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INTRODUCAO

A agroindustria tem se expandido cada vez mais para atender a crescente
demanda populacional por alimentos. Dentro desse contexto, o Brasil, com sua
economia fortemente baseada no agronegdcio, contribui para a geracdo de grande
quantidade de residuos agroindustriais resultantes das atividades de processamento
(Albuquerque, 2009).

Esses residuos, em muitas situacdes, representam um grave problema, pois,
aparentemente sem aplicacdo vidvel sdo descartados diretamente no ambiente
(Albuquerque, 2009).

Aproximadamente 64% do que se planta no Brasil é perdido ao longo da cadeia
produtiva, sendo: 20% na colheita, 8% no transporte e armazenamento, 15% na
inddstria de processamento, 1% no varejo e 20% no processamento culinério e habitos

alimentares (Banco De Alimentos, 2006).

Os residuos agroindustriais sdo constituidos pelos restos de plantas néo
aproveitados comercialmente ou condicionados pela maturidade da cultura ou oferta da

matéria-prima (Matos, 2005).

A industria alimenticia, que até entdo ndo demonstrava maior preocupagdo com
0 reaproveitamento de residuos, vem se mostrando aberta ao dialogo para empregar 0s
resultados das novas pesquisas nas etapas produtivas, uma vez que estdo verificando a

real possibilidade de agregar valor ao seu negécio (Alencar, 2009).

De acordo com Alencar (2009), do Departamento de Agroinddstria, Alimentos e
Nutricdo da USP, muitos residuos sdo ricos em compostos bioativos, amplamente
reconhecidos pelas suas propriedades promotoras de salde e aplicacdes tecnoldgicas,
tais como antioxidantes e antimicrobianos, representando, portanto, potenciais fontes

naturais destas substancias.

O estudo desses compostos bioativos de alimentos inspirou o conceito de
alimentos funcionais. Compostos bioativos sdo constituintes extranutricionais e ocorrem
tipicamente em pequenas quantidades nos alimentos, o interesse neles cresce a cada ano
(Alencar, 2009). Estas substancias séo sintetizadas durante o desenvolvimento normal
da planta, em resposta a diferentes situagdes, tais como estresse e radiagdo UV, entre
outros (Naczk & Shahidi, 2004).



Ha vérias classes de compostos fenolicos naturalmente presentes em frutos, entre
essas 0s acidos fendlicos e os flavonoides. Tais compostos agem como sequestrantes de
anions superoxido e outros compostos reativos, doando elétrons para os radicais livres
convertendo-os em moléculas ndo nocivas (Nijveldt, 2001).

Os compostos fendlicos sdo um grupo de diferentes moléculas que tem uma
grande variedade de estruturas e fungdes. Eles podem ser classificados em compostos
sollveis em &gua (fendlicos &cidos, fenilpropanoides, flavondides e quinonas) e
compostos insoliveis em &gua (taninos condensados, lignina) (Rispail et al., 2005).

Do ponto de vista estrutural, pode-se definir composto fendlico como uma
substancia que possui um ou mais grupos hidroxila ligada a um anel aromético e sua
estrutura pode ser simples até um polimero de alta massa molecular complexa. As
plantas produzem diferentes grupos quimicamente heterogéneos desses compostos que,
de acordo com sua diversidade quimica, desempenham inimeras funcdes (Balasundram
et al., 2006).

De acordo com Soares (2002) os compostos fendlicos encontrados em muitas
plantas possuem propriedades antioxidantes e alguns estudos avaliaram seu potencial

antioxidante tanto na conservacédo de alimentos lipidicos quanto nos organismos.

Esses compostos englobam uma gama enorme de substancias (fendis simples,
acidos fendlicos, cumarinas, flavondides, taninos e ligninas) que sdo na maioria das
vezes, de grande polaridade, muito reativas e suscetiveis a acdo de enzimas. Na familia
dos compostos largamente distribuidos na natureza estdo os fenolicos encontrados em
todo o reino vegetal. Estes fendlicos estdo divididos em dois grandes grupos: &cidos

fenolicos e flavondides (Soares, 2002).

