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RESUMO

TREMOCOLDI, M. A. Caracterizacao, isolamento e identificacdo de compostos com
atividade antioxidante de abacates das cultivares Hass e Fuerte. 2015. 113 p. Tese
(Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Séo Paulo,
Piracicaba, 2015.

As frutas sdo fontes importantes de substancias nutricionais e apresentam em sua constituicéo
compostos com caracteristicas funcionais, podendo ser apontadas como boas fontes de
antioxidantes naturais. O abacate ¢ uma fruta tropical com caracteristicas nutricionais e
organolépticas atrativas, destacando-se a quantidade de lipideos com alto teor de &cidos
graxos insaturados que trazem beneficios a salde. Além disso, os residuos de origem
agroindustrial como cascas e sementes obtidos durante o processamento contém compostos
bioativos. Entretanto, ainda ndo existem estudos sobre a capacidade de desativacdo de
espécies reativas de oxigénio, atividade anti-inflamatdria e avaliagdo da composi¢do fenodlica
em tempo real por HPLC-DAD-UV do fruto e dos residuos do processamento de abacate,
conforme a literatura cientifica. Por ser uma fonte de acidos graxos poli-insaturados, ha
possibilidade de uma grande variedade de antioxidantes presentes no fruto, dentre os quais
compostos fendlicos, para protecdo e integridade do dleo contra oxidacdo. Assim, o objetivo
deste trabalho foi caracterizar, isolar e identificar substancias com atividade antioxidante da
polpa, casca e semente de abacates das cultivares Hass e Fuerte; avaliar a capacidade de
desativacdo de espécies reativas de oxigénio e a atividade anti-inflamatéria. O conteddo de
compostos fendlicos totais foi avaliado pelo método de Folin-Ciocalteu, o potencial
antioxidante foi avaliado pelos métodos do sequestro do radical livre DPPH e ABTS, reducéo
do ferro, auto-oxidacdo do sistema B-caroteno/acido linoléico, estabilidade oxidativa em
Rancimat e capacidade de desativacdo de espécies reativas de oxigénio pelos métodos ORAC,
anion superoxido e acido hipocloroso. No geral, cascas e sementes de ambas as cultivares
apresentaram maior atividade antioxidante em relacdo a polpa dos frutos. Os compostos de
maior atividade antioxidante dos residuos do abacate foram quantificados pelas técnicas
HPLC-DAD-UV e LC-MS/MS e confirmados por RMN. Nas cascas de ambas as cultivares
foram encontrados o &cido trans-5-O-cafeoil-D-quinico, procianidina B, e epicatequina,
enquanto que nas sementes foram o acido trans-5-O-cafeoil-D-quinico, procianidina By,
catequina e epicatequina. Os residuos das duas cultivares apresentaram elevada capacidade de
sequestro do radical superoxido e acido hipocloroso. Os compostos fenolicos mais
frequentemente encontrados nas amostras pela técnica de GC/MS foram o &cido trans-5-O-
cafeoil-D-quinico e epicatequina. A casca da cultivar Fuerte suprimiu significativamente a
producdo de TNF-a e NO, envolvidos no processo inflamatorio, e pode estar relacionado ao
alto teor de compostos fenolicos e atividade antioxidante encontrados nesta espécie. Portanto,
residuos da cadeia de processamento de abacate podem ser considerados fontes de compostos
bioativos de grande potencial funcional.

Palavras-chave: Composicdo fenolica. Espécies reativas de oxigénio. Atividade anti-
inflamatdria. Fracionamento. Persea americana Mill.
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ABSTRACT

TREMOCOLDI, M. A. Characterization, isolation and identification of compounds with
antioxidant activity of Hass and Fuerte avocados cultivars. 2015. 113 p. Tese (Doutorado)
— Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2015.

Fruits are important sources of nutritional substances and are rich in compounds with
functional features that can be identified as good sources of natural antioxidants. The avocado
is a tropical fruit with attractive nutritional and organoleptic characteristics, especially the
amount of lipids with high content of unsaturated fatty acids that provide health benefits.
Furthermore, agroindustrial residues such as peels and seeds obtained during processing
contain bioactive compounds. However there are no studies about evaluate the capacity for
scavenging reactive oxygen species, the anti-inflammatory activity and the phenolic
composition of fruits and residues from avocado according to the scientific literature. A
source of polyunsaturated fatty acids, the fruit must contain a variety of antioxidants, phenolic
compounds among which, for protection and integrity against oil oxidation. The goal of the
present study was to characterize, isolate and identify substances with antioxidant activity of
the pulp, peel and seed of Hass and Fuerte avocados cultivars; evaluate the capacity for
scavenging reactive oxygen species, the anti-inflammatory activity. The total phenolics
content was measured by the Folin-Ciocalteu method. The methods for evaluating the
antioxidant activity used were the DPPH free radical and ABTS, [-carotene bleaching,
reduction of Fe®, oxidative stability in Rancimat, evaluate the capacity for scavenging
reactive oxygen species by ORAC, superoxide anion and hypochlorous acid. Peels and seeds
of both cultivars showed higher antioxidant activity than the pulp of the fruit. Compounds
present in peels and seeds from both cultivars were quantified through LC-DAD-UV and LC-
MS/MS and confirmed through RMN. The compounds exhibiting the greatest antioxidant
activity were trans-5-O-caffeoyl-D- quinic acid, procyanidin B, and epicatechin in the peels
and trans-5-O-caffeoyl-D-quinic acid, procyanidin B;, catechin and epicatechin in the seeds.
Residues from both cultivars exhibited high superoxide radical and hypochlorous acid-
scavenging capacity. Phenolic compounds found most frequently in the samples by GC/MS
technique were trans-5-O-caffeoyl-D-quinic acid and epicatechin. Peel from the cultivar
Fuerte significantly suppressed the production of TNF-a and NO, which are involved in
inflammatory processes, and this suppression may be related to the high phenolic content and
antioxidant activity observed. Residues of avocado processing can therefore be considered
sources of bioactive compounds with high functional potential.

Keywords: Phenolic compounds. Reactive oxygen species. Anti-inflammatory activity.
Fractionation. Persea americana Mill.
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1 INTRODUCAO

Atualmente ha grande interesse da populacdo por bem estar e qualidade de vida, o que
tem motivado as pesquisas na busca por compostos naturais benéficos ao organismo em
substituicdo aos sintéticos utilizados na industria de alimentos e farmacéutica (RODRIGUEZ-
CARPENA et al., 2011).

O abacateiro (Persea americana Mill) é uma frutifera que pertence a familia
Lauraceae a ao género Persea que inclui todas as variedades de abacates de interesse
comercial no mundo (KOLLER, 2002). O fruto possui notavel qualidade nutricional, pois
apresenta uma grande quantidade de vitaminas, minerais, proteinas e fibras, além do elevado
teor de acidos graxos insaturados que trazem beneficios a satde (YAHIA, 2010). Além disso,
contém niveis elevados de compostos fitoquimicos bioativos, incluindo a vitamina E,
carotenoides, esterdis, compostos fenolicos, entre outros (DING et al., 2007; MEYER,;
TERRY, 2010; HURTADO-FERNANDEZ; CARRASCO-PANCORBO; FERNANDEZ-
GUTIERREZ, 2011). Embora o abacate seja uma fruta nutritiva, pouco ainda se conhece
sobre a composicao fitoquimica e propriedades antioxidante, principalmente os de origem
tropical.

Apesar das frutas serem ricas em nutrientes e compostos bioativos, varios sdo 0s casos
em que esses constituintes se concentram majoritariamente nas cascas e sementes
(ABRAHAO et al., 2010; MELO et al., 2008). Assim, muitos subprodutos de origem
agroindustrial, contém compostos bioativos com potencial aplicacdo como antioxidantes em
alimentos (DENG et al., 2012). Além disso, compostos de origem vegetal, como os fendlicos,
também possuem atividade anti-inflamatéria (DABAS et al., 2013), atividade antibacteriana
(NAGARAJ et a., 2010; RAYMOND; CHIA; DYKES, 2010), antivirais, anticancerigenas e
antialergénicas (KOO; SUHAILA, 2001; DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).

A composi¢do quimica de residuos de abacates ja foi avaliada por Matsusaka,
Kawabata e Kasai (2003) e Wang, Bostic e Gu (2010), porém nestes estudos os autores
sempre analisaram o potencial antioxidante contra espécies reativas sintéticas, tais como
DPPH e ABTS. Assim, esta é a primeira vez em que os compostos fendlicos bioativos sdo
avaliados em tempo real por HPLC-DAD-UV, bem como feita a caracteriza¢do da capacidade
antioxidante dos extratos contra espécies reativas de oxigénio (ROS). Wang, Bostic e Gu
(2010) também identificaram compostos presentes na polpa, casca e semente de abacates de
diferentes cultivares, entretanto, varios ndo foram possiveis de serem identificados, mesmo

utilizando a técnica de espectrometria de massas de alta resolugdo. Desta forma, evidencia-se
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a necessidade de um trabalho de isolamento, para na sequencia se identificar os compostos
isolados com atividade antioxidante por técnicas espectroscopicas especificas, como
Espectrometria de Massa (MS) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

Além das contribui¢cbes a salde proporcionadas pelos antioxidantes presentes em
frutas, estes compostos também tém despertado grande interesse na esfera industrial, ja que o0s
antioxidantes sintéticos mais usados pela industria de alimentos como o BHA (butil-
hidroxianisol), o BHT (butil-hidroxitolueno) e o TBHQ (terc-butilhidroquinona)
(RAMALHO; JORGE, 2006) tém despertado preocupacdo quanto as doses de seguranca e
toxicidade (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Os antioxidantes podem ser definidos como quaisquer substancias que, presentes em
baixas concentracfes, quando comparada a um substrato oxidavel, atrasam ou inibem a
oxidacdo desse substrato de maneira eficaz (HALIWELL, 2000; HALIWELL, 2012). A
oxidacdo é parte fundamental da vida aerébica e do nosso metabolismo e, assim, os radicais
livres sdo produzidos naturalmente ou por alguma disfuncéo biolégica (BARREIROS, 2006;
VASCONCELOS, 2007).

Na industria de alimentos, o uso de antioxidantes sintéticos e seus mecanismos de acdo
tém sido muito estudados, principalmente com a finalidade de inibir ou retardar a oxidacao de
6leos, gorduras e alimentos gordurosos, assim a sua substituicdo pelos antioxidantes naturais
também podem ser benéficos para a saude. Neste sentido, a grande demanda social por
produtos naturais aliada as preocupacdes do setor industrial na diminuicdo de perdas
econdmicas e do alto impacto dos residuos descartados no meio ambiente, tém impulsionado
e aumentado significativamente as pesquisas nos Ultimos anos por novas substancias
bioativas, dentre as quais 0s antioxidantes naturais, os quais tem sido cada vez mais
elucidados e disseminados.

Pelo fato do fruto do abacate, juntamente com a casca e semente, ser uma fonte de
antioxidantes naturais, o que pode justificar a estabilizacdo do proprio 6leo contido na polpa,
0 estudo dos fitoquimicos desses materiais favorece a descoberta de novos principios ativos
para uso pela industria de alimentos, contribuindo simultaneamente para melhoria da
qualidade de vida dos consumidores e gera¢do de novos conhecimentos.

Assim, 0 objetivo deste trabalho foi caracterizar, isolar e identificar substancias com
atividade antioxidante da polpa, casca e semente de abacates das cultivares Hass e Fuerte;
avaliar a capacidade de desativacdo de espécies reativas de oxigénio e a atividade anti-

inflamatoria.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Abacate

O abacate (Persea americana Mill.) € uma importante fruta tropical nativa da América
Central e do México, e produzida em quase todas as regides tropicais e subtropicais do mundo
(KATE; LUCKY, 2009). O México é o maior produtor mundial, com producdo anual de
1.264.140 toneladas, seguido do Chile (368.568t), Republica Dominicana (295.081t) e
Indonésia (275.953t). O Brasil ocupa a nona posicdo, com 160 mil toneladas, com sua
producdo concentrada principalmente na regido Sudeste, sendo o estado de S&o Paulo (85t) o
maior produtor seguido de Minas Gerais (36t) (AGRIANUAL, 2014), o que correspondem
também a 60% da area cultivada e 70% da producdo nacional (IBGE, 2014).

As variedades comerciais sdo em geral hibridas das espécies pertencentes a trés ragas
de origens diferentes, Antilhana (Persea americana Mill. variedade americana),
Guatemalense (Persea americana Mill. variedade guatemalensis) e Mexicana (Persea
americana Mill. variedade drymifolia), as quais possuem caracteristicas especificas
(CAMPOS, 1988; DUARTE FILHO et al., 2008), que foram identificadas conforme as
regides de origem do abacateiro (CAMPOS, 1988). A possibilidade de hibridacdo confere a
planta condi¢cBes de adaptacdo as diferentes situacGes edafoclimaticas. A raca antilhana,
originaria da América Central, € a mais sensivel a baixas temperaturas. A raca guatemalense €
a originaria de regides altas da América Central e, por isso, € mais resistente ao frio. As
variedades da raca mexicana sdo as mais tolerantes a baixas temperaturas, pois sdo originarias
de regiGes de elevada altitude do México e da Cordilheira dos Andes (TEIXEIRA et al.,
1991). Os frutos de algumas variedades cultivadas em regides mais frias apresentam maior
teor de 6leo (KOLLER, 2002), portanto conhecer a variedade de abacateiro que se pretende
cultivar é de grande importancia, haja vista que cada mercado tem suas preferéncias
particulares em relacdo as caracteristicas dos frutos.

O abacate é uma das plantas mais produtivas por unidade de area cultivada (TANGO
et al., 2004; MOOZ et al., 2012), existindo no mundo mais de 500 variedades do fruto
(DEMBITSKY et al., 2011). No Brasil sdo encontradas um grande nimero de variedades em
diversas regides, cujos frutos se diferem na composicdo quimica (TANGO et al., 2004;
MOOZ et al., 2012), na forma e na cor (DEMBITSKY et al., 2011). As variedades preferidas
no mercado nacional para consumo sdo as de tamanho grande com baixo teor de 6leo. Em

contrapartida, no mercado europeu o fruto pequeno com teor de 6leo elevado tem maior
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aceitagdo (RAMOS; SAMPAIO, 2008). O teor de lipideos na polpa varia conforme a cultivar,
estagio de amadurecimento do fruto e as condi¢bes de crescimento geografico da planta,
chegando a 30% em algumas cultivares e a 5% somente em outras (TANGO et al., 2004;
SALGADO et al., 2008).

As cultivares existentes apresentam frutos com os mais variados tamanhos e pesos,
assim como diferentes propor¢oes de casca, polpa e semente (DONADIO, 1992). No mercado
interno, as cultivares mais comercializadas sao ‘Simmonds’, ‘Barbieri’, ‘Collison’, ‘Quintal’,
‘Fortuna’, ‘Breda’, ‘Reis’, ‘Solano’, ‘Imperador’, ‘Ouro Verde’, ‘Campinas’ ‘Geada’ e
‘Margarida’ (LEONEL; SAMPAIO, 2008), com teor de 6leo que varia de 2 a 20%, (TANGO
et al., 2004, OLIVEIRA et al., 2013). Para exportagao, as principais sdo ‘Hass’ e ‘Fuerte’,
conhecidas popularmente como ‘Avocado’, que em menor escala, também sdo consumidas no
pais (FRANCISCO; BAPTISTELLA, 2005; DAIUTO; TREMOCOLDI; VIEITES, 2010;
VIEITES; DAIUTO; FUMES, 2012), e apresentam teor de Oleo entre 18 e 25% (CRIZEL,
2008; DAIUTO et al., 2010).

A producéo brasileira de abacates é quase toda voltada para abastecer o mercado
interno, entretanto, a producdo destas duas cultivares visando a exportacdo, tem aumentado
para abastecer os paises da América do Sul e Europa (CAMARGO; MANCO, 2004).

A empresa Jaguacy, situada na cidade de Bauru, interior de Sdo Paulo é a maior
produtora destes frutos, e para manter o alto padrdo exigido no mercado internacional investiu
em alta tecnologia e na certificacdo de produtos, e hoje essas cultivares possuem o selo
GlobalGap. Desta forma, conquistou credibilidade e atualmente compete com outros grandes
exportadores como 0 México, Chile e Africa do Sul. Atualmente sdo comercializadas cerca de
4.000 toneladas de “Avocado” por ano, atendendo a demanda para paises como a Franca,
Alemanha e Inglaterra.

A cultivar Fuerte é um hibrido guatemalense-mexicano. O fruto € piriforme, pesa de
150 a 350 gramas, possui casca lisa, fina, sem brilho e verde, ndo mudando de coloragdo com
0 amadurecimento. A época de producdo dos frutos para exportacdo varia de marco a junho.
A cultivar Hass é também um hibrido guatemalense-mexicano, entretanto o fruto € oval-
piriforme, pesa de 180 a 300 gramas, possui casca grossa, rugosa, mudando de cor durante o
amadurecimento para marrom escuro. A época de producdo € de junho a setembro
(DONADIO, 1995).

O abacate é uma das frutas que mais se destaca pela sua qualidade nutricional e pelo

alto potencial econdmico, justificando plenamente a expansdo do seu consumo.



19

Comparando-se a composi¢cdo média da polpa de abacate, constata-se que 0 mesmo
apresenta alto valor energético comparado a outras frutas tropicais (MOOZ et al., 2012),
teores elevados de acidos graxos monoinsaturados (oléico e palmitoléico) e acidos graxos
saturados (palmitico), baixo teor de &cido graxo polinsaturado (linoléico) e menor contetdo
do é&cido esteadrico (saturado) (TANGO et al., 2004; LU et al.,, 2009; YAHIA, 2010;
OLIVEIRA et al., 2013), sendo muito proxima ao azeite de oliva azeite de oliva (SILVA et
al., 2012) e até mesmo da noz macadamica (MARO et al., 2012). Abacates sdo ricos em
vitaminas E, Bs, acido ascorbico, p-caroteno (BERGH, 1992; CORRAL-AGUAYO
et al., 2008), fosforo, magneésio e potéssio (SLATER; SHANKMAN; SHEPERD; ALFIN-
SLATER, 1975; BERGH, 1992; WHILEY; SCHAFFER; WOLSTENHOLME, 2002;
DAIUTO et al., 2014).

Além disso, elevados teores de compostos fendlicos e atividade antioxidante
encontrados nas cascas e sementes (WANG et al., 2010; YUUKO; JUN, 2010; DAIUTO et
al., 2014) tem impulsionado pesquisas relacionadas a utilizagdo destes residuos como fonte de
aditivos alimentares (AYALA-ZAVALA et al., 2011; RODRIGUEZ-CARPENA et al., 2011,
VINHA; MOREIRA; BARREIRA, 2013, DAIUTO et al., 2014), na industria farmacéutica e
dermocosmética (VINHA; MOREIRA; BARREIRA, 2013). Também possuem acdo anti-
inflamat6ria (ROSENBLAT et al., 2010), inseticida (LEITE et al., 2009; ABE et al., 2005),
fungicida (LEITE et al., 2009) e antimicrobiana (NAGARAJ et al., 2010; RAYMOND;
CHIA; DYKES, 2010). Vale ressaltar que assim como o teor de 6leo no fruto, o conteido
destes compostos bioativos encontrados na polpa juntamente com seus residuos pode ser
alterado dependendo da cultivar, das condi¢des edafoclimaticas e de cultivo, que incluem
temperatura; luminosidade; adubacédo e irrigacdo; do estado de amadurecimento dos frutos,
colheita e po6s-colheita, processamento e armazenamento (WANG et al., 2012; VINHA et al.,
2012).

O fruto também € apreciado de diferentes maneiras de acordo com héabitos alimentares
de cada pais. No Brasil, o fruto € consumido principalmente na forma de sobremesas, batido
com leite, agucar e suco de limdo. Em outros paises é apreciado na forma de saladas, sopas e
molhos (DAIUTO; VIEITES, 2008).

2.2 Composigdo quimica do fruto

Os compostos quimicos ja identificados nas polpas de abacates de diferentes

cultivares, segundo a literatura, foram procianidina, catequina, epicatequina (RODRIGUEZ-
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CARPENA et al., 2011), &cido cafeico, &cido ferulico, &cido p-cumaérico, &cido protocatecuico
(GOLAN et al., 1977; TORRES et al., 1987; GOLUKCO; OZDEMIR, 2010; RODRIGUEZ-
CARPENA et al., 2011), p-hidroxibenzoico, acido resorcilico, acido galico (TORRES et al.,
1987; GOLUKCO; OZDEMIR, 2010; RODRIGUEZ-CARPENA et al., 2011), vanilico,
isovanilico, siringico, sinapico (TORRES et al., 1987; RODRIGUEZ-CARPENA et al.,
2011), rutina e quercetina (GOLUKCO; OZDEMIR, 2010).

Procianidinas (WANG; BOSTIC; GU, 2010; RODRIGUEZ-CARPENA et al., 2011;
KOSINSKA et al., 2012), catequina (TERASAWA; SAKAKIBAR; MURATA, 2006;
WANG; BOSTIC; GU, 2010; RODRIGUEZ-CARPENA et al., 2011; KOSINSKA et al.,
2012), acido 5-O-cafeoilquinico (KOSINSKA et al., 2012), epicatequina (TERASAWA,
SAKAKIBAR; MURATA, 2006; WANG; BOSTIC; GU, 2010; RODRIGUEZ-CARPENA et
al., 2011), quercetina (KOSINSKA et al., 2012; RODRIGUEZ-CARPENA et al., 2011),
acidos p-cumarico, cafeico, ferdlico, sinépico, p-hidroxibenzoico, protocatecuico, vanilico,
siringico e galico (RODRIGUEZ-CARPENA et al., 2011) foram o0s compostos ja
identificados nas cascas de abacates.

