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RESUMO

As frutas sdo ricas em compostos fendlicos, estes compostos possuem funcgédo antioxidante no
organismo, ajudando na prevencdo e no combate de doengas crénicas nao transmissiveis. A
presenca destes compostos em frutos ja foi associada aos efeitos antioxidante, anti-mutagénico,
anti-inflamatorio, entre outros. Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial antioxidante dos frutos do sapotizeiro (Manilkara zapota L.) frente a distintos
mecanismos de acdo, visto que ha uma escassez de trabalhos na literatura sobre o potencial
antioxidante do sapoti, com o intuito de incentivar o aproveitamento deste fruto como fonte de
compostos bioativos. Os frutos do sapotizeiro utilizados neste trabalho foram oriundos de Joédo
Pessoa, sendo as polpas nomeadas de SP1 (Sapoti Torre-PB), SP2 (Sapoti Valentina-PB)
enguanto que a polpa SP3 (Sapoti Parnaiba-Pl) é proveniente da regido do Parnaiba-Pl. Para
determinacédo do potencial antioxidante dos frutos utilizou-se ensaios DPPH, FRAP e ORAC,
ademais determinou-se o perfil de compostos fenolicos por cromatografia liquida acoplada ao
espectrofotdmetro de UV. Os compostos fendlicos majoritarios quantificados no sapoti foram
a catequina, a procianidina A2 e a hesperidina. A amostra SP1 destacou-se por apresentar o
maior contetdo de compostos fendlicos, o maior teor de fendlicos totais (16,24 mg EAG/100 g
polpa) e a maior capacidade antioxidante no ensaio DPPH (12,6 pmol de TEAC/100 g polpa),
e no FRAP (52,64 umol de TEAC/100 g polpa). Em relacdo ao perfil de fendlicos esta amostra
se destaca pelo alto teor de procianidina B1 (0,22 mg/100g polpa) e hesperidina (0,58 mg/100g
polpa). Através da anélise de correlacdo observou-se uma forte correlacdo destes compostos
com o ensaio de DPPH e FRAP, a hesperidinar = 0,94 e r = 1,00; procianidinaB1r=0,94er
= 0,81; respectivamente. J& no ensaio ORAC, a polpa SP2 apresentou maior capacidade
antioxidante (234,38 umol de TEAC/100 g de amostra). Na analise de correlacdo, o ensaio
ORAC apresentou forte correlacdo com catequina (r = 0,97), procianidina A2 (r = 1,00),
kampferol 3-glicosideo (r = 1,00). Conclui-se entdo que o sapoti € uma fonte importante de
compostos fenodlicos com potencial antioxidante, e que podera contribuir a satde devido sua
alta capacidade de sequestrar radicais livres, desta forma, incluir o sapoti na alimentacéo,
ocasionara beneficios a longo prazo na satde humana.

Palavras-chave: antioxidante; bioativos; compostos fendlicos; sapotizeiro;



ABSTRACT

Fruits are rich in phenolic compounds, these compounds have antioxidant roles in the human
body, helping to prevent and combat chronic non-infectious diseases. The presence of these
compounds in fruits has already been associated with anti-proliferative, anti-mutagenic, anti-
inflammatory and anti-oxidant activities. Thus, the objective of this project was to evaluate the
antioxidant potential of the sapotizeiro (Manilkara zapota L.) fruits against different
mechanisms of action, since there is a shortage of literature on the potential of this fruit.
Phenolic profile and antioxidant capacity analyzes were carried out using the DPPH, FRAP and
ORAC assays, aiming to encourage the use of this fruit as a source of bioactive compounds.
The sapotizeiro fruits used in this research came from Jodo Pessoa, (Sapoti-Torre-PB), SP2
(Sapoti Valentina-PB), whereas the SP3 (Sapoti-Parnaiba-PI) pulp came from the Parnaiba-PI
region. In the phenolic profile analysis, the major compounds found were catechin, hesperidin
and procyanidin B2. This analysis highlighted the SP3 sample, which had the highest amount
of compounds detected. In the antioxidant capacity tests, the SP1 sample had the highest
phenolic content (16.24 mg gallic acid/100 g sample). The SP1 sample also presented high
antioxidant activity in the DPPH assay (12.6 pmol TEAC/100 g sample) and FRAP (52.64 pmol
TEAC/100 g sample). According to the phenolic profile, this sample stands out for the high
content of procyanidin B1 (0.22 mg/ 100g pulp) and hesperidin (0.58 mg/ 100g pulp). Through
correlation analysis a strong correlation of these compounds was observed on the DPPH and
FRAP assay, hesperidinr =0.94 and r = 1.00; procyanidin B1 r =094 and r = 0.81; respectively.
In the ORAC assay, the SP2 pulp presented the highest antioxidant capacity (234.38 pmol
TEAC/100 g sample). In the ORAC assay, the SP2 pulp presented higher antioxidant capacity
(234.38 umol TEAC / 100 g sample). In the correlation analysis, the ORAC assay showed a
strong correlation with catechin (r = 0.97), procyanidin A2 (r = 1.00), kampferol 3-glycoside (r
= 1.00). Thus, the sapoti is an important source of phenolic compounds with antioxidant
potential, and it’s been observed that it may contribute to our health due to its high capacity to
neutralize free radicals, ending its chain of reactions before they become harmful to molecules
in the human organism.