Frutos contém niveis consideraveis de compostos bioativos. A quantidade de tais
fendlicos nos frutos se d& devido ao grau de maturacdo, variedade, clima, composicdo
do solo, geogréfica localizagdo e as condicBes de armazenamento, entre outros fatores
(Belitz et al., 2009).

Os compostos bioativos séo classificados principalmente de acordo com o
numero de anéis que contém fenol (acidos fendlicos, estilbenos, lignanas, flavondides e
taninos). Todas estas substancias ttm um ou mais grupos hidroxila diretamente ligados
a um anel aromatico, assim caracterizando uma estrutura fendlica (Vermerris &
Nicholson, 2006).



Os compostos fendlicos mais estudados sdo: o acido caféico, o &cido gélico e o
eldgico. Esses compostos sdo importantes na dieta alimentar para a diminuicdo da
peroxidacdo lipidica (Halliwell et al., 1995). Os flavondides miricetina, quercetina e
rutina foram mais efetivos do que a vitamina C na inibicdo dos danos oxidativos
induzidos pelo peroxido de hidrogénio - H,O, no DNA de linfocitos humanos (Noorozi
et al., 1998).

Os flavondides sdo os principais compostos bioativos encontrados em frutas e
estdo distribuidos em seis subclasses: flavondis, flavanonas, isoflavonas, flavanols,
flavonas e antocianinas. Os flavondides representam cerca de dois ter¢os dos os fenois
alimentares (Robbins, 2003)

O segundo grupo mais importante de fitoquimicos compreende os &cidos
fenolicos, que representam quase o restante tergo dos polifendis, e que estdo presentes
em frutas em uma forma ligada e apresentam um cardcter acido devido a presenca de
um grupo carboxilico na molécula (Annie & Jean-Jacques, 2003). Estes substancias séo
divididas em dois subgrupos: hidroxibenzoico (gélico, vanilico, elégico, &cidos
siringico, entre outros) e os acidos hidroxicindmicos (ferulico, acido p-cumaérico,
cafeico, entre outros).

Taninos sdo a terceira classe de polifendis encontrados em frutas, em sua
maioria sdo fenolicos polimeros. S&o substancias adstringentes e amargas de diferentes
pesos moleculares, e alguns deles séo solUveis em agua (Schofield et al, 2001).

Estilbenos sdo um grupo hidrocarbonetos aromaticos de formula CisHi,. Séo
polifendis naturais presentes em muitas familias de plantas superiores (por exemplo, o
trans-resveratrol da uva) (Goyal et al., 2012).

O quinto grupo de polifendis € composto por lignanas, uma grande variedade de
estruturas individuais, composta principalmente de duas porg¢des ligadas por meio de
sua fenilpropanoides da cadeia lateral de carbono (Aehle et al., 2011). Sdo pouco
encontradas em frutos, geralmente presentes em baixas concentragdes em morangos
(Meagher & Beecher, 2000). A maior quantidade destes compostos quimicos é
encontrada em linhaca (Moreno-Franco et al., 2011).

A composicdo dos compostos fendlicos em frutas varia consideravelmente. As
frutas sdo fontes ricas de flavonoides e acidos fendlicos. Varios estudos evidenciam que
0 consumo regular de frutos esta relacionado a prevencéo de varias doencas, devido a

ingestdo de polifendis os quais estéo apresentados na Tabela 1.