Em sementes foram encontrados catequina, epicatequina (GEISSMAN; DITTMAR,
1965; MATSUSAKA, KAWABATA; KASAI, 2003; WANG; BOSTIC; GU, 2010;
RODRIGUEZ-CARPENA et al, 2011; KOSINSKA et al, 2012), procianidinas
(RODRIGUEZ-CARPENA et al., 2011; KOSINSKA et al., 2012; WANG, BOSTIC; GU,
2010), acido 3-O-cafeoilquinico, é&cido 3-O-p-cumaroilquinico (KOSINSKA et al., 2012),
acido p-cumarico, cafeico, ferulico, sindpico, acidos p-hidroxibenzdico, protocatecuico,
vanilico, siringico e galico (RODRIGUEZ-CARPENA et al., 2011), kaempferide, &cido
clorogénico, rutina e canferol (PAHUA-RAMOS et al., 2012).

Estes compostos, assim como suas respectivas quantidades, sdo afetados também pelo
tempo e época de colheita. Portanto durante o amadurecimento do fruto, normalmente se
observa decréscimo na quantidade dos compostos fendlicos totais (GOLUKCO; OZDEMIR,
2010).

Os grupos de compostos fendlicos de maior importancia e ocorréncia nos frutos e

residuos de abacate sdo abordados na sequéncia.

2.2.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo substancias amplamente distribuidas na natureza, sendo

que ja foram detectados pelo menos 8000 destes compostos em plantas (SILVA et al., 2010).
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Pertencem a uma classe de grande diversidade de estruturas simples e complexas, que
possuem um anel aroméatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos
funcionais. Sua estrutura pode variar desde moléculas simples a moléculas com alto grau de
polimerizacdo (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006), estando presentes nos
vegetais na forma livre ou ligados a acucares (glicosideos) e proteinas (BRAVO, 1998).
Fazem parte do metabolismo secundério das plantas, podem ser formados em condi¢fes de
estresse e estdo envolvidos na defesa contra organismos patogénicos, radiacdes ultravioletas,
ferimentos e infeccBes (NACZK; SHAHIDI, 2004).

Diversos fatores podem influenciar o conteldo destes metabdlitos secundarios nos
vegetais, como a sazonalidade, ritmo circadiano e desenvolvimento, temperatura,
disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, nutrientes, altitude, poluicdo atmosférica e
inducdo por estimulos mecanicos ou ataques de patdégenos (Figura 1), sendo que a constancia
de concentracdes de metabdlitos secundarios é praticamente uma excecdo (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007).

Ritmo circadiano

\\ W\
indice pluviométrico
. Radiagdo UV

/ Composicao CO, SO,
/ atmosférica NO, O,

Sazonalidade

Figura 1 - Principais fatores que podem influenciar o acimulo de metabolitos
secundarios em plantas
Fonte: Gobbo-Neto e Lopes (2007).

S&o importantes na qualidade sensorial e nutricional das frutas e vegetais, contribuindo
na cor, adstringéncia, aroma e estabilidade oxidativa, sendo, portanto essencial o conhecimento
destes compostos tanto qualitativa quanto quantitativamente (TOMAS-BARBERAN;
FERRERES; GIL, 2000).
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Os compostos fendlicos sdo multifuncionais, pois atuam de diversas maneiras:
combatendo os radicais livres por meio da doacdo de um atomo de hidrogénio de um grupo
hidroxila (OH) da sua estrutura aromatica; quelando metais de transicao, como o Fe** e o Cu*;
interrompendo a reacdo de propagacao dos radicais livres na oxidacéo lipidica; modificando o
potencial redox do meio e reparando a lesdo a moléculas atacadas por radicais livres
(KYNGMI; EBELER, 2008). A atividade antioxidante destes compostos é principalmente
devida as suas propriedades de dxido-reducédo, as quais podem desempenhar um importante
papel na absorcéo e neutralizacéo de radicais (DEGASPARIE; WASZCZYNSKYJ, 2004).

Os fendis simples incluem o0s compostos que possuem apenas um anel aromatico
ligado a um ou mais grupamentos hidroxilicos. Os polifendis sdo os que possuem multiplos
anéis fenolicos em sua estrutura e podem ser divididos em classes de acordo com o nimero de
anéis fenolicos e os elementos estruturais que os ligam (WATERHOUSE, 2002;
D’ARCHIVIO et al., 2007).

Os principais grupos de compostos fenolicos sdo: acidos fendlicos (acidos
hidroxibenzoicos e acidos hidroxicindmicos), flavonoides (flavonois, flavanonas, isoflavonas,
flavanois, flavonas e antocianidinas), estilbenos, ligninas ¢ taninos (D’ARCHIVIO et al.,
2007).

2.2.1.1 Flavonoides

O grupo dos flavonoides é um dos de maior importancia, sendo que ja foram
identificados mais de 5000 flavonoides até o momento (LAMPILA et al., 2009). Sua estrutura
quimica C6-C3-C6 é constituida por dois anéis aromaticos (A e B), unidos por um anel
heterociclico, que caracteriza o nucleo flavanico (C) (D’ARCHIVIO et al., 2007) (Figura 2).

Figura 2 - Ndcleo basico dos flavonoides, compostos por dois anéis aromaticos (A e B)
e um anel intermediério (C)
Fonte: Adaptado de Merken e Beecher (2000).
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Diversas funcdes sdo atribuidas aos flavonoides nas plantas, dentre as quais estdo
protecdo contra a incidéncia de raios ultravioleta (UV) e visivel; prote¢do contra insetos,
fungos, virus e bactérias; atracdo de animais com finalidade de polinizacdo, controle da acéo
de hormonios vegetais, agentes alelopaticos e inibidores de enzimas (HARBORNE;
WILLIAMS, 2000).

Quimicamente, os flavonoides sdo doadores de elétrons, pois apresentam estruturas
quimicas conjugadas em anel, ricas em grupos hidroxilas, que tém potenciais acOes
antioxidantes por reagirem e inativarem anions superoxido (O;"), peréxido de hidrogénio
(H,0,), oxigénio singlete (*O,) e/ou estabilizar radicais livres envolvidos no processo
oxidativo através da hidrogenacdo ou complexacdo com espécies oxidantes (MACHADO et
al., 2008; JIMENEZ et al., 2009). Além disso, possuem também acdo anti-inflamatéria, anti-
hepatoxica, antialérgica, antitumoral (MUZITANO et al., 2006; HUANG et al., 2007). Assim,
a ingestdo de flavonoides esta associada a longevidade e a reducdo na incidéncia de doencas
cardiovasculares, cancer, Alzheimer, entre outras (AYALA-ZAVALA et al., 2011).

As diferentes substituices do anel C resultam nas principais classes dos flavonoides,
ou seja, flavonois, flavanonas, isoflavonas, flavanois, flavonas e antocianidinas (HOLLMAN;
KATAN, 1999; WATERHOUSE, 2002) (Figura 3).
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Figura 3 - Principais classes dos flavanoides
Fonte: Adaptado de Tsao (2010) e Ignat, \Volf e Popa (2011).

J& as substituicdes dos anéis A e B originam diferentes compostos dentro de cada
classe de flavonoides (PIETTA, 2000), o que se explica a grande diversidade destes
compostos na natureza. Estas substituicbes podem incluir oxigenacdo, hidroxilagéo,
metilacdo, alquilacdo, glicosilacdo, acilagdo e sulfacio (HOLLMAN; KATAN,
1999; BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006), formando assim 0s compostos de

cada classe.
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Os compostos pertencentes a subclasse dos flavonois incluem o kaempferol, a
quercetina, miricetina; os pertencentes as flavanonas incluem naringenina e hesperetina; como
exemplo de isoflavonas podem citar a genistina, genisteina, daidzeina e daidzina; pertencem a
subclasse das flavonas a crisina, apigenina, rutina e luteolina e os pertencentes a subclasse das
antocininas incluem a cianidina, delfinidina, malvidina, pelargonidina, peonidina e petunidina
(CROZIER; CLIFFORD; ASHIHARA, 2006).

A classe do flavanol, frequentemente chamada de flavan-3-ois, € a mais abundante e
complexa dos flavonoides, as quais pertencem 0s mondmeros catequina, epicatequina e
galocatequina. Também podem formar estruturas poliméricas, chamadas proantocianidinas
que se dividem em dois grupos: as procianidinas, derivadas de catequina e epicatequina e as

prodelfinidinas, derivadas de galocatequina e epigalocatequina (TSAO, 2010).

2.2.1.1.1 Catequinas

As catequinas sdo constuidas por um anel floroglucinol (A), um anel piranico (C) e um
anel catecol (B) (TSAO, 2010) (Figura 4).

OH OH

OH oH
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(+)-calequina: Ry=0H, Ry=H
(-Fepicalequing; Ry=H, R:=0H (--apicatequing - 3-0-gakats

Figura 4 - Estrutura das catequinas mais abundantes na natureza
Fonte: Adaptado de Tsao (2010).

Os carbonos C2 e C3 desta unidade sdo assimétricos constituindo centros quirais,
dos quais resultam em 4 isdmeros de acordo com as substitui¢cdes, formando (+), (-)-catequina
e (+), (-)-epicatequina. Nos isdmeros (+)-catequina e (+)-epicatequina 0 grupo
3,4-di-hidrofenilo ligado ao carbono C2 e o grupo hidroxilo no carbono C3 surgem em
posicdo trans (2R, 3S) e nos restantes isdmeros em posicdo cis (2R, 3R). Na natureza os
isbmeros mais abundantes sdo a (+)-catequina e a (-)- epicatequina. Estes compostos também

podem se encontrar esterificados com um grupo galoilo na posicdo C3 (ésteres do acido
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gélico). Os flavonoides catequina, epicatequina e epigalocatequina sdo 0s constituintes
monoméricos dos taninos condensados, embora eles sejam também muito comuns como
monomeros livres ( WATERHOUSE, 2002; TSAO, 2010).

Dentre seus beneficios a saude humana destacam-se a reducdo na incidéncia de certos
tipos de céncer, reducdo do colesterol sérico e estimulacdo do sistema imunoldgico
(COZZOLINO, 2009).

2.2.1.1.2 Proantocianidinas

As proantocianidinas, também conhecidas por taninos condensados, sdo polimeros
constituidos por duas ou mais unidades monoméricas de (+)-catequina e (-)-epicatequina. Estes
compostos sdo hidroxilados nas posicGes 5 e 7 do anel A e variam na estereoquimica do
carbono 3 do anel C e no grau de hidroxilacdo do anel B. Podem dividir-se em 2 grupos:
procianidinas, constituidas por subunidades de (+)-catequina e (-)- epicatequina, e
prodelfinidinas constituidas por subunidades de galocatequina e epigalocatequina. As
procianidinas sdo os tipos de proantocianidinas mais abundantes nas plantas (CROZIER;
CLIFFORD; ASHIHARA, 2006; TSAO, 2010) (Figura 5).

OH

Prociamidna; B = H
Prodelfinidina. R = OH

Figura 5- Estrutura quimica da prociantocianidina
Fonte: Adaptado de Crozier; Clifford e Ashihara (2006).

As procianidinas podem ser divididas em grupos com base no tipo de ligacdo das
unidades monoméricas. As ligagdes interflavanol mais comuns sdo estabelecidas entre o C4
de uma unidade superior e o carbono C6 ou C8 da unidade inferior. As estruturas diméricas
destes compostos com esta ligacao sdo ditas do tipo B ou do tipo A (C3oH24012) Se, para além

da ligacdo entre atomos de carbono, apresentam uma ligacdo éter C,-O-C; adicional entre as
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duas unidades monoméricas (Figura 6) (CROZIER; CLIFFORD; ASHIHARA, 2006).

Procianidinas do tipo A apresentam menor atividade antioxidante quando comparadas com as

do tipo B (KONDO et al., 2000).

H
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Dimeros C4-C8 Dimeros C4-C6

BI1 ((-)epi(+)-cat): Ry=H; R;=OH; Ry=OH; Ri=H BS ((-)epi-(-)-epi): Ry=H: R;=OH; Ry=H: R;=OH

B2 ((-)epi<(-}-epi1): Ry~H; Ry;=OH; Ry~H; Ry=OH B6 ((+)cat-(+)-cat) R,=OH; R;=H; R;=OH, Ri=H

B3 ((+)cat(+)-cat): R,~OH; R;*H. Ry=OH, R.~H B7 ((-)epi(+)-cat): Ry=H; R;=OH; Ry=OH; Ry=H

B4 ((+)cat-(-)-epi). R=OH, Ry=H. Ry=H. R~OH B8 ((+)cat<{-)}-¢p1). R,~OH; R;~H. Ry~H; R;~OH

H
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Al: Ry=OH; R;~H
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Figura 6- Estrutura de procianidinas diméricas do tipo B e A.
Fonte: Adaptado de Crozier, Clifford e Ashihara (2006).
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As procianidinas triméricas podem ser do tipo C, se as ligagdes interflavonoides sao
do tipo B (Figura 7), ou do tipo D, se uma ligacdo € do tipo B e outra é do tipo A.

OH

OH

OH

C1 ({-)epi-(-)-epi-{~}-epi): R,, Rs, R«=H; Ry, Rs, Re=OH
T1 ((-)epi<-)-epi-(+)-cat): R, R;, Rg“H; R;, Ry, Re~OH

Figura 7- Estrutura de procianidinas triméricas do tipo C
Fonte: Adaptado de Crozier, Clifford e Ashihara (2006).

As procianidinas podem também apresentar na sua estrutura um ou mais grupos

galoilo (ésteres galato) (Figura 8).
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Figura 8- Estrutura de uma procianidina esterificada com o &cido gélico (B2-3-0-galato)
Fonte: Adaptado de Crozier, Clifford e Ashihara (2006).

Além das estruturas monoméricas, diméricas e triméricas existem formas mais
polimerizadas de proantocianidinas; as procianidinas oligoméricas cujo nimero de unidades

monomeéricas € igual ou inferior a seis, e procianidinas poliméricas com um nimero de
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unidades monomeéricas superior. Em ambos podem existir ligagdes de tipo C4-C8 e C4-C6
que permitem a formacdo de um ndmero ilimitado de isdmeros (HASLAM, 1998).

Portanto, procianidinas sdo potentes antioxidantes e suas formas oxidadas adquirem
estabilizacdo adicional devido ao extenso deslocamento do elétron, induzido pela unidade
catecol no anel aromatico B (WILLIAMS et al., 2004). Além disso, os varios grupos fenolicos
o-di-hidroxi nas estruturas com alto peso molecular fornece as procianidinas uma alta
capacidade de complexar metais como ions (Fe(lll), Cu(ll), Al(I1I)) e proteinas. Estas séo as
principais caracteristicas responsaveis pelo interesse nutricional, biologico e aplicacdo
industrial das procianidinas (CHUNG et al., 1998).

Outros efeitos benéficos sdo atribuidos a esta classe de compostos, como atividade
antibacteriana, antivirais, anticancerigenas, anti-inflamatorias e antialergénica (KONDO,
2000).

2.2.1.2 Acidos fendlicos

Outro grupo importante de fitoquimico compreende os acidos fenolicos, que séo
divididos em dois grupos: derivados dos &cidos hidroxibenzdicos e derivados dos acidos
hidroxicindmicos. Os acidos hidroxibenzéicos, que tém estrutura comum, Cs-C;, S80 0S mais
simples encontrados na natureza e incluem os é&cidos galico, p-hidroxibenzoico,
protocatecuico, vanilico e siringico. Os acidos hidroxicindmicos sdo compostos aromaticos,
possuem nove atomos de carbono com (Cs-C3), sendo os mais comuns os acidos caféico,
feralico, p-cumarico e sindptico (BRAVO, 1998; D’ARCHIVIO et al., 2007; HAMINIUK et
al., 2012) (Figuras 9 e 10).

Rs COOH

R}

Ry = OH (Acido Salicilico); Ri = Rs = OH (Acido Gentisico); Rs = OH (Acido p-
hidroxibenzdico); R = R3 = OH (Acido Protocatequinico); R; = OCH3; R3 = OH (Acido
Vanilico); R; = Rz = R4 = OH (Acido Galico); Ry = R4 = OCHg3; R3 = OH (Acido Siringico)

Figura 9- Estrutura quimica dos principais &cidos benzoicos
Fonte: Soares (2002).
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R; CH=CH=COOH

Ry
R1=R2=R3 = R4 = H (Acido cinamico); R1 = OH (Acido o-cumarico); R2 = OH (Acido

m-cumarico); R3 = OH (Acido p-cumarico); R2 = R3 = OH (Acido Caféico); R2 = OCH3;
R3 = OH (Acido Ferulico); R2 = R4 = OCH3; R3 = OH (Acido Sinapico)

Figura 10- Estrutura quimica dos principais acidos cindmicos
Fonte: Soares (2002).

Esses dois grupos de acidos fenolicos possuem atividade antioxidante, entretanto, a
atividade antioxidante dos derivados dos acidos hidroxicinamicos é maior do que a dos acidos
hidroxibenzoicos (ANDREASEN et al., 2001; BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN,
2006). A presenca do grupo —CH=CH-COOH na estrutura do &cido cindmico aumenta sua
capacidade de estabilizar radicais livres. Provavelmente, ha conjugacdo da dupla ligacdo do
grupo —CH=CH-COOH com as duplas do anel. Deve-se destacar que o acido galico apresenta
atividade antioxidante maior do que a catequina (flavonoide), que conta com cinco grupos
hidroxilas em sua estrutura (RICE-EVANS et al., 1996).

2.3 Formacao das espécies reativas do oxigénio

As espécies reativas sdo atomos, moléculas, ou ions derivados do oxigénio, que
normalmente possuem alta reatividade (MARTELLI; NUNES, 2014). A producéo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), de nitrogénio (ERN), entre outras espécies reativas, é parte
integrante do metabolismo humano e € observada em diversas condi¢des fisioldgicas
(VASCONCELOS et al., 2007). No organismo encontram-se envolvidos com a producao de
energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, (ABRAHAO et al., 2010), sinalizagio
intercelular e sintese de substancias biologicas importantes (ALVES et al., 2010).

A transferéncia de elétrons € um dos processos quimicos mais fundamentais para a
sobrevivéncia das células (ALVES et al., 2010). Quando sua producdo é exacerbada, 0
organismo dispde de um eficiente sistema antioxidante que consegue controlar e restabelecer
0 equilibrio (SCHAFER; BUETTNER, 2001; MARTELLI; NUNES, 2014). Entretanto, em
determinadas condigdes, a elevacdo na producdo de ERO (LEMOS, 2006) resulta num
desequilibrio entre o sistema pro e antioxidante (SCHAFER; BUETTNER, 2001), levando ao

estresse oxidativo, durante o qual algumas destas espécies reativas, tais como o radical
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superéxido (Oy), radical hidroxil (OH®) e peréxido de hidrogénio (H,O,), podem produzir
danos ao organismo (CERQUEIRA et al., 2007; GANDHI; ABRAMOV, 2012; CAROCHO;
FERREIRA, 2013).

Nos ultimos anos, uma quantidade substancial de evidéncias tem indicado que as
EROs estdo associadas a diversos processos patoldgicos, como acidentes vasculares cerebrais,
fibrose pulmonar, doencas cardiovasculares, alzheimer, cancer (GANDHI; ABRAMOV,
2012; GOMES et al., 2012; DeMARCHI et al., 2013), além do processo de envelhecimento,
declinio do sistema imune e disfuncdes cerebrais (ABRAHAO et al., 2010). Dentre essas
espécies reativas encontram-se o oxigénio singlete (*O,), hidroperéxido (ROOH), &cido
hipocloroso (HCIO), anion superdxido (O2™), hidroperoxila (HOO®), radicais hidroxila (HO),
peroxila (ROO¢) e peroxido de hidrogénio (H,O;), que pertencem ao grupo das espécies
reativas do oxigénio (ERQOs). Ja as espécies reativas de nitrogénio compreendem o Oxido
nitrico (NOe), 6xido nitroso (N,Os3), &cido nitroso (HNO,), nitritos (NO), nitratos (NO3) e
peroxinitritos (ONOQO") (CERQUEIRA et al., 2007; DeMARCHI et al., 2013; MARTELLI;
NUNES, 2014).

Cada ERO tem suas préprias caracteristicas em relagdo a reatividade e tempos de meia
vida. Entre esses radicais, HO® e O, sdo 0s que tém maior importancia. O radical hidroxila
(HO®) é o mais reativo e lesivo radical conhecido, podendo reagir com todos os tipos de
moléculas bioldgicas (AGUIAR; FERRAZ, 2007; MYLONA; POLIDOROS, 2010). Uma vez
formado, o organismo humano ndo dispde de mecanismo de defesa (VASCONCELOS et al.,
2007). Ja 0 O, pode favorecer a formacao de espécies radicalares (WINTERBOURN, 2008).

A geracdo de radicais livres, fisiologica ou ndo, € normalmente equilibrada pela acéo
dos antioxidantes enddgenos, produzidos pelo préprio organismo, e pelos exdgenos ou
dietéticos, que sdo adquiridos por meio da ingestdo alimentar (como &cido ascérbico,
tocoferol, carotenoides, compostos fendlicos e demais metabolitos secundarios vegetais).
Juntos, promovem reciclagem e reacfes de regeneracdo que otimizam a protecdo contra 0s
radicais livres das células (SHAHIDI; HO, 2007). Nessa perspectiva, 0s antioxidantes
presentes nos alimentos da nossa dieta assumem grande importancia como possiveis agentes

protetores do organismo, que sdo fundamentais na reducéo dos danos celulares.
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2.4 Antioxidantes

O termo antioxidante tem natureza multiconceitual e pode ser definido como uma
familia heterogénea de moléculas naturais, presentes em baixas concentragdes,
comparativamente as biomoléculas que supostamente protegeriam o organismo, podendo
prevenir ou reduzir a extensdo do dano oxidativo (HALLIWELL, 2000; HALLIWELL,
2012).

Durante os processos metabdlicos os quais resultam em uma producdo continua de
radicais livres, foram desenvolvidos diversos mecanismos de defesa antioxidante para limitar
o0s niveis intracelulares e impedir a inducdo de danos causados por esses radicais (SIES, 1993;
LIOCHEV, 2013).

