedades (KIM et al., 2011).

Tendo em vista esses beneficios, esse trabalho teve como objetivo o estudo
do tema e dos parametros nutricionais, a verificagcdo da atividade antioxidante, a
guantificacdo de fendlicos e a ecotoxicidade da polpa dos frutos da pitaia vermelha
(Hylocereus polyrhizus) e da pitaia branca (Hylocereus undatus) coletadas no horto

da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 APITAIA

A flora nacional possui uma multiplicidade de espécies vegetais e isso esta
relacionado a diversidade climéatica ao longo do territorio brasileiro. Das espécies
conhecidas por produzirem frutos comestiveis existem varias ja inseridas
diariamente na dieta brasileira, assim como também existem alguns frutos poucos
conhecidos que poderiam ser incorporados a alimentacdo como, por exemplo, a
pitaia (PEREIRA, 2011).

A parte comestivel do fruto, 0 mesocarpo (polpa), possui diminutas sementes
pretas distribuidas de forma homogénea e representa de 60 a 80% do peso em
frutos maduros. Ela apresenta textura mucilaginosa e possui um rendimento de
cerca de 55% do fruto, podendo variar entre as espécies (LIMA et al., 2013).

Na Figura 1, podemos observar o fruto maduro aberto da pitaia vermelha

(Hylocereus polyrhizus) e na Figura 2, a branca (Hylocereus undatus).

Figura 1 - Fruto maduro aberto - Pitaia vermelha (Hylocereus polyrhizus)

e oy A e T T

Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 2 - Fruto maduro aberto - Pitaia branca (Hylocereus undatus).

Fonte: Arquivo pessoal

Esse fruto é considerado um dos mais belos do mundo e é conhecido por
varios nomes por onde passa. Assim, ele é batizado segundo algumas
caracteristicas observadas na planta. Um desses nomes € “rainha da noite”, por
suas flores que se abrem em uma sé noite. “Fruta do drag&o”, ou Dragon Fruit,
também é um dos nomes dados, e se deve as escamas presentes no fruto, que se
assemelham com a pele de dragdo (ANDRADE; MARTINS; SILVA, 2007). O nome
“pitaia” originou-se do termo “pitahaya”, que significa fruta escamosa. Ele se refere a
um povo chamado Tainos, os quais viviam em ilhas na América Central (NUNES et
al., 2014).

As pitaias vermelha e branca tém sua origem na América do Norte, mais
precisamente no México, e também Ameéricas Central e do Sul e pertence a familia
Cactaceae e ao género Hylocereus (ANDRADE; MARTINS; SILVA, 2007; COSTA,
2012). Ha relatos em documentos historicos que a pitaia era uma fruta popular para
a populacéo Asteca que vivia nesses continentes (KIM et al., 2011).

O maior produtor e exportador mundial dessa fruta € o Vietnd, mas ela é
largamente cultivada em outros paises asiaticos como a Malasia e a Tailandia (SUH
et al., 2011). E também cultivada comercialmente na Colémbia, na Nicaragua, na
Australia e em Israel (KHALILI; ABDULLAH; MANAF, 2012). Ja no Brasil, as areas
de maior destaque para a producao de pitaia estdo no Sudeste de Sao Paulo, na
regido de Catanduva, onde a cultura da pitaia se aclimatou muito bem, com
producdo de frutos nos meses de dezembro a maio (CALDAS; VERSLYPE, 2016;
MOREIRA et al.,, 2011;). Existem diversos plantios distribuidos no Brasil, sendo

alguns desses na regido da Chapada do Apodi, nos municipios de Limoeiro do Norte
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e Quixeré, estado do Ceara, onde as plantas produzem frutos o ano inteiro (NUNES
et al., 2014).

Ela € uma planta perene e epifita, ou seja, vive sobre outras plantas e rochas
ou necessita de estaca. Quando utilizada a estaca, o comprimento da mesma é de
fundamental importancia, ja que influencia diretamente nas reservas de carboidratos
e nas auxinas enddgenas (hormonio vegetal), 0 que por sua vez interfere no nimero
e tamanho de brotacdes, na sobrevivéncia, e no tempo de emissdo de raizes
durante o crescimento inicial (PONTES FILHO et al., 2014).

A pitaia possui ramos suculentos, classificados morfologicamente como
cladédios, de coloracdo verde, trigonos com pouco mais de 20 centimetros e
aculeos de 1 a 4 milimetros de comprimento. Apesar de ter preferéncia por climas
guentes, a pitaia pode adaptar-se desde climas aridos até tropicais ou subtropicais,
sendo pouco exigente em relacdo a qualidade do solo (DONADIO, 2009; NUNES et
al., 2014; PONTES FILHO et al., 2014). Também é importante salientar que suas
raizes sao fibrosas e fartas, apresentando também raizes adventicias, que auxiliam
na obtencdo de nutrientes e na sustentacdo da planta (ANDRADE; MARTINS;
SILVA, 2007; SILVA; MARTINS; CAVALLARI, 2011).

2.1.1 Cultivo e manejo

2.1.1.1 Formacédo de mudas

Para a propagacao da pitaia, geralmente € utilizado o método de estaquia,
que consiste no estimulo do enraizamento de parte dos caules para formagéo de
uma nova planta. Esse procedimento de propagacdo vegetativa é desejavel, visto
que é um método assexuado e que leva a producédo de novas plantas idénticas a
planta-base (MARQUES et al., 2012). Ao utilizar esse método o florescimento ocorre
apos 1 ou 2 anos (PONTES FILHO et al., 2014). Contudo, a utilizacdo de método
sexuado pode ser positivo quando o foco é o melhoramento genético, podendo
aumentar sua variabilidade (ANDRADE; MARTINS; SILVA, 2007).

Por ser oriunda de florestas umidas da América tropical e subtropical, a pitaia
pode sofrer grandes danos e até morrer quando cultivada sob luminosidade intensa.
Em varias destas cactaceas, a atividade fotossintética e o crescimento das plantas

inibem-se quando crescem em locais expostos a radiacao solar total, levando a um



18

amarelamento dos cladédios. (SILVA; MARTINS; CAVALLARI, 2011). Porém, ao ser
cultivada em sombreamento excessivo, 0 desenvolvimento da planta pode ser
prejudicado resultando em estiolamento de cladddios, favorecimento da proliferacéo
de fungos e severa reducédo do florescimento, afetando assim a producéo (SILVA et
al., 2015).

A familia a qual a pitaia pertence é formada por vegetais que necessitam de
pouca agua, portanto, deve-se ter o cuidado de ndo deixa-la com um excesso de
umidade no enraizamento, que pode levar ao apodrecimento e ao nhao
desenvolvimento geral da planta (MARQUES et al., 2012).

2.1.1.2 Floracéo e frutificacéo

Na regido sudeste as flores geralmente aparecem no inicio do verdo e
perduram de dezembro a marco, apresentando de trés a cinco periodos de floracao.
Observa-se o fim da frutificacdo no outono, ou seja, sua producdo comeca em
janeiro e pode ir até 0 més de maio. A partir disso, pode-se dizer que a precipitacao
e as altas temperaturas intensificam e levam a uma maior reproducao (MARQUES et
al., 2011).

Suas flores séo grandes (20 a 30 cm de largura), perfumadas, hermafroditas,
e se apresentam com uma coloracao branca ou rosada, e se abrem somente uma
noite e fechando nas primeiras horas da manha seguinte (ANDRADE; MARTINS;
SILVA, 2007; SILVA; MARTINS; CAVALLARI, 2011). O botao floral demora de 19 a
21 dias para se desenvolver. Ja o fruto matura num periodo de 30 a 40 dias apos a
flor se abrir (antese). O tempo total desde o botdo floral até os frutos se
apresentarem proprios para consumo dura aproximadamente de 50 a 60 dias
(MARQUES et al., 2011).

O fruto das pitaias vermelhas e brancas é uma baga que possui diametro de
cerca de 10 a 20 cm, com formato globuloso e subglobuloso, apresenta coloragéo
externa verde quando imatura e vermelha quando madura, além de ser coberto por
bracteas (escamas). A polpa apresenta cores que variam do vermelho-purpura
brilhante ao branco, com inUmeras sementes escuras comestiveis que se encontram
distribuidas por toda a polpa (ALVES; GODOY; CORREA, 2011; NUNES et al.,
2014).
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O processo de floragao foi documentado com imagens no horto da Faculdade

de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora, no verdo de 2016 (Figura 3).

Figura 3 - Sequéncia dos eventos fenolégicos que ocorreram durante o periodo
reprodutivo d pitaia no horto da Faculdade de Farmacia da UFJF (2016).

e .

(1) aparecimento do botdo floral; (2 a 9, ) elongamento do botdo floral; (10 e 11) inicio do
desprendimento das sépalas; (12) abertura da flor; (13 e 14) flor polinizada, (15 a 17) fruto em
crescimento, (18 e 19) maturacédo do fruto; (20) fruto maduro cortado transversalmente.

Fonte: Arquivo Pessoal
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2.1.2 Composigao nutricional

A pitaia é conhecida no exterior por possuir uma ampla gama de compostos
bioativos benéficos a saude, porém ainda sédo poucas as informacfes disponiveis,
no Brasil e no mundo, sobre a composi¢cdo quimica desse fruto. As tabelas de
composi¢do quimica de alimentos disponiveis no Brasil ndo dispdem de dados sobre
essa fruta. Estudos mais aprofundados de sua composicdo se fazem necessarios
para que se adquira um maior conhecimento acerca da contribuicdo nutricional
dessa fruta na dieta do brasileiro (ABREU et al., 2012).

Os poucos estudos sobre sua composi¢cdo nutricional mostram que a pitaia
nao apresenta um conteudo diferenciado se compararmos com outras frutas,
principalmente com frutas tropicais. A pitaia contém muita umidade, poucos lipidios e
proteinas, maior quantidade de carboidratos, e quantidades de minerais e de
vitaminas que néo se destacam em relacdo a outras frutas. O que chama a atencgéo
para inidmeros estudos € a quantidade de compostos bioativos, principalmente
pigmentos e metabdlitos fendlicos. Esses metabdlitos especiais, nos vegetais,
podem estar relacionados com sazonalidade, ritmo circadiano, desenvolvimento e
defesa, mas nos seres humanos, em baixas concentragbes, desempenham um
importante papel de protecdo como agentes antioxidantes, capazes de retardar ou
inibir a oxidacdo de diversos substratos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; NUNES et
al., 2014).