Keywords: bioactive; phenolic compounds; sapotizeiro; antioxidant
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1. INTRODUCAO

As frutas vém ganhando destaque devido a crescente preocupacdo por uma alimentacéo
saudavel, pois constituem uma parte importante da dieta humana, em razao de serem ricas em
vitaminas, minerais, fibras e diversos fitoquimicos que conferem beneficios a saide (SLAVIN;
LLOYD, 2012).

Os compostos fendlicos sdo os mais abundantes nas frutas, a exemplo dos flavonoides,
acidos fendlicos, antocianinas e estilbenos, os quais apresentam fungdes bioldgicas no corpo
humano, pois possuem a propriedade de sequestrar radicais livres (AHMED et al., 2015), acdo
anti-inflamatoria, atividades antimicrobianas, potencial antiproliferativo e antimutagénico, que
contribuem na reducdo do risco de doencas como cancer e doengas cardiovasculares
(SCHIASSI et al., 2018; AGUIAR, 2001; CARVALHO et al., 2017).

O sapotizeiro é uma planta da espécie Manilkara zapota (L.) P. Royen. E nativo do Sul
do México e da América central, esta espécie adaptou-se em quase todo o Brasil, mas seu
crescimento e producdo sdo favorecidos na regido Nordeste (BANDEIRA et al., 2003;
MORAIS et al., 2006).

O sapoti (Manilkara zapota L.) é comumente consumido de forma in natura, no entanto,
por ser uma fruta climatérica muito perecivel, é utilizada de forma artesanal para a elaboracéo
de polpa congelada, geleias, sorvetes e compotas (MIRANDA et al., 2002; BANDEIRA et al.,
2005).

Este fruto possui grande potencial de comercializacdo e apresenta expansdo do seu
cultivo na regido do Nordeste, o que vem gerando empregos e sua utilizagdo em novos produtos
e agregando valor ao fruto, contudo, € insuficientemente estudado, sendo escassos os trabalhos
que avaliam seus compostos bioativos. Desta forma, diferentes métodos tém sido utilizados
para avaliar a capacidade antioxidante in vitro das frutas e os resultados variam de acordo com
0 método utilizado. Portanto, é recomendando o uso de pelo menos dois métodos combinados
para fornecer resultados confidveis da “capacidade antioxidante total” de uma amostra
(PEREZ-JIMENEZ et al., 2008). Dentre os métodos para se estimar a capacidade antioxidante
em frutas, incluem-se o DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), o FRAP (Poder antioxidante de
reducdo do Fe*?) e ORAC (Capacidade de absorcéo de radicais oxigenados).

Diante do exposto, e pela auséncia de estudos que avaliem o potencial antioxidante do

sapoti frente a distintos mecanismos de acéo, este trabalho tem como objetivo, avaliar o perfil
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de compostos fendlicos e o potencial antioxidante da polpa do fruto do sapotizeiro, com o

intuito de incentivar o aproveitamento deste fruto como fonte de compostos bioativos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar o perfil de compostos fendlicos e o potencial antioxidante da polpa do fruto do
sapotizeiro (Manilkara zapota L.) frente a diferentes mecanismos de acao.

2.2. Obijetivos especificos

e Elaborar as polpas de sapoti;
e Extrair os compostos fendlicos livres da polpa de sapoti;

¢ Identificar e quantificar os compostos fendlicos por cromatografia liquida de alta

eficiéncia;
¢ Quantificar o conteudo total de compostos fendlicos;
e Determinar a atividade antioxidante pelos métodos DPPH, FRAP e ORAC.

e Correlacionar o contetido de fendlicos totais com a atividade antioxidante.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. O sapotizeiro

O sapotizeiro é uma planta que pertence a familia Sapotaceae, do género Manilkara e,
espéecie Manilkara zapota (L.) P. Royen. Originario do Sul do México e da América central,
espalhou-se por toda a América Tropical, Caribe, e regides mais quentes do sul dos Estados
Unidos, paises asiaticos, incluindo a india e na América do Sul (MILIND; PREETI, 2015;
GOMES, 2006).

A arvore do sapotizeiro pode atingir 15 metros de altura, possui humerosos galhos
fortes, demonstrando resisténcia ao vento, apresentando copa frondosa e arredonda e, folhas
verde-brilhante. Em altitudes inferiores a 400 metros, apresenta maior produtividade, porém,
chega-se a desenvolver acima de 1000 metros de altitude. Seu crescimento é favorecido por
temperaturas acima de 28° C, sendo um dos motivos para a adaptacdo em praticamente todo o
territorio brasileiro (BANDEIRA et al., 2003).

Esta espécie adaptou-se em quase todo o Brasil, sendo cultivado desde o Sul do estado
de S&o Paulo até a Regido Amaz6nica. Contudo, seu crescimento e produc¢do séo favorecidos
na regido Nordeste, por apresentar altas temperaturas e umidade na regido litordnea
(BANDEIRA et al., 2003; MORAIS et al., 2006).