Os antioxidantes sdo os responsaveis pela inibicdo e reducdo de radicais livres nas
células (BIANCHI; ANTUNES, 1999; LIOCHEV, 2013) e algumas caracteristicas sdo
necessarias para ser considerado um bom antioxidante, como possuir substituintes doadores
de elétrons ou de hidrogénio ao radical, em funcdo de seu potencial de reducédo; ter a
capacidade de deslocamento do radical formado em sua estrutura e a de quelar metais de
transicdo implicados no processo oxidativo; e ter acesso ao local de acéo, dependendo de sua
hidrofilia ou lipofilia e de seu coeficiente de particdo (MANACH et al., 2004).

Algumas moléculas podem exercer efeito antioxidante, como carotenoides,
flavonoides, polifendis, tocoferdis, taninos, vitaminas (A, C e E), encontradas principalmente
em frutas e vegetais (MANDAL et al., 2009). O seu consumo estad associado a reducdo da
mortalidade e morbidade por algumas doencas crénicas ndo transmissiveis devido a estes e
outros compostos fitoquimicos possuirem efeito protetor contra doencas crénico-
degenerativas (MELO et al., 2008).

As moléculas tipicas de antioxidantes sdo derivadas das formas isoméricas das
flavonas, isoflavonas, flavonois, catequinas, cumarinas, &cidos fendlicos entre outras
substancias (PRADO, 2009), entretanto, a eficacia da acdo antioxidante depende da estrutura
quimica e da concentracio destes fitoquimicos (MELO et al., 2008; ABRAHAO et al., 2010).

As substancias antioxidantes atuam em diferentes niveis na protecdo do organismo. O
primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres & impedir a sua formacéo,
principalmente pela inibi¢do das reagdes em cadeia com o ferro e o cobre. Os antioxidantes
sdo capazes de interceptar os radicais livres gerados impedindo o ataque sobre os lipideos, 0s

aminoacidos das proteinas, a dupla ligagdo dos &cidos graxos poli-insaturados e as bases do
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DNA, evitando a formacéo de lesdes e a perda da integridade celular (BIANCHI; ANTUNES,
1999; ABRAHAO et al., 2010).

O outro mecanismo de protecéo é o reparo das lesbes causadas pelos radicais. Esse
processo esta relacionado com a remocdo de danos da molécula de DNA e a reconstitui¢do
das membranas celulares danificadas. Em algumas situa¢des pode ocorrer uma adaptagédo do
organismo em resposta a geracdo desses radicais com o aumento da sintese de enzimas
antioxidantes (BIANCHI; ANTUNES, 1999; LIMA et al., 2012).

As frutas e vegetais, assim como o0s subprodutos gerados a partir do seu
processamento na indlstria de alimentos, sdo fontes de antioxidantes naturais
(LAPORNIKIC; PROSEK; WONDRA, 2005). Os antioxidantes sintéticos mais utilizados
pela industria brasileira alimenticia sdo o BHA (butil-hidroxianisol), BHT (butil-
hidroxitolueno) e TBHQ (terc- butilhidroquinona) (RAMALHO; JORGE, 2006), entretanto,
apesar de serem muito efetivos e estaveis, tém despertado preocupacdo quanto as doses de
seguranca e toxicidade (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Dessa forma, hd grande interesse em se encontrar novos antioxidantes que sejam
seguros e provenientes de fontes naturais, reduzindo assim esses componentes nos alimentos
por meio da associacdo ou até mesmo da sua substituicdo. Portanto as frutas e seus residuos
vém sendo bastante explorada nos dltimos anos, como fonte alternativa aos antioxidantes
sintéticos (AYALA-ZAVALA et al., 2011).

Atualmente, ndo existe um método oficial para determinacdo da atividade antioxidante
em alimentos de origem vegetal e seus subprodutos, tendo em vista 0s varios mecanismos
antioxidantes que podem ocorrer, bem como a diversidade de compostos bioativos. A
literatura descreve varios métodos antioxidantes, cada um com um principio distinto que
utilizam radicais livres e/ou padrdes diversos. Dessa forma, os estudos que visam avaliar
propriedades antioxidantes de extratos vegetais utilizam mais de uma metodologia para
inferir, com maior seguranca, se 0s extratos analisados poderdo apresentar também alguma
atividade em combater os radicais livres formados no organismo humano (SOUSA; VIEIRA,
2011).
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2.5 Avaliacao da atividade antioxidante
2.5.1 Atividade sequestrante do radical livre DPPH’

O sequestro do radical DPPH é um método quimico, aplicado para determinar a
capacidade antioxidante de um composto em sequestrar radicais livres, sendo um dos mais
utilizados, pois é considerado um método rapido e com boa estabilidade. O DPPH*
(2,2-difenil-1-picrilidrazil) € um radical de nitrogénio organico, estavel, de coloragdo violeta e
possui absorcdo maxima na faixa de 515-520 nm. Na presenca de um doador de hidrogénio ou
elétron a intensidade de absorcéo diminui e a solu¢do com o radical muda de cor, tornando-se
amarela, de acordo com o nimero de elétrons capturados (BRANDWILLIANS; CUVELIER,;
BERSET, 1995).

O método é influenciado pelo solvente e pelo pH das reagdes, entretanto € considerado
facil, rapido, estavel e util para andlise de substancias puras e amostras complexas
(SUCUPIRA et al., 2012) (Figura 11).

NO, O NO,
. H
O,N N— + AH 2 ON N—N +As
antioxidante
NO,

NO,
radical DPPH DPPH reduzido
(violeta) (amarelo)

Figura 11- Estrutura quimica do DPPH e reacéo antioxidante
Fonte: Molyneux, 2004.

Os resultados podem ser expressos em porcentagem de atividade antioxidante,
micromols de equivalentes de um padrdo utilizado ou ainda como ECs, (quantidade de um
antioxidante necesséria para reduzir em 50% a concentragdo do DPPH inicial) (BROINIZI et
al., 2007).

2.5.2 Atividade antioxidante pelo método ABTS
A captura do radical 2,2’—azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS™) é

um dos meétodos mais utilizados para medir a atividade antioxidante in vitro o qual pode ser

gerado por meio de uma reacdo quimica, eletroquimica ou enzimatica. O método ABTS™ se
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enquadra como um dos testes de atividade antioxidante mais rapido e que oferece resultados
reprodutiveis, podendo ser usado para medir a atividade de compostos tanto de natureza
hidrofilica quanto lipofilica (KUSKOSKI et al., 2005).

O método baseia-se na geragdo do radical ABTS™, de cor azul esverdeado, por meio
na reacao do ABTS com persulfato de potéssio (K,S,0g) que possui absor¢cdo méxima em
645, 734 e 815 nm. Com a adicdo de um antioxidante ocorre a reducio do ABTS™ a ABTS
promovendo a perda da coloragcdo do meio reacional (Figura 12). Com a extensdo da perda de
cor, a porcentagem de inibicdo do ABTS™ é determinada geralmente em fungio de um padréo
comercial andlogo a vitamina E (Trolox). O método é aplicavel ao estudo de antioxidantes
hidrossollveis e lipossollveis, compostos puros e extratos vegetais (RE et al., 1999).

KgSOs

@[ >:N’N:<iij/ *+ antioxidapte Kj: %“Nﬁ/i}@/
CHe

ABTS™ ABTS
(azul esverdeado) (incolor)

Figura 12- Estabilizacdo do radical ABTS por um antioxidante
Fonte: Moon e Shibamato, 2009.

2.5.3 Método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Este método esta baseado na capacidade de um antioxidante em reduzir o Fe®*" em Fe?*,
Quando isso ocorre na presenca de 2,4,6-tri(2-piridil)- 1,3,5-triazina (TPTZ) e em condicGes
acidas, a reducdo é acompanhada pela formacdo de um complexo corado (azul intenso) com o
Fe?* com uma absorcdo méxima a 593 nm. Este ensaio oferece resultados réapidos e
reprodutiveis, entretanto, uma das limitacdes desta técnica consiste no fato de apenas avaliar a
capacidade da amostra em reduzir ions férricos e ndo a sua capacidade em neutralizar radicais
livres ou outras espécies antioxidantes (HUANG; OU; PRIOR, 2005; PRIOR; GU, 2005)
(Figura 13).
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Figura 13- Reducdo do Fe (I11) a Fe (I1) pela adicdo de um antioxidante
Fonte: Huang, Ou e Prior (2005).

2.5.4 Autoxidac¢ao do sistema p-caroteno/acido linoleico

A autoxidagdo do sistema beta caroteno/acido linoleico € um método colorimétrico,
realizado em comprimento de onda de 470 nm. E baseado na leitura referente & descolorago
da solugdo preparada com B-caroteno e acido linoléico, em meio aquoso, com leitura imediata
e em intervalos de 15 min, por um tempo total de 2 horas (MILLER, 1971; BROINZI et al.,
2007). A descoloragédo ocorre em fungdo das estruturas radicalares formadas pela oxidagdo do
acido linoléico, que atacam as duplas ligagdes do [B-caroteno, perdendo seu cromaforo,
resultando na descoloracdo do pigmento alaranjado, caracteristico da solucdo. A presenca de
antioxidantes no sistema protege o acido linoléico, prolongando o periodo de formacdo dos
radicais (HUANG; WANG, 2004). Trata-se de um ensaio espectrofotométrico no qual se
avalia a atividade de inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacdo do acido
linoleico (DUARTE-ALMEIDA, 2006). Normalmente se utiliza o antioxidante sintético
butilhidroxidotolueno (BHT) como padrao positivo para compara¢do dos resultados.

Esta metodologia, apesar dos inconvenientes como interferéncia de substancias
oxidantes ou redutoras no ensaio, é amplamente usada, pois uma vez que nao necessita de
elevadas temperaturas durante sua execucdo, permite a determinagdo do poder antioxidante
em produtos termossensiveis (AMIN; NORAZAIDAH; HAINIDA, 2006).

2.5.5 Método Rancimat
A oxidac&o lipidica é uma das principais causas da perda de qualidade em alimentos.

Métodos rapidos tém sido empregados para avaliar a resisténcia de Oleos e gorduras a

oxidacdo, além de comparar a atividade antioxidante de muitos compostos bioativos em
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sistemas lipidicos. O método Rancimat é um metodo fécil e de alta reprodutibilidade e baseia-
se determinacdo automatica do tempo decorrido para se atingir a taxa maxima de oxidacao de
um 6leo, envolvendo altas temperaturas, pois a razdo da reacdo oxidativa é exponencialmente
afetada por esse parametro. Esse tempo, também chamado de periodo de inducédo ou indice de
estabilidade oxidativa do 6leo, é determinado pelo aumento da condutividade da &gua
deionizada, em funcdo dos compostos finais da oxidacdo do Oleo nela borbulhados
(KRISTOTT, 2000; FARHOOSH et al., 2008).

2.5.6 Capacidade de absorcéo de radicais oxigénio (ORAC)

Atualmente, 0 método ORAC tem sido considerado um dos metodos mais relevantes
aos sistemas bioldgicos, pois mensura a capacidade da amostra em inibir reacdes de oxidacéo
induzidas por uma espécie reativa de oxigénio pertencente ao grupo de radicais livres peroxila
(PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

Neste ensaio o radical peroxil, gerado pelar reacdo do AAPH [dicloreto de
2,2’-azobis(2-amidinopropano)] com oxigénio atmosférico, reage com o indicador
fluorescente para formar um produto ndo fluorescente, que pode ser medido por
espectrofluorometria . Este ensaio avalia a atividade antioxidante por meio da inibicdo da
oxidacdo, induzida pelo radical peroxil, por transferéncia de atomos de hidrogénio. Os
resultados sdo expressos em unidade de ORAC ou equivalentes de Trolox, que corresponde a
quantidade de trolox em umol que tem a mesma atividade antioxidante para o radical peroxila
em 1 L de plasma (VASCONCELOS, 2007).

2.5.7 Anion superoxido e Acido hipocloroso

O radical superoxido O,” é gerado constantemente por diversos processos celulares
(cadeia de transporte de elétrons na mitocondria, no microssomo, enzimas como Xantina
oxidase e NADPH oxidase), ou pela redu¢do monoeletrénica de O, (RAY; HUANG; TSUJI,
2012). A reacdo ocorre com a adicdo de NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo) a
mistura de PMS (fenazina metassulfato) e NBT (azul de nitrotetrazolio), com formacéo do
anion radical superoxido. Em seguida, dois radicais superoxido sdo capazes de doar, cada um,
um elétron para o NBT, que se reduz a formazana, entdo monitorada em um comprimento de

onda de 560 nm. Quando o antioxidante é adicionado ao meio, ele é capaz de competir com o
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NBT pelo anion radical superoxido gerado, diminuindo, dessa forma, a reducdo do NBT e,
consequentemente, a formagao de formazana (GOMES et al., 2007; CHISTE et al., 2011).

Em relacdo ao acido hipocloroso (HOCI) sabe-se que é um potente agente oxidante
gerado nos neutréfilos pela reacéo de ions cloreto (CIY) com peroxido de hidrogénio catalisado
pela mieloperoxidase (MPO). Acredita-se que a producdo de HOCI por este sistema constitui
um importante mecanismo de defesa contra microrganismos (WINTERBOURN, 2008).
In vivo, 0 HOCI pode atacar vérios alvos. Uma das suas principais a¢des é a inativacdo da o.-
antiproteinase (pelo ataque ao residuo da metionina), um importante protetor das células
contra o ataque de enzimas proteoliticas como a elastase (YAN et al, 1996; NEVE; PARIJ;
MOGUILEVSKY, 2001). O HOCI oxida grupos sulfidrilo, o ascorbato, 0 NADPH e promove
a cloracdo das bases do ADN, especialmente as pirimidinicas, e dos residuos de tirosina nas
proteinas. O método, portanto avalia a atividade antioxidade de substancias em relacdo ao
HOCI (ALVES, et al., 2010).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Mateéria-prima

Foram utilizados frutos de abacate das cultivares Hass e Fuerte das safras de 2011,
2012 e 2014, fornecidos pela empresa Jaguacy Avocado Brasil, localizada em Bauru, SP,
cujas coordenadas geograficas sdo: latitude 22°19°18” S, longitude 49°04°13” W e 526 m de
altitude. Os frutos da cultivar Hass foram colhidos no més de junho de 2011 e marco de 2014
e os da cultivar Fuerte em abril de 2012. Os frutos, depois de cuidadosamente colhidos no
ponto de maturacdo fisiol6gica e de acordo com o teor de dleo, foram transportados para o
Laboratorio de Bioquimica e Analise Instrumental do Departamento de Agroinddstria,
Alimentos e Nutricdo da Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz". Na sequéncia,
foram selecionados visando a homogeneizacdo do lote quanto ao tamanho, cor, auséncia de
injarias e defeitos. Apds esta etapa foram separados manualmente em casca, polpa e semente

e, finalmente, congelados e liofilizados.

3.1.1 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (D.I.C.) em
esquema de parcela subdividida, onde a parcela foi composta pelo fruto e as subparcelas
foram a polpa, casca e semente. Foram utilizados 3 lotes de cada variedade (Hass e Fuerte),
contendo 20 frutos em cada lote, colhidos ao acaso de acordo com 0s meses especificados no
item 3.1. Foram utilizados 60 frutos de cada cultivar, totalizando 120 frutos para o

experimento.

3.2 Preparo do extrato bruto da polpa, casca e semente

Antes de realizar o processo de extracdo a amostra da polpa foi desengordurada de
acordo com a metodologia de Sanbongi et al. (1998), com modificacGes. Foram pesadas 6 g
da polpa liofilizada em tubos falcon de 50 ml e adicionou-se 30 ml de hexano. Os tubos foram
levados para a centrifuga Eppendorf 5810R (Eppendorf AG, Hamburg, Germany) durante 10
minutos (5000 x g). O processo foi repetido por 3 vezes. A amostra foi filtrada e o extrato foi

entdo preparado em triplicata com o emprego dos solventes etanol:agua, 80:20 (v/v).
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A extracdo das amostras de polpa, casca e semente foi feita de acordo com o método
descrito por Kahkonen et al. (1999), com algumas modificacbes. As amostras foram
congeladas a -18°C e posteriormente liofilizadas. Em seguida, o material foi triturado e
pesado 2 g da amostra na forma de p6 em tubos Falcon de 50 ml. Na sequéncia, uma aliquota
de 20 mL de etanol 80% foi adicionada. Posteriormente, os tubos foram sonicados (Unique,
Indaiatuba, SP, Brasil) por 15 minutos e centrifugados por 15 minutos (5000 x g), e, 0sS
sobrenadantes coletados para as analises subsequentes. Todas as amostras foram extraidas em

triplicata.

3.3 Avaliacdo do teor de compostos fendlicos totais e da atividade antioxidante do

extrato bruto da polpa, casca e semente

3.3.1 Teor de compostos fendlicos totais

A andlise do teor de compostos fenolicos totais foi feita de acordo com o método
espectrofotométrico de Folin-Ciocateau descrito por Singleton et al. (1999), utilizando acido
galico como padrdo. O reagente de Folin-Ciocateau é uma solucdo complexa de ions
poliméricos formados a partir de heteropolidcidos fosfomolibdicos e fosfotungsticos. Esse
reagente oxida os fenolatos, reduzindo os acidos a um complexo azul Mo-W. Os extratos
brutos obtidos foram diluidos (polpa 1:20, casca e semente 1:100) e, uma aliquota de 0,5 mL
da amostra diluida foi transferida para um tubo e adicionado 2,5 mL do reagente Folin-
Ciocalteau, diluido em &gua 1:10. A mistura permaneceu em repouso por 3 a 8 minutos. Em
seguida adicionou-se 2 mL de carbonato de sddio 4% e os tubos foram deixados em repouso
por 2 horas ao abrigo da luz. A absorbancia foi medida em espectrofotémetro a 740 nm. Uma
amostra em branco foi conduzida nas mesmas condi¢Ges e os resultados dos compostos
fendlicos totais foram expressos em equivalente de &cido galico, com base em uma curva de

calibracdo de &cido galico com concentrac¢Ges variando de 5 a 80 pug/mL.

3.3.2 Atividade sequestrante do radical DPPH

A medida da capacidade sequestrante pelo método DPPH baseia-se no principio de
que o DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil), sendo um radical estavel de coloracdo violeta, aceita
um elétron ou um radical hidrogénio para tornar-se uma molécula estavel, sendo reduzido na

presenca de um antioxidante e adquirindo coloragdo amarela. Na forma de radical, o DPPH
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possui uma absorcdo caracteristica a 517 nm, que desaparece a medida que ele vai sendo
reduzido pelo hidrogénio doado por um composto antioxidante (MENSOR et al., 2001). Para
a determinacdo da atividade antioxidante dos extratos brutos foram diluidos (polpa 1:20, casca
e semente 1:500) e a mistura de reacdo foi constituida pela adicdo de 500 uL dos extratos, 3,0
mL de etanol 99% e 300 pL do radical DPPH em solucédo de etanol 0,5 mM e incubada por 45
minutos, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A absorbancia foi determinada em
espectrofotdmetro a 517 nm. Os resultados foram expressos em equivalente de trolox, com
base em uma curva de calibracao de trolox com concentracdes variando de 0 a 200 puM.

A atividade sequestrante do radical livre DPPH também foi expressa em termos de
ECso, OU seja, concentragdo minima necessaria para 0 antioxidante reduzir em 50% a
concentracdo inicial do DPPH. Desta forma, quanto menor o seu valor, maior é a capacidade
antioxidante dos compostos presentes. A cinética do extrato foi determinada por meio do
monitoramento, a cada 20 minutos durante 120 minutos, do declinio da absorbancia da
solugéo de DPPH a 517 nm. Os valores do ECsy foram calculados por regressdo linear dos
graficos em que o eixo das abscissas representou a concentracdo dos extratos e o eixo das
ordenadas a atividade antioxidante.

A atividade sequestradora do radical DPPH também foi determinada para as fracGes,
subfracdes e compostos isolados catequina, epicatequina, procianidinas B; e B, de acordo
com a metodologia descrita por Al-Duais et al. (2009). A mistura da reacdo foi constituida
pela adigdo de 66 L das amostras € 134 uL do radical DPPH em solugdo de etanol 150 uM e
incubada por 45 minutos, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
A absorbancia foi determinada a 517 nm, num leitor de microplacas SpectraMax® M3
(Molecular Devices). Os resultados foram expressos em equivalente de trolox, com base em
uma curva de calibracdo de trolox com concentracGes variando de 20 a 140 uM. A atividade

sequestrante do radical livre DPPH também foi expressa em termos de ECsg .

3.3.3 Atividade antioxidante pelo método ABTS

A atividade antioxidante pelo método ABTS 2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfonico) foi feita conforme metodologia descrita por Re et al. (1999). O radical
ABTS™ foi formado pela reacio de ABTS 7 mM com persulfato de potassio 140 mM,
incubados a temperatura de 25 °C e no escuro, durante 12 - 16h. Uma vez formado, o radical
foi diluido com etanol até a obtencdo do valor de absorbancia de 0,700 + 0,200 a 734 nm.

Em ambiente escuro, um volume de 3,0 mL da solugio de radical ABTS™ foi acrescentado a
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30 pL de cada diluicdo dos extratos brutos (polpa: extrato etandlico puro, casca e semente
1:200) e as absorbancias lidas apds seis minutos em espectrofotdmetro a 734 nm, utilizando
etanol 100% como branco. Para a construcdo da curva padréo foi utilizado o Trolox, um
antioxidante sintético anadlogo a vitamina E nas concentracdes de 100 a 2000 pM. Os

resultados da atividade antioxidante foram expressos em pM trolox/g de amostra.