Em sua polpa observa-se a presenca de beta-caroteno, licopeno e
oligossacarideos néo digeriveis com caracteristica prebiotica (WHICHIENCHOT;
JATUPORNPIPAT; RASTALL, 2010). Os oligossacarideos presentes na pitaia sédo
resistentes ao pH acido do estdmago e parcialmente resistentes a a-amilase e
possuem atividade prebidtica, ou seja, servem de alimento seletivo para os
Lactobacillus e as bifidobactérias do intestino (ORTIZ-HERNANDEZ; CARRILLO-
SALAZAR, 2012).

As pequenas sementes pretas distribuidas em sua polpa sao constituidas em
50% de acidos graxos essenciais, sendo 48% de acido linoléico (bmega-6) e 1,5%
de acido linolénico (dmega-3). O o6leo da semente de pitaia € uma fonte natural de
antioxidantes, pois contém metabdlitos fendlicos, tocoferdis e esterbis (LIM, et al.,
2010; ORTIZ-HERNANDEZ; CARRILLO-SALAZAR, 2012). A existéncia desses

compostos, além dos acidos graxos insaturados, faz com que o 6leo das sementes
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de pitaia, quando incorporado a cosméticos, ajude a equilibrar o metabolismo da
pele, nutrindo-a (KAMAIRUDIN et al., 2014). Estudos também relacionam o 6leo da
pitaia com suave atividade laxante e hipocolesterolémica (colesterol total e colesterol
de baixa densidade — LDL) (NUNES et al., 2014).

A importancia nutricional dessa fruta estd relacionada também com a
presenca de quantidades consideraveis de carboidratos, vitamina E (0,26 pg/100g),
beta-caroteno (1,4 ug/100g), licopeno (3,4 pg/100g), acido ascérbico, (BELTRAN-
OROZCO et al., 2009; WHICHIENCHOT; JATUPORNPIPAT; RASTALL, 2010) além
de vitaminas Bi, B2 e Bs, polifendis, potassio, magnésio e célcio (ABREU et al.,
2012; COSTA, 2012).

2.1.3 Capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante da pitaia se deve, principalmente, pela relagéo
entre as quantidades significativas de acido ascoérbico, carotenoides, (ABREU et al.,
2012) betalainas e compostos fendlicos contidos na fruta, fazendo com que ela
tenha um potencial para ser considerada como alimento funcional
(FATHORDOOBADY et al., 2016; TENORE; NOVELLINO; BASILE, 2012).

A betalaina, presente tanto na casca quanto na polpa da pitaia, € um
pigmento solivel em agua e contém acido betalamico em sua estrutura. Esse
pigmento € conhecido pela sua coloracdo avermelhada e amarelo-alaranjado, assim
como pelas propriedades antioxidante, anti-inflamatéria e quimiopreventiva
(GARCIA-CRUZ et al., 2013; SUH et al., 2014; WU et al., 2006).

Esse pigmento, que é um composto N-heterociclico que esta presente no
vacuolo das plantas. Além disso, as betalainas sédo divididas em dois grupos, as
betaxantinas e as betacianinas, sendo que as betaxantinas possuem coloracao
amarelo-alaranjado e as betacianinas tém cor vermelho-parpura, e elas sé&o
responsaveis pelas diferentes cores das flores e dos frutos (GARCIA-CRUZ et al,
2013; LIM, et al., 2010; NUNES et al., 2014).

Contudo, a betalaina ndo é tdo estudada quanto outros pigmentos (como
antocianidina e carotenoides) por ndo ser amplamente distribuida entre as flores e
frutos mais comuns. A maior fonte de obtencdo de betalainas atualmente € a
beterraba, mas ela apresenta substancias como geosmina e pirazina que levam a

um sabor desagradavel de terra, aléem de possuir alto conteido de nitrato. Ja o
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material extraido na pitaia ndo apresenta esses compostos, podendo ser utilizado
como pigmento em alimentos que apresentam um sabor caracteristico e que nao
podem sofrer influéncia de sabores secundéarios (MELLO et al., 2015; TZE et al.,
2012). Tze e colaboradores (2012) chamam a atencdo para os beneficios da
utilizagc&o do fruto inteiro como agente colorante, uma vez que além do propésito de
agregar cor ao produto agregaria também valor nutricional.

Os compostos fendlicos também estdo muito presentes na composicao da
pitaia (ABREU, 2012). Esses compostos possuem anel aroméatico e, ligado a ele, um
ou mais grupos hidroxila. Essa classe de substancias é conhecida por sua
capacidade antioxidante. A posicdo e quantidade de grupos hidroxila nos fendlicos
determinam o potencial antioxidante da molécula (SILVA et al., 2010).

A interacdo dos radicais livres com os compostos fendélicos faz com que os
radicais sejam consumidos durante a reacdo. Esse processo é relevante na reducéo
de riscos de saude, mas também podem ser utilizado para conservar a qualidade de
alimentos ja que é capaz, por exemplo, de reduzir a oxidacdo lipidica em tecidos

vegetal e animal (ANGELO; JORGE, 2007; MAHATTANATAWEE et al., 2006).

2.2 RADICAIS LIVRES E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

As varias moléculas e radicais, as quais sdo denominadas espécies
oxidantes, sdo produzidas principalmente a partir do metabolismo aerébico. Elas
possuem um papel no organismo e atuam no processo fisiolégico normal, porém,
quando produzidas em excesso, podem levar ao dano celular e a processos
patolégicos (SILVA; GUERRA, 2010).

As células que sdo atacadas pelos radicais podem alterar o cédigo genético
pela destruicdo de pares de bases do DNA, reduzir a expressao génica pela
alteracdo de fatores de transcricao, ativar ou desativar enzimas fundamentais para o
desempenho de fungdes vitais para as células, romper a parede celular através da
oxidacao lipidica, dentre outros. Portanto, a degradacdo causada pode levar a perda
parcial ou total das funcdes fisiologicas do organismo, promovendo danos que
colaboram para o aparecimento de doencas degenerativas e para o envelhecimento
precoce (SELLES, 2011).

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas que possuem em sua estrutura

um ou mais elétrons ndo emparelhados, e essa definicdo inclui a maioria dos ions



23

dos metais de transi¢do, o oxigénio molecular e o atomo de hidrogénio, que tem um
elétron ndo emparelhado (RIBEIRO et al., 2005).

Pode-se evidenciar a elevada capacidade desses radicais de formar novos
radicais livres através de reacbes em cadeia, além de serem considerados
extremamente reativos. Essa reatividade se d& pela instabilidade dos radicais, o que
os faz reagir mais rapidamente com outros componentes quimicos. Para que a
instabilidade cesse é necessario que se doe ou retire um elétron de outra molécula
(SELLES, 2011).

As principais espécies reativas de oxigénio (ERO) estdo organizadas no
Quadro 1 abaixo, sendo importante frisar que nem todas as espécies reativas de
oxigénio sao radicalares, como por exemplo 0 0z6nio e o peréxido de hidrogénio
(COTINGUIBA et al., 2013).

Quadro 1 - Espécies reativas de oxigénio (ERO)

Oz¢- | Anion Superéxido ou radical superroxido

HOe+ | Radical hidroxila

RO+ | Radical alquila

HO2¢ | Radical hidroperoxila

ROO- | Radical peroxido

ROOH | Hidroperoxido organico

RCO2 | Carbonila excitada

O3 Ozb6nio

102 | Oxigénio Singleto

H202 | Peroxido de hidrogénio

R representa um grupo orgénico ou o hidrogénio

Também sao importantes as espécies reativas de nitrogénio (ERN), das quais
podemos citar o ion peroxinitrito (ONOO"), o éxido nitrico (NO-) e o radical didxido de
nitrogénio (NOz¢). O anion peroxinitrito (ONOO") e o acido hipocloroso (HOCI) nao
sao considerados radicais livres, mas podem desencadear a produ¢do dos mesmos,
e por isso estdo enquadradas como espécies reativas (JUSTUS, 2014). Ademais,
temos outros exemplos que podem levar a formagédo de novos radicais livres, como

exemplo: radicais tiila (RS¢), cloraminas (R2NCl e RNCIl2 — onde R representa um
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grupo organico ou o hidrogénio), cloreto de nitrila (NO2CIl) e metais de transicao
(Fe, Cu, Mn, etc.) (VASCONCELOS, 2007).

2.2.1 Func®es fisiologicas mediadas por ERO e ERN

Existem varias fatores externos que podem induzir a formac¢do de radicais
livres no organismo, como o o0zo6nio, radiacdo, dieta, cigarro, xenobioticos,
sedentarismo, poluicdo do ar, estresse psicologico, entre outros. Esses fatores
levam a um aumento exagerado de radicais no organismo, assim como quando o
corpo ndo consegue manter o equilibrio da formacéo endoégena de radicais com o0s
mecanismos antioxidantes que possui (SILVA; JASIULIONIS, 2014).

Sabendo que os radicais também possuem uma fonte endégena importante,
podemos observar que as ERO e as ERN também sédo criadas com o objetivo de
regular diversas fungbes no organismo. E podem ser formadas a partir da agéo de
enzimas como NO sintase (NOS) e NAD(P)H oxidase, que geram o 6xido nitrico e
radical superoxido, por exemplo. Os radicais produzidos pelos leucécitos podem
atuar contra agentes infecciosos, além de as ERO também terem papel fundamental
na adesao celular, apoptose e cicatrizagcdo. Se tomarmos como exemplo um
processo cancerigeno dizemos que as ERO podem estar relacionadas com uma
cascata de sinalizacdo intracelular que mantém as células cancerigenas ou, por
outro lado, induzir a apoptose celular tendo uma fung¢do antitumoral, ndo podendo,
assim, serem classificadas nem como heroinas nem como vilds (VALKO et al.,
2007).

A producgédo de radicais livres € normal no metabolismo, sendo relevante em
vérias fungcdes como fagocitose, cadeia respiratoria, sinalizacdo celular e regulacéo
génica (VICENTINO; MENEZES, 2007). Por isso, podemos dizer que os radicais séo
importantes ferramentas para as mitocondrias, 0s peroxissomos e as células
inflamatorias. Vale também ressaltar que o0 estresse oxidativo também tem
relevancia comprovada no envelhecimento caracterizado pelo declinio das funcdes
fisiologicas, ja que os danos causados pelos agentes oxidantes sdo cumulativos ao
longo da vida (SILVA; JASIULIONIS, 2014).