Tabela 1 — Principais fontes alimentares de polifendis em frutas

Classe Sub-Classe Nome Estrutura Fonte/frutos
quimica
Acido p- o Laranja,
cumarico o groselha preta
Acido 3 Carambola,
. caféico AT mamao,
 didos b péssego,
hidroxicinamicos abacate
Acido ¢ Péra, kiwi,
. clorogénico e CL maracuja,
AC,'qOS ol péssego,
fendlicos mirtilo
Acido - OOH Manga, araca,
ferralico o mamao,
ock, abacaxi
Acido galico wo i . Banana, pitaya,
H(,]@/l abacate
OH
Acidos Acido ,@io" Abacate,
hidroxibenzoico vanilico 7T morango
Acido 05 -OH Morango, uva
siringico
H;CO OCH3
OH
Quercetina /E’L” Maracuja, jaca,
T L roma, camu-
Ly camu
Kaempferol o o Figo, Cambuci
I
Ai HO™ S Ny
Flavonois O,
Rutina Uva tinta,
HO O, o Ameixa seca,
T Lod bluberry
Miricetina o o Maca, mamao
HO *;’“‘o ’IC’ OH
Hesperitina ™R Laranja,
HO,-@OJY\IW pomelo
Flavanonas oo,




Naringenina '%:ﬁ‘ Laranja,
s Aok pomelo
Flavonoides . . - 2 ou ,
Epicatequina H\f\,o” Abacate, araca
|
HO™ S0 NS amarelo
L,
I OH
Flavanas Catequina ™ Uva tinta,
DA cereja
HO™ ™~ O /‘l
N oH
oH
Apigenina e Manga,
L tangerina,
A durian
OH
Flavonas Luteolina oH o Liméo,
| abacaxi,
HO' 0 i = -
A on ameixa,
OH Melancia,
Laranja
delfinidina ) Pomelo,
HO\I/\\I%\I/QW groselha,
7 ou mirtilo
Cianidina T o Framboesa,
Ho. L/\J% T/EJ roma, acerola
o o
_ (OH o _
Malvidina P Uva tinta,
o vo ot L L mirtilo,
Antocianinas \K;/J;DH
OH
Peonidina T Mirtilo,
ow b N groselha preta
Ly
WOH
HQ
Pelargonidina R Morango,
NS framboesa,
Y " oH manga verde
H
Petunidina T o« | Magg, mirtilo
HO. o~ O, A= L'U'L'H
]':\ """"‘-L‘DH
da
Estilbenos - Resveratrol "O‘r"\”\ _ Uva tinta,
R Sy, OH
Y morango,
OH cranberry

FONTE: Haminiuk et al., 2012.

A extracdo dos compostos fendlicos é influenciada por varios pardmetros como

temperatura, tempo, polaridade do solvente, entre outros, devido a isso se faz necessario

selecionar as condicbes de extracdo mais adequadas. A preparacdo das amostras



desempenha um papel importante na quantificacdo de fitoquimicos das plantas, e € o
processo mais importante, pois influencia na repetibilidade e precisdo da andlise (Zhao
etal., 2011).

Para se obter uma boa extragdo recomenda-se que testar diferentes parametros,
tais como: o solvente, agitacdo, tempo de extracdo, a razdo de soluto/solvente,
temperatura, a eficiéncia de transferéncia de massa e o tamanho das particulas, por
exemplo (Haminiuk et al., 2011).

Uma quantificagdo adequada de compostos bioativos é de importancia crucial
para a composi¢do de tais compostos nos frutos. Uma das principais metodologias
utilizadas para quantificar os compostos bioativos em frutas sé o método colorimétrico
de Folin-Ciocalteu que estima o total de polifenois (Haminiuk et al, 2011).

A quantificacdo de compostos fendlicos por espectrofotometria envolve a
reducdo do reagente Folin-Ciocalteu pelos compostos fendlicos contidos nos extratos
das amostras com formagéo de complexo azul, cuja intensidade aumenta linearmente a
760nm, tal coloragdo permite a determinagdo da concentragdo das substancias redutoras
(Naczk & Shahidi, 2004).