3.3.4 Atividade antioxidante total pelo método de reducdo do ferro — FRAP (Ferric

Reducing Antioxidant Power)

Para a determinagédo da atividade antioxidante por meio da redugéo do ferro (FRAP)
foi utilizada a metodologia descrita por Benzie e Strain (1996), com algumas modificacdes.
Este método se baseia na medida direta da habilidade dos antioxidantes (redutores) da amostra
em reduzirem, em meio &4cido (pH 3,6), o complexo Fe*/tripiridiltriazina (TPTZ), para
formar Fe?*, de intensa cor azul e absorcdo maxima a 593 nm. O reagente FRAP foi
preparado no momento da analise, através da mistura de 25 ml de tampé&o acetato (300 mM,
pH 3,6), 2,5 ml de solu¢do TPTZ (10 mM TPTZ em 40 mM HCI) e 2,5 ml de FeClz (20 mM)
em solucdo aquosa. Uma aliquota de 100 uL do extrato bruto diluido (polpa 1:5; casca 1:200
e semente 1:50) foi adicionado a 3 mL do reagente FRAP e incubado a 37°C em banho maria
por 30 minutos. As absorbancias foram medidas ap6s esse tempo e o espectrofotémetro foi
zerado com a solucdo FRAP. A curva de calibracdo foi feita com sulfato ferroso, nas
concentragdes de 100 a 2000 PM, e os resultados foram expressos em pmol Fe?*/g amostra
(liofilizada).

3.3.5 Autoxidagéo do sistema p-caroteno/acido linoleico

A medida da atividade antioxidante pela oxidagdo acoplada do B-caroteno e do acido
linoléico, foi realizada de acordo com o metodo de Emmons et al. (1999), com algumas
modificagdes. Foram pesados 10 mg de B-caroteno, os quais foram dissolvidos em 100 mL de
cloroférmio. Em seguida, foi retirada uma aliquota de 3 mL da solugdo cloroformio/p-
caroteno e adicionado 40 mg de acido linoléico e 400 mg de Tween 40. O cloroférmio foi
removido com a utilizacdo de uma corrente de gas nitrogénio e o residuo obtido redissolvido
em 100 mL de agua aerada por 30 minutos. Aliquotas de 3 mL da emulsdo -caroteno/acido
linoleéico foram misturadas com 50 pL dos extratos brutos e incubadas em banho maria a

50°C. A oxidacdo da emulsdo foi monitorada em espectrofotdbmetro a 470 nm, no tempo
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inicial e em intervalos de 20 minutos durante 2 horas. Para a amostra controle foi utilizado
solvente no lugar do extrato. A atividade antioxidante (AA) foi expressa como percentual de
inibicdo relativa comparada ao controle depois de 120 minutos usando a equacao:

AA (%) = [(DRc — DRs) / DRc] x 100
Onde:
DRc = taxa de degradacéo do controle (= In(a/b)/120);
DRs = taxa de degradacédo na presenca do padrdo ou extrato (= In(a/b)/120);

a“ e “b” sdo as absorbancias no tempo inicial (0 min) ¢ no tempo final (120 min),

respectivamente.

3.3.6 Estabilidade oxidativa pelo método do Rancimat

A estabilidade oxidativa foi realizada de acordo com método descrito por Murcia et al.
(2001) com algumas modificagdes. Amostras de 5 g de 6leo refinado de soja (fornecido pela
empresa Cargill, sem adicdo de antioxidantes) foram misturados aos extratos brutos
etanolicos. Em seguida, a mistura foi submetida a uma temperatura de 110+£1°C sob fluxo de
ar seco a taxa de 9L/h, conforme o método cd 12b-92 (AMERICAN OIL CHEMIST'S
SOCIETY, 2003), em equipamento Rancimat 743 (Metrohm AG, CH-9100 Herisau
Swatzerland). As leituras de condutividade crescente em funcdo do acumulo de compostos de
oxidacdo compuseram a curva, que tracada em funcdo do tempo de reacdo, permitiu o célculo
do periodo de inducdo (Pl). Um controle preparado com o0leo de soja sem antioxidante
também foi submetido a essa analise. Dessa forma, o Fator de Protecdo (PF) foi calculado, por
meio da equacao:

PF (%) = (Pla/PIc) x 100

Onde:
Pla = Periodo de inducdo do 6leo com os extratos;
Plc = Periodo de inducéo do controle (6leo sem 0s extratos)

3.4 Espécies reativas do oxigénio

3.4.1 Capacidade de absorcéo do radical oxigénio (ORAC)

O método ORAC foi determinado conforme a metodologia descrita por Chisté et al.

(2011), com algumas modificagdes. Os reagentes utilizados foram diluidos em tampéo fosfato
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de potassio 75 mM, pH 7,4. Para a analise foi utilizado 30 uL da amostra dos extratos brutos
diluidos (polpa 1:50; casca e semente 1:1000), fragdes, subfracdes e dos compostos isolados
de catequina, epicatequina, procianidinas B; e B,, 60 uL da solucdo de trabalho de
fluoresceina 508, 25 mM e 110 uL da solucdo de trabalho de AAPH 76 mM. O branco foi
preparado somente com tampdo fosfato (200 uL). Apos a adicdo dos reagentes as amostras
foram incubadas a temperatura de 37°C, num leitor de microplacas SpectraMax® M3
(Molecular Devices), e submetidas a uma cinética por 2 horas, com intervalo de 1 minuto
entre as leituras, utilizando-se emissdo de 528 nm e excitacdo de 485 nm. Para a construgéo
da curva padrdo foi utilizado o Trolox 1 mM nas concentracdes de 12,5 a 400 uM. Os

resultados foram expressos em pmol Trolox/mg.

3.4.2 Sequestro do radical anion superéxido (O,")

A determinacdo da capacidade de sequestro do radical superéxido (O,*), gerado pelo
sistema NADH / PMS, foi realizada de acordo com Gomes et al. (2007) e Chisté et al. (2011),
com modificagfes. Para o volume final de 300 ul foram adicionados 100 ul. de NADH
166 uM, 50 uL de NBT 107,5 uM, 50uL de PMS 2,7uM e 50 uL dos extratos brutos,
fragdes, subfracbes e compostos isolados catequina, epicatequina, procianidinas B; e B, em
diferentes concentracdes. Os reagentes e amostras foram diluidos em tampédo fosfato de
potassio 19 mM, pH 7,4. O ensaio foi realizado a 25°C, num leitor de microplacas
SpectraMax® M3 (Molecular Devices), a uma absorbancia de 560 nm por 5 minutos. O
controle foi feito substituindo a amostra por tampdo e um branco para cada diluicdo de
amostra foi preparado através de substituicdo de PMS e NADH por tampao. Os resultados
foram expressos como EC 5o, como a quantidade de amostra necessaria para reduzir em 50% o

radical superdxido, em mg/mL.

3.4.3 Acido hipocloroso (HOCI)

A capacidade de sequestro do acido hipocloroso (HOCI) foi medida por meio do
monitoramento dos efeitos dos extratos na oxidagédo induzida por HOCI de DHR a rodamina
123, de acordo com Gomes et al. (2007) e Chisté et al. (2011) com modifica¢Ges. O HOCI foi
preparado usando uma solugéo de hipoclorito de sodio a 1%, com o pH ajustado para 6,2 por

adicdo de uma solucdo de H,SO4 a 10%. Para a andlise foram utilizados 100 uL extratos
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brutos, fracdes, subfracdes e compostos isolados catequina, epicatequina e procianidinas B; e
B,, em diferentes concentragdes, 100 uL tampdo fosfato 100 mM (pH 7,4), 50 uL DHR
1,25 uM e 50 uL HOCI 5 mM, em um volume final de 300 uL. O ensaio foi realizado a
37 ° C num leitor de microplacas SpectraMax® M3 (Molecular Devices) e a fluorescéncia foi
medida imediatamente com o comprimento de onda de emissdo de 528 + 20 nm com

excitacdo a 485 £ 20 nm. Os resultados foram expressos como ECso (mg/mL) da amostra.

3.5 Determinacao simultanea de compostos fendlicos e atividade antioxidante on-line por
HPLC-DAD-UV

O ensaio da determinacdo simultanea de compostos fendlicos por HPLC associada a
atividade antioxidante ABTS foi realizado utilizando o método desenvolvido por Koleva et al.
(2001) com algumas modificacdes. Uma solucdo estoque contendo persulfato de potéssio
140 mM e ABTS 7mM foi preparada e mantida a 25°C no escuro durante 16 horas para
estabilizacdo do radical. O radical foi preparado por diluicdo da solucdo estoque em metanol a
uma absorbancia de 0,700 = 0,020 a 730 nm. Os analitos separados por HPLC foram
detectados primeiro usando um detector de diodos (DAD), e a solugdo metandlica do radical
livre ABTS reagiu com o0s compostos separados da amostra, pés coluna, durante
aproximadamente 1 min. A vazdo do reagente do ABTS foi de 0,8mL/min e a intensidade de
cor foi detectada por meio de picos negativos a 734 nm (Figura 14). Os resultados foram

expressos em atividade antioxidante equivalente a Trolox (TEAC).

Extratos Bomba HPLC
Solucdo ABTS
\ 4 \ 4
Bomba I—]PLC »| Coluna FR-C18 > Detector »| Misturador
Fase movel 260nm
A 4
Detector 734nm
A 4 A 4
Cromatograma geral dos Cromatograma dos
compostos presentes nos compostos com atividade
extratos antioxidante nos extratos

Figura 14- Esquema da determinacgdo simultanea de compostos fenolicos e atividade antioxidante on-
line por HPLC-DAD-UV.
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A separacgdo por HPLC foi realizada usando fase reversa num cromatdgrafo Shimadzu
equipado com ODS-A (C-18, tamanho da coluna 4,6 x 250 mm, tamanho de particula 5um),
detector de fotodiodos (SPD-M10AVp, Shimadzu Co., Kyoto, Japdo) e detector UV-Vis
(SPD-20AV, Shimadzu). Os extratos foram filtrados atraves de um filtro de 0,22 pm
(Millipore) antes da injecdo de uma aliquota de 20 pL. A fase mdvel foi constituida por uma
mistura de dois solventes: (A) solucdo de &cido férmico em &gua 0,1% e (B) acetonitrila. A
vazdo da fase movel foi de 0,8 mL/min e o gradiente foi iniciado em 5% do solvente B
passando a 10% de B em 5 minutos, 15% de B aos 30 minutos, 25% de B aos 40 minutos,
80% de B aos 55 minutos e retornando novamente a 5% de B aos 65 minutos.

Os compostos foram identificados pelo espectro de absorcdo na regido ultravioleta,
utilizando os recursos do detector de arranjo de fotodiodos, pela comparacdo do tempo de
retencdo e co-cromatografia de padrdes. Foram utilizados os padrdes auténticos de
flavondides e &cidos fendlicos (Extrasynthese Co.): catequina, epicatequina, procianidinas B,
e B,, quercetina, acido p-cumarico, acido galico, &cido cafeico, &cido cindmico, acido
ferralico, kanferol, apigenina, pinocembrina, crisina, acacetina, galangina, kanferide,
isosakuranetina, sakuranetina, além das antocianinas: mirtilina, kuromanina, oenina,
petunidina e peonidina. A quantificagdo dos compostos identificados foi feita utilizando-se o
método da padronizagdo externa.

Os limites de deteccdo e quantificacdo (LOD e LOQ) foram calculados conforme as
equacdes 1 e 2:

LOD = 3.3 xs+S (Equagédo 1)
LOQ =10 xs+S (Equacdo 2)

Onde "s" € o desvio padrdo estimado do coeficiente linear da equacéo, e "S" é a média do
coeficiente angular da equacdo. Os limites de detec¢do (LOD) do &cido cafeico, procianidina
B1, procianidina B2, catequina e epicatequina foram 0.00001, 0.0031, 0.0409, 0.025, e 0.0231
pg/mL, respectivamente, enquanto que os limites de quantificagdo (LOQ) foram 0.0003,
0.0095, 0.1240, 0.0985 e 0.0701 pg/mL, respectivamente.
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3.6 Fracionamento cromatografico

3.6.1 Purificacdo do extrato bruto da casca e da semente em resina Amberlite XAD2

Para a remocdo de interferentes quimicos da amostra, cem gramas do material
liofilizado, obtido conforme o item 3.1, foram pesados e a extracao foi feita de acordo com o
item 3.2. O sobrenadante obtido foi rotaevaporado e diluido em &gua destilada, acidificado até
pH 2,0 e misturados com 30 g de resina Amberlite XAD2 (Supelco, Bellefonte, PA — poros de
9 nm e particula de 0,3 - 1,2 mm). Na sequéncia, 0 extrato junto com a resina foi
homogeneizado durante 10 minutos e a mistura empacotada em uma coluna de vidro
(36 x 2 cm). A coluna foi eluida com 300 mL de &gua &cida pH 2,0, 100 mL de agua destilada
pH 7, e em seguida, com 300 mL de metanol (ALENCAR, 2002). As fracdes aquosa e
metanolica recolhidas foram congeladas e em seguida liofilizadas para posterior analise.
Ambas as fragOes obtidas foram avaliadas por cromatografia em camada delgada (CCD) e a
atividade antioxidante foi monitorada pelos métodos de ORAC, DPPH (ECsp) e on-line por
HPLC-FR-ABTS.

3.6.2 Fracionamento em gel Sephadex LH-20

O fracionamento do material da casca obtido na XAD2 foi realizado com o gel
lipofilico Sephadex LH-20. Para a montagem da coluna, com base na metodologia descrita
por Alencar (2002), com modificacdes, foram pesados 7,0 g do gel, os quais foram misturados
com metanol. A mistura foi entdo colocada em uma coluna de vidro e 0 empacotamento feito
apenas com a forca da gravidade. A coluna preenchida com o gel possuia 30 cm de altura por
1,5 cm de diametro. A fracdo obtida pela purificacdo em resina Amberlite XAD2 foi utilizada
para o preparo de uma solugdo onde foram dissolvidos 50 mg em 2 mL de metanol. Na
sequéncia, a solucéo foi aplicada no topo da coluna de gel Sephadex LH-20, e, apés a total
penetracdo da amostra no gel, foi realizada a eluicdo com metanol. A vazéo da coluna foi de
56 gotas por minuto e as fragOes foram retiradas a cada 2 minutos. As subfractes obtidas
foram avaliadas e monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD). A atividade
antioxidante das subfracbes foi monitorada pelos métodos de DPPH (ECsg), on-line por
HPLC-FR-ABTS, ORAC, anion superdxido e acido hipocloroso.
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3.6.3 Cromatografia em camada delgada em fase normal semi-preparativa

As andlises de cromatografia em camada delgada em fase normal semi-preparativa
foram realizadas em placa PLC Silica gel 60 Fs4 (Merck Co.). Foram pesados 10 mg da
fracdo da semente resultante da XAD2 e em seguida diluidas em 200 pL de metanol.
Aliquotas de 200 uL das fragdes foram aplicadas na placa. O tempo e o desenvolvimento dos
cromatogramas foi de aproximadamente 3 horas, utilizando-se o sistema acetato de
etila:metanol:agua:acido acético (75:20:4:1, v/v), como fase movel. As cromatoplacas foram
visualizadas sob luz ultravioleta, no comprimento de onda de 254 e 365 nm, sendo marcadas
as bandas existentes, raspada com um estilete e redissolvidas em metanol para posterior
analise de atividade antioxidante pelos métodos de DPPH (ECsp), on-line por HPLC-FR-

ABTS, ORAC, anion superoxido e &cido hipocloroso.

3.7 Andlises Cromatograéficas

3.7.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As analises de cromatografia em camada delgada foram realizadas em cromatofolhas
de silica gel 60 Fus4 (Merck Co.), conforme descrito por Alencar et al. (2007), com
modificacdes. Aliquotas de 40 uL das fracbes obtidas da coluna de LH-20 foram aplicadas na
placa. O tempo e o desenvolvimento dos cromatogramas foi de aproximadamente 30 minutos,
utilizando-se o sistema acetato de etila:metanol:agua:acido acético (75:20:4:1, v/v),
como fase mdvel. As cromatoplacas foram visualizadas sob luz ultravioleta, no comprimento
de onda de 254 e 365 nm, a fim de se agrupar as fracbes com 0 mesmo comportamento fisico-

quimico.

3.7.2 Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massa (GC/MS)

3.7.2.1 Derivatizagao - formacao de derivados do trimetilsilil (TMS)

Antes da realizagdo das analises por cromatografia gasosa acoplada com
espectrometria de massas (GC/MS), as amostras passaram por uma etapa imprescindivel,
chamada derivatizacdo. A cromatografia gasosa analisa gases, substancias volateis e

termicamente estaveis. Quando a amostra € constituida principalmente por compostos de alta
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massa molar e/ou grupos funcionais fortemente polares, ha necessidade de derivatizacao,
reacdo que transforma as substancias de interesse em derivados com caracteristicas adequadas
a analise (BONATO, 2006). Dessa forma, a derivatizacdo quimica é usualmente utilizada para
reduzir a polaridade de grupos funcionais e facilitar sua separacdo no cromatografo gasoso.
Foram adicionados as subfracdes da casca e da semente, obtidas pela coluna de LH-20
e pela cromatografia em camada delgada em fase normal, respectivamente, 100 uL do
reagente derivatizante N-metil-N-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (MSTFA). A mistura foi
homogeneizada e levada em estufa a 70 °C durante 10 minutos para reacdo. Em seguida, o
reagente foi evaporado sob fluxo de gés nitrogénio e o produto da derivatizacao (derivados do
trimetilsilil — TMS) rediluido em hexano (800 pL). Apds homogeneizacdo, o sobrenadante foi

transferido a outro vial para injecdo no GC/MS.

3.7.2.2 Andlise em cromatdgrafo gasoso com Espectrometria de Massa (GC/MS)

As analises por GC/MS foram conduzidas em cromatografo gasoso Shimadzu
GC 2010 acoplado ao espectrometro de massas Shimadzu QP 2010 Plus. As amostras foram
separadas em coluna capilar (RTX5MS 30m x 0,25mm x 0,25 pum). A programacdo de
temperatura iniciou em 80°C (1 minuto), a taxa de aquecimento de 20 °C/minuto alcangou
250°C (1 minuto), passou a 300 °C (5 minutos) a taxa de 6 °C/minuto, a 310 °C (5 minutos) a
taxa de 15 °C/minuto, a 320 °C (10 minutos) a taxa de 20 °C/minuto, totalizando 40 minutos
de analise. Hélio foi utilizado como gas de arraste. O volume de injecdo foi de 0,6 pL no
modo “splitless”. O detector operou no modo “scanning” (m/z 40-800). A integracéo foi feita
por meio do software LabSolutions-GCMS. Flavondides, acidos fenolicos e derivados foram
identificados por comparacdo com os dados obtidos do GC/MS (tempo de retencdo e
fragmentacdo idnica) de padrbes auténticos silanizados e eluidos nas mesmas condicbes e

com a biblioteca Wiley® 8.

3.7.3 Cromatografia liquida com Espectrometria de Massas (LC-MS/MS)

A andlise por cromatografia liquida foi realizadas em um cromatdégrafo Shimadzu
(Kyoto, Japdo), onde o sistema consistiu de uma bomba de solvente 10AD LC, um
controlador de sistema SLC 10A, um forno CTO 10AS e um injetor Rheodyne 7125
(Rheodyne, Cotati, CA, EUA), com um loop de 20 ul. A separagéo foi feita em uma coluna
S5-100 ODS (250 mm x 4,6 mm, com tamanho de particula de 5 um, Rexchrom, Morton
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Grove, EUA), a temperatura de 30 °C. Foi utilizado uma coluna guarda (10 mm x 4,6 mm de
didmetro, 5 mm de tamanho de particula), da Rexchrom, Morton Grove, EUA. A fase movel
foi constituida por uma mistura de dois solventes: (A) solucdo de acido férmico em agua
0,1% e (B) acetonitrila, com vazédo de 0,8 mL/min utilizando um sistema de gradiente linear.
A fase movel do HPLC foi dividido por meio de uma valvula (Restek, Pennsylvania, EUA), o
que propiciou uma vazédo de aproximadamente 0,4 mL/min, antes da introducdo na sonda
capilar de aco inoxidavel no sistema MS. Para identificacdo dos analitos foi utilizado um
espectrometro de massas triplo quadrupolo (Micromass, Manchester, UK), com ionizacao por
electrospray (ESI) e operando no modo de ions negativos. As temperaturas da fonte e do gas
de dessolvatacdo foram 100 °C e 450 °C, respectivamente. Utilizou-se nitrogénio tanto como
gas de dessolvatacdo (cerca de 380 L/h) quanto nebulizador (cerca de 38 L/hora), enquanto
que o argonio foi utilizado como gas de colisdo. As voltagens empregadas na fonte ESI
durante as analises foram de 20 V para o cone, 3 kV para o capilar e 3 V para o extrator. Para
confirmacéo da identidade, as analises foram realizadas no modo de monitorizacéo de reacao

maultipla (MRM) utilizando energia de colisdo de 15 eV.
3.7.4 Anélise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos em um equipamento Bruker Avance Il —
14,1 Tesla (600,23 MHz para frequéncia do hidrogénio) com magneto blindado (Ultrashield
Plus®). O espectrdmetro é equipado com sonda criogénica TCI (Triple Resonance Cryoprobe
Inverse) de 5 mm, com bobinas de 'H e *C e pré-amplificador refrigerados a uma
temperatura de aproximadamente 77K. A sonda possui bobina de gradiente de campo no eixo
z (53G/cm) e unidade de ajuste automatico de sintonia — ATMA® (Automatic Tunning e
Matching).