No Nordeste, o sapotizeiro tem destaque pois suporta longos periodos de seca (COSTA
etal., 2017), sendo as condi¢des climaticas associadas com o uso de irrigacdo um fator benéfico
para a alta producéo, pertencendo assim ao estado de Pernambuco (Zona da Mata, Agreste e
Submédio Sdo Francisco) o maior destaque na producdo nacional do sapoti, seguido da Bahia
(regido Cacaueira e Extremo Sul), Ceara (Regido Metropolitana de Fortaleza), Para (Nordeste
Paraense e Regido Metropolitana de Belém), Paraiba (Zona da Mata e Brejo Paraibano), Rio
Grande do Norte (Zona da Mata e algumas areas irrigadas nos polos Mossor6/Acgu) e Sergipe
(regido Centro-Sul) (SILVA JUNIOR et al., 2014).

Desta forma, 0 sapotizeiro adapta-se a uma ampla variedade de solos. Ainda que se
desenvolva e cresca em solos pobres, demonstra preferéncia por solos profundos e ricos em
matéria organica, férteis ou bem adubados, bem drenados e ligeiramente argilosos e bem
aerados (GOMES, 2006).

A reproducdo desta espécie acontece por reproducdo sexuada, via semente ou por
enxertia (DO PRADO et al., 2014). O meio de propagacdo mais comum e natural € pela via

semente, porém ocorre uma alta variacdo genetica em seus frutos, acarretando na falta de
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uniformidade na cor, no sabor dos frutos, na forma, no tamanho e na textura. Essas
desigualdades podem ocasionar a rejei¢do do fruto de forma industrial, devido a falta de
padronizacdo, dando-se a reproducdo assexuada a forma mais indicada para a disseminacao da
planta, pois além de ser econdmica, € a mais rapida e facil, podendo ainda garantir a
padronizac&o no desenvolvimento dos pomares e a uniformidade dos frutos (AZEREDO et al.,
2002; BANDEIRA et al., 2005).

3.1.1. O sapoti

O sapoti (Figura 1) € um fruto com formato ovalado, de tamanho pequeno variando de
5a 9 cm de didmetro e com peso entre 45 a 200 g. O sapoti apresenta casca demasiadamente
fina e de coloragdo marrom, e em sua superficie encontra-se um p6 que se desprende fécil ao
tocar no fruto. Quando imaturo, possui polpa dura, esbranquicada e muito adstringente, ja no
seu estadio de amadurecimento, apresenta polpa suculenta de coloracdo castanho-avermelhada,
amarelada ou marrom-escura, com sabor bastante adocicado e sem acidez (SILVA JUNIOR et
al., 2014).

O padrédo respiratério do sapoti é climatérico, o que o torna muito perecivel, ele
amadurece rapidamente em condic¢des naturais, com uma vida atil pos-colheita curta, de 8 a 12
dias (ARAUJO-NETO et al., 2001; MORAIS et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2011), dificultando

sua conservagao e comercializagdo (MATTA et al., 2005).

Figura 1 - Sapoti

BN

~ - b oy

Fonte: Préprio autor
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3.1.2. Caracteristicas quimicas e nutricionais

A composicdo quimica do fruto do sapotizeiro, segundo estudo realizado por De Souza
et al. (2012), encontraram um teor de agua de 72,75%, 0,1 mg/100 g de acidez, 2,24 mg/100 ¢
de acido ascorbico, pH 5,43, 0,99% de atividade de &gua, 0,38% de cinzas, 13,67 °Brix, 5,14%
de glicose (acUcares totais), 3,95% glicose (agucares redutores), e 1,55% de sacarose (ndo-
redutores). Pode-se também observar no trabalho realizado por Soares (2018), que os resultados
obtidos nas polpas de sapoti, apresentaram uma alta atividade de agua (0,99), sélidos soluveis
e ratio (em média 20,13 e 148,33) respectivamente, indicando que sdo frutos doces, com baixa
acidez titulavel (0,14 g/100 g de &cido citrico) e pH de 6,05 (SOARES, 2018).

Em relacdo ao perfil de &cidos organicos no sapoti, Soares (2018), encontrou 0s
seguintes compostos: acido ascoérbico, citrico, tartarico, malico, succinico, formico e acético,
em todas as amostras estudadas.

Segundo Oliveira et al. (2011), a polpa de sapoti contém calcio, fosforo, ferro, niacina,
além de vitaminas, como a vitamina A, vitamina C e vitaminas B1, B2 e B5, sendo portanto,

um fruto com alto potencial benéfico para a saide humana (BRITO; NARAIN, 2002).

3.1.3. Exploracao tecnoldgica do sapoti

Este fruto € comumente consumido in natura ou na elaboracdo de polpa congelada,
geleias, sorvetes e compotas (MIRANDA et al., 2002). Concomitantemente destaca-se pelo
latex que é exsudado do tronco do sapotizeiro, utilizado por alguns paises nas industrias de
goma de mascar (BANDEIRA et al., 2003). A fruta seca do sapoti é produzida na India, cujo
pais leva o titulo de maior produtor mundial (MIRANDA et al., 2002).

Uma alternativa para aumentar sua disponibilidade e consequente consumo, é empregar
processos de beneficiamento no fruto in natura (EVANGELISTA; VIEITES, 2006). A polpa
de fruta congelada, se diferencia dos demais produtos por possuir composicao e caracteristicas
sensoriais semelhantes as do fruto fresco, proporcionando agregagdo de valor econdmico a
fruta, evitando desperdicios e ampliando o consumo, por estar disponivel nos periodos de
entressafra (CONTRERAS-CALDERON et al., 2011; MOSELE et al., 2015).