Numerosos compostos redutores que ndo necessariamente precisam ter natureza
fendlica podem interferir na quantificacdo de polifendis quantificados pelo método
colorimétrico (Haminiuk, et al., 2011).

Flavondides sdo susceptiveis a hidrdlise dependendo a qual actcar estdo ligados,
devendo-se levar em consideracdo a composicdo de solvente, tempo de extragdo,
concentracdo do &cido empregado, temperatura de extracdo entre outros (Hoffmann-
Ribani & Rodriguez-Amaya, 2008).

O teor total de flavondides em frutas é estimado principalmente por um método
colorimétrico realizado pela reacdo de cloreto de aluminio, nitrito de sddio e hidroxido
de sodio. Nesta metodologia, o extrato de fruta € adicionado numa solucdo metanolica
de cloreto de aluminio. A desvantagem desta metodologia é que ele s6 d& uma
estimativa do total teor de flavondides (Ignat et al., 2011). No entanto, esta é uma
metodologia simples e eficiente para tal quantificagéo.

E importante avaliar a capacidade antioxidante dos compostos fendlicos
encontrados nos frutos, a atividade antioxidante pode ser verificada por meio de
determinagdo de compostos hidrofilicos e lipofilicos em extratos de frutos (Pulido,
Hernandez-Garcia & Saura-Calixto, 2003).



Muitos métodos tém sido utilizados para avaliar e comparar a atividade
antioxidante de frutas devido a complexidade dos substratos analisados (Szabo et al.,
2007). A capacidade antioxidante € avaliada principalmente através de testes quimicos.

Um dos testes mais utilizados para tal avaliacdo é o método que determina
compostos hidrofilicos, o DPPH, ele determina o potencial antioxidante de compostos
fendlicos isolados ou presentes em alimentos, é baseado na capacidade do radical livre,
1,1-difenil-2-picrilidrazil, reagir com compostos doadores de H', o que pode
interromper as reagdes oxidativas em cadeia. O DPPH pode reagir com compostos
fenolicos, bem como com &cidos arométicos contendo apenas um grupamento, mas ndo
reage com flavonoides. E um radical que produz uma solugéo violeta a qual é reduzida
na presenca de antioxidantes (Yokozawa et al., 1998; Von Gadow, Joubert &
Hansmann, 1997).

2. METODOLOGIA

2.1. Materiais

Serdo utilizados extratos de residuos da casca e sementes de uva tinta derivados

do processamento de suco de uva integral e extrato de suco de uva tinta integral.

2.2.  Extracao dos Compostos Fenolicos

A metodologia de extracdo de compostos fendlicos de frutas foi proposta por
Rufino et al. (2010).

- Pesar 5g da amostra;
- Adicionar ao tubo 20 ml de solucdo metanol:adgua deionizada (50:50, v/v);

- Levar os tubos para agitagéo continua, por 1h. Apés este periodo, centrifugar a

6000 rpm por 15 min (temperatura ambiente);

- Pipetar o sobrenadante (extrato 1) e guardar o mesmo em recipiente bem

tampado, ao abrigo da luz e em geladeira.



- Ao residuo desta extracdo (o que ficou no fundo do tubo), adicionar 20ml de

solucdo acetona:dgua deionizada (70:30, v/v).

- Repetir os processos de agitacdo por 1h e centrifugacéo. Realizar a coleta do

sobrenadante (extrato 2);

- Combinar os dois extratos em baldo de 50 ml, completar o baldo com &gua

deionizada e homogeneizar.

2.3. Determinacéo de Compostos Fendlicos pelo método colorimétrico de

Folin-Ciocalteu

Metodologia proposta por Singleton e Rossi (1965), adaptada por Daves (2003).

AMOSTRA:
- Pipetar 30 pL de extrato diluido adequadamente em tubo de ensaio;
- Pipetar 2,370 pL de agua destilada e acrescentar ao tubo;
- Pipetar 150 pL do reagente Folin-Ciocalteu;
- Ap6s um periodo de 2 minutos, adicionar 450 pL de carbonato de sodio (15%).