As amostras foram dissolvidas em solvente deuterado, metanol (250 pL) e colocadas
em tubos de RMN (Bruker, 3 mm de didmetro externo), a 25°C. Para todas as amostras, 0s
primeiros experimentos de RMN obtidos foram: 'H, gCOSY, gHSQC, gHMBC. Todos 0s
espectros foram adquiridos em uma temperatura controlada de 25°C. Os parametros de

aquisicdo de cada um desses experimentos estdo detalhados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Parametros de aquisi¢ao dos espectros de RMN

Parametros™ H Gcosy gHSQC gHMBC
sequéncia de pulsos Icpnf2 Cosygpprgf ~ Hsqcetgp hmbcgplpndgf
TD - TDF2 65.536 4.096 4.096 4.096
TDF1* - 256 256 256
SW - SW2 (ppm) 20,02 20,02 20,02 20,02
SW1*(ppm) - 20,02 238,88 238,82
AQ - AQF2 (s) 2,72 0,17 0,17 0,17
AQF1* (s) - 0,01 0,003 0,004
Ns 32 16 32 96

pl *H (ms) 7,00 7,00 7,00 7,00
pl *C* (ms) - - 14,00 14,00
d1 (s) 2,4 1,0 1,0 1,0

A Nomenclatura Bruker. * somente para 0s experimentos bidimensionais. TDF2 - nimero de pontos do dominio
de tempo direto; TDF1 - nimero de pontos do dominio de tempo indireto; SW2 - janela espectral do dominio
direto; SW1 - janela espectral do dominio indireto; AQ-F2 - tempo de aquisi¢do no dominio direto; AQ-F1 -
tempo de aquisicdo no dominio indireto; ns - ndmero de promediacdes; p1 *H - duragéo do pulso de 90° *H; p1 —
13C - durag&o do pulso de 90° *C; d1 - tempo de relaxagao.

O processamento para os espectros de RMN de'H foi feito aplicando-se uma
transformada de Fourier com 65.536 pontos (SI), a fase (apk) e a linha de base (abs) foram
corrigidas automaticamente. Para os espectros bidimensionais, os dados foram processados
aplicando-se uma transformada de Fourier com 2048 pontos em F2 (SIF2) e 512 em F1
(SIF1), utilizando a funcdo de apodizacgdo seno quadrado (QSINE) e o fator SSB igual a 3, em

ambos os eixos. A fase foi ajustada manualmente.
3.8 Atividade anti-inflamatoria
3.8.1 Crescimento celular

Mécrofagos de camundongos (Raw 264.7), provenientes da ATCC; Rockville, MD
foram mantidas em Meio Eagle de Dulbecco modificado - DMEM (GIBCO®, United
Kingdom) acrescido de 10% de soro fetal bovino (GIBCO®) e penicilina (100 U/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL). As células foram cultivadas em placas de petri para cultura de
tecido de 61 cm? (TPP®) em atmosfera de 5% de CO, a 37°C. Aproximadamente 4 x 10*/mL
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de células foram adicionadas a placas de cultura de tecidos com 24 e 96 poc¢os, onde eram
mantidas até atingirem a semi-confluéncia para a utilizacdo nos experimentos (GREEN et al.,
1982).

3.8.2 Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi determinada pelo método do MTT (brometo de 3-metil-[4-5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio). As células (RAW 264.7) foram aderidas em placas de
96 pogos por 24 h (37°C, 5% de CO2). Apbs esse periodo foram adicionadas as amostras
diluidas em meio de cultura, seguindo-se incubacdo por 24 ou 48 horas (37°C, 5% de CO,).
Apds a incubacéo, o meio foi substituido por 1 mL de RPMI 1640 + SFB 5% + 1 mg de MTT.
As células foram entdo incubadas por mais 3 horas (37°C, 5% de CO,) e em seguida, 0
sobrenadante foi retirado e adicionado 150 pg de DMSO/pogo. A leitura da absorbancia em
550 nm foi realizada em leitor de Elisa utilizando-se o DMSO como branco das amostras. A
porcentagem da atividade foi determinada como (A1/A0)/100%, onde A0 e Al foram as

absorbancias na auséncia e presenca das amostras, respectivamente (GREEN et al., 1982).
3.8.3 Determinacéo da producéo de TNF-a

Depois de 30 minutos de exposicao da cultura de células a 10 pg/mL das amostras, as
células foram estimuladas com LPS de E. coli (Sigma Aldrich Corp.) a uma concentracdo de
1 pg de LPS/ml e incubou-se por 4 horas numa incubadora com atmosfera de 5% de CO,/
95% de ar, a 37 ° C. A quantificacdo de TNF-a foi realizada por ELISA no sobrenadante da
cultura da linhagem das células RAW. Leituras de densidades dpticas foram realizadas com
leitor de microplacas (ASYS, UVM340, Biochrom, UK) a 450 nm de comprimento de onda e
os resultados foram expressos em pg/ mL (GREEN et al., 1982).

3.8.4 Determinacédo da producéo de 6xido nitrico

As células foram cultivadas na concentracdo de 1 x 10°/mL dispostas em placas de
96 pocos. As placas foram incubadas por 24 horas em atmosfera de 5% de CO, a 37°C com
ou sem tratamento e estimuladas com LPS (1 pg/mL). O total de nitritos foi determinado
usando um kit comercial “Griess Reagent System” (Promega). O sobrenadante das células

tratadas e n&o tratadas foram coletados e transferidos para placas de 96 pogos. Foram
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adicionados de 50 pL de solugdo de Sulfanilamida, incubados a temperatura ambiente por
10 minutos e adicionados 50 pL de solugdo NED. Os niveis de NO,- foram determinados por
espectrofotometria em absorbancia de 520 a 550 nm. Uma curva padrdo de nitrito foi

realizada para cada ensaio para a quantificacdo precisa de NO, (GREEN et al., 1982).

3.9 Analise estatistica

As analises estatisticas dos resultados foram feitas por meio do software SAS (SAS
SYSTEM, 2002). Para a comparacdo das médias, utilizou-se o teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Para as metodologias de atividade antioxidante pelas quais os extratos foram

avaliados, aplicou-se ainda a Correlacdo de Pearson.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teor de compostos fendlicos totais e da atividade antioxidante do extrato bruto da

polpa, casca e semente
4.1.1 Teor de compostos fendlicos totais
Os resultados dos teores de compostos fendlicos totais dos extratos da polpa, casca e

semente de abacates das cultivares Hass e Fuerte, obtidos com os solvente etanol 80% (v/v),
expressos em mg/g (equivalentes em &cido galico), estdo apresentados nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2 - Compostos fendlicos totais dos extratos etanolicos (80%) da polpa, casca e semente

de abacate da cultivar Hass

Partes do Fruto Compostos fendlicos totais (mg/g)*
Polpa 33+0,7°
Casca 63,5+ 72"
Semente 57,3+2,7"

*Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo/Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna
diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey
lexpressos como mg de equivalentes de 4cido gélico por grama de amostra (liofilizada).

Tabela 3 - Compostos fendlicos totais dos extratos etanolicos (80%) da polpa, casca e semente

de abacate da cultivar Fuerte

Partes do fruto Compostos fendlicos totais (mg/g)*
Polpa 3,7+0,2°
Casca 120,3+7,8%
Semente 59,2 + 6,9°

*Valores das médias das triplicatas + desvio padrao/Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna
diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey
lexpressos como mg de equivalentes de 4cido gélico por grama de amostra (liofilizada).

Os compostos fenolicos presentes nos vegetais Sdo 0s principais responsaveis pela
atividade antioxidante (IGNAT; VOLF; POPA, 2011). Dentro das duas cultivares analisadas,
nota-se que casca € a semente apresentaram 0s maiores teores de compostos fendlicos totais

guando comparadas a polpa dos frutos. No entanto, a casca da cultivar Fuerte apresentou
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maior teor de compostos, equivalentes em &cido galico a 120,3 mg/g, superando, inclusive, a
casca da cultivar Hass (63,5 mg/g), que por sua vez ndo diferiu do teor de compostos da
semente (57,3 mg/g).

Assim como os resultados encontrados neste trabalho, Wang, Bostic e Gu (2010)
analisando a composi¢do fendlica de oito cultivares de abacate, verificaram que cascas e
sementes apresentaram elevados teores destes compostos quando comparados a polpa. Esses
mesmos autores verificaram na semente da cultivar Hass, um teor de 51,6 mg/g em
equivalente de acido galico, porém somente 12,6 mg/g na casca.

Rodriguez-Carpena et al. (2011) ao avaliarem o teor de compostos fendlicos da polpa,
casca e semente de abacates das cultivares Hass e Fuerte, utilizando diferentes solventes de
extracdo, também encontraram maiores teores de compostos fenolicos nos residuos dos frutos.
Nesta pesquisa, a extracdo com acetona foi mais eficiente para ambas as cultivares, seguido
do metanol e acetato de etila. Entre as cultivares, os extratos acetdnicos e metandlicos da
casca da cultivar Fuerte (172,2 e 137,7 mg GAE/g de matéria seca, respectivamente)
apresentaram maiores teores quando comparados a Hass (89,9 e 78,4 mg GAE/g de matéria
seca, respectivamente). Varios autores tém enfatizado a importancia dos solventes utilizados
na extracdo. Solventes como metanol, etanol, acetona, propanol e acetato de etila tém sido
comumente utilizados (ALOTHMAN; BHAT; KARIM, 2009; TURKMEN; SARI;
VELIOGLU, 20086).

Kosinska et al. (2012) ao avaliarem a atividade antioxidante e o perfil de compostos
fendlicos em cascas e sementes de abacates das cultivares Hass e Shepard, verificaram que o
extrato metandlico da casca da cultivar Hass apresentou maior teor de compostos fenolicos
(25,32 mg em equivalente de catequina/g de matéria seca) quando comparado a cultivar
Shepard (15,61 mg em equivalente de catequina/g de matéria seca), sendo estes teores
maiores que na semente (9,51 e 13,04 mg em equivalente de catequina/g em matéria seca para
Hass e Shepard, respectivamente). Resultados semelhantes foram encontrados por Vinha,
Moreira e Barreira (2013) ao estudarem extratos aquosos da polpa, casca e semente de abacate
da cultivar Hass provenientes de Portugal.

Pahua-Ramos et al. (2012) também encontraram alto teor de compostos fendlicos em
extratos metanolicos de semente de abacate provenientes do México, inclusive com valores

superiores ao encontrados neste trabalho, ou seja, 292mg/g em equivalentes de acido galico.
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Altos teores de compostos fendlicos em semente de abacate, manga, tamarindo, longan
e jaca, quando comparado a polpa, também foram relatados no trabalho de Soong e Barlow
(2004), as quais apresentaram concentracdes de 88, 2; 117; 94,5; 62,6 e 27,7 (equivalentes de
acido galico/g), respectivamente.

O teor destes compostos em vegetais varia, entre outros fatores, em funcdo das
cultivares, grau de maturacdo da fruta e das condi¢fes edafoclimaticas de cultivo (WANG et
al., 2012). Porém, ha estudos relatando que em cascas de frutas € comum se observar maior
concentracdo destes compostos (TEHRANIFAR et al., 2011), possivelmente porque sdo
metabdlitos secundarios, os quais estdo envolvidos na defesa contra radiacdo ultravioleta ou
agressdo por agentes patogénicos (CAZARIN et al., 2014).

Vérios trabalhos apontam os residuos como a por¢cdo do fruto com alto teor destes
compostos. Em frutos do cerrado, o teor equivalente em &cido galico na casca de pequi,
semente de araticum e semente de cagaita foi 7 vezes maior em relagdo a polpa (ROESLER et
al., 2007). Da mesma forma, altos teores também foram encontrados em residuos de polpa de
acerola e de goiaba (SOUSA; VIEIRA; 2011). Para casca ¢ améndoa de manga ‘Tommy
Atkins’ analisadas por Arbos, Stevani e Castanha (2013), o teor de compostos fendlicos do
extrato etanodlico da casca foi significativamente superior ao quantificado no extrato da
améndoa. Assim, segundo 0s autores, estes residuos apresentam potencial de aplicacdo para
formulacdo de novos produtos pela industria alimenticia.

Os residuos encontrados no presente trabalho foram melhores quando comparados aos
residuos de sementes de uva, casca e semente de lichia, casca e semente de laranja e cascas de
banana, os quais exibiram entre 3,6 a 37,4 equivalentes em mg de &cido gélico por grama em
base seca (BABBAR et al., 2011). Gonzalez-Montelongo, Lobo e Gonzélez (2010) relataram
teores de 12 a 19 mg de acido galico nos extratos metanolicos obtidos a partir de cascas de
banana para duas variedades diferentes, sendo inferiores aos encontrados para casca de
abacate deste estudo.

Assim, a determinacdo do teor de fenolicos totais demonstra que a maioria dos
residuos de polpas de frutas apresenta quantidade significante destes compostos, normalmente
desprezada durante o consumo in natura, o que suge um grande potencial de utilizagdo dos

mesmaos.
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4.1.2 Atividade sequestrante do radical livre DPPH

A atividade antioxidante pelo método sequestro do radical livre DPPH dos extratos da polpa,
casca e semente de abacates das cultivares Hass e Fuerte, obtidos com os solvente etanol 80%

(v/v), expressos em pumol TE/g (equivalente ao trolox), estdo apresentados nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4 - Atividade antioxidante pelo método sequestro do radical livre DPPH nos extratos

etanolicos (80%) das amostras de abacate da cultivar Hass

Partes do Fruto Atividade antioxidante DPPH (umol TE/g)"
Polpa 8,1+1,9°

Casca 310,0 + 36,9"

Semente 410,7 + 35,8"

*Valores das médias das triplicatas = desvio padrdo/Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna
diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey
lexpressos como pumol equivalente ao trolox por grama de amostra (liofilizada).

Tabela 5 - Atividade antioxidante pelo método sequestro do radical livre DPPH nos extratos

etandlicos (80%) das amostras de abacate da cultivar Fuerte

Partes do Fruto Atividade antioxidante DPPH (umol TE/g)"
Polpa 50+0,4°

Casca 420,5+23,2°

Semente 464,9 32,7

*Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo/Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna
diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey
lexpressos como pumol equivalente ao trolox por grama de amostra (liofilizada).

Pelo método do sequestro do radical livre sintético DPPH, pode-se verificar que para
as duas cultivares casca e semente apresentaram as maiores atividades quando comparadas a
polpa. No entanto, a semente da cultivar Fuerte apresentou a melhor atividade (464,9 pumol/g),
superando, inclusive, a semente da cultivar Hass (410,7 pumol/g), que por sua vez ndo diferiu
da atividade antioxidante da casca (310,0 pmol/g).

Estudos recentes tém demonstrado que as frutas, juntamente com seus residuos, sao
ricas em compostos antioxidantes (MELO et al., 2008). Residuos de oito cultivares de abacate
também foram analisados por Wang, Bostic e Gu (2010), onde foram encontradas atividades
pelo método do DPPH que variaram de 128,3 a 240,2 e de 38,0 a 189,8 umol de trolox/g

respectivamente, para sementes e cascas. Para a cultivar Hass foram encontrados valores de
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164 pmol/g para semente e 189 pmol/g para casca, inferiores aos encontrados neste trabalho.
Para todas as cultivares analisadas, o0s residuos sempre apresentaram maior atividade
antioxidante quando comparados as respectivas polpas.

A mesma tendéncia foi observada no estudo de Rodriguez-Carpena et al. (2011), onde
foi encontrada maior atividade antioxidante em cascas e sementes de abacate das cultivares
Hass e Fuerte em relacdo a polpa. Resultados semelhantes também foram verificados por
Vinha, Moreira e Barreira (2013), em estudo de avaliacdo da atividade antioxidante de
extratos aquosos de polpa, casca e semente de abacate da cultivar Hass. Mesmo utilizando
extratos aquosos, as maiores atividades foram verificadas nos residuos.

Rockenbach et al. (2011) visando o aproveitamento dos residuos da vinificagdo como
fonte de antioxidantes naturais, verificaram que dentre seis variedades de uvas estudadas
somente a casca da variedade Isabel € que apresentou atividade antioxidante maior em relacédo
a semente.

Elevados potenciais de reducdo do DPPH também foram observados por outros
autores em cascas e sementes de diversos frutos como umbu (MELO; ANDRADE, 2010),
acerola (CAETANO et al., 2009), goiaba (ALOTHMAN; BHAT; KARIM, 2009), casca de
citrus (AL-JUHAIMI, 2014; BABBAR et al., 2011), casca de maca (VIEIRA et al., 2011),
casca e sementes de lichia, sementes de uva (BABBAR et al., 2011) e casca e sementes de
manga (ARBOS; STEVANI; CASTANHA, 2013).

A interpretacdo dos resultados do método DPPH pode ser também expressa em ECso.
Portanto, quanto menor o valor do ECs, maior serd a atividade antioxidante do extrato
analisado. Nas Tabelas 6 e 7 estdo apresentados os valores das concentragdes dos extratos da
polpa, casca e semente de abacates das cultivares Hass e Fuerte.

Tabela 6 - Valor do ECso dos extratos etandlicos (80%) das amostras de abacate da cultivar
Hass

Partes do Fruto ECso (mg/mL)
Polpa 12,6 +1,27%
Casca 0,11+0,01°
Semente 0,18 £ 0,05°

*Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo/Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna
diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey
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Tabela 7 - Valor do ECsy dos extratos etanolicos (80%) das amostras de abacate da cultivar

Fuerte

Partes do Fruto ECso (mg/mL)
Polpa 185+2,7%
Casca 0,11 +0,01°
Semente 0,16 +0,01 B

*Valores das médias das triplicatas + desvio padrao/Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna
diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey

Novamente o0s extratos das polpas apresentaram as menores atividades antioxidante.
As concentragfes foram bastante pequenas, evidenciando assim alta atividade para as
amostras de cascas (0,11 mg/mL) e sementes (0,18 e 0,16 mg/mL, para Hass e Fuerte,
respectivamente). As polpas das cultivares Hass e Fuerte apresentaram as menores atividades,
com ECso de 12,6 e 18,5 mg/mL, respectivamente.

Kosinska et al. (2012) avaliaram o potencial de reaproveitamento de residuos de frutos
de abacate de duas cultivares distintas. Foi verificado que dentre as amostras estudadas a
casca da cultivar Hass, em ECsp (0,358 mg em base seca), mostrou-se superior a semente
(0,920 mg em base seca), enquanto que a semente da cultivar Shepard (0,776 mg em base
seca) mostrou-se superior a casca (0,927 mg em base seca). No trabalho de Arbos, Stevani e
Castanha (2013), a atividade antioxidante mensurada em casca de manga também foi superior
quando comparada a semente, com valores de 1,01 mg/mL e 1,33 mg/mL, respectivamente.

4.1.3 Atividade antioxidante pelo método ABTS

A capacidade antioxidante da polpa, casca e semente também foi avaliada pelo método
de captura do radical ABTS®. Este método pode ser aplicado tanto para estudos de
antioxidantes lipofilicos quanto hidrofilicos e ainda para compostos puros e extratos de
alimentos (RE at al., 1999). As Tabelas 8 e 9 apresentam os valores da atividade antioxidante
equivalentes ao Trolox (valores TEAC), referentes aos extratos etanolicos de polpa, casca e

semente de abacates das cultivares Hass e Fuerte.
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Tabela 8- Atividade antioxidante equivalente ao Trolox do ABTS nos extratos etandlicos

(80%) das amostras de abacate da cultivar Hass

Partes do Fruto ABTS (umol TEAC/qg)
Polpa 152+1,2°

Casca 7915+359"4
Semente 6458 +17,9"

*Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo/Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna
diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey
lexpressos como pmol equivalente ao trolox por grama de amostra (liofilizada).

Tabela 9 - Atividade antioxidante equivalente ao Trolox do ABTS nos extratos etanolicos

(80%) das amostras de abacate da cultivar Fuerte

Partes do Fruto ABTS (umol TEAC/g)
Polpa 10,7+0,3°
Casca 1.004,5 + 52,07
Semente 580,8 + 31,0°

*Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo/Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna
diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey
lexpressos como pumol equivalente ao trolox por grama de amostra (liofilizada).

Assim como no ensaio antioxidante pelo método de sequestro do radical livre DPPH, a
casca e a semente apresentaram maiores valores de atividade antioxidante quando comparadas
a polpa dos frutos. No entanto, a casca da cultivar Fuerte apresentou maior atividade (1.004,5
umol TEAC/g), superando, inclusive, a casca da cultivar Hass (791,5 umol TEAC/qg), que por
sua vez ndo diferiu da atividade antioxidante da semente (645,8 pumol/g).

No estudo de Rodriguez-Carpena et al. (2011), a atividade antioxidante dos residuos
de abacate das cultivares Hass e Fuerte também mostrou maior atividade antioxidante quando
comparados as respectivas polpas. Entretanto, observaram diferencas entre os solventes
utilizados e as cultivares. Extratos acetonicos de ambas as cultivares apresentaram maior
atividade antioxidante que o demais solventes utilizados, em cascas e sementes. Entre as
cultivares, a casca da cultivar Fuerte apresentou maior atividade (242,26 mmol trolox/g peso
fresco), ja para a cultivar Hass, a maior atividade foi observada na semente (158,29 mmol
trolox/g peso fresco). Pahua-Ramos et al. (2012), assim como nesta pesquisa, também
relataram alta atividade antioxidante em extratos metandlicos de semente de abacate (173,3

umol TE/g), embora inferiores aos encontrados neste trabalho.
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Os resultados deste estudo também corroboram com os encontrados por Kosinska et
al. (2012), que encontraram em extratos metanolicos da casca de abacate das cultivares Hass e
Shepard, maiores atividades quando comparadas as sementes, com valores de 0,161 e
0,112 mmol trolox/g de peso seco, respectivamente.

Extratos etanolicos de sementes de abacate, jaca, longan, manga e tamarindo,
avaliados pelo método ABTS, apresentaram maiores valores de atividade antioxidante quando
comparados a polpa, com valores equivalentes em trolox de 725; 25,4; 692; 1397 e
1160 pumol/g, respectivamente (SOONG; BARLOW, 2004). O alto potencial
antioxidante verificado para sementes de abacate corrobora com 0s obtidos no presente
estudo. Valores elevados de atividade antioxidante por este método para cascas de Punica
granatum (romd), Nephelium lappaceum (rambutam) e Garcinia mangostana (mangostédo)
também foram encontrados por Okonogi et al. (2007). Deng et al. (2012), em trabalho visando
ao potencial bioativo de residuos de frutas a fim de serem utilizados na industria de alimentos
e farmacéutica, verificaram que dentre os residuos de 50 frutas, cascas de manga, ateméia e
carambola; e sementes de uva, longan e abacate foram 0s que apresentaram as maiores
atividades, demonstrando novamente a importancia dos estudos de reaproveitamento de
residuos de frutas.