Em um estudo realizado por Aguiar (2017), cujo objetivo foi elaborar uma geleia mista
de sapoti e tamarindo, frutas subexploradas pela agroinddstria, foram desenvolvidas cinco
formulacGes de geleia, com variagdes nas concentragdes da polpa de tamarindo (20, 30 e 40%)

e a concentracdo de acucar (20, 30 e 40%). A formulacéo de geleia com concentragdes de 100g
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de sapoti, 30 g de tamarindo e 30g de acgucar, apresentou-se viavel para elaboracdo, obtendo
nos resultados da analise de textura, perfil de dureza de 0,92 N, adesividade de 1,76 mJ,
elasticidade de 4,02 mm, perfil de fraturabilidade de 0,85 N e gomosidade de 0,77 N. E em
relacdo as analises fisico-quimicas, pH de 3,38, 62 °Brix e 0,77 g/100g de acidez, estando dentro
das caracteristicas esperadas para uma geleia.

Ademais, a polpa de sapoti (Manilkara zapota L.) foi utilizada na producdo de bala de
goma no estudo de Mafaldo (2018), com objetivo de substituir parcialmente a sacarose presente
nas formulacGes comerciais deste produto. Com os resultados das analises realizadas neste
trabalho, observou-se que é possivel desenvolver uma bala de goma utilizando a polpa de
sapoti, em substituicdo parcial de agUcares, demonstrando ser viavel para o desenvolvimento
de um produto inovador (MAFALDO, 2018).

3.2. Antioxidantes

Os organismos aerdbios necessitam de uma grande quantidade de O, pois este participa
nos processos da producdo de ATP, regulagéo do crescimento celular, fagocitose, entre outros
(ABRAHAO et al., 2010). No entanto, apesar do O ser essencial para a vida dos organismos
aerobios, as formas tdxicas do oxigénio sdo conhecidas como radicais livres, que sdo
responsaveis pelos processos de oxidacdo que obstruem as artérias, ocasionam mutacdes que
proporcionam maior incidéncia de eventos neoplasicos das células para células cancerosas,
problemas osteo-articulares, disfuncdes do sistema nervoso central, e também encontram-se
associados a senilidade (CARVALHO et al., 2006). Compreende-se como radical livre, todo
atomo ou molécula que tem elétrons ndo pareados em sua Ultima camada eletronica, podendo
ceder o elétron solitario, oxidando-se, ou, recebendo outro, reduzindo-se (oxirreducao)
(HALLIWELL, 1992). Sendo assim, é este ndo-emparelhamento que confere alta reatividade e
o torna instavel (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Quando se refere aos radicais que sdo
derivados do oxigénio, estes sdo comumente conhecidos como espécies reativas de oxigénio
(ERO).

No entanto, o desequilibrio na producdo de ERO, os quais destacam-se os radicais
superdxido (O2’), o peroxido de hidrogénio (H20:) e a hidroxila (OH"), os quais ocasionam o
estresse oxidativo, e que podem levar a ocorréncia de efeitos deletérios nas células, causando a

morte celular. Em especial, contribuem para o desenvolvimento de doencas cronicas néo
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transmissiveis (DCNT), tais como catarata, artrite, doencas de Parkinson, cancer e diabetes
(LOBO et al., 2010).

Assim, as substancias antioxidantes sdo importantes, exatamente por serem capazes de
reagir com estes radicais livres, formando moléculas menos reativas e danosas ao corpo
humano.

Os antioxidantes podem ser definidos como compostos que, quando presentes em menor
concentracdo em relacdo ao do substrato oxidavel, e sdo capazes de retardar ou impedir a
oxidacdo desse substrato de maneira eficaz, podendo atuar em alimentos ou em sistemas
bioldgicos. Sdo conhecidos pela acdo em diferentes niveis do processo de oxidacdo, podendo
agir na quelacdo de ions metalicos, no sequestro de ERO/ERN, e reparando danos causados
pela acdo destas mesmas espécies (NIKI, 2010). Os radicais livres que sdo gerados de forma
fisioldgica ou ndo, podem ser equilibrados pela acdo dos antioxidantes endogenos e exdgenos
(OU et al., 2002). Desta forma, manter o equilibrio entre a producéo dos radicais livres e 0s
antioxidantes é essencial para o funcionamento correto do organismo (VALKO et al., 2007).

Os antioxidantes exdgenos (vitaminas, minerais e fitoquimicos) podem ser encontrados
em diversas fontes, no entanto, sdo nas frutas e nos vegetais que encontram-se mais abundantes.
Assim, dentre os antioxidantes naturais, encontra-se as vitaminas, carotenoides e compostos
fendlicos, sendo este ultimo grupo, o mais abundante na natureza e encontrados principalmente
em frutas e hortalicas (WILLETT, 2006).

3.2.1. Compostos fendlicos e propriedades antioxidantes do sapoti

Em relacdo a capacidade antioxidante do sapoti, Rezende (2010) determinou a
concentracdo de compostos fendlicos totais da polpa congelada do sapoti, alcangando valor de
50,25 mg de equivalente de acido galico (EAG)/100 g.