Nos organismos aerobicos o principal meio de metabolizar o oxigénio implica
na sua total reducdo em 4gua. Ela se d& pela incorporagdo de quatro elétrons pelo

oxigénio, e esse processo acontece mediado pelas enzimas mitocondriais (SILVA,
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GONCALVES, 2010). Porém, durante essa reacdo, pode ocorrer uma reducao
incompleta do Oz na cadeia de transporte de elétrons, que acontece na membrana
da mitocondria, e isso levar a producdo de ERO, como demonstrado na Figura 4
(GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICIOLO, 2007).

Figura 4 - Reducédo do O2 pela transferéncia univalente de elétrons e formacédo de

intermediarios reativos
e e +H" e +H e +H'
0, — 0, — HO, — HO' — H)0O
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FONTE: GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICIOLO, 2007

Apesar de serem geradas em situacdes naturais do metabolismo ou de
possuirem uma funcdo especifica no funcionamento celular, as espécies reativas
podem desencadear efeitos patoldgicos quando em excesso. As substancias
oxidantes apresentam diferencas quanto as suas propriedades fisicas e quimicas, e
seu efeito deletério pode ser favorecido pela presenca de metais de transicdo, como
o ferro e o cobre, que atuam como catalisadores nas reagbes de peroxidagao
(SILVA; GUERRA, 2010).

2.2.2 Sistemas antioxidantes do organismo

Os organismos possuem Varios mecanismos para se protegerem contra a
oxidacdo indesejavel, e para isso, conta com mecanismos enzimaticos e néo-
enzimaticos. O primeiro sistema a agir € o enzimatico, ele evita o acumulo de
peroxido de hidrogénio e do anion radical superéxido. Esse sistema é formado por
varias enzimas, das quais podemos citar a superéxido dismutase (SOD), a catalase
(CAT) e a glutadiona peroxidase (GPx) (COTINGUIBA et al., 2013). Dentre os

antioxidantes nao-enzimaticos de origem endogena podemos citar: glutationa
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reduzida (GSH), melatonina, &cido Urico, ubiquinona, proteinas de transporte de
metais de transicéo (transferrina), entre outros (BRITO, 2012).

a)_Superoxido dismutase (SOD)

Sendo um antioxidante enzimatico, € importante ressaltar que a superéxido
dismutase (SOD) é uma metaloenzima que serve como catalisadora para
transformacao do radical Oz~ em H202. que é um composto menos reativo e pode
ser degradado pelas enzimas CAT e GPx. A SOD pode ser encontrada no
organismo em vérias formas, dentre elas Cu/Zn-SOD e Mn-SOD. A Mn-SOD esta
envolvida principalmente na protecdo da mitocéndria dos superdxidos que s&o
produzidos durante o processo de respiracdo. Ja a Cu/Zn-SOD é a isoforma que
possui sua funcdo biolégica baseada na retirada de anions superoxido do
citoplasma, e, presumivelmente, também do peroxissoma. Vale ressaltar que essa
dltima isoforma citada apresenta maior resisténcia a desnaturacdo e a variacdo de
temperatura (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

b) Catalase (CAT)
Com atividade dependente de NADPH, a catalase (CAT) é uma heme

proteina citoplasmatica que atua como catalisadora, transformando H202 em H20 e
O2. Assim, essa enzima tira de circulagdo o H202 que é deletério as células por
atacar os acidos graxos insaturados presentes nas membranas, além de proteinas.
Porém, a CAT se comporta de forma inativa ao lidar com hidroperéxidos organicos,
mas esses compostos podem ser tratados pela GPx que é altamente ativa nesse
caso (BRITO, 2012).

c) Glutationa peroxidase (GPx)

A glutationa peroxidase GPx catalisa reacfes de doacdo de elétrons (como
por exemplo, redugdo do peroxido de hidrogénio e outros peroxidos organicos)
tendo como agente redutor a glutationa reduzida (GSH), e tem como produto a
glutationa oxidada (GSSG) (GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICIOLO, 2007).

A glutationa (GSH) € um tripeptideo (glutamil-cisteinil-glicina), o qual tem
como principal funcéo a defesa contra uma lesdo causada pelos radicais oxidantes.
Sua acdo esta atrelada a da glutationa peroxidase (GPx), sendo co-substrato
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doando elétrons, podendo ser recuperada pela enzima glutationa redutase (GR),
com a transferéncia de hidrogénio do NADPH (CONTINGUIBA et al., 2013).

d) Melatonina

Podemos citar a melatonina como um antioxidante, ndo pré-oxidativo, ndo
enzimatico e terminal, portanto ela é eficiente em evitar as ERO, visto que é eficiente
em detoxificar os radicais livres em niveis fisioldgicos. A capacidade antioxidante da
melatonina pode ser atribuida a varios fatores, como por exemplo: a um estimulo
direto as enzimas antioxidantes; a uma acdo quelante sobre os radicais livres; e a
uma maior ativacdo da glutadiona, cuja funcdo é metabolizar o peréxido de
hidrogénio, diminuindo os problemas relacionados ao transporte de elétrons
mitocondrial (SOUZA; MORAIS, 2016).

e) Ubiguinona
Também conhecida como Coenzima Qio, a ubiquinona pode ser obtida por

fonte externa, ou também através da via do mevalonato, sendo o Unico lipidio
sintetizado por essa via que possui atividade antioxidante, ja que essa via também é
responsavel pela producéo de colesterol (OLIVEIRA, 2012).

Esse antioxidante desempenha um papel fundamental na cadeia de
transporte de elétrons na mitocéndria, jA que participa do transporte de elétrons
durante a fosforilagdo oxidativa (SCHAARS; STALENHOEF, 2008). Além disso, ela
participa da regulacdo da permeabilidade, previne a oxidacdo do DNA e reduz a
oxidacao de proteinas de membrana. O ubiquinol CoQHz, que é sua forma reduzida
e gue possui a atividade antioxidante, impossibilita a peroxidacao lipidica, impedindo
a formacédo de ROO- (radical peroxila). A coenzima Q1o também regenera vitamina E
(TURUNEN et al., 2004).

f) Acido urico

O &cido urico (UrHs) é originario do metabolismo das purinas e é a principal
maneira de excrecao do nitrogénio dos mamiferos. Por possuir uma alta polaridade,
sua acado € restrita a0 meio aquoso. Observa-se que pessoas que possuem
aterosclerose apresentam niveis elevados de &acido Urico no sangue, portanto

podemos concluir que isso € um mecanismo compensatério ao estresse oxidativo
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presente. Ele é capaz de proteger o DNA e os lipidios. Em pH fisiol6gico o acido
arico fica na forma de urato (UrHz2) (BARREIROS et al., 2006).

O urato pode reagir com qualquer radical ROO- e prevenir que eles penetrem
na membrana celular e causem danos, além de possuir a capacidade de quelar
metais de transicdo. Se pegarmos como exemplo um oxidante forte, como o *OH,
vemos que ele pode oxidar o &nion urato (UrHz") ao radical urato, que se dissocia,
formando o anion radical urato (UrHe), o qual é mais estavel, j4 que possui uma
ressonancia e isso possibilita a dispersédo da carga negativa (VASCONCELOS et al.,
2007).

Além de todos esses mecanismos antioxidantes o organismo também conta
com uma gama de mecanismos de reparo, principalmente para lesdes oxidativas
ocorridas no DNA, lesGes as quais podem ser identificadas, removidas e reparadas.
Ou ainda, substancias que foram atacadas por algum radical podem ser restauradas
pela doacdo de hidrogénio de outras moléculas (GUARATINI; MEDEIROS;
COLEPICIOLO, 2007).

2.2.3 Antioxidantes exdgenos naturais

O consumo habitual de frutas é demonstrado em estudos epidemioldgicos
como uma forma de reduzir os riscos relacionados com doencas crbnicas. A
presenca de vitaminas, minerais e outros compostos antioxidantes sdo 0s provaveis
motivos para esse efeito (MOO-HUCHIN et al., 2014).

Podemos citar como exemplos principais de antioxidantes que podem ser
obtidos por via exdgena: os tocoferdis, os carotenoides, a vitamina C (na forma de
ascorbato) e os metabolitos fendlicos de origem natural (VASCONCELOS et al.,
2007).

Além das substancias citadas, devemos levar em conta também varios
cofatores importantes para o funcionamento do organismo. Muitas vezes a atividade
das enzimas estudadas depende da presenca de cofatores enzimaticos,
principalmente de antioxidantes de origem alimentar, como, por exemplo, 0s ions
metdlicos Cu?*, Zn?*, e do Mn?* co-fatores da SOD citosélica e da SOD mitocondrial,
respectivamente, e também do selénio que é um co-fator na GPx dependente de
selénio (BARBOSA et al., 2010).
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a) Tocoferdis

A vitamina E, maneira como é denominada o conjunto dos tocoferdis e
tocotriendis, possui como componente mais importante o a-tocoferol. Sendo o
antioxidante lipossoluvel fundamental, ele atua inibindo a peroxidacéo lipidica dos
acidos graxos polinsaturados das membranas e lipoproteinas, ao doar um atomo de
hidrogénio aos radicais livres (BRITO, 2012).

O efeito benéfico da vitamina E esta principalmente atrelado a uma melhora
na resposta imune, pois atua reduzindo a acado pro-oxidante nas membranas, que
leva a uma imunossupressao. Observa-se também, que o teor de vitamina E nos
macréfagos é reduzido quando eles estdo submetidos a um estresse oxidativo. A
vitamina A também é crucial para defesa imune, ja que aumenta a acdo dos

leucdcitos e a resisténcia a agentes cancerigenos (DALVI et al., 2013).

b) Acido ascérbico

O acido ascorbico, conhecido como Vitamina C, se encontra no organismo na
forma de ascorbato, e nessa forma atua como antioxidante. No ser humano ele ndo
pode ser sintetizado a partir da glicose como em outros organismos, e deve,
portanto, ser consumido na dieta. Pode atuar com eficiéncia no anion-radical
superoxido (O2z¢), no perdéxido de hidrogénio (H202), no hipoclorito (CIO") e os
radicais hidroxila (*OH) e peroxila (*OOH). O ascorbato pode agir diretamente, como
foi citado, mas também indiretamente, regenerando o a-tocoferol (vitamina E), assim
como o anion radical urato a partir de urato, fechando o ciclo de atuacgéo
antioxidante do mesmo (VASCONCELOS et al., 2007).

c) Carotenoides

Dentre os carotendides, o principal composto € o [(-caroteno, que é uma
importante fonte de vitamina A. Eles atuam de maneira excepcional, visto que
podem agir em tecidos com baixos niveis de oxigénio de maneira bastante eficiente.
Pode-se citar a desativacdo do oxigénio singleto como a sua principal fungéo,
possuindo uma velocidade de reacéo superior a dos tocoferéis (DELMONDES et al.,
2013).