Vieira et al. (2011), com cascas e polpas de 11 cultivares de maca, verificaram que
para todas as cultivares, a atividade exibida pelos residuos foi de 3 a 5 vezes maior quando

comparadas as respectivas polpas.

4.1.4 Capacidade de reducéo do ferro (FRAP)

Os resultados do poder redutor para os extratos etandlicos de polpa, casca e semente

de abacates das cultivares Hass e Fuerte estdo mostrados nas Tabelas 10 e 11.

Tabela 10 - Atividade antioxidante pela reducdo do ferro (FRAP) nos extratos etanolicos

(80%) das amostras de abacate da cultivar Hass

Partes do Fruto FRAP (umol Fe*/g)*
Polpa 342+54°
Casca 1.175,1 £ 102,9*
Semente 656,9 + 26,0°

*Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo/Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna
diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey
lexpressos como pmol de Fe**por grama de amostra (liofilizada).
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Tabela 11 - Atividade antioxidante pela reducdo do ferro (FRAP) nos extratos etanolicos
(80%) das amostras de abacate da cultivar Fuerte

Partes do Fruto FRAP (umol Fe*/g)*
Polpa 227+11°

Casca 1.881,4 + 75,34
Semente 931,7+65,6°

*Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo/Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna
diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey
Yexpressos como pumol de Fe?*por grama de amostra (liofilizada).

O extrato da casca das duas cultivares reduziu a maior quantidade de Fe** em Fe*?
(1.175,1 e 1.881,4 pmol Fe*’/g), o que foi seguido pelo extrato da semente (656,9 e
931,7 umol Fe*?/g). Os menores resultados encontrados foram nos extratos da polpa de ambas
as cultivares. Tendéncia semelhante foi encontrada por Contreras-Calderon et al. (2011), ao
estudarem as frutas exoticas da Colémbia, onde foi demonstrado maiores atividades para
sementes de cajé, araga jatoba, cupuacu e abiu, comparadas as respectivas polpas.

Deng et al. (2012) observaram que cascas de atemoia, manga e blueberry foram mais
efetivas na capacidade de reduzir Fe*> em Fe*? quando comparadas s respectivas sementes.
Sementes de manga, tamarindo, longan e abacate, analisadas por Soong e Barlow (2004),
apresentaram alto poder redutor quando comparadas a polpa, com valores de FRAP, em
extratos etandlicos, de 2.572, 2.486, 1.388 e 1.484 umol/g, respectivamente. Para os frutos de
abacate, encontraram valores superiores ao presente trabalho para a semente, entretanto valor
inferior para a polpa (9,6 umol Fe*?/g), o que pode estar associado as diferencas das cultivares
em estudo, amadurecimento e entre outros fatores, como clima (WANG et al., 2012) e
metodologia de extragéo.

Assim como nos frutos aqui analisados, outras pesquisas apontam a polpa como a
parte de menor capacidade redutora. Em estudo feito por Vieira et al. (2011), foi observado
que cascas de diferentes cultivares de maca foram mais efetivas na capacidade de reduzir Fe*
em Fe*? quando comparada com as respectivas polpas. Kosinska et al. (2012) analisando
extratos metandlicos de residuos de duas cultivares de abacate observaram que a casca da
cultivar Hass apresentou maior reducédo do Fe** em relagdo a casca da cultivar Shepard, o que
pode ser explicado pela variabilidade genética influenciar e contribuir para a mudanca do
perfil quimico dos compostos, influenciando assim na atividade antioxidante. As sementes de
ambas as cultivares apresentaram menor reducdo, corroborando com os resultados obtidos

neste estudo.
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Analogamente, no trabalho de Rockenbach et al. (2011), onde foi analisado o poder de
reducdo do ferro em residuos de diferentes cultivares de uva, os autores verificaram que o
maior poder redutor se concentrou nas sementes Pinot Noir e cascas da cultivar Isabel.

Wijngaard, Roble e Brunton (2009) em estudo visando a utilizacdo de residuos de
frutas como fonte de antioxidantes naturais, também observaram maior poder de reducéo do

ferro em extratos metanolicos de cascas de maca, kiwi e uva quando comparados as polpas.

4.1.5 Autoxidacio do sistema f-caroteno/acido linoleico

A acdo antioxidante dos extratos brutos etanolicos puros das amostras de polpa, casca
e semente de abacate das cultivares Hass e Fuerte, avaliada pelo método de autoxidacdo do
sistema [-caroteno/acido linoléico, variou de 51,5 a 94,7%, como mostrado nas Tabelas 12 e
13.

Tabela 12 - Atividade antioxidante pelo método de autoxidacdo do sistema [-caroteno/acido
linoléico nos extratos etanolicos (80%) das amostras de polpa, casca e semente de abacate da

cultivar Hass

Partes do fruto Atividade Antioxidante (%)
Polpa 65,3+ 16,9°
Casca 91,4 2,3
Semente 94,7 +3,74

*Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo/Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna
diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey

Tabela 13 - Atividade antioxidante pelo método de autoxidacdo do sistema [3-caroteno/acido
linoléico nos extratos etanolicos (80%) das amostras de polpa, casca e semente de abacate da

cultivar Fuerte

Partes do Fruto Atividade Antioxidante (%)
Polpa 51,5+3,9°
Casca 9224+12"
Semente 92,1+2,8"

*Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo/Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna
diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey
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Considerando o0 conceito de antioxidante, como substancias que em baixas
concentragcdes sdo capazes de inibir o processo oxidativo, cascas e sementes de ambas as
cultivares foram as amostras que apresentaram relevante papel antioxidante em relacdo a
polpa, indicando serem efetivas ao previnir em 91,4; 92,4; 94,7 e 92,1%, respectivamente, a
oxidacdo da emulsédo B-caroteno/acido linoléico, expressando, assim, maior estabilidade frente
a oxidacdo. Apesar dos melhores resultados ndo terem sido encontrados nos extratos das
polpas (65,3 e 51,5%, Hass e Fuerte, respectivamente), a atividade por eles exibida foi
significativa quando comparada a outros estudos. Costa et al. (2013) verificaram que no
sistema [B-caroteno/acido linoleico, os extratos etandlicos de sementes e casca de “noni”
apresentaram melhores percentuais de protecdo da oxidacdo (54, 5 e 54,3%), sendo a menor
atividade conferida pela polpa (31,6%). Valores proximos também foram encontrados entre 0s
extratos etanolicos de bagaco de uvas tintas analisadas por Rockenbach et al. (2008), com
porcentagem de 53 a 55. Analisando os residuos de abacate deste trabalho verifica-se certa
similaridade ao antioxidante sintético BHT, o qual capaz de inibir a oxidacdo em 93,9%
(PRADO, 2009).

Outros residuos agroindustriais também tém mostrado acdo antioxidante, como extrato
hidroacetonico de residuo de goiaba, o qual apresentou uma porcentagem de inibicdo da
oxidag#o de 81,95 (NASCIMENTO, ARAUJO; MELO, 2010) e extratos etandlicos de bagago
de uva tinta, com uma porcentagem de 60 (MELO et al., 2011).

No sistema B-caroteno/acido linoléico a atividade de uma amostra ou composto em
proteger um substrato lipidico é determinada por meio da atividade de inibicdo de radicais
livres gerados durante a peroxidagdo do &cido linoleico. E um ensaio que difere dos outros
métodos de avaliacdo da atividade antioxidante, como ABTS e DPPH, pois sua matriz de
reacdo € uma emulsdo, e 0 comportamento de muitos antioxidantes pode mudar ante 0 meio
em que se encontram. Em emulsdes, é relatada maior eficacia protetora de antioxidantes
lipofilicos, j& que se direcionam na interface Oleo-agua (KIOKIAS; VARZAKAS;
OREOPOULOU, 2008).

4.1.6 Estabilidade oxidativa pelo método do Rancimat
Para a andlise da estabilidade oxidativa, os extratos etanolicos de polpa, casca e

semente de abacate das cultivares Hass e Fuerte foram adicionados ao 6leo de soja. Os

resultados sao apresentados nas Tabelas 14 e 15.
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Tabela 14 — Periodo de indugdo e Fator de protecdo dos extratos etandlicos (80%) das
amostras de polpa, casca e semente de abacate da cultivar Hass analisadas no rancimat

(controle e 6leo adicionado de extratos)

Partes do Fruto Periodo de Inducéo (Pl-horas) Fator de protecdo (PF)
Polpa 8,3+0,09 1,13
Casca 9,3+0,02 1,27
Semente 8,5+0,03 1,16
Controle 7.3

Tabela 15 — Periodo de inducdo e Fator de protecdo dos extratos etandlicos (80%) das
amostras de polpa, casca e semente de abacate da cultivar Fuerte analisadas no rancimat
(controle e 6leo adicionado de extratos)

Partes do Fruto Periodo de Indug&o (PI-horas) Fator de protecéo (PF)
Polpa 740,11 1,01

Casca 8,2+0,03 1,12

Semente 8,0+0,01 1,09

Controle 7.3

Este método é um teste de oxidacdo acelerada, que determina a estabilidade de dleos e
gorduras, onde o periodo de inducdo é caracterizado pela mudanca da condutividade da agua
deionizada devido aos produtos gerados da oxidacdo. O processo é realizado sob altas
temperaturas e constante aeracdo. O periodo de tempo necessario para o inicio da oxida¢do do
6leo de soja, sem adicdo de fontes de antioxidantes (controle), foi de 7,3h. Contudo, o tempo
necessario para o periodo de inducdo do 6leo foi mais elevado quando os extratos etanolicos
foram adicionados.

Todos os extratos, sem excecdo, apresentaram periodo de inducdo maior que o
controle (7,3h), demonstrando serem efetivos no atraso do inicio da fase de propagacéo da
oxidacdo. Entretanto, quando comparados ao antioxidante sintético BHT, utilizado como
padrdo (7,5h) (PRADO, 2009), somente a polpa da cultivar Hass apresentou um periodo de
indugéo menor (7,4h).

As amostras da casca de ambas as cultivares apresentaram maiores fatores de protecdo
(1,27 e 1,12, Hass e Fuerte, respectivamente), quando comparadas a semente e polpa dos

frutos. Broinizi et al. (2007), analisando o efeito da adi¢do de extratos aquoso e alcodlico do
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pedunculo do caju, obtiveram fatores de protecéo de 1,2, resultados proximos aos encontrados
a este trabalho.

Baboli e Kordi (2010) avaliaram a estabilidade oxidativa de 6leo de semente de
melancia e obtiveram periodo de inducéo de 5,41 horas, resultado menor quando comparado a
este estudo para todas as amostras analisadas. O mesmo foi observado por Anwar, Bhanger e
Kazi (2003), que ao avaliarem o periodo de inducdo de dleo de semente de girassol e canola,
obtiveram um periodo de inducdo de 3,7 e 5,4 horas, respectivamente. Os resultados obtidos
neste estudo para amostras das duas cultivares de abacate corroboram com os encontrados por
Farhoosh (2007), que ao avaliarem a estabilidade oxidativa de 6leo de soja, obtiveram um
periodo de indug&o de 8,25 horas.

Como pode ser observado, os residuos de abacate apresentam elevada atividade
antioxidante em matriz lipidica, superando até mesmo o potencial do antioxidante sintético

BHT utilizado na indUstria alimenticia.

4.1.7 Capacidade de absorcéo do radical oxigénio (ORAC)

A capacidade de absorcdo de radicais oxigénio (ORAC) tem sido considerado um
método importante em sistemas bioldgicos, porque mensura a capacidade de substancias em
inibir reacdes de oxidacdo induzidas por uma espécie reativa de oxigénio pertencente ao
grupo de radicais livres denominados peroxila (VALDEZ-MORALES et al., 2014).

A atividade antioxidante pelo método de sequestro dos radicais peroxila dos extratos
da polpa, casca e semente de abacates das cultivares Hass e Fuerte, obtidos com os solvente
etanol 80%, expressos em pmol TE/mg (equivalente ao trolox), estdo apresentados nas
Tabelas 16 e 17.

Tabela 16 - Atividade antioxidante pelo método ORAC nos extratos etandlicos (80%) das

amostras de polpa, casca e semente de abacate da cultivar Hass

Partes do Fruto ORAC (umol trolox/mg)*
Polpa 0,09+0,01°

Casca 2,8+0,4"
Semente 2,240,7°

*Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo/Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna
diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey
lexpressos como umol de Trolox por miligrama de amostra (liofilizada).
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Tabela 17 - Atividade antioxidante pelo método ORAC nos extratos etandlicos (80%) das

amostras de polpa, casca e semente de abacate da cultivar Fuerte

Partes do Fruto ORAC (umol trolox/mg)*
Polpa 0,04+0,004°
Casca 9,9+0,94
Semente 10,6+1,04

*Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo/Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna
diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey
'expressos como pmol de Trolox por miligrama de amostra (liofilizada).

Dentro das duas cultivares analisadas, casca e semente apresentaram maiores valores
de atividade antioxidante quando comparadas a polpa dos frutos. No entanto, os residuos da
cultivar Fuerte apresentaram maior atividade 9,9 e 10,6 umol/mg, respectivamente para casca
e semente, superando, inclusive, os residuos da cultivar Hass (2,84 e 2,23 umol/mg para casca
e semente, respectivamente).

A mesma tendéncia foi observada no estudo de Wang, Bostic e Gu (2010), que ao
avaliarem oito cultivares de abacate demonstraram maior capacidade de absorcdo do radical
oxigénio em cascas e sementes dos frutos, com valores ORAC variando de 58,3 a 631,4 e de
229,0 a 464,4 ymol TE/g. Para a mesma cultivar Hass, foi encontrada maior atividade
antioxidante na casca quando comparada a respectiva semente. Para as demais variedades, a
maior atividade foi verificada na semente.

Ja em cascas de laranja, manga, goiaba e mac¢a o valor ORAC encontrado por Zulkifli
et al. (2012) foi de 60,59; 59,83; 54,91 e 37,54 uM ET/g. No estudo de Valdez-Morales et al.
(2014), cascas de diferentes cultivares de tomate apresentaram maiores valores de ORAC
(705,3 a 4.131,7 umol) quando comparadas as respectivas sementes (1.028,3 a 1.825,0 umol
equivalente em Trolox/100 g).

Kosinska et al. (2012) utilizando duas cultivares de abacate, encontrou maior valor
ORAC (0,47 mmol Trolox/g em base seca) no extrato metanélico da casca de abacate Hass
guando comparado com a semente (0,21 mmol Trolox/g em base seca). Entretanto, para a
cultivar Shepard, a maior atividade antioxidante foi encontrada na semente (0,35 mmol
Trolox/g em base seca). A alta atividade antioxidante exibida pela casca da cultivar Hass em
relacdo a Shepard pode estar associada com a presenca de alguns compostos fenolicos que
ndo foram encontrados na casca desta cultivar (HAGERMAN et al., 1998; RICE-EVANS;
MILLER; PAGANGA, 1997).

Dentre outros residuos com capacidade de sequestrar radicais peroxila, destacam-se

também casca de uva, manga, roma e macéd; e sementes de abacate, longan e manga (Pérez-
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Jiménez et al., 2008). Sousa e Vieira (2011) sugeriram categoricamente que 0s residuos
agroindustriais deveriam ter seu reaproveitamento implementado de forma a minimizar o
desperdicio de alimentos e gerar nova fonte alimentar.

Assim, os residuos gerados na induastria a partir de frutos e vegetais, especificamente
de abacate, possuem potencial para serem utilizados como fonte de antioxidantes naturais,

conforme demonstrado pelas diferentes metologias discutidas anteriormente.

4.2 Fracionamento cromatografico do extrato bruto da casca e semente para o

isolamento dos compostos bioativos

Pelo fato da casca e semente da cultivar Fuerte ter apresentado os melhores resultados
para o teor de fenolicos totais (Tabela 3) e atividade antioxidante pelos métodos do DPPH
(Tabela 5), ABTS (Tabela 9), FRAP (Tabela 11) e ORAC (Tabela 17) em relacdo a Hass, esta
foi entdo selecionada para o fracionamento.O fluxograma do processo de fracionamento e

isolamento do extrato bruto da casca e da semente esta ilustrado na Figura 15.



Casca Semente
Liofilizada Liofilizada

Extragdo com Etanol 80%

Extrato Bruto

Purificacdo em resina
Amberlite XAD2

Fracdo metanolica Fracdo metanolica
da casca da semente
A 4
Coluna de Cromatografia em
Sephadex camada delgada
LH-20 semi-preparativa

Identificacdo de
compostos por
LC-MS/MS e
RMN

Figura 15- Fluxograma do processo de fracionamento e isolamento do extrato bruto da casca e da
semente da cultivar Fuerte
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4.2.1 Purificacdo do extrato bruto da casca em resina Amberlite XAD2

O processo inicial de purificacdo de compostos com atividade antioxidante da casca
foi realizado utilizando a resina Amberlite XAD2. Os resultados da atividade antioxidante
pelos métodos DPPH (ECsp) e ORAC das fragdes metandlica e aquosa oriundas do processo
de purificagcdo com a resina XAD?2 estdo mostrados na Tabela 18.

Tabela 18 - Atividade antioxidante pelos métodos DPPH, ORAC e ECs, das fracbes da
purificacdo em resina Amberlite XAD2 da cultivar Fuerte

DPPH (umol trolox/mg) ORAC (umol trolox/mg)  ECso (mg/mL)

Extrato bruto casca 5,91+0,72% 15,30+ 2,10" 17,79
Fracdo metandlica 4,94%0,14" 15,92+ 1,174 20,38
Fracio aquosa 6,08+0,57" 5,48+ 0,87 ° 50,65

*Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo/Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna
diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey

Com relacéo a atividade antioxidante pelo método DPPH, os resultados obtidos foram
de 5,91; 4,94 e 6,08 umol trolox/mg para o extrato bruto, fracdo metandlica e fracdo aquosa,
respectivamente, 0s quais ndo diferiram estatisticamente. Com relacdo a atividade
antioxidante pelo método ORAC, verifica-se que o extrato bruto (15,30 umol trolox/mg) nao
diferiu da fracdo metandlica (15,92 umol trolox/mg), mas foi significativamente maior que a
fracdo aquosa (5,48 umol trolox/mg). Com relacdo a atividade pelo método do ECsy, verifica-
se que 0 extrato bruto e a fragdo metandlica da XAD2 apresentaram 0s maiores valores de
atividade (17,79 e 20,38 mg/mL, respectivamente), seguida pela fracdo aquosa, a qual
apresentou menor atividade (50,65 mg/mL).

Estas fracGes também foram analisadas por Cromatografia em camada delgada (CCD),
o0 que foi possivel verificar algumas diferencas. A cromatoplaca revelada sob luz UV a 254
nm (Figura 16) e UV a 365nm (Figura 17) permitiu a visualizagdo de um composto
concentrado na fragcdo metandlica da XAD2, o qual ndo foi encontrado no extrato bruto e nem

na fracdo aquosa.
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Figura 16 — Cromatografia em Figura 17 — Cromatografia em
camada delgada irradiada a camada delgada irradiada a
254nm. 365nm.

EBC: Extrato bruto da casca; FM: EBC: Extrato bruto da casca; FM:
Fracdo metandlica da XAD 2; FA: Fracdo metandlica da XAD 2; FA:
Fragdo aquosa da XAD 2 Fragdo aquosa da XAD 2

O extrato bruto da casca (EBC) e as fragdes (metandlica e aquosa) foram analisados
pela atividade antioxidante on-line por HPLC-FR-ABTS (Figuras 18, 19 e 20), para
comparacdo dos perfis quimicos e avaliacdo da evolucdo da atividade antioxidante durante o

processo de fracionamento.

De acordo com as figuras, observa-se que o extrato bruto apresentou 5 picos com
atividade antioxidante (Figura 18). Quando da purificacdo com a resina XAD2, a composi¢ao
quimica bioativa ficou concentrada em 3 picos (Figura 19). A fracdo aquosa da XAD2
apresentou Vvarios picos, entretanto com baixa atividade antioxidante (Figura 20). Embora os
valores da atividade antioxidante do extrato bruto pelo método ORAC, DPPH e pelo ECs
sejam relevantes quando comparados a fracdo aquosa e semelhantes quando comparados a
fracdo metanolica da XAD2 (Tabela 18), nota-se que na fracdo metandlica da XAD2 a

atividade foi concentrada em poucos compostos.

Portanto, a partir dos resultados obtidos, a etapa de purificacdo pela XAD2 foi
imprescindivel para a continuacdo do fracionamento. A fragdo metanolica foi coletada,

concentrada e utilizada para a proxima etapa.
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Figura 18 - Cromatogramas do extrato bruto da casca de abacate Fuerte detectado a 280nm (A) e sua
respectiva atividade antioxidante a 734nm (pico negativo) (B)
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Figura 19 - Cromatogramas da fracdo metandlica da XAD2 detectado a 280nm (A) e sua respectiva
atividade antioxidante a 734nm (pico negativo) (B)
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Figura 20 - Cromatogramas da fragdo aquosa da XAD?2 detectado a 280nm (A) e sua respectiva atividade
antioxidante a 734nm (pico negativo) (B)

Pelo fato da fracdo metandlica XAD2 apresentar alta atividade antioxidante e estar
parcialmente purificada em relacdo ao extrato, esta foi selecionada para o fracionamento pela
técnica de cromatografia em coluna aberta em gel de Sephadex LH-20, como uma segunda
etapa para o processo de isolamento dos compostos bioativos.