Na avalia¢do da atividade antioxidante e antiproliferativa de extratos aquosos de frutas
tropicais, na analise de compostos fenolicos totais, Barros (2012) encontrou no extrato aquoso
do sapoti 441,0 pg EAG/mL, o qual demonstrou ter quantidade elevada de compostos fendlicos,
sendo superior aos extratos aquosos de carambola, caja e mangaba, e se comparando apenas a
siriguela. E no teste de capacidade antioxidante total (CAT), o extrato aquoso do sapoti
apresentou valor de aproximadamente 30,0 mg equivalente de &cido ascorbico (EAA)/mg,
tendo o dobro do valor dos extratos das outras frutas do estudo (BARROS, 2012).
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Em estudos anteriores, encontrou-se em frutos de sapoti imaturo a catequina,
epicatequina, leucocianidina, &cido clorogénico e acido gélico, j& os frutos maduros
apresentaram &cido 5-cafeoilquinico na casca (94,46 + 9,50 mg/100g™* de polpa) e na polpa
(32,1 + 18,7 mg/100g™ de polpa) (PONTES et al., 2002; MATHEW; LAKSHMINARAYANA,
1969).

Com a finalidade de avaliar os compostos bioativos e atividade antioxidante em pos de
casca de frutas tropicais, Can-Cauich et al. (2017) encontram no extrato metandlico do po da
casca do sapoti os seguintes compostos fendlicos: acido elagico (9,94 + 0,03 mg/100g de peso
seco), acido clorogénico (8,49 + 0,15 mg/100g de peso seco), acido p-hidroxibenzdico (6,42 +
0,04 mg/100g de peso seco), &cido galico (6,37 £ 0,03 mg/100g de peso seco), catequina (3,53
+ 0,28), acido ferulico (3,32 £ 0,04 mg/100g de peso seco) e acido trans-cinamico (2,22 + 0,14
mg/100g de peso seco).

Leong e Shui (2002) investigaram a capacidade antioxidante de frutas obtidas no
mercado de Singapura, sendo o sapoti o fruto que apresentou a maior atividade antioxidante
entre os frutos estudados. Com isso, a presenca do elevado conteddo de fendlicos certificam ao
sapoti uma consideravel atividade antioxidante, colocando-o como um fruto importante na
prevencdo de doencas crénico-degenerativas ndo transmissiveis associadas ao estresse
oxidativo (SHUI; WONG; LEON, 2004).

Dentre os antioxidantes presentes na natureza, os compostos fendlicos constituem a
maior parte dos metabdlitos secundarios de plantas, também sendo a maior classe de
antioxidantes encontrados nelas, e se apresentam em grandes concentracdes nas frutas e
vegetais (BOUAYED et al.,, 2011; YOU et al.,, 2011). A atividade antioxidante destes
compostos € devido principalmente as suas propriedades de oxidorreducdo, que desempenham
papel importante na neutralizacdo dos radicais livres (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Definem-se compostos fendlicos como substancias que possuem um anel aromatico
(C6) com um ou mais substituintes hidroxilas (-OH), incluindo seus grupos funcionais.
Exercem papel importante na pigmentacdo, no crescimento e reproducdo das plantas
(GHASEMZADEH; GHASEMZADEH, 2011). Para o consumo humano, estes compostos
relacionam-se a reducdo do risco de doencas pela sua propriedade em neutralizar radicais livres
(AHMED et al., 2015), acédo anti-inflamatoria, atividades antimicrobianas e antiproliferativa
(VELDERRAIN-RODRIGUEZ et al., 2014).

No reino vegetal, eles englobam desde moléculas simples, até outras com alto grau de

polimerizagdo, com cerca de 8 mil compostos ja identificados (ROCHA et al., 2011; DEL RIO
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et al., 2013). Devido a essa diversidade, estes compostos dividem-se em classes: Os
flavonoides, com as subclasses que englobam os flavondis (quercetina, miricetina), flavonas
(apigenina, luteolina), flavandis (epicatequina, catequina), flavanonas (hesperitina,
naringenina), antocianidinas (cianidina, malvidina) e isoflavonoides (genisteina, daidzeina); os
ndo-flavonoides, cujo os de significancia nutricional sdo os acidos fendlicos, que englobam as
subclasses dos acidos hidroxibenzbicos (acido galico, acido vanilico) e os &cidos
hidroxicinamicos (acido p-cumarico, acido cafeico) (JANIQUES et al., 2013). Os flavonoides
constituem o maior grupo de compostos bioativos, com mais de 4000 compostos ja
identificados, sendo os mais encontrados nos vegetais. Sua estrutura bésica constitui-se do
difenil-propano (C6-C3-C6). Sdo os principais compostos, pois sdo reconhecidos pela sua
capacidade antioxidante, a qual é possivel por apresentar estrutura quimica simples, o que os
permite elevar o potencial de oxidacao e reducdo, atuando como agentes redutores e quelantes
de metais (IGNAT et al., 2011; KAMILOGLU et al., 2015).

Ja os &cidos fendlicos também vém recebendo atencgdo, pois apresentam acdo protetora
contra doencas, além de sua onipresenca nos alimentos de origem vegetal. Sdo caracterizados
por possuirem um grupo funcional carboxila, e sdo derivados hidroxilados do acido benzoico e
do &cido cindmico (BASKARAN et al., 2016).