Agitar os tubos e acondicioné-los ao abrigo da luz e & temperatura ambiente, por

duas horas. A absorbancia deve ser medida em 765 nm.

BRANCO:

- Mesmo procedimento da amostra, apenas substituir o extrato por agua.

- E utilizado apenas 1 branco, para zerar o espectrofotémetro.

Serd utilizada uma curva padréo de acido galico (Figura 1) para a quantificacdo
dos fendis. Os resultados serdo expressos em mg de acido gélico por 100 g™ de amostra
(mg GAE/100g de amostra).
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Figura 1 — Curva padrdo de acido galico (concentragdo x absorbancia).

2.4. Determinagéo de Flavondides Totais

Metodologia proposta por Alothman, Bhat & Karim (2009).

* Em cada tubo de ensaio pipetar:

- 250 pL de amostra diluida adequadamente ou de cada padrdo (No branco colocar
agua);

- 1000 uL agua destilada;

- 75 puL NaNO 2 5% em agua.

* Apds 5 min, adicionar:

- 75 pL AICl; 10% em &gua.

* Apds 6 min, colocar:
- 500 pL NaOH [1M];

- 600 pL de agua destilada.

Agitar vigorosamente (vortex) e ler a absorbancia imediatamente a 150nm.

A catequina é utilizada como Padréo (Figura 2).
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2.6. Determinacéo da Atividade Antioxidante - Ensaio DPPH

O método DPPH consiste na redu¢do do radical DPPH de coloragdo pdrpura,
que, ao receber um elétron ou um radical hidrogénio, muda sua coloracdo de violeta
para amarelo (difenil-piricril-hidrazina) (Figura 3), ficando estavel e com o
desaparecimento da absorcdo que pode ser avaliada pelo decréscimo da absorbancia
(Roginsky & Lissi, 2005).

Figura 3 — Reducéo do radical DPPH para amarelo.
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A metodologia descrita a seguir foi proposta por Mensor et al. (2001).

Para o ensaio do DPPH deveréo ser preparadas seis diferentes concentragdes (5,
10, 25, 50, 125 e 250 ppm, em etanol) do extrato, com base no valor de fendis totais

obtido previamente. BHT sera utilizado como padrdo na concentracdo de 100 ppm.

1) PREPARO DO DPPH: Diluir 0,012g de DPPH em 100mL de metanol (baldo
volumétrico).
2) AMOSTRA: 2,5mL de extrato de amostra + 1mL de solugédo DPPH;

3) BRANCO: 2,5mL de extrato de amostra + 1mL do mesmo solvente utilizado na
extracdo (cada amostra e diluigdo terdo seu branco para ser utilizado na esquagao
final).

4) CONTROLE (-): 2,5mL do mesmo solvente utilizado na extragdo+ 1mL de
solugdo DPPH;

5) CONTROLE (+): 2,5mL do padrdo (BHT & 100ppm) + 1mL de solucdo de
DPPH,;

Ap0s o preparo das amostras, armazena-las na auséncia de luz durante 30 minutos,
passado 0 tempo de reacdo medir a absorbancia a 518 nm. Os valores de absorbancia

sdo utilizados para o calculo da ativididade antioxidante (%).

CALCULO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (%)

(Absamostra B Absbranco )XlOO

AbScontrole

AA% =100 -

onde AbSimostra € @ absorbancia da amostra, AbSprance € @ absorbancia do controle em

branco e AbScntrole € @ absorbancia do controle negativo.
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CALCULO DO ECs

Os valores de ECs, serdo calculados por regressdo linear de parcelas, onde a
abscissa representa a concentracdo de extratos vegetais testados e a ordenada a
porcentagem média de atividade antioxidante de trés ensaios separados (Sim & Sil,
2008).
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