A eluicdo da fragdo XAD?2 através da coluna de Sephadex LH-20 proporcionou a
coleta de 76 subfracdes, que na sequéncia foram submetidas a analise por CCD e reveladas
com luz UV a 254 e 365 nm (Figuras 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 e 28). Na sequéncia as

subfracOes foram agrupadas de acordo com a separagdo cromatografica.
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Nas primeiras subfracdes aplicadas na placa de CCD (subfracbes 1 a 28) ndo foram
observadas bandas intensas apos eluicdo (Figuras 21, 22, 23 e 24). Entretanto, a partir da
subfracdo 29 estas comecaram a aparecer com intensidades distintas de fluorescéncia quando
irradiadas com luz UV a 365nm (Figuras 24 e 26). As subfracdes 29, 30 e 31 (Figura 24)
apresentaram bandas de coloracdo amarela fluorescente no inicio da eluicdo e bandas de
coloragdo branca fluorescente no meio da placa. A partir da subfragdo 32 (Figura 24)
observam-se bandas de coloragdo branca fluorescentes no topo da placa, até desaparecerem na
subfracdo 41 (Figura 26). Estas mesmas subfracGes também apresentaram bandas de
coloracdo amarela e vermelha fluorescentes. Na subfracdo 42, bandas de coloracdo vermelha
aparecem no topo da placa, que se intensificaram com o decorrer do fracionamento até o

momento que desapareceram nas subfracdes 58 a 76 (Figura 28).

Figura 21 - Cromatografia em camada delgada, irradiada a 254nm, das subfraces 1 a 19 obtidas
pela coluna de Sephadex LH-20
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Figura 22- Cromatografia em camada delgada, irradiada a 365nm, das subfracBes 1 a 19 obtidas pela
coluna de Sephadex LH-20

Figura 23 - Cromatografia em camada delgada, irradiada a 254nm, das subfragdes 20 a 38 obtidas
pela coluna de Sephadex LH-20

Figura 24 - Cromatografia em camada delgada, irradiada a 365nm, das subfraces 20 a 38 obtidas
pela coluna de Sephadex LH-20



Figura 25 - Cromatografia em camada delgada, irradiada a 254nm, das subfracfes 39 a 57 obtidas
pela coluna de Sephadex LH-20

Figura 26 - Cromatografia em camada delgada, irradiada a 365nm, das subfracBes 39 a 57 obtidas pela
coluna de Sephadex LH-20

Figura 27 - Cromatografia em camada delgada, irradiada a 254nm, das subfracdes 58 a 76 obtidas pela
coluna de Sephadex LH-20
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Figura 28 - Cromatografia em camada delgada, irradiada a 365nm, das subfracfes 58 a 76 obtidas pela
coluna de Sephadex LH-20

Portanto, de acordo com os resultados apresentados, foi possivel concluir que o
fracionamento primeiramente em resina XAD2 e depois em gel de Sephadex LH-20 foi eficaz
na separacdo de uma grande quantidade de compostos de polaridades distintas.

Na sequéncia as 76 subfracbes foram reagrupadas, para avaliacdo da atividade
antioxidante pelos métodos ORAC, DPPH (ECsp) e on-line por HPLC-FR-ABTS da seguinte
forma: Fracdo 1 (agrupamento das subfragdes 1-19); Fracdo 2 (agrupamento das subfragdes
20 a 28); Fracdo 3 (agrupamento das subfracbes 29 a 31); Fracdo 4 (agrupamento das
subfracdes 32 a 41); Fracdo 5 (agrupamento das subfracdes 42 a 57) e Fracdo 6 (agrupamento
das subfracbes 58 a 76) (Tabela 19).

Tabela 19 - Atividade antioxidante pelo método ORAC, DPPH e Ecsy das subfracBes
reagrupadas da coluna de gel SEPHADEX LH-20

Fracdo ORAC (umol trolox/mg) DPPH (umol trolox/mg) ECso (mg/ml)
1 n.d n.d n.d
2 4,55 2,15 128,2
3 4,59 1,16 126,4
4 14,08 12,05 56,03
5 17,61 13,34 60,52
6 4,34 4,99 122,7

n.d: ndo detectada
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Foi possivel verificar que as fragbes que apresentaram as maiores atividades
antioxidante pelo método ORAC, DPPH e ECs, foram as 4 e 5, com destaque para a fragao 5.
Nota-se que essas duas fragcdes, originadas do agrupamento de subfracbes da LH-20,
apresentam compostos distintos quando reveladas com UV a 254 nm (Figuras 23 e 25) e 365
nm (Figuras 24 e 26).

Na sequéncia todas as fracdes ativas (2, 3, 4, 5 e 6) foram também avaliadas quanto a
atividade antioxidante on-line por HPLC-FR-ABTS.

Pode-se observar que a fracdo 4 (Figura 31) apresentou apenas um pico e de alta
atividade, identificado como acido cafeoilquinico. Alta atividade também foi encontrada na
fracdo 5 (Figura 32), entretanto esta apresentou 2 picos majoritarios, sendo que o de maior
absorbancia a 280 nm foi também o que apresentou a maior atividade, os quais foram
identificados como procianidina B; e epicatequina. Nas demais fracGes (2, 3 e 6) (Figuras 29,

30 e 33) ndo foram encontrados compostos com atividade antioxidante significativa.
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Figura 29 - Cromatogramas da fracdo 2 detectado a 280nm (A) e sua respectiva atividade antioxidante a 734nm
(pico negativo) (B)
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Figura 30 - Cromatogramas da fracdo 3 detectado a 280nm (A) e sua respectiva atividade antioxidante a 734nm (pico
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Figura 31- Cromatogramas da fracdo 4 detectado a 280nm (A) e sua respectiva atividade antioxidante a 734nm (pico
negativo) (B). Pico 1: Acido cafeoilquinico
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Figura 32- Cromatogramas da fracéo 5 detectado a 280nm (A) e sua respectiva atividade antioxidante a 734nm (pico
negativo) (B). Pico 2: Procianidina B, e Pico 3: Epicatequina
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Figura 33- Cromatogramas da fracéo 6 detectado a 280nm (A) e sua respectiva atividade antioxidante a 734nm (pico
negativo) (B)

De acordo com os resultados, verifica-se que o fracionamento foi eficaz e de bom
rendimento na obtencdo de fragdes parcialmente purificadas. Na figura 34 € mostrado o
fluxograma de todo o rendimento durante o processo de purificagéo.
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5009 de material liofilizado

}

607mg na Purificacdo em resina Amberlite XAD2
v
Fracédo 1. 41,8mg
Fragéo 2: 106,3mg
Fracéo 3: 26,4mg

Rendimento:

Fracéo 4. 55,8mg
Fragéo 5: 276,7mg

Fracéo 6: 98,3mg

Figura 34- Fluxograma de rendimento durante o processo de purificacéo.

As fracGes mais ativas, a 4 (agrupamento das subfracbes 32 a 41) e a 5 (agrupamento
das subfracBes 42 a 57) seguiram para avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de
sequestro do anion superoxido, acido hipocloroso e GC/MS, cujos resultados estdo mostrados
nas Tabelas 20 e 21.

Tabela 20- Capacidade de desativacdo do anion superoxido e é&cido hipocloroso das
subfracdes de maior bioatividade, pelo fracionamento em coluna de Sephadex LH-20 da casca

da cultivar Fuerte, dos extratos brutos etandlicos da casca das cultivares Hass e Fuerte e

padrbes
Fracéo Anion superoxido Acido hipocloroso
(ECso mg/mL) (ECso mg/mL)

4 0,023 £ 0,003 0,0082 + 0,0003
5 0,013 £ 0,004 0,0020 £ 0,0001

Amostras
Casca Hass 0,052 + 0,004 0,0052 + 0,0002
Casca Fuerte 0,012 £ 0,002 0,0073 £ 0,0001

Padrbes

Catequina 0,090+0,001 0,00050+0,00005
Epicatequina 0,227+0,009 0,00081+0,00001
Procianidina B1 nd 0,00062+0,0001

Procianidina B2 nd 0,00017+0,00003
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Foi possivel verificar que as 2 fragdes apresentaram alta capacidade de sequestro do
anion superdxido e do &cido hipocloroso, com destaque para a fracdo 5. Também foram feitas
as analises nos extratos brutos etandlicos da casca de ambas as cultivares para comparacao de
dados (Tabela 20). Essas fracdes também foram avaliadas pela técnica de GC/MS, o que
possibilitou a identificagdo de 18 compostos na fracdo 4 e 13 compostos na fragéo 5 (Tabela
21). Os compostos que apresentaram maior abundancia foram o hexatrimetillsilil-trans-5-o-
cafeoil-d-acido quinico na fracéo 4 e a epicatequina na fracdo 5, com porcentagens de 40,58 e

59,69%, respectivamente.

Tabela 21 - Tempos de retencdo, porcentagem de cada componente e ions importantes do
espectro de massa dos compostos fenolicos silanizados identificados nas subfracdes da casca

de abacate, obidos pela técnica de GC/MS

Composto TR (min) Fracdo 4 Fragdo 5 lons (m/z)
Intensidade Intensidade
relativa (%0) relativa (%0)
3,6,9-Trioxa-2,10- 5,69 1,23 73(100) 117(57)
disilaundecano, 2,2,10,10- 116(28) 147(15)
tetrametil 103(12)
3,7-Dioxa-2,8-disilanonano, 5,92 2,12 1,93 147(100) 73(92)
2,2,8,8-tetrametil-5- 205(50) 103(36)
[(trimetilsilil)oxi] 117(33)
Acido butanodioico, 6,20 5,57 0,70 147(100) 73(36)
bis(trimetilsilil) Ester 148(15) 247(14)
75(10)
Xilitol, 1,2,3,4,5-pentaquis- 8,69 2,23 73(100) 217(57)
o-(trimetilsilil) 147(53) 307(37)
103(37)
Acido benzenopropanoico, 8,75 1,92 147(100) 73(37)
.alfa.-oxo-.beta.,.beta.- 293(25) 148(15)
bis(trimetilsilil) 224(13)
D-galactopiranosil brometo, 9,22 3,23 204(100) 73(58)
tetraacetato 147(21) 205(18)
206(8)
D-frutose, 1,3,4,5,6- 9,32 2,35 73(100) 217(65)
pentakis-o-(trimetilsilil) 193(46) 147(27)
370(25)
Pregnano, silane deriv. 9,59 3,82 0,62 345(100) 73(81)

255(44) 346(32)
147(32)

continuacao
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conclusdo
Alfa.-d-manopiranose, 9,75 1,36 204(100) 73(75)
1,2,3,4,6-pentakis-o- 191(49) 327(33)
(trimetilsilil) 312(25)
1-c-octil-2,3,4,6-tetraquis-o- 9,94 3,65 73(100) 217(62)
(trimetilsilil)hexopiranose 147(42) 467(30)
145(28)
Acido-p-cumarico 9,98 0,53 293(100) 73(97)
249(76) 219(76)
308(64)
2,3,4,6-Tetra-o- trimetilsilil- 10,22 2,75 73(100) 467(50)
1-[1,7-dicarba-closo- 129(45) 147(41)
dodecaborano-(12)-1-yl]-d- 204(31)
glucopiranose,alfa/beta-
gemisch
Glucopiranose, 1,2,3,4,6- 10,43 3,20 204(100) 73(85)
pentaquis-o-(trimetilsilil) 217(30) 147(29)
205(24)
Beta-d-galactofuranose, 10,77 19,94 3,66 217(100) 73(93)
1,2,3,5,6-pentaquis-o- 359(42) 147(39)
(trimetilsilil) 539(33)
2-Acido propenoico, 3-[3,4- 11,15 1,09 219(100) 73(72)
bis[(trimetilsilil)oxi]fenil]-, 396(58) 397(20)
trimetilsilil Ester 381(18)
(-)-Epicatequina TMS 17,48 4,43 59,69 368(100) 73(49)
355(48) 369(44)
356(16)
hexatrimetillsilil-trans-5-o- 20,27 40,58 4,37 345(100) 73(75)
cafeoil-d-4cido quinico 255(62) 307(39)
346(34)
Beta.-l-manofuranose, 6- 8,99 1,38 217(100) 73(95)
deoxi-1,2,3,5-tetraquis-o- 147(26) 204(19)
(trimetilsilil) 218(19)
9,45 1,11 73(100) 368(69)
9h-purina, 9-(trimetilsilil)- 369(22) 249(15)
2,6-bis[(trimetilsilil)oxi] 191(14)
1h-purina-2,6,8(3h)-triona, 18,30 2,73 456(100) 73(54)
4,9-dihidro-1,3,4,9- 355(45) 457(43)
tetraquis(trimetilsilil) 458(23)
2-(3,4- 20,84 3,10 575(100) 576(46)
Bis[(trimetilsilil)oxi]fenil)- 32,40 0,71 307(42) 73(36)
3,5, 7-tris[(trimetilsilil)oxi]- 577(25)
4h-cromeno-4-one
Acido tetracosan6ico 31,81 1,33 368(100) 73(37)
369(35) 370(14)
617(9)
Tetra-fenilacetato 5TMS 37,80 1,68 560(100) 561(48)
648(39) 73(39)
559(29)
Quercetina 39,47 15,63 648(100) 649(64)

650(37) 559(32)
73(21)
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4.2.2 Purificacdo do extrato bruto da semente em resina Amberlite XAD2

Os extratos etanolicos da semente da cultivar Fuerte também passaram pela etapa de
purificacdo em resina Amberlite XAD2. A fracdo metandlica obtida pela XAD2 foi utilizada
para o fracionamento de compostos pela técnica de cromatografia em camada delgada semi-
preparativa em fase normal, como segunda etapa do isolamento de compostos bioativos. Este
tipo de cromatografia € rapido e também resulta, em alguns casos, em fra¢des purificadas ou
compostos isolados e com alto rendimento.

A eluicéo da fragdo da semente da cutivar Fuerte obtida na XAD2 resultou em 4 novas
subfracbes. Estas subfracdes foram avaliadas quanto a atividade antioxidante pelos métodos
DPPH (ECsp), ORAC, anion superdxido, 4acido hipocloroso (Tabela 22), atividade
antioxidante on-line por HPLC-FR-ABTS (Figuras 35, 36, 37 e 38) e GC/MS (Tabela 23).
Também foram feitas as analises no extrato bruto da semente das cultivares Hass e Fuerte e

nos padrdes para comparacao de dados (Tabela 22).
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Tabela 22 - Atividade antioxidante pelo método DPPH, Ecs, ORAC, anion superoxido e

acido hipocloroso das subfracdes da semente da XAD2 da cromatografia em camada delgada

em fase normal, do extrato bruto da semente das cultivares Hass e Fuerte e padrdes

Subfracdes DPPH ECso ORAC Anion superdxido  Acido hipocloroso
(umol trolox/mg)  (mg/ml)  (umol trolox/mg) (ECso mg/mL) (ECso mg/mL)
1 3,8£1,6 67,57 19,46+0,7 0,067+0,005 0,0014+0,0001
2 2,8+0,15 62,79 9,86+0,4 0,031+0,003 0,0035+0,003
3 0,3+0,16 nd 1,44+0,21 nd nd
4 2,03+0,9 nd 4,0+0,6 0,150+0,009 nd
Amostras
Semente 0,070+0,002 0,0067+0,0001
Hass
Semente 0,041+0,001 0,0086+0,0004
Fuerte
Padrdes
Catequina 7,9+0,25 nd 24,449,6 0,090+0,001 0,00050+0,00005
Epicatequina 10,52+0,6 nd 32,16+1,74 0,227+0,009 0,00081+0,00001
Procianidina 7,0£0,5 nd 29,23+1,05 nd 0,00062+0,0001
B:
Procianidina 12,41+0,4 nd 35,42+1,11 nd 0,00017+0,00003
B,

nd : ndo detectada

De acordo com os resultados da Tabela 22 foi possivel verificar que a subfracédo 1 foi

que apresentou a maior atividade antioxidante quando comparada as demais subfracdes para

os métodos do DPPH, ECsy, ORAC e éacido hipocloroso, apesar de ndo ser a mais ativa quanto

ao sequestro do anion superoxido. As subfracbes 3 e 4 apresentaram atividades pouco

significativas em todos os métodos utilizados.

Sequencialmente, todas as subfracbes foram analisadas quanto & atividade

antioxidante on-line por HPLC-FR-ABTS. Pode-se observar que a subfracdo 1 (Figura 35)

apresentou 3 picos, sendo os picos de nimero 4 e 3 de alta atividade antioxidante, os quais

foram identificados como catequina e epicatequina. Para as demais subfracbes (2 e 3)

(Figuras 36 e 37) a atividade foi antioxidante foi praticamente ausente. Na subfracdo 4
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(Figura 38) pode-se observar que o pico 1 também apresentou atividade antioxidante
significativa sendo identificado como &acido cafeoilquinico.
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Figura 35 - Cromatogramas da subfracio 1 da semente detectado a 280nm (A) e sua respectiva atividade antioxidante a
734nm (pico negativo) (B). Pico 4: Catequina e Pico 3: Epicatequina
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Figura 36 - Cromatogramas da subfracdo 2 da semente detectado a 280 nm (A) e sua respectiva atividade antioxidante a
734nm (pico negativo) (B)
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Figura 37 - Cromatogramas da subfragdo 3 da semente detectado a 280 nm (A) e sua respectiva atividade antioxidante
a 734nm (pico negativo) (B)
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Figura 38- Cromatogramas da subfragdo 4 da semente detectado a 280 nm (A) e sua respectiva atividade antioxidante a
734nm (pico negativo) (B). Pico 1: Acido cafeoilquinico

As subfracbes 1, 2, 3 e 4 também foram avaliadas pela técnica de GC/MS o que

possibilitou a identificacdo de 17 compostos na subfracdo 1, 3 compostos na subfracéo 2, 18

compostos na subfracdo 3 e 5 compostos na subfragdo 4 (Tabela 23). Os compostos que se

apresentaram com maior abundéncia foi a epicatequina nas fracdes 1 e 2 (55,54 e 27,85%,

respectivamente) e o hexatrimetillsilil-trans-5-0-cafeoil-d-acido quinico na subfracdo 4

(74,39%).

Tabela 23- Tempos de retencdo, porcentagem de cada componente e ions importantes do

espectro de massa dos compostos fendlicos silanizados presentes nas subfracdes da semente
de abacate, por GC/MS

Composto TR Subfragdo 1  Subfracdo 2  Subfracdo 3  Subfracdo 4 lons (m/z)
(min)  Intensidade Intensidade Intensidade Intensidade
relativa relativa relativa relativa
(%) (%) (%) (%)
Acido benzécio 5,79 7,20 179(100) 135(82)
trimetilsilil éster 105(80) 77(49)
180(15)
Acido 2-Pentenedioico 7,09 2,72 147(100) 73(59)
273(31) 109(26)
182(21)
2-Tert-butil-2-fenil- 7,42 1,61 149 (100) 105(2)
1,3-dioxolano 77(3) 91(6)
Tetrasiloxanoe, 7,87 2,96 207(100) 73(49)
decametil- 147(21) 210(0.6)
133(6)
Acido Dodecanoico 8,35 0,72 117 (100) 73(79)

257(72) 75(68)
272(3)

continua
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continuacao

Trimetilsilil cis,cis-4,7- 9,89 0,69 73(100) 147(38)
decen-dienO-1,10- 135(32) 252(29)
dioato 417(28)
Acido palmitico, 10,50 0,62 117(100) 313(74)
trimetilsilil Ester 73(66) 75(54)
328(3)
Etil pimara-8(14),15- 12,66 0,32 121(100) 73(86)
dieno-18-o0ato 120(65) 257(28)
374(15)
Acido octadecenoico 12,67 1,66 283(100) 73(72)
(2)-, 2,3- 97(40) 147(27)
bis[(trimetilsilil)oxi]pro 397 (2)
pil ester
Trimetilsilil | abieto- 13,24 2,35 239(100) 240(20)
9(11),8(14),12-trieno- 73(16) 357(13)
18-o0ato 372(10)
Trimetilsilil pimara- 13,53 1,76 143(100)
8(14),15-dieno-18-oato 73(67)256(43)
121(29) 374(7)
9-Acido octadecenoico 13,61 1,10 201(100) 73(90)
(2)-, 2,3- 117(75)175(59)
bis[(trimetilsilil)oxi]pro 95(53)
pil Ester
Acido 1,2- 14,40 1,19 149(100) 167(39)
Benzenedicarboxilico 57(22) 71(21)
460(2)
3-{[Tert- 14,89 2,13 445(100) 73(76)
butil(dimetil)sililJoxi}- 446(34) 121(20)
17-hidroxipregna-3,5- 75(18)
dien-20-one
Silano, [[(3.beta.)- 15,42 0,96 73(100) 447(65)
colest-5-en-3- 121(41) 81(31)
ilJoxi]trimetil 462(4)
(-)-Epicatequina TMS 17,45 55,54 27,85 368(100) 73(58)
355(43) 369(35)
650(18)
Glicina, n- 20,16 0,62 143(100) 73(92)
[(3.alpha.,5.beta.,12.alp 173(41) 175(26)
ha.)-24-0x0-3,12- 75(25)
bis[(trimethylsilyl)oxy]
cholan-24-yl]-, methyl
Ester
1,2,3,4,6-Penta-0-Tms- 16,57 2,92 204(100) 73(86)
.alfa.-d- 193(63) 192(59)
glicopiranosideo-1-d 205(20)
Quercetina 39,06 49,44 648(100) 649(63)
73(32) 559(31)
650(30)

continua
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3,6,9-Trioxo-2,10- 5,70 3,78 9,97 73(100) 117(57)
disilaundecano, 116(28) 147(15)
2,2,10,10-tetrametil 103(12)
Hexopiranose, 10,18 1,76 204(100) 73(82)
1,2,3,4,6-pentaquis-o- 191(57) 147(31)
(trimetilsilil) 217(22)
D-frutose, 6-0-[2,3,4,6- 14,72 3,17 73(100) 204(83)
tetraquis-o- 153(78) 217(60)
(trimetilsilil)-.alfa.-d- 362(10)
glucopirosil]-1,3,4,5-
tetraquis-o-
(trimetilsilil)
Maltose 8TMS 14,85 7,14 73(100) 204(99)
131(56) 361(54)
135(25)
Timol-.beta.-d- 16,30 3,39 73(100) 361(72)
glucopiranosideo 282(53) 147(10)
217(29)
2,3,4-Tris-o- 16,38 2,87 73(100) 217(62)
(trimetilsilil) 135(35) 204(32)
hexopiranosil 2,3,4,6- 103(29)
tetraquis-o-
(trimetilsilil)hexopiran
osideo
1,2,3,4,6-Penta-o- 16,56 6,28 204(100) 73(73)
TMS-.alfa.-d- 193(64) 192(59)
glicopiranosideo-1-d 205(19)
Melibiose 8TMS 17,51 13,86 204(100) 191(94)
73(73) 103(27)
129(26)
D-glicopiranose, 4-0- 17,88 19,25 280(100) 204(57)
[2,3,4,6-tetraquis-0- 281(54) 73(52)
(trimetilsilil)-.beta.-d- 282(19)
galactopiranosil]-
1,2,3,6-tetraquis-o-
(trimetilsilil)
Treo-2,5-hexodiulose, 20,15 9,83 204(100)
1,3,4,6-tetraquis-o- 73(45)153(37)
(trimetilsilil) 205(20) 217(16)
Gulose, 2,3,4,5,6- 20,92 9,7 204(100) 73(31)
pentaquis-o- 21,24 137(22) 81(21)
(trimetilsilil) 205(19)
Alfa.-1-galactofuranose, 21,05 73(100) 217(92)
6-deoxi-1,2,3,5- 204(82) 363(66)
tetraquis-o- 81(62)
(trimetilsilil)-
1,2,3,4,6-Penta-o- 21,13 16,20 191(100) 204(80)
TMS-.alfa.-d- 73(55) 105(45)
glucopiranosideo-6,6- 103(23)
d2

continua
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concluséo
2,3,4,6-Tetraquis-o- 21,42 2,77 204(100) 73(70)
(trimetilsilil) 363(33) 217(31)
hexopiranosil 2,3,4,6- 205(22)
tetraquis-o-
(trimetilsilil)hexopiran
osideo
Mannose, 6-deoxi- 17,82 6,74 204(100) 73(52)
2,3,4,5-tetraquis-o- 205(18) 145(14)
(trimetillsilil) 147(12)
Pentatrimetilsilil-trans- 19,50 5,22 219(100) 345(97)
3-0-coumaroil-d-acido 73(94) 255(46)
quinico 346(31)
hexatrimetillsilil-trans- 20,83 74,39 307(100) 73(71)
5-0-cafeoil-d-acido 255(44) 324(26)
quinico 308(24)
6,7-Dihidroxicumarina 22,31 3,68 73(100) 307(45)
di-TMS 624(36) 219(30)

280(29)

Conforme os resultados apresentados na figura 39 pode-se verificar que o

fracionamento foi eficaz e de bom rendimento, possibilitando a obtencéo de 27,6 e 16,2 mg

das subfracbes mais ativas, le 4, respectivamente.