Diante disso, sabe-se que as frutas sdo ricas em compostos fenolicos, como as
antocianinas, flavonoides, &cidos fendlicos e estilbenos que contribuem para o aumento da
concentracdo de antioxidantes enddgenos que desempenham sua atividade no interior das
células e na prevencdo ou diminui¢do do estresse oxidativo no organismo (HALLIWELL, 2012;
RUFINO et al., 2011; SCHIASSI et al., 2018).

Estudos realizados nos ultimos anos vém demonstrando que o elevado consumo de
frutas esta associado a uma menor incidéncia de doencas cronico-degenerativas néo
transmissiveis (REIS et al., 2016; SILVEIRA et al., 2015; RAWSON et al., 2011; OLIVEIRA
et al., 2015; NEUHOUSER, 2004). A presenca de compostos fenolicos em frutos ja foi
associada em estudos in vitro e in vivo a atividade antioxidante, potencial antiproliferativo,
efeitos anti-inflamatorios, antimutagénicos, inibicdo da oxidacdo de lipossomas e inflamacao
de células do cérebro (WESTON et al., 2010; PANDEY etal., 2016; CARVALHO et al., 2017).

No entanto, as quantidades destes compostos nas frutas podem ser alteradas por muitos
fatores, como as condi¢des de cultivo, maturacdo, espécies, origem geografica e técnicas de
colheita, além do tempo e condicGes de armazenamento (BOBINAITE etal., 2012; VIZZOTTO
etal., 2012; MELO et al., 2008).
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Assim, é importante conhecer e quantificar os compostos fendlicos e sua capacidade
antioxidante em frutas por métodos in vitro, para que haja um incentivo maior ao consumo, seja

da forma in natura ou processada, contribuindo para a saude humana.

3.3. Métodos in vitro para determinacdo da capacidade antioxidante

Para um antioxidante ser considerado eficaz, é necessario apresentar algumas
caracteristicas, como ter a presenca de substituintes doadores de elétrons ou de hidrogénio ao
radical, em funcdo de seu potencial de reducéo; capacidade de deslocamento do radical formado
em sua estrutura; capacidade de quelar metais de transicdo implicados no processo oxidativo; e
acesso ao local de acéo, dependendo de sua hidrofilia ou lipofilia e de seu coeficiente de
particdo (MANACH et al., 2004).

Portanto, existem numerosas metodologias para determinacdo da capacidade
antioxidante que podem estar sujeitas a interferéncias, além de se basearem em fundamentos
diversos. Devido a esse fator, atualmente preconiza-se a utilizacdo de duas ou mais técnicas, ja
que nenhum ensaio utilizado isoladamente estima exatamente a “capacidade antioxidante total”
de uma amostra (HUANG et al., 2005).

Existem varios métodos in vitro para avaliar a capacidade antioxidante em polpas de
frutas, dentre eles tém-se a captura de radicais DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), o poder
antioxidante de reducéo do ferro (FRAP), e a capacidade de absor¢édo de radicais oxigenados
(ORAC) (ALVES et al., 2010).

O ensaio de captura de DPPHe é um método quimico, envolve mecanismos de
transferéncia de elétrons e de atomos de hidrogénio, e fundamenta-se na capacidade dos
antioxidantes em reduzir o radical DPPHe, ocasionando a mudanga simultdnea da coloracéo
violeta para amarelo. Este método € considerado um dos mais simples, precisos e reprodutivos.
Contudo, algumas criticas a este ensaio referem-se ao fato de que a espécie DPPHe nédo é
encontrada em sistemas bioldgicos e, portanto, ndo é representativa do comportamento in vivo
(OLIVEIRA, 2015; PRADO, 2009).

O método FRAP ¢ baseado no mecanismo de transferéncia de elétrons, e consiste em
utilizar o complexo férrico-tripiridiltrazina (Fe'"'-TPTZ) que é reduzido ao complexo ferroso
(Fe'-TPTZ). O complexo formado por esta reacdo possui uma coloragio azul intensa (NIKI,
2010). A limitacdo desta técnica € que qualquer substancia que apresente uma capacidade de

reducio menor que o par redox Fe3*/Fe?* pode, teoricamente, reduzir Fe3* para Fe?",
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contribuindo para um valor maior de absorbancia e para um resultado errbneo de acdo
antioxidante. No entanto, este método é econdmico e o procedimento é direto e rapido, dessa
forma, os resultados séo reprodutiveis (MOON; SHIBAMOTO, 2009).

Por fim, 0 ensaio ORAC, método que utiliza os radicais peroxila como substancias pro-
oxidantes, geradas a partir do azo-iniciador AAPH (dihidrocloreto de 2,2’-azobis [2-
metilpropionamida]), e como substrato oxidavel utiliza a fluoresceina. Sendo as substancias
antioxidantes presentes na amostra protegem a fluoresceina da oxidacdo provocada pelos
radicais peroxila, através da doacdo de atomos de hidrogénio aos radicais livres, evitando o
decréscimo de fluorescéncia. Este método possui vantagens muito importantes com relacdo aos
outros ensaios que usam a absorbancia, pois utiliza a fluoresceina como medida do dano
oxidativo, ja que ocorre menor interferéncia dos compostos coloridos presentes nas amostras e
integra tanto o grau quanto o tempo de reacdo da espécie antioxidante. Assim, os resultados do
método possuem maior relevancia para sistemas bioldgicos pelo fato do radical peroxila ser
comumente encontrado nesses sistemas e pelo ensaio ser realizado a temperatura de 37° C, o
que reproduz a temperatura do corpo humano (SUCUPIRA et al., 2012; LIMA, 2008; WU X
etal., 2004).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtengdo das amostras