30

d) Compostos fendlicos

Os vegetais apresentam dois tipos de metabolismo: primério e especial. O
metabolismo primario esta ligado diretamente a sobrevivéncia da planta, englobando
assim a fotossintese, fixacdo de nutrientes e a respiragcdo. Ja o metabolismo
especial pode estar relacionado com sazonalidade, ritmo circadiano,
desenvolvimento e/ou defesa da planta, e ele também pode estar estritamente ligado
a sobrevivéncia. Dentre os metabdlitos especiais estdo os metabolitos fendlicos, que
podem ser produzidos em maior quantidade quando o vegetal se encontra em
condicdo de estresse como infecgcbes, ferimento ou incidéncia de radiacao
ultravioleta, por exemplo (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; SOUZA, 2013).

Os metabdlitos fendlicos representam um dos maiores grupos de substancias
bioativas nas plantas, sendo divididos em algumas classes de acordo com a sua
estrutura (ALVES et al.,2014). Podem ser denominados de flavonoides (polifendis) e
nao-flavonoides. Varias sdo as caracteristicas que garantem o potencial antioxidante
dos flavonoides, dentre eles os &atomos de hidrogénio dos grupos hidroxila
adjacentes (orto-difendis), presentes em varias posicdes dos anéis A, B e C, as
duplas ligacdes dos anéis benzénicos e a dupla ligacdo da funcdo oxo (-C=0) de
algumas moléculas de flavonoides (SILVA et al., 2010).

Uma vez que muitas acBes benéficas no organismo estdo associadas a
capacidade antioxidante das substancias fendlicas, principalmente acidos fendlicos,
flavonoides e taninos, podemos também relacionar esses compostos com uma
atividade  anticancerigena, antimicrobiana, antialérgica, = hepatoprotetora,
antitrombdtica, antiviral, vasodilatadora, antimutagénica e atividade anti-inflamatoria.
(OLIVEIRA, 2016).

2.3 METODOS PARA VERIFICACAO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Hoje existem varios métodos para a analise da atividade antioxidante em
compostos naturais e eles envolvem desde utilizacdo de substratos cromdgenos e
lipidicos, até métodos instrumentais complexos mais diversificados (ALVES et al.,
2010).

A acdo dos antioxidantes in vivo € de grande complexidade e, para sua

verificacdo in vitro, foram desenvolvidas diferentes metodologias que estimam de
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forma simples a eficiéncia antioxidante das substancias. As técnicas geralmente tém
como objetivo avaliar: o potencial de reducdo ou quelacdo de ions metélicos, a
capacidade do antioxidante de neutralizar radicais livres e/ou espécies reativas e a
capacidade da substancia de impedir a oxidacdo lipidica e protéica (LOPEZ-
ALARCON; DENICOLA, 2013).

O método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) mede a capacidade
do antioxidante de neutralizar os radicais peroxila (ROO<) que sao gerados por
uma fonte radicalar. O ensaio utiliza um marcador de fluorescéncia como alvo dos
radicais. A queda da fluorescéncia indica uma maior agao da substancia contra os
radicais livres (GULCIN, 2012).

J4 o método TRAP (Total Radical — Trapping Antioxidant Parameter) se
destaca por ter sido o primeiro ensaio criado para verificar a atividade antioxidante
no plasma sanguineo. Nesse teste sdo gerados radicais peroxila (ROz¢), e a partir
dai a oxidacdo € monitorada, por exemplo, por medidas de oxigénio consumido
durante a reacdo, em eletrodo de oxigénio. O periodo no qual a oxidacdo é inibida
pelos antioxidantes plasméaticos é comparado ao do trolox (acido 6-hidroxi-2, 5, 7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico) (VASCONCELOS et al., 2007).

Os métodos FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) e CUPRAC (Cupric
Reducing Antioxidant Capacity) tém como objetivo avaliar a capacidade da
substancia de reduzir ions férricos ou cupricos em meio aquoso. As medidas
sdo feitas por espectrofotdmetro a 593 nm e 454 nm, respectivamente (LOPEZ-
ALARCON; DENICOLA, 2013).

O meétodo de co-oxidagdo do B-caroteno/acido linoléico tem como objetivo
avaliar a atividade de inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidagdo do
acido linoléico. Os radicais livres gerados na auto-oxidagdo do &cido linoléico
interagem com o B-caroteno levando ao decaimento de sua absorvéancia.
Substéncias antioxidantes impedirdo ou retardardo este decaimento (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006). Essa reacdo pode ser monitorada em espectrofotdmetro
pela perda da coloragéo do B-caroteno no comprimento de onda de 470 nm, com
leitura imediata e em intervalos de 15 minutos, por 2 horas. O resultado pode ser
comparado com padrdes sintéticos como o Trolox, ou naturais, como acido galico ou
guercetina (ALVES et al., 2010).

Os métodos baseados na neutralizacdo de radicais livres mais

utilizados sdo o ABTS™ (2,2-azinobis-[3-etil benzotiazolina-6-acido sulfénico]) e o
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DPPHe- (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), sendo o DPPH+ mais estavel que o ABTS™
(KUSKOSKI et al., 2005). Porém, essas substancias radicalares séo criticadas por
alguns autores por serem sintéticas, e nao estarem presentes em sistemas
biolégicos como os radicais hidroxila (HO*) e peroxila (ROO¢) que sao intermediarios
presentes nos processos oxidativos do organismo humano (BECKER et al., 2004).

O DPPHe+ pode ser obtido diretamente sem preparacdo prévia. Ele é um
radical livre estavel, pois ha um deslocamento do elétron desemparelhado por toda a
molécula, e esse deslocamento confere a este radical uma coloracdo violeta que
leva a formagdo de uma banda de absor¢do em etanol em cerca de 516 nm
(COTINGUIBA et al., 2013; KUSKOSKI et al., 2005).

Esse método tem como principio a verificagcdo da capacidade do possivel
antioxidante estudado de reduzir o radical DPPH, representado na Figura 5,
reduzindo-o a hidrazina. A reducao da absorvancia obtida no comprimento de onda
de 516 nm mostra que a substancia adicionada agiu como doadora de atomos de
hidrogénio para o radical, e que levou a uma consequente mudanca de coloracéo de

violeta para amarelo palido (ALVES et al., 2010).

Figura 5 - Forma radicalar (1) e n&o-radicalar (2) do 2,2-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH).
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Fonte: ALVES et al., 2010.

Entre os métodos simples de verificacdo da atividade antioxidante em
produtos naturais, extratos vegetais e substancias puras, o DPPH é apontado como
o mais reprodutivel, facil e preciso (ALVES et al., 2010; COTINGUIBA et al., 2013).

Além dos métodos citados existem outros varios, e essa diversidade
caracteriza a nao existéncia de um procedimento metodoldgico universal. Por esse

motivo é descrita uma necessidade de avaliar a capacidade antioxidante de um
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material por diferentes ensaios que apresentem mecanismos de acdo e
fundamentos diferentes (OLIVEIRA et al., 2009).

2.4 ENSAIO DE TOXICIDADE

Em altas doses os compostos bioativos geralmente séo toxicos. Sendo assim,
a avaliacdo da letalidade em um organismo animal menos complexo pode ser usada
para um monitoramento simples e rapido durante a analise de novos extratos
(LHULLIER; HORTA; FALKENBERG, 2006).

Os ensaios de toxicidade séo realizados para estudar os efeitos nocivos de
uma substancia quimica no contexto ecoldgico, e, geralmente, eles sdo realizados
avaliando o efeito adverso dessas substancias em organismos teste. Os organismos
teste podem ser desde peixes e plantas até invertebrados aquaticos e linhagem de
células. O microcrustaceo Artemia salina é de facil manutencdo em condi¢des de
laboratorio e tem sido largamente utilizado em testes de toxicidade (PIMENTEL et
al., 2011).

Esse microcrustacio pertence a ordem Anostraca, e ao filo Arthoppoda, é
utilizado em testes de toxicidade por formar ovos que ficam dormentes, tornando-se
um material biolégico que pode ser armazenado durante muito tempo sem perda de
viabilidade e sem necessidade de se manterem culturas continuas de organismo-
teste. Além disso, seus ovos sdo de facil eclosdo e os testes que os utilizam
apresentam boa reprodutividade (LIMA et al., 2011).

O teste é realizado adicionando 10 larvas de Artemia salina em tubos, e
depois é acrescida a cada tubo uma concentracdo diferente do extrato. Através da
linearidade € possivel calcular a DLso (dose letal do extrato para 50% da populacéo).
Assim, sdo consideradas toxicas somente as substancias que apresentem valores
de DLso abaixo de 1.000 pg/mL em Artemia salina (MEYER et al., 1982).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

O presente estudo tem como objetivo analisar a composi¢cdo centesimal da
polpa de frutos de pitaia branca (Hylocereus undatus) e vermelha (Hylocereus
polyrhizus), avaliar a atividade antioxidante dos extratos metandlicos da polpa de

pitaias branca e vermelha, assim como avaliar a toxicidade dos mesmos.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar o estudo da composicado centesimal da polpa de frutos de
pitaia branca e vermelha (Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus,
respectivamente).

e A partir do extrato metandlico da polpa de Frutos de pitaia branca e
vermelha:

» Avaliar o potencial antioxidante por meio do ensaio de reducao
do radical 2,2- difenil- 1- picrilidrazila (DPPH).

» Quantificar o teor de fendlicos totais utilizando o método de
Folin-Ciocalteu.

» Verificar a toxicidade do extrato da polpa desses frutos através

do ensaio com o microcrustaceo Artemia salina.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

As amostras de pitaia branca e vermelha (Hylocereus undatus e Hylocereus
polyrhizus, respectivamente) foram coletadas no horto da Faculdade de Farméacia da
Universidade Federal de Juiz de Fora nos meses de janeiro e fevereiro, no ano de
2016. Sua polpa foi separada da casca cuidadosamente em um processo manual,

mantendo suas sementes, e foi imediatamente congelada a -20°C.