Rendimento:

200g do liofilizado

v

204mg na Purificacdo em resina Amberlite XAD2

v

Subfragdo 1: 27,6 mg
Subfragdo 2: 13,0 mg
Subfragdo 3: 10,2 mg
Subfragdo 4: 16,2 mg

Figura 39- Fluxograma do rendimento durante o processo de purificacéo.

4.3 Quantificacdo dos compostos bioativos por HPLC-DAD-FR on line na polpa, casca

e semente de abacate das cultivares Hass e Fuerte

O método de atividade antioxidante on line € um método que visa & separacdo de

compostos e sua atividade antioxidante simultaneamente. Muitas vezes pode ocorrer perda de

atividade durante o procedimento de isolamento, sendo, portanto este método essencial para o
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monitoramento da atividade antioxidante durante a separa¢do dos compostos (HE et al.,
2010).

Os cromatogramas da polpa, casca e semente de abacate das cultivares Hass e Fuerte e
sua respectiva atividade antioxidante, analisados por HPLC-DAD-UV, encontram-se nas
Figuras 40, 41, 42, 43, 44 e 45.

Por meio das técnicas de determinagdo simultanea de compostos fendlicos e atividade
antioxidante on-line (HPLC-DAD-UV) foi possivel a identificacdo e a quantificacdo, de
acordo com o tempo de retencdo; espectros do padrdo e co-cromatografia, de 5 compostos
fendlicos pertencentes a trés classes distintas: catequina, epicatequina (flavan-3-ols),
procianidinas B; e B, (proantocianidinas) e acido cafeoilquinico (acido fendlico) , em cascas e
sementes de abacate das cultivares Hass e Fuerte. Na polpa foram observados muitos picos
nos cromatogramas, entretanto nenhum deles foram identificados de acordo com os padrbes
disponiveis.

Os compostos quantificados na casca das cultivares Hass e Fuerte foram o acido
cafeoilquinico (2,80 e 3,09 ug/mg, respectivamente), procianidina B, (48,38 e 28,34 ug/mg
respectivamente) e epicatequina (40,31 e 20,40 pg/mg, respectivamente) (Tabela 24). De
acordo com a técnica de determinacdo simultanea de compostos com atividade antioxidante
(HPLC-DAD-UV), pode-se verificar que o é&cido cafeoilquinico apresentou atividade
antioxidante de 40,3 e 53,1 umol/g, procianidina B, de 176,4 e 75,3 umol/g e a epicatequina
de 188,9 e 131,1 umol/g em equivalente de Trolox nas cascas das cultivares Hass e Fuerte,
respectivamente (Tabela 25). Assim, fica demonstrado que estes compostos possuem um
papel importante na atividade antioxidante na casca destas cultivares. Os resultados deste
estudo corroboram com Wang, Bostic e Gu (2010) e Rodriguez-Carpena et al. (2011) que
encontraram procianidinas predominante em cascas de abacate de diferentes cultivares, em
concentracdes variando de 4,9 a 38,9 mg/g e de 41,8 a 134,8 mg/g. Entretanto, catequina foi
0 composto em maior concentracdo encontrado por Kosinska et al. (2012) seguido da
procianidina e do &cido 5-O-cafeoilquinico, em concentragdes de 148,8; de 26,8 a 135,4 e
81,8 ug/g, em casca de abacate da cultivar Hass. Outros estudos também identificaram
catequina e epicatequina em cascas de abacate (TERASAWA,; SAKAKIBAR; MURATA,
2006).

Rodriguez-Carpena et al. (2011) estudando o perfil dos compostos fendlicos em casca

de abacate das cultivares Hass e Fuerte, demonstram que a cultivar Fuerte apresentou maiores
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quantidades de compostos quando comparada a cultivar Hass. Segundo os autores, 0S
resultados obtidos mostram a grande variabilidade na composi¢do quimica entre as cultivares.

Nas amostras de semente das duas cultivares foram encontrados o acido
cafeoilquinico, procianidina B, catequina e epicatequina. Para as sementes, tanto da cultivar
Hass quanto Fuerte, a epicatequina foi 0 composto encontrado em maior concentragdo
(10,27 e 11,06 ug/mg) (Tabela 24). Porém, ha que se destacar que o acido cafeoilquinico,
catequina e procianidina B; sdo também importantes para a atividade antioxidante nas
sementes de ambas as cultivares. Na cultivar Hass, a epicatequina foi o composto que
apresentou maior atividade antioxidante (28,07 umol/g), seguido do &cido cafeoilquinico
(22,76 umol/g), entretanto, na cultivar Fuerte, o &cido cafeoilquinico (84,95 umol/g)
apresentou maior atividade seguido da catequina (40,42 umol/g) (Tabela 25). Os resultados
deste estudo corroboram com Rodriguez-Carpena et al. (2011) que encontraram em sementes
de abacate das cultivares Hass e Fuerte, os compostos catequina/epicatequina (237,8 e
96,7 mg/100g, respectivamente para Hass e Fuerte) e procianidinas, incluindo dimeros,
oligbmeros e polimeros (4.592 e 876,9mg/100g, respectivamente para Hass e Fuerte) e com
Kosinska et al. (2012) que encontraram além destes, o acido 3-O-cafeoilquinico nas cultivares
Hass e Shepard (57,5 e 53,5ug/g, respectivamente).

Outros estudos também identificaram catequina, epicatequina (GEISSMAN;
DITTMAR, 1965; MATSUSAKA; KAWABATA; KASAI, 2003; WANG; BOSTIC; GU,
2010) e procianidinas (WANG; BOSTIC; GU, 2010) em sementes de abacate de diferentes
cultivares. Estes compostos tém demonstrado alta capacidade antioxidante e inibicdo da
proliferacdo celular (FARIA et al., 2006; MITJANS et al., 2004) e s&o constituintes de cascas
e sementes (MEYER et al., 1997). As procianidinas pertencem ao grupo dos flavanois e sdo
um dos principais compostos fendlicos nos alimentos (PRIOR; GU, 2005).

Os residuos de abacate atualmente ndo possuem valor comercial, entretanto diversos
estudos mostram alta capacidade antioxidante e teor de compostos fendlicos nestes
subprodutos quando comparados a polpa (SOONG; BARLOW, 2004; WANG; BOSTIC; GU,
2010, KOSINSKA et al., 2012).

Kosinska et al. (2011), em trabalho visando caracterizar o perfil dos compostos
fenolicos e a capacidade antioxidante dos residuos de abacate com a finalidade de utilizar
como aditivos antioxidantes ou alimento funcional, identificaram, além dos compostos citados
anteriormente, o acido 3-O-p-cumaroilquinico nas sementes e derivados da quercetina nas

cascas, compostos ndo identificados neste estudo. O mesmo também foi observado por
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Rodriguez-Carpena et al. (2011), que além deste identificou em cascas e sementes a presenca
de &cidos hidroxicindmicos (p-cumérico, cafeico, ferdlico e sindpico) e de &cidos
hidroxibenzoicos (p-hidroxibenzdico, protocatecuico, vanilico, siringico e galico).

Pahua-Ramos et al. (2012) analisando extrato metandlico de sementes de abacate,
encontraram como principal composto fendlico o &acido protocatecuico, seguido por
kaempferide e acido vanilico. Além disso, o &cido clorogénico, acido siringico, rutina,
canferol estavam presentes em pequenas quantidades.

Trabalhos recentes voltadas ao estudo fitoquimico dos extratos de sementes de abacate
tém demonstrado, devido a diversidade de compostos fendlicos encontrados, seus efeitos
benéfico a salde no tratamento de diabetes (EDEM, 2009; EDEM; EKANEM; EBONG,
2009), hipertensdo (ANAKA; OZOLUA; OKPO, 2009; IMAFIDON; AMAECHINA, 2010;
KATE; LUCKY, 2009) e cancer (LEE et al., 2008), melhora nos niveis de
hipercolesterolemia (PAHUA-RAMOS et al., 2012; ASAOLU et al., 2010; NWAOGUIKFPE;
BRAIDE, 2011), além de possuirem acdo anti-inflamatoria (ROSENBLAT et al., 2011),
inseticida (LEITE et al.,, 2009; ABE et al., 2005), fungicida (LEITE et al., 2009) e
antimicrobiana (NAGARAJ et al., 2010; RAYMOND; CHIA; DYKES, 2010).

Os compostos identificados nas subfragcdes bioativas da casca e da semente foram
confirmados pela técnica de LC-MS/MS (Tabela 26).
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Figura 40- Cromatogramas do extrato da polpa de abacate Hass detectado a 280nm (A) e sua respectiva atividade antioxidante

a 734nm (pico negativo) (B)

&




Polpa Fuerte
s A i
- "
200 =
1|:-:: JM -t*
1 i e | W I
R a3 =

Figura 41- Cromatogramas do extrato da polpa de abacate Fuerte detectado a 280nm (A) e sua respectiva atividade a 734nm
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Figura 42- Cromatogramas do extrato da casca de abacate Hass detectado a 280nm (A) e sua respectiva atividade antioxidante a
734nm (pico negativo) (B). Pico 1: Acido trans-5-O-cafeoil-D-quinico; Pico 4: Procianidina B, e Pico 5: Epicatequina
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Figura 43- Cromatogramas do extrato da casca de abacate Fuerte detectado a 280nm (A) e sua respectiva atividade antioxidante
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a 734nm (pico negativo) (B). Pico 1: Acido trans-5-O-cafeoil-D-quinico; Pico 4: Procianidina B, e Pico 5: Epicatequina
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Figura 44- Cromatogramas do extrato de semente Hass detectado a 280nm (A) e sua respectiva atividade antioxidante a
734nm (pico negativo) (B). Pico 1: Acido trans-5-O-cafeoil-D-quinico; Pico 2: Procianidina B,; Pico 3: Catequina e Pico 5:

Epicatequina
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Figura 45- Cromatogramas do extrato da semente de abacate Fuerte detectado a 280nm e sua respectiva atividade
antioxidante a 734nm (pico negativo). Pico 1: Acido trans-5-O-cafeoil-D-quinico; Pico 2: Procianidina By; Pico 3: Catequina

e Pico 5: Epicatequina

Tabela 24 - Identificacdo e quantificacdo dos compostos fenolicos pela técnica HPLC-DAD-

UV em casca e semente de abacate das cultivares Hass e Fuerte

NUmero Compostos TR Quantificacdo (ng/mg)
do pico* (min) Casca Casca Semente Semente
Fuerte Hass Fuerte Hass
1 AcdotransS0- 1 69 30040.12 2,80£0.35 5,74+0.25 1,63£0.03
cafeoil-D-quinico**

2 Procianidina B, 15.80 ni Ni 2,27+0.03 1,52+0.07
3 Catequina 18.70 ni Ni 8,13+0.38 3,64+0.03
4 Procianidina B, 23.00 28,34+0.23 48,38+0.04 ni Ni
5 Epicatequina 26.28 30,40+0.28 40,21+0.24 11,06+0.03 10,27+0.08

*Numeros referentes aos picos das figuras 39, 40, 41 e 42, ni: ndo identificado

**Quantificagdo em equivalentes de acido cafeico
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Tabela 25 - Compostos com atividade antioxidante identificados em casca e semente de

abacate das cultivares Hass e Fuerte

Casca Hass Semente Hass Casca Fuerte Semente Fuerte
*Numero  TEAC Nimerodo  TEAC Nimerodo TEAC Nimero  TEAC (umol/g)
do pico (umol/g) pico (umol/g) pico (umol/g) do pico
1(acido caf.) 40,33 1(acido caf.) 22,76 1(acido caf.) 53,19 1(acido caf.) 84,95
4(proc. B,) 176,48 2(proc. By) 5,96 4(proc. B,) 75,32 2(proc. By) 10,69
5(epicateq.) 188,99 3(catequina) 14,09 5(epicateq.) 131,18  3(catequina) 40,42
5(epicateq.) 28,07 5(epicateq.) 17,88

TEAC: atividade antioxidante equivalente ao Trolox em pmol/g.
*NUmeros referentes aos picos das figuras 39, 40, 41 e 42.

Tabela 26 - Identificacdo de compostos nas subfracdes bioativas da casca e da semente pelas
técnicas de LC-MS/MS

NUmero Composto TR (min) lon Molecular lons MS/MS
do Pico [M-HT
Acido trans-5-O-cafeoil- 11.69
353 191
1 D-quinico 18.76
2 Procianidina
15.80 577 407 425 289
B:
) 245 205
3 Catequina 18.70 289
179
Procianidina
23.00 577 407 425 289
4 B,
5 . .
Epicatequina 26.28 289 245205179

O composto 1 (Tabela 26) foi novamente avaliado haja que a analise por LC-MS/MS

ndo ter sido exclusiva para este composto. A estrutura do composto foi elucidada com base

nas analises dos dados espectrais de RMN e por comparacdo com dados da literatura. Na

Tabela 27 e Figura 46 estdo descritas as atribui¢cbes do composto. De acordo com o0s dados

obtidos por RMN e com a literatura, foi possivel identificar o composto como sendo acido

trans-5-O-cafeoil-D-quinico.
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Tabela 27 - Dados espectroscopicos do composto 1

No. oc (ppm)” on (ppm) —J em Hz
1 71,0
2 40,2 1,99-2,24; m
3 73,4 5,30-5,37; m
4 75,3 3,68-3,74; m
5 73,2 4,13-4,18; m
6 40,2 1,99-2,24; m
7 181,3
8 170,8
9 117,1 6,26: d (15,8)
10 148,6 7,55; d (15.8)
11 129,0
12 116,5 7,00 d (2,1)
13 150,0
14 151,0
15 117,2 6,76; d (8,2)
16 124.3 6,94: dd (8,2; 2,1)
O
HO
7 OH
O
10 |
11
15 \ 8 O : OH
OH
HO 13
OH

Figura 46 — Estrutura do composto &cido trans-5-O-cafeoil-D-quinico

4.4 Atividade anti-inflamatoéria

Primeiramente foram examinados os extratos de abacate quanto a citotoxicidade em

concentragdes de 0,1-100 pug/mL em macrofagos. Os extratos de abacate ndo foram
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citotoxicos até 10 ug/mL, sendo esta concentracdo utilizada para os ensaios da atividade anti-
inflamatoria in vitro. Uma vez que algumas citocinas e oxido nitrico (NO) podem aliviar a
inflamac&o, foram avaliados o efeito inibitorio de amostras de abacate sobre TNF-a (citocina
inflamatoria) e geracdo de NO em celular RAW 264.7 ap6s estimulagdo com LPS. Como
mostrado na Figura 47, a casca da semente da cultivar Fuerte (CF) suprimiu estatisticamente a
secrecdo de TNF-a PF e NO.

No geral, as cascas das duas cultivares apresentaram uma maior tendéncia para a
atividade anti-inflamatoria quando comparada as sementes. Entretanto para a cultivar Fuerte
essa atividade foi estatisticamente significativa, o que pode estar relacionada ao alto teor de
compostos fendlicos apresentado pela casca desta cultivar, os quais também sdo conhecidas
com potencial anti-inflamatérias (DABAS et al., 2013). A casca da cultivar Fuerte também
apresentou maior atividade antioxidante pelos métodos ABTS, FRAP e sequestro do anion
superdxido. Varios trabalhos na literatura sugerem a correlacdo entre as atividades
antioxidante e anti-inflamatoria, ou seja, extratos vegetais ativos reduzem inflamac6es por
eliminar superdxidos conhecidos por participarem do recrutamento de células

polimorfonucleares presentes em tecidos inflamados (THAMBI et al., 2006).
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Figura 47- Efeito dos extratos de abacate sobre a producéo de TNF-a (A) e de NO (B) por estimulacdo
com LPS. O sobrenadante da cultura foi analisado para TNF-a e producéo de nitrito. Como controle,
as células foram incubadas somente com o veiculo. Os dados representam a média + SE de valores em
duplicata de trés determinagdes de experimentos independentes. * p <0,01 foi calculado a partir de
comparagdes com o LPS-estimulacéo e os valores das amostras. # p <0,01 foi calculado a partir de
comparagdes com os valores LPS-estimulacdo e os controles (ANOVA seguido pelo teste de Tukey).
SH: Semente Hass, CH: Casca Hass, SF: Semente Fuerte, CF: Casca Fuerte.
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Correlacéo entre a capacidade antioxidante, radicais sintéticos e espécies reativas

A correlacdo entre os ensaios de avaliagdo da capacidade antioxidante que utilizam
radicais livres sintéticos (métodos diretos) e 0s que espécies reativas sdo geradas durante a
reacdo (métodos indiretos) estdo mostrados na Figura 48. Correlagdo forte e positiva foi
verificada entre DPPH x Hipocloroso (0.97), ABTS x FRAP (0.93) e FRAP x Superdxido
(0.92). Correlagdes moderadas foram encontradas para ORAC x Hipocloroso (0.81), ORAC x
Superoxido (0.80), ABTS x Superoxido (0.73), DPPH x ORAC (0.70) e baixas para FRAP x
ORAC (0.51), Superoxido x Hipocloroso (0.35), ABTS x Hipocloroso (0,29), DPPH x ABTS
(0.28), DPPH x Superéxido (0.27), ABTS x ORAC (0.18), DPPH x FRAP (0.06) e FRAP x
Hipocloroso (0.01). A correlacdo entre a capacidade antioxidante de radicais sintéticos e
espécies reativas demonstrou ser mais forte entre DPPH x Hipocloroso e ABTS x Superoxido
e mais fraca com ABTS x ORAC e FRAP x Hipocloroso.

1,2 -
1 4
508
o
©
(]
[-%
30,6
o
us
O
5
£
o 0,4
Q
0,2 -
0 -+
R Y R S S N
F & FF € FoloPesLE T & & 5 F0 &8
RS N L P Q?;\?-\-V@"-\Yé"q-\-&" JF o Q?_-\}t?_\_‘?@% Ny
> Q 3 F TF TR & & &« T F O N
Q L RS ORI TR O EFTE I N ¥ I TS
Q kS L O S X . L <K QO ¥ FIL O 0
I Y TS ESESOITE IS SR
-\.

Figura 48 - Correlagdo de Pearson entre radicais sintéticos e espécies reativas do oxigénio
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5 CONCLUSOES

Os residuos agroindustriais de abacate possuem compostos fendlicos ativos com
capacidade sequestrante de radicais livres e anti-inflamatoria, com destaque para as cascas das
duas cultivares.

O fracionamento foi essencial para a elucidacdo dos compostos de expressiva
atividade antioxidante presente nos residuos de abacate.

As técnicas de fracionamento por resina XAD2, seguido por fracionamento
cromatografico em gel de Sephadex LH-20, para o extrato de cascas de abacate, e 0
fracionamento por resina XAD2 seguido pela técnica de CCD semi-preparativa para o extrato
de semente, foram os processos de purificagdo mais eficientes em termos de rendimento.

Os compostos identificados pela técnica de HPLC-DAD-UV e confirmados por LC-
MS/MS e RMN no extrato bruto e na fracdo purificada da casca de abacate das duas
cultivares foram os fendlicos: é&cido trans-5-O-cafeoil-D-quinico, procianidina B, e
epicatequina, enquanto que nas sementes foram os compostos: &cido trans-5-O-cafeoil-D-
quinico, procianidina By, catequina e epicatequina.

De maneira geral, para polpa e residuos de abacate ndo ha uma correlacdo direta entre
a neutralizacdo dos radicais livres sintéticos e espécies reativas de oxigénio.

De acordo com os resultados obtidos, residuos do processamento da cadeia de abacate
podem ser considerados fontes de compostos bioativos de grande potencial antioxidante e

anti-inflamatorio, os quais poderiam ser melhor aproveitados por estes segmentos industriais.
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