As amostras do sapoti, nomeadas de SP1, sdo oriundas do bairro da Torre, localizado
na cidade de Jodo Pessoa-PB. As amostras nomeadas como SP2 foram doadas pela empresa
Polpa Mangai, a qual localiza-se no bairro de Valentina, na cidade de Jodo Pessoa-PB. Outra
amostra de sapoti, nomeada de SP3, é proveniente da regido de Parnaiba-Pl. Todos os frutos
foram coletados no periodo de safra da arvore, nos meses de novembro/2017 e janeiro/2018,
sendo doados em estadio imaturo. Para a elaboragdo da polpa utilizou-se frutos no estadio de

maturagdo uniforme, com casca marrom, enrugada e polpa macia.

4.2. Local de execucao

A elaboracdo da polpa dos frutos do sapotizeiro ocorreu no Laboratorio de
Processamento de Carnes e Pescados. O procedimento de extragdo dos compostos fenolicos foi
realizado no Laboratério de Andlises Fisico-quimicas. Os ensaios para determinacdo da
atividade antioxidante foram conduzidos no Laboratorio de Processamento de Alimentos. A
analise de compostos fendlicos totais foi realizada no Laboratério de Tecnologia
Sucroalcooleira, todos localizados no Centro de Tecnologia e Desenvolvimento Regional
(CTDR) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

A analise de identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos livres foi realizada
em parceria com o Instituto Federal do Sertdo Pernambucano, localizado na cidade de Petrolina-

PE. As amostras foram armazenadas e transportadas sob congelamento (-18°C).

4.3. Elaboracéo das polpas de sapoti

Os frutos foram coletados e selecionados, a fim de retirar os frutos improéprios, e
processados de acordo com a Figura 2. Inicialmente, os frutos foram lavados com detergente
neutro e enxaguados em agua corrente. Em seguida foram imersos em solucéo de &gua clorada
a 100 ppm, por cerca de 10 minutos, para sanitizacdo. Na sequéncia, os frutos foram
descascados com auxilio de faca inox, cuidadosamente, com intuito de separar a casca da polpa,
e posteriormente foram processados em liquidificador doméstico (PHILCO), com finalidade de
homogeneizar a polpa integral. Por fim, a polpa foi acondicionada em sacos herméticos de 200

gramas, fechados e armazenados na temperatura de -18°C.
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Figura 2 — Fluxograma de elaboracéo de polpa de frutas
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4.4. Preparo dos extratos

A extracdo dos compostos fenolicos foi realizada conforme metodologia descrita por
Moo-Huchin et al. (2014). Pesou-se 2,5 g de cada polpa de fruta e homogeneizou-se em 10 mL
de acetona/dgua/acido acético (70: 29.5: 0.5, v/ v/ v). Em seguida, as amostras foram postas em
banho de ultrassom (UNIQUE, modelo USC-1800, Brasil) por 30 min. Posteriormente as
amostras foram centrifugadas a 6000 g por 15 min, usando a centrifuga modelo SL-701
(SOLAB, Séo Paulo, Brasil). Logo apés, o sobrenadante foi coletado e rotaevaporado (Fisatom
802, Séo Paulo, Brasil) para concentrar os extratos. Estes foram utilizados para as analises de

compostos fendlicos e atividade antioxidante.
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4.5. Determinacdo do perfil de compostos fendlicos livres

Os extratos fenolicos das polpas de sapoti foram analisados por um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), modelo Agilent 1260 Infinity LC (Agilent
Technologies, Santa Clara - EUA) equipado com bomba e degaseificador de solvente
quaternario (modelo G1311C), amostrador automatico (modelo G1392B), compartimento de
coluna termostatico (modelo G1316A) e um detector de arranjos de diodo (modelo G1315D).
A coluna utilizada para separagdo dos compostos fendlicos foi uma Zorbax Eclipse Plus RP-
C18 (100 x 4,6 mm, 3,5 um) e a pré-coluna era uma Zorbax C18 (12,6 x 4,6 mm, 5 um). A
temperatura da coluna foi ajustada a 35 °C.

A analise foi realizada segundo metodologia descrita por Padilha et al. (2017), com
modificacOes. Os extratos foram filtrados através de um filtro de seringa 0,45 um (PTFE) e em
seguida injetou-se uma aliquota de 20 pL. As fases moveis foram compostas por agua
acidificada com 0,1M de acido fosforico (pH 2,0 ) na fase A, e metanol acidificado com 0,5%
de acido fosforico na fase B. Utilizou-se um caudal de 0,8 mL.min-1. A elui¢cdo foi completada
em 33 minutos usando gradientes de: 0-5 min: 5% B; 5-14 min: 23% B; 14-30 min: 50%B; 30-
33 min: 80% B.