4.2 EQUIPAMENTOS

e Aparelho extrator de Sohxlet: Techal

e Balanca analitica: Precisa 205A

e Chapa elétrica de aguecimento

e Destilador de nitrogénio: Solab

e Espectrofotbmetro Biospectro

e Espectrofotbmetro Multiskan GO 1.00.40
e Estufa 110°C: Nova ética

e Fogao a gas, de duas bocas, de bancada
e Liofilizador: LJJ04 JJcientifica

e Mufla: Forno Jung LTDA

e Rotavapor: Buchi

e Ultrassom: Schuster

4.3 LIOFILIZACAO

As amostras foram congeladas em finas camadas e levadas ao liofilizador, as
quais ficaram por aproximadamente 24 horas em vacuo (2.000 mmHg) e em
temperatura de aproximadamente -30°C.

Depois desse processo, as amostras foram acondicionadas ao abrigo da luz,
e posteriormente maceradas em gral para que fossem reduzidas a particulas

menores, para facilitar a extracao.
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4.4 DETERMINACAO DA COMPOSICAO CENTESIMAL

A composicao centesimal, ou a também chamada analise aproximativa ou
composicdo quimica de um alimento exprime, de forma basica, a propor¢cdo em que
aparecem em 100 g da porgcdo comestivel do produto, grupos homogéneos de
substancias que o constituem. Determinam, de forma grosseira, o seu valor nutritivo
ou seu valor caldrico. Essa composicao é conhecida por meio de analises quimicas
de determinacdo de: umidade ou volateis a 105°C; cinzas ou residuo mineral fixo;
lipideos, gorduras ou extrato etéreo; proteinas totais ou substancias nitrogenadas (N
x fator de correcéo); fibras totais; glicidios ou carboidratos ou fracdo nifext, quando
determinado por diferenca (MORETO, et al., 2002).

As analises de composicdo centesimal foram realizadas em triplicata, nas
amostras liofilizadas, segundo métodos descritos pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL,
2008) e pela Association of Official Analytical Chemists — AOAC (2012). As
determinacbes de umidade e cinzas foram realizadas no Laboratério de Aguas e
Alimentos da Faculdade de Farmacia, e as determinacdes de proteina e lipidios
foram realizadas na faculdade de Nutricdo, ambas da Universidade Federal de Juiz

de Fora.

4.4.1 Umidade

A determinacédo do teor de 4gua de um alimento € o ponto de partida para a
determinacdo da composi¢do centesimal. Essa analise € importante por refletir o
teor de sodlidos e o teor de agua total contida em um alimento sem, entretanto,
fornecer informacgdes de como essa dgua esté distribuida no alimento.

A umidade foi determinada pela técnica de dessecacdo a 105°C até peso
constante (IAL, 2008), utilizando-se balanca analitica, estufa de esterilizacao (105°C)
e dessecador. Essa andlise foi realizada com as amostras de pitaia branca e
vermelha, liofilizadas e in natura. O residual de umidade obtido nas amostras
liofilizadas foi levado em consideracdo para expressar o resultado do teor de
macronutrientes e do residuo mineral fixo (%p/p) em base seca.

Procedimento: As capsulas de porcelana utilizadas para esse procedimento
foram taradas colocando-as em estufa de esterilizacdo a 105°C por 1 hora, esfriadas

por 1 hora em dessecador e pesadas em balanca analitica. Depois, em cada
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capsula foi colocada uma aliquota da amostra liofilizada para pesagem em balanca
analitica. Foram colocadas em estufa de esterilizacdo por cerca de 8 horas,
esfriadas em dessecador e pesadas novamente até peso constante (variacdo de
peso < 0,00059).

Calculo do percentual de umidade:

% UMIDADE (g/100qg) = amostra (q) - amostra seca (g) x 100

amostra (g)

4.4.2 Residuo mineral fixo - Cinzas

O residuo mineral fixo (RMF) ou cinza corresponde ao residuo inorganico
remanescente da queima da matéria organica. Quando um alimento € queimado (em
um forno mufla) a 550-570°C a matéria organica é transformada em COz2, H20 e NO2
(queima) permanecendo 0s minerais presentes no alimento (residuo inorganico
chamado de “cinzas” ou “residuo mineral fixo”) (AOAC, 2012).

Para a determinacdo do RMF foram utilizados balanca analitica, forno mufla,
dessecador, espatula, pinca e chapa aquecedora.

Procedimento: Os cadinhos previamente enumerados foram calcinados em
mufla 550°C por 4 horas. Apos resfriados em dessecador até atingirem temperatura
ambiente, foram pesados e a cada um foi adicionado uma aliquota de amostra
liofiizada. Entdo as amostras foram carbonizadas em fogdo de bancada. Em
seguida os cadinhos foram colocados em mufla aumentando-se a temperatura até
550°C para incineracdo por 4 horas e meia ou até sobrar um residuo de cinzas
brancas ou claras e uniformes.

A porcentagem de cinzas foi calculada segundo a seguinte formula (IAL,
2008):

% cinzas totais = [[massa do cadinho + amostra apos incineracio) — peso do cadinho calcinado] (g)
massa da amostra (g) x 100
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4.4.3 Proteinas totais

O método de determinacdo de proteinas foi proposto por Kjeldahl em 1883,
(AOAC, 2012). Embora tenha sofrido varias modificacdes, este método continua
sendo o mais utilizado na determinacao do teor de substancias nitrogenadas de uma
amostra (IAL, 2008). Portanto, esse método determina o nitrogénio (N) organico
total, isto é, o N proteico e ndo-proteico organico. Porém, na maioria dos alimentos,
o N nado-proteico representa muito pouco de N total.

Esse método consiste em submeter a amostra a uma digestdo na qual os
compostos de nitrogénio (proteinas, aminas, compostos organicos) sao convertidos
em compostos de amobnia. Entdo a amonia livre € liberada pela adicdo de causticos,
gque no processo de destilacdo sdo arrastados e, em seguida, titulados
(SCHAEFFER, 2009).

As proteinas sdo determinadas pelo teor de nitrogénio das amostras e depois
multiplicadas pelo fator de converséo de nitrogénio em proteina.

Procedimento: As amostras passaram pelas fases de digestdo, destilacdo e
titulacdo. Para digestdo da amostra foram medidos aproximadamente 0,5 g de polpa
liofilizada da pitaia, 1,6 g da mistura catalitica contendo sulfato de cobre e sulfato de
potassio, pérolas de vidro para evitar a projecdo da amostra em ebulicdo e 4 mL de
acido sulfarico p.a. (Cromato produtos quimicos [CRQ]). A mistura foi levada para o
aguecimento em chapa elétrica localizada em uma capela de exaustdo para que a
temperatura subisse gradativamente de 200°C até 350°C. Esse processo demorou
algumas horas e sO foi ser interrompido quando a solucdo se tornou azul-
esverdeada, limpida e transparente, sem a presenca de material ndo digerido
(pontos escuros). Nesse ponto todo o nitrogénio da amostra foi reduzido e
transformado em sulfato de amoénia. Apos esse procedimento o frasco foi deixado
para resfriar e em seguida acoplado a um destilador. Na outra extremidade foi
colocado um Erlenmeyer com 10 mL de solucéo de &cido borico 4,0 % m/v acrescido
de corante indicador (vermelho de metila e azul de metila). No aparelho, foram
adicionados NaOH 35%, ao frasco com a polpa digerida, para que o acido sulfurico
fosse totalmente neutralizado, deixando um ligeiro excesso de base. Em seguida a
amostra digerida foi aquecida até a ebuli¢cdo, parando o processo quando ja se tinha
obtido pelo menos 75 mL do destilado. Por dltimo, a solugédo de hidréxido de aménio

formada foi titulada com acido cloridrico 0,076 mol/L.
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O teor de nitrogénio total foi obtido utilizando-se o fator de corregéo 6,25 para

transforméa-lo em teor de proteina.

Para o célculo seguiu-se a seguinte formula:

Proteinas % m/m =V x 0,076 x 1,4 x f onde,

M

V = volume de acido cloridrico gasto na titulacao

M = massa da amostra f = fator de conversao (6,25)

4.4.4 Fracao lipidica

Os lipideos sao compostos de natureza hidrofobica, geralmente extraidos por
compostos organicos como éter etilico, éter de petroleo, cloroférmio e hexano. Além
da fracao lipidica, sdo extraidos outros compostos que apresentam afinidade pelo
solvente, como pigmentos, resinas, ceras, porém, em quantidades nao significativas
(IAL, 2008).

O teor de lipideo das amostras foi determinado gravimetricamente apdés
extracdo com éter etilico p.a., em extrator continuo de Sohxlet.

Procedimento: Foi pesado aproximadamente 0,5 g da amostra liofilizada em
papel de filtro, que foi colocado no aparelho de Sohxlet. O éter etilico (Cromato
produtos quimicos (CRQ)) utilizado na extragdo foi adicionado a baldes de vidro
previamente tarados, acoplados ao aparelho. Apos extracdo continua por cerca de 8
horas o extrato etéreo presente no baldo de vidro foi pesado (IAL, 2008). O calculo

foi feito da seguinte maneira:

% lipidios = 100 x N_onde,
P
N = massa do lipidio em gramas

P = massa da amostra em gramas
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4 .45 Carboidratos totais

O teor de carboidratos totais foi calculado pela diferenca entre 100 e a soma
das médias das porcentagens de umidade, cinzas, fracdo lipidica e proteinas totais.
Célculo do percentual de carboidratos:

% Carboidratos (g/100g) = 100 - (umidade + cinzas + fracdo lipidica +

proteinas totais). Os valores de carboidratos incluem a fibra alimentar total.

4.5 OBTENCAO DO EXTRATO

O solvente foi escolhido para a extracdo ap0s um estudo sistematico de
varias pesquisas realizadas com a pitaia. Foram observados os resultados
encontrados apos a extracdo, por diversos autores (FATHORDOOBADY et al., 2016;
GARCIA-CRUZ et al., 2013; KIM et al., 2011; MAHATTANATAWEE et al., 2006;
TENORE; NOVELLINO; BASILE, 2012). Assim, foi utilizada como solvente para a
obtencéo do extrato uma mistura metanol/agua na proporcéo 80:20.

Foram adicionados, em Erlenmeyer, aproximadamente, 30 g de pitaia branca
liofilizada (30,002 g) previamente triturada em gral e em seguida foram adicionados
200 mL de uma mistura de metanol/agua 80:20 (Dinamica/Quimica contemporanea
LTDA). O Erlenmeyer foi levado ao banho de agitacdo em ultrassom por 40 minutos
e posteriormente foi deixado em torno de 24 horas em repouso.

O produto foi filtrado, em papel de filtro, e o extrato metandlico obtido foi
armazenado em frasco ambar para futura rotaevaporacdo. O processo de extracao
exaustiva da torta foi repetido 14 vezes, até que a amostra estivesse esgotada.

Todos os passos foram feitos simultaneamente para a pitaia vermelha
liofilizada (30,005 g).

A rotaevaporacao foi efetuada por etapas e, ap0s a retirada de todo o
metanol, restando menos de 50 mL de solu¢cdo no baldo, o liquido restante foi

congelado e levado no liofilizador para obtencao do extrato seco.
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46 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIXIODANTE PELO ENSAIO
ESPECTROFOTOMETRICO DE REDUCAO DO RADICAL 2,2-DIFENIL-1-
PICRILIDRAZILA (DPPH)

A verificagcdo, in vitro, da atividade antioxidante pelo método
espectrofotométrico de reducdo do radical livre estdvel DPPHe (2,2-difenil-1-
picrilidrazila) tem como base o teste proposto por BLOIS (1958) com algumas
modificacdes. Esse método tem como principio a mudanca de coloracéo da solucao
de DPPH, causada pela reducao do radical por doacao de elétron.

Foi preparada uma solucao de 0,3 mM de DPPH- (Aldrich), PM= 394,32, em
etanol p.a. (Alphatec) utilizando um baldo de 25 mL protegido da luz. A solucdo
controle da reacdo (1 mL de DPPH- 0,3 mM + 2,5 mL etanol p.a.) deve ter sua
absorvancia testada, ndo podendo apresentar um valor maior do que 0,8 no
comprimento de onda de 516 nm. Caso o valor esteja elevado, ajusta-se a
concentracdo da solucao de trabalho.

Também foram preparadas em bal6es volumétricos as solucdes dos extratos
testados, as quais também foram diluidas em etanol. Foram testadas concentracdes
variadas, para que fosse possivel determinar a linearidade. Todas as concentracdes
foram realizadas em triplicata. Além disso, considerando que no meio reacional
ocorre uma diluicdo de 1,4 vezes, as solucbes de partida foram preparadas 1,4
vezes mais concentradas.

O ensaio foi feito na penumbra utilizando tubos de vidro com boca rosqueada
e tampa, protegidos por papel aluminio. Para cada tubo teste em cada concentracao
testada, foram adicionados 2,5 mL de amostra e 1 mL de solugdo DPPH de trabalho.
Os brancos das amostras foram realizados somando 1 mL de etanol a cada um dos
tubos com 2,5 mL de cada uma das concentracdes testadas em triplicata. A solugao
controle foi preparada com 2,5 mL de etanol e 1 mL de solucdo de trabalho de
DPPH.

As amostras foram incubadas por 30 minutos apos a adicdo do DPPH. Na
sequéncia foram feitas as leituras das absorvancias no comprimento de onda de
516nm. O célculo da porcentagem de atividade antioxidante (%AAO) foi realizado da

seguinte maneira:

% AAO =100 — [(Aamostra— Abranco) /Acontrole] X 100
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Na qual, Aamostra € @ medida espectrofotométrica da absorvancia de 2,5 mL da
amostra acrescida de 1 mL da solucdo de DPPHe, Acontrole € @ medida da absorcéo
de 2,5 mL de etanol com 1 mL de DPPHe<(controle de reacdo) e Abranco € a leitura
correspondente a 2,5 mL de solu¢cdo da amostra mais 1 mL de etanol.

Os resultados foram expressos através do valor da concentragdo efetiva 50%
(CEso).

4.7 TEOR DE METABOLITOS FENOLICOS TOTAIS

Os métodos para andlise de compostos fendlicos podem ser
espectrofotomeétricos, eletroquimicos ou cromatograficos. Porém, hoje ainda ndo ha
um método Unico completamente satisfatério para a extracdo de todos ou de uma
classe especifica de fendlicos presentes nos alimentos. As analises em compostos
fendlicos podem ser divididas em: determinacdo de compostos fendlicos totais,
qguantificacdo individual e/ou de um grupo ou classe de compostos fendlicos. Os
métodos de Folin-Denis e Folin-Ciocalteu sdo os mais utilizados para a
determinacao de fendlicos totais em vegetais (ANGELO; JORGE, 2007).

A quantificagdo de fendlicos totais pelo método Folin-Ciocalteu tem como
base a reducdo do &cido fosfomolibdico-fosfotungstico pelos grupos hidroxila dos
compostos fendlicos, que produz um complexo de coloracdo azul, o qual absorve a
760nm. A intensidade da cor formada estd4 diretamente correlacionada com o
namero de grupos hidroxila ou grupos potencialmente oxidaveis presentes, sendo
que as moléculas reduzidas dédo a solu¢cdo uma coloragédo azul, e as néo reduzidas
produzem a cor amarela. Para que os anions molibdano e tungsofosfato produzam a
oxidacdo € necessario que o grupo fendlico esteja na forma de fenolato. Para que
iISSO seja possivel, 0 meio deve ser alcalino e, para esse fim, o carbonato de sodio
(Na2COs3 10%) é adicionado. Apesar de ser largamente utilizado, esse método néo é
especifico, ja que detecta todos os grupos fendlicos presentes no extrato, incluindo
proteinas extraiveis. Além disso, a interferéncia pela reducéo de substancias como o
acido ascorbico pode ser considerada uma desvantagem (ANGELO; JORGE, 2007).

A determinacdo do teor de metabdlitos fendlicos foi realizada pelo ensaio
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu, em microplaca, descrito por Wettasinghe e
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Shahidi (1999) e Zielinski e Kozlowska (2000), com pequenas modificacdes. Foi
utilizado o acido géalico como substancia quimica de referéncia.

Para analise do teor de fendlicos foram preparadas, em triplicata, a partir do
extrato metandlico da polpa da pitaia branca, solucfes diluidas em metanol com as
concentracbes de 30 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL, 340 pg/mL, 500
pug/mL e 600 pg/mL. Ja para a pitaia vermelha as concentragbes foram 675 pg/mL,
750 pg/mL, 900 pg/mL e 1000 pg/mL. Para a reacdo na microplaca, foram
adicionados, nos pocos destinados as amostras, 100 pL de agua deionizada, 50 pL
de amostra, 50 pL do reagente de Folin-Ciocalteu agitando suavemente por 5
minutos e, por ultimo foram adicionados 100 pL de Na2COs 10%. Foram feitos
também brancos para todas as concentracdes, 0s quais eram constituidos somente
por 250 pL de agua deionizada e 50 pL de amostra. Para controle dos reagentes
foram realizadas também medidas para solu¢cdes compostas de 50 pL de reagente
de Folin, 50 pL de metanol e 100 pL de Na2COs 10%. Entdo as placas foram
agitadas vigorosamente por 10 minutos e deixadas em repouso no escuro por 2
horas. A leitura foi realizada em espectrofotbmetro para microplacas no comprimento
de onda de 760 nm e os resultados foram expressos em termos de miligramas de
acido galico equivalente por grama de extrato em base seca (mg de EAG/g de
extrato).

Para achar o valor de absorvancia real utilizou-se a seguinte equacao:

Abs Amostra (A) = Abs A— Abs B — Abs C

Na qual, Abs A é a medida espectrofotométrica da absorvancia gerada pela
amostra na presenca do reagente de Folin-Ciocalteu, Abs B € a medida da absor¢ao
da amostra na auséncia do reagente Folin-Ciocalteu e Abs C ¢é a leitura
correspondente a absorvancia do controle de reagentes sem presenca da amostra.

Para que os resultados fossem expressos em termos de miligramas de acido
galico equivalente, foi construida uma curva analitica de um padrdo de acido galico
(Riedel de Haén) pelo método de Folin-Ciocalteau. Com esse objetivo, foram feitas
curvas analiticas em triplicatas, durante trés dias diferentes, as quais foram
submetidas a andlise de covaridncia, e comprovou-se a auséncia de diferenca
estatistica entre elas. Posteriormente os dados foram reunidos, obtendo-se a curva

analitica resultante. A equacado da regresséo linear foi calculada, bem como o valor
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de correlacdo (R?). Para esta andlise estatistica utilizou-se o programa GraphPad
Prism, versdo 5.01 (2007) da GraphPad Software. O procedimento analitico utilizado
foi o mesmo realizado para as amostras de pitaia, porém com as concentraces de 1

pg/mL, 2 pg/mL, 3 ug/mL, 4 pg/mL, 5 ug/mL, e 6 pg/mL de acido galico.

4.8 ENSAIO DE TOXICIDADE

O método utilizado para verificacdo da ecotoxicidade em Artemia salina € o de
Litchfield e Wilcoxon, 1949, modificado por Meyer e colaboradores, 1982.

A 4gua do mar, que é preparada artificialmente, € utilizada para eclodir os
ovos e para as diluicdes do extrato testado. Uma aliquota de ovos é colocada em um
béquer com 50 mL de agua do mar e levada a estufa a 37°C, por 48 horas. Ja as
solugdes preparadas com o extrato possuem concentracdes crescentes de 10 até
1.000 pg/mL. O controle positivo € feito com timol por sua conhecida caracteristica
toxica frente aos micro crustaceos testados. O controle negativo possuia somente
agua do mar.

Sao colocadas 10 larvas de Artemia salina em cada tudo preparado. Ao
termino da inoculagdo, os tubos sdo armazenados sob iluminagdo artificial
constante, por um periodo de 24 horas. Apés esse periodo, sdo contadas as larvas
mortas para cada diluicdo. A DLso € determinada pela regresséo linear entre as
concentracdes e a porcentagem de morte (LITCHFIELD; WILCOXON, 1949). Assim,
sao consideradas toéxicas somente as substancias que apresentem valores de DLso
abaixo de 1.000 pg/mL em Artemia salina (MEYER et al., 1982).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS VEGETAIS

Apls a rotaevaporacdo completa do solvente e liofilizagdo, os extratos
metanodlicos dos frutos de pitaia branca (Hylocereus undatus) e vermelha
(Hylocereus polyrhizus), renderam, respectivamente, 48,12% e 70,01%. Apls a
liofilizacdo os extratos se apresentaram caramelizados, o que pode ser atribuido a

grande concentracdo de acucares do fruto.

5.2 COMPOSICAO CENTESIMAL

A investigacdo da composicao nutricional e das atividades biol6gicas de um
vegetal é necesséria para evidenciar cientificamente as aplicacdes terapéuticas e
nutricionais, visto que somente o uso tradicional ndo é suficiente para validar uma
planta como um produto eficaz para seus fins (RODRIGUES, 2013). Sabendo disso,
nesse trabalho foi analisado a composi¢cdo centesimal das polpas com semente de
frutos de pitaia vermelha (Hylocereus polyrhizus) e branca (Hylocereus undatus), na
expectativa de exprimir de forma béasica o seu valor nutritivo e a proporcdo de
componentes em que aparecem, em 100g do fruto, para colaborar com o
esclarecimento dos seus efeitos benéficos.

A partir da determinacédo do teor de umidade da polpa in natura dos frutos de
pitaia, vermelha e branca, foi possivel observar a predominancia desse constituinte.
Os valores encontrados foram de 85,58 + 0,15 g/100g para a pitaia vermelha e 87,83
+ 0,13 g/100g para a pitaia branca.

Apoés a secagem das amostras, por liofilizacdo, observou-se a predominancia
do macronutriente carboidrato (85,70 + 1,12 g/100g para a pitaia vermelha e 85,26 +
0,62 g/100g para a pitaia branca). Os resultados da analise das polpas liofilizadas de
pitaia vermelha e branca, expressos em base seca, quanto aos teores de
macronutrientes e de residuo mineral fixo estdo representados na Tabela 1.

Por meio da analise da composicéo centesimal da polpa de frutos de pitaia,
observa-se que a pitaia branca se apresenta com valores muito proximos aos da

pitaia vermelha, para todos os parametros.
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Tabela 1 — Teores de macronutrientes e de residuo mineral fixo da polpa liofilizada
de pitaia vermelha (Hylocereus polyrhizus) e branca (Hylocereus
undatus) do horto da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal
de Juiz de Fora, MG, 2016.

Pitaia vermelha (g/100g)* Pitaia branca (g/100g)*

Carboidratos? 85,70 £ 1,12 85,26 + 0,62
Proteinas 7,33 +0,85 8,18 +0,17
Lipidios 2,19+0,10 2,45+ 0,15
Cinzas 4,77 + 0,05 4,11 + 0,09

1 Valores representam a média e o desvio padrao de analise realizada em triplicata e sdo expressos
em base seca (% p/p).

2 Valores obtidos por diferenca (inclui a fragéo fibra alimentar).

Fonte: A autora.

Abreu e colaboradores (2012) avaliando a composicdo centesimal da polpa
das pitaias vermelha e branca provenientes do estado de Sdo Paulo encontraram
valores expressos em g/100g de polpa, convertidos, pela autora desse trabalho, em
base seca, de: 2,49 e 2,80 para cinzas; 7,32 e 6,25 para proteinas; 2,49 e 3,38 para
lipidios e 87,15 e 87,57 para carboidratos, respectivamente.

Garcia-Cruz e colaboradores (2013) analisando a composicédo centesimal de
duas variantes de pitaia, uma com a polpa vermelha e outra com a polpa laranja, da
espécie Stenocereus pruinosus, encontraram 0S seguintes valores, expressos em
g/100g em base seca: 4,88 e 5,54 para cinzas; 10,08 e 10,91 para proteinas; 0,90 e
0,90 para lipidios e 84,26 e 82,09 para carboidratos, respectivamente.

Os trabalhos citados anteriormente e as revisdes de literatura realizadas por
Nunes e colaboradores (2014) e Mizrahi (2014) corroboraram os dados encontrados
nesse estudo, no que diz respeito a proporcdo dos macronutrientes em pitaias de
diferentes espécies e procedéncias. Na composi¢cdo quimica da pitaia o principal
componente é a agua, seguida dos carboidratos e depois das proteinas ou
substancias nitrogenadas. Os lipidios sdo os componentes macronutrientes que
aparecem em menor quantidade.

Sabendo que o teor cinzas reflete a quantidade de minerais presentes em um
alimento (STORCK; NUNES; OLIVEIRA, 2013), verificamos que a polpa de pitaia
vermelha apresentou quantidade de minerais um pouco maior do que a polpa da
pitaia branca. Porém, Abreu e colaboradores (2012) chegaram a um resultado

contrario a esse, e também com valores mais baixos para as duas pitaias, quando
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expressos em base seca (2,49 g/100 g para a pitaia vermelha e 2,80 g/100 g para a
pitaia branca). Pode-se inferir que a diferenca do valor de cinzas pode ser atribuida
a diferenca quantitativa de minerais presentes nos solos dos diferentes locais dos
quais as pitaias foram colhidas.

Ao comparar a propor¢cdo de macronutrientes da polpa de pitaia a de outras
polpas de frutas, convencionais, principalmente frutas tropicais como acerola, laranja
e mamao (NEPA, 2004), pode-se concluir que as duas espécies de pitaia
apresentam um contetudo semelhante as mesmas.

Por sua vez se torna interessante comparar 0s resultados do presente
trabalho com o realizado com outra fruta considerada n&o convencional ou exdtica,
presente esporadicamente na dieta de alguns brasileiros como a lichia (Litchi
chinensis). Com relacdo aos teores de proteinas os valores encontrados s&o
proximos, 7,33% para a pitaia vermelha, 8,18% para a pitaia branca e 6,85 % para
a lichia. J4 em relacdo aos teores de lipidios os valores encontrados para as pitaias
analisadas foram menores do que os encontrados para a lichia (2,19% para a pitaia
vermelha, 2,45% para a pitaia branca e 5,56% para a lichia) (MOTTA, 2009). A
diferenca de valor lipidico entre a pitaia e a lichia poderia ser explicada pela maior
proporcdo de &gua encontrada na polpa da pitaia, sendo necessarios maiores
estudos para verificagao.

Ao observar o resultado de cinza encontrado para a lichia (2,72%) vemos que
ele é bem menor do que o encontrado para a pitaia vermelha (4,77%) e para a pitaia
branca (4,11%). Pode-se supor que a ndo retirada das sementes interferiu
diretamente nesse parametro, aumentando os valores para ambas as pitaias.
Estudos desses parametros com a polpa pura, sem sementes, poderiam tornar clara

a existéncia ou nao de interferéncia.

53 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO ENSAIO
ESPECTROFOTOMETRICO DE REDUCAO DO RADICAL 2,2-DIFENIL-1-
PICRILIDEAZILA (DPPH)

Esse método baseia-se na transferéncia de elétrons. Quando o DPPH. é
reduzido, ocorre a perda de cor da solucdo violeta composta por radicais estaveis

DPPHe, tornando-se amarelada. O método € simples, rapido e conveniente, sendo
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atil para a triagem de muitas amostras no intuito de avaliar a atividade neutralizante
de radical livre (JUSTUS, 2014).

Os resultados apresentados foram expressos através do valor de
concentragéo efetiva (CEso), que representa a concentracdo de amostra necessaria
para neutralizar 50% dos radicais de DPPH. Portanto, quanto menor a CEso, maior
sera a atividade antioxidante da amostra.

Para os testes foram utilizados os extratos (metanol/agua 80:20) liofilizados,
das polpas de pitaia vermelha (Hylocereus polyrhizus) e branca (Hylocereus
undatus).

Apés testar varias concentracfes das amostras, foram construidos gréaficos
gue mostram as concentracfes testadas e suas respectivas atividades antioxidantes
médias (%AAOM). Os valores de desvio padrdo relativo entre as médias de
atividade antioxidante foram todos abaixo de 1,4%, para todas as concentragoes.

Através das equacdes geradas a partir dos gréficos de regressao linear para a
pitaia vermelha (Gréafico 1) e pitaia branca (Grafico 2) foi possivel calcular a CEso
(concentracéo efetiva para 50%) das duas amostras que foi de 737,72 + 2,08 ug/mL
para a pitaia vermelha e de 327,26 + 4,47 pg/mL para a pitaia branca.

A presenca da atividade antioxidante da pitaia pode ser relacionada com seus
constituintes, como por exemplo, a betalaina, que é reconhecida por sua atividade

antioxidante, além dos metabdlitos fendlicos, acido ascérbico, entre outros.

Gréfico 1 - Atividade antioxidante pitaia vermelha (Hylocereus
polyrhizus)

70,00
y = 0,0608x + 5,1467

o / R? = 0,9998
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[ 1 mg/mL Extrato da polpa de frutos de Pitaia vermelha (Hylocereus polyrhizus)
metanol:agua 80:20

Fonte: A autora.
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Grafico 2 - Atividade antioxidante pitaia branca (Hylocereus

undatus)
100,00 -
y = 0,1485x + 1,4013
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g 60,00 CEso= 327,26 + 4,47
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Fonte: A autora.

Observa-se que o valor de atividade antioxidante pelo método de reducéo do
DPPH encontrado para a pitaia branca (Hylocereus undatus) é menor que a metade
do valor encontrado para a pitaia vermelha (Hylocereus polyrhizus), o que significa
dizer que a amostra branca apresenta mais do que o dobro de atividade antioxidante
do que a amostra vermelha.

A diferenca entre os resultados das duas espécies mostra que provavelmente
também houve uma diferenca entre as substancias extraidas para as duas espécies,
ja que, a espécie vermelha, mesmo possuindo um maior rendimento na extracao
(70,01%), ndo mostrou maior atividade antioxidante do que a espécie branca (com
rendimento de 48,12% na extragao).

Sabe-se que 0s compostos responsaveis pela atividade antioxidante dos

7

vegetais, geralmente sao provenientes do metabolismo secundario, que ¢é
responsavel pelas relagdes ecologicas, adaptacdo e pelos mecanismos de defesa
da planta, e que esses metabolitos podem ser mais produzidos em condi¢des de
estresse (SOUZA, 2013). Portanto, esse resultado poderia ser justificado pela época
em que os frutos foram colhidos. Os frutos da pitaia vermelha ficaram maduros e
foram colhidos antes, no inicio do veréo, e receberam menor incidéncia de radiacéo
ultravioleta e intempéries do verdo. Ja os frutos de pitaia branca so estiveram bons
para a colheita mais de um més depois, resultando em uma maior exposi¢do aos

raios ultravioleta e intempéries do alto verdo, podendo ser levado a uma maior
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producdo de metabolitos secundérios, e consequentemente a uma maior atividade
antioxidante frente ao DPPH.

Além disso, por terem sido colhidos antes, os frutos de pitaia vermelha
ficaram mais tempo armazenados do que os frutos de pitaia branca. Esse pode ser
um fator que pode levar a essa diferenca de resultado na atividade antioxidante.

Luo e colaboradores (2014) encontraram valores de CEso de 830 pg/mL para
H. polyrhizus (pitaia vermelha) e 910 pg/mL para H. undatus (pitaia branca), sendo
qgue o resultado para a pitaia vermelha se mostra proximo ao encontrado nesse
estudo, porém em seu trabalho, mostram menor atividade antioxidante do que a
concluida nesse estudo para a pitaia branca.

O Ginkgo biloba é uma das plantas que apresenta elevada atividade
antioxidante por esse meétodo, apresentando o valor de 40,6 + 0,25 ug/mL nos
resultados encontrados por Justus (2014), para seu extrato padronizado. Em
comparacdao com o Ginkgo biloba, os extratos metanol/agua 80:20, de ambas as
pitaias analisadas, ndo apresentam boa atividade antioxidante, ja que seria
necessario 8 vezes mais de pitaia branca e 18 vezes mais de pitaia vermelha para
atingir o mesmo efeito antioxidante da Ginkgo biloba. Mesmo assim, observa-se,
pela boa linearidade obtida, que as duas espécies de pitaia apresentam atividade
antioxidante e esta poderia ser correlacionada com sua concentragao.

Deve-se levar em conta que os métodos como o DPPHe, que se baseia em
radicais livres estaveis, sdo criticados por serem radicais sintéticos, que nao estao
presentes em sistemas biolégicos. Esse dado nos faz frisar a necessidade de
utilizagdo de outros métodos que avaliem a atividade antioxidante frente a outros
tipos de radicais (BECKER et al., 2004).

Abreu e colaboradores (2012) mostram que a atividade antioxidante da polpa
de frutos de pitaia se mostra mais baixa quando utilizado o método DPPH, mas os
resultados obtidos pelo método do sistema betacaroteno/acido linoléico sdo bem
mais significativos, jA que esse método possui um principio diferente, que é a
peroxidacédo lipidica. O método de oxidagdo do B-caroteno/acido linoléico avalia a
atividade de inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacdo do acido
linoléico. O meétodo estd fundamentado em medidas espectrofotométricas da
descoloracao do betacaroteno induzida pelos produtos de degradacéo oxidativa do
acido linoléico (ALVES et al., 2010).
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Frisa-se entdo a necessidade da utilizacdo de mais de um método para que
seja possivel avaliar a atividade antioxidante por ensaios que apresentem

mecanismos de acao e fundamentos diferentes (OLIVEIRA et al., 2009).

5.4 TEOR DE METABOLITOS FENOLICOS TOTAIS

Diversas técnicas podem ser utilizadas na determinacédo espectrofotométrica
de metabdlitos fendlicos, sendo a de Folin-Ciocalteau uma das mais utilizadas. O
reagente de Folin-Ciocalteau contém uma mistura de coloragdo amarela dos acidos
fosfomolibidico e fosfotunguistico, que em presenca de substancias redutoras, como
os compostos fendlicos, se torna azul. A mudanca de coloracdo permite a
determinacdo da concentracdo dessas substancias. O ajuste do pH ideal é feito com
uma solucdo de carbonato de sddio (Na2COs) (OLIVEIRA, 2016).

Para a expressdo dos resultados em termos de miligramas equivalentes de
acido galico, foi construida uma curva analitica do acido gélico, a qual esta

demonstrada no Grafico 3, abaixo:

Gréfico 3 - Curva analitica de acido galico
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[ 1 ug/mL de acido galico

Fonte: A autora.
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A equacéo da reta utilizada foi de y = 0,0922x — 0,0444, onde os valores das
médias das absorvancias foram adicionados em y para a obten¢édo da concentracéo
em equivalente de acido galico pelo valores de x.

O teor de metabdlitos fendlicos totais encontrado para a pitaia branca foi de
678,80 + 64,13 mgEAG/100g e de 503,41 + 52,06 mgEAG/100g para a pitaia
vermelha.

Kim e colaboradores (2011) encontraram um valor de fendis para a pitaia
vermelha de 491 + 55 mgEAG/100g e para pitaia branca de 352 + 60 mgEAG/100g.
Observa-se que os valores foram semelhantes aos do presente estudo para a pitaia
vermelha, sendo menores somente para a pitaia branca.

J& para frutos do género Stenocereus, que também é chamado popularmente
de pitaia, foram encontrados valores de 1.384,3 + 10,4 mgEAG/100g e 2.395,3 +
42,6 mgEAG/100g para as pitaias vermelha e branca, respectivamente. Esses
valores foram bem mais altos do que os encontrados para as pitaias do género
Hylocereus nesse estudo (BELTRAN-OROZCO et al., 2009).

Os diferentes resultados encontrados nos estudos sobre a pitaia para o teor
de fendlicos totais provavelmente decorreram da utilizacdo de frutos com diferentes

graus de maturacao e diferentes origens e climas (ABREU et al., 2012).

5.4.1 Correlacéo do teor de metabdlitos fendlicos com a atividade antioxidante
pelo método DPPH

Em muitos casos, a quantidade de fendlicos presentes em um produto natural

esta relacionada com a atividade antioxidante do mesmo (SILVA et al., 2010).

Sabendo disso, o teste estatistico de Pearson foi aplicado para verificar a correlagao

entre a composicdo de fendlicos da pitaia com a atividade antioxidante estimada
pelo método DPPH.

O coeficiente de Pearson (r) mede o grau de correlacdo entre variaveis. A

férmula seguinte representa esse coeficiente:

p=t X2y

n—1 sx sy

)
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O valor de “r” varia de -1 a 1. O sinal do resultado mostra a dire¢c&o positiva ou
negativa do relacionamento entre os conjuntos de dados e o valor sugere a forca da
relacdo entre as variaveis. Uma correlacao perfeita (-1 ou 1) indica que o valor de
uma variavel pode ser determinado exatamente ao se saber o valor da outra. No
outro oposto, uma correlacdo de valor zero indica que ndo héa relacdo entre as
variaveis (FIGUEIREDO FILHO; SILVA JUNIOR, 2009).

Na pratica sdo encontrados valores intermediarios entre 0 e 1. Sendo assim, 0
coeficiente de correlacdo pode ser avaliado qualitativamente da seguinte forma: se
0,00 < r < 0,30, existe fraca correlacdo; se 0,30 < r < 0,60, existe moderada
correlacao; se 0,60 < r < 0,90, existe forte correlacdo; se 0,90 < r < 1,00, existe
correlacdo muito forte (LIRA, 2004).

Na Tabela 2 observa-se os valores utilizados para o célculo que foi feito no
Software GraphPad Prism, versdo 5.01 de 2007. No teste assumiu-se uma

distribuicdo Gaussiana normal para os dados e um intervalo de confianca de 99%.

Tabela 2 — Avaliacdo da correlacdo de Pearson, concentracdo de metabdlitos
fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteau e atividade
antioxidante pelo método DPPH nos extratos da polpa das pitaias
vermelha e branca do horto da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Juiz de Fora, MG, 2016.

PITAIA VERMELHA PITAIA BRANCA
Média da % Atividade Média da % Atividade
concentracdo de antioxidante concentracdo de antioxidante
fenois totais (ng/mL média fenois totais (ng/mL média
de EAG) de EAG)
3,5870 41,53 1,2631 32,23
3,5531 46,30 2,2118 52,48
4,4446 50,84 3,5107 77,64
5,1466 59,82 4,3858 88,14
Coeficiente de Correlagdo de Pearson = | Coeficiente de Correlagédo de Pearson =
0,9563 0,9949

Fonte: A autora.

De acordo com a Tabela 2, a correlacdo entre as duas variaveis analisadas

para os dois tipos de pitaia obtiveram um valor proximo de 1, sendo essa correlagcao
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considerada como muito forte. Sendo o coeficiente positivo, podemos dizer que
quanto maior a concentracdo de fendlicos, maior sera a atividade antioxidante.
Portanto, isso indica que os compostos fendlicos contribuem de forma significativa
para a capacidade antioxidante dos extratos. Os resultados encontrados para a
pitaia corroboram com essa afirmacéo, j& que maiores resultados para os fendlicos
da pitaia branca refletiram em uma maior atividade antioxidante pelo método DPPH
para essa espécie, mesmo com menor teor extrativo do que para a espécie

vermelha.

5.5 ENSAIO DE TOXICIDADE

A avaliacéo da letalidade de compostos bioativos frente a organismos menos
complexos se faz importante devido a alta toxicidade de alguns deles quando em
altas doses. O microcrustaceo Artemia Salina é de facil manutencdo em condi¢ces
de laboratério (PIMENTEL et al., 2011) e foi utilizado com o intuito de calcular a DLso
(dose letal do extrato para 50% da populagéo), que foi de 1.515,98 pg/mL para a
pitaia vermelha e 1.148,14 ug/mL para a pitaia branca.

Sao consideradas toxicas somente as substancias que apresentam valores de
DLso abaixo de 1.000 pg/mL em Artemia salina (MEYER et al., 1982), portanto,
nenhuma das amostras € toxica, pois apresentam valores maiores do que 1.000
pug/mL. Esse resultado ja era esperado, ja que o material testado era a polpa de um

fruto comestivel.
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6 CONCLUSAO

Em relacdo a composicao centesimal pode-se concluir que teor de umidade
da amostra in natura foi alto, assim como de outras frutas tropicais. Além disso, 0s
outros parametros também foram muito semelhantes a varias frutas tropicais como
laranja, mamé&o e acerola. As duas amostras apresentaram uma propor¢ao reduzida
de lipidios, pouca proteina e uma quantidade consideravel de carboidratos, como
havia sido descrito na literatura.

Pela andlise espectrofotométrica da atividade antioxidante (DPPH), o os
extratos apresentaram um valor de ECso relativamente alto, sendo que quanto menor
o valor de CEso, maior € a atividade antioxidante. Pela boa linearidade apresentada
pode-se concluir que a atividade antioxidante se faz presente, mesmo que baixa.
Porém, devido aos baixos valores, observa-se a necessidade de mais estudos e a
realizacdo de ensaios que se baseiem em outros métodos.

O teor de compostos fendlicos foi considerado baixo comparando-o com
outras frutas, sendo que, pelo alto indice de Pearson obtido, foi possivel
correlacionar de forma significativa a concentracdo de compostos fendlicos da pitaia
com sua atividade antioxidante.

O ensaio de toxicidade em Artemia Salina resultou em valores acima de 1.000
pg/mL, ou seja, as amostras nao foram consideradas toxicas.

Conclui-se entdo que a pitaia tem potencial para ser incorporada a dieta do
brasileiro, contribuindo para a diversidade alimentar, para a saude e também para
outros fins como a utilizacdo de seu pigmento para as industrias alimenticia e

cosmética.
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