A deteccdo dos compostos foi realizada a 220 nm para catequina, epicatequina,
epicatequina galato, epigalacatequina galato, procianidina B1, procianidina B2, procianidina
A2; 280 nm para acidos galico e siringico, hesperidina, cis-resveratrol e naringenina; 320 nm
para cido caftarico, acido cafeico, acido clorogénico, acido p-cumarico e trans-resveratrol; 360
nm para quercetina 3-glicosideo, rutina e Kaempferol; e 520 nm para malvidina 3,5-
diglicosideo; malvidina 3-glicosideo, cianidina 3,5-diglicosideo, cianidina 3-glicosideo,
pelargonidina 3,5-diglicosideo, pelargonidina 3-glicosideo, peonidina 3-glicosideo, petunidina
3-glicosideo, delfinidina 3-glicosideo.

Os dados obtidos foram analisados usando o software OpenLAB CDS ChemStation

Edition (Agilent Technologies).

4.6. Determinacao de fenolicos totais

O teor de fendlicos totais dos extratos foi determinado através do método
espectrofotométrico, utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau, seguindo a metodologia
descrita por Vieira (2008), onde primeiramente adicionou-se 2 mL de agua deionizada a 100

pL de amostra em tubos falcon. Em seguida foi adicionado 0,5 mL do reativo Folin-Ciocalteau
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e agitou-se. Apos 30 segundos e antes de 8 min foi adicionado 1,5 mL de carbonato de sédio a
20%. Agitou-se bem e diluiu-se com 5,9 mL de &gua deionizada. A solucéo ficou guardada em
local escuro por 2 horas. Posteriormente, foram realizadas as leituras em triplicata das
absorbancias em espectofotdmetro (modelo EEQ-9005) a 765 nm. A curva padréo foi realizada

com &cido gélico e os resultados foram expressos em mg de &cido galico/100 g de amostra.

4.7. Atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante do extrato oriundo das polpas do fruto do
sapotizeiro (Manilkara zapota L.) foi determinada por trés metodologias distintas, sendo elas:
DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), FRAP (Poder redutor de Fe*?) e ORAC (Capacidade de
absorcéo dos radicais oxigenados), todas em triplicata. Os ensaios de DPPH+ e FRAP foram

adaptados, pois as analises foram realizadas no fluorimeto (Fluostar Optima BMG LABTECH).

4.7.1. Capacidade do sequestro do DPPHe

A capacidade antioxidante foi determinada através da reducdo do DPPH- (2,2-difenil-
1-picrilhidrazil) pelos antioxidantes presentes nos extratos. O método foi realizado conforme
metodologia descrita por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), com modificacdes.
Primeiramente, preparou-se uma solugdo metanolica, contendo 0,06 mmol/L™* de DPPHe.. Em
seguida, foi adicionado aos pogos da microplaca, o controle (solucdo DPPHe e &agua
deionizada), o branco (metanol 80%) e as amostras (diluidas em agua deionizada). A
microplaca foi colocada no fluorimetro, o qual injetou o radical DPPH+ nas amostras e realizou
a leitura da absorbancia a 544 nm. A curva padrdo foi realizada com Trolox e os resultados

foram expressos em pumol de TEAC/100 g de amostra.

4.7.2. Poder redutor de Fe*? (FRAP)

A atividade antioxidante avaliada quanto ao poder de reducao do Ferro foi medida pelo
método FRAP, segundo Rufino et al. (2006), com adaptacGes. A solucdo FRAP foi preparada
com TPTZ 10 mM/L adicionada a uma solucao de HCI 40 M/L, tampdo acetato 0,3 M (pH 3,6)
e FeCLs 20 mM. Posteriormente, foram adicionados nos pogos da microplaca o extrato
(amostra), o branco (H20) e o controle (solu¢cdo FRAP e H>O). Em seguida a microplaca foi

posta no fluorimetro, onde injetou-se a solugdo FRAP nos pocos, incubando a placa na
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temperatura de 37 °C, por 30 min. Logo ap6s, mediu-se a absorbancia a 620 nm. A curva padréo
foi realizada com Trolox e os resultados expressos em pumol de TEAC/100 g de amostra.

4.7.3. Capacidade de absorc¢éao dos radicais oxigenados (ORAC)

O método consiste em verificar a capacidade sequestradora das fracfes hidrofilica e
lipofilica proporcional de um antioxidante frente & formacéo de um radical peroxila induzido
pelo AAPH (dihidrocloreto de 2,2’-azobis [2-metilpropionamida]) & 37° C, onde o radical
peroxila reage com a fluoresceina formando um produto néo fluorescente (PRIOR et al., 2003;
DAVALOS et al., 2004). O ensaio foi realizado utilizando o Fluostar Optima BMG LABTECH,
aos pocos das microplacas foi adicionado o controle (tampéo fosfato de potéassio e fluoresceina),
o0 branco (tampé&o fosfato de potassio, fluoresceina e AAPH), o Trolox (Trolox, fluoresceina e
AAPH) e as amostras (extrato, fluoresceina e AAPH). O AAPH ¢ injetado pelo equipamento,
iniciando a reacdo. Todas as solugcdes foram preparadas em tampéo fosfato 75Mm (pH 7,4). As
amostras foram preparadas com diferentes concentracdes para que a area sob a curva (AUC)
estivesse dentro do intervalo de Trolox. A atividade antioxidante foi expressa em pmol de
TEAC/100 g de amostra.

4.8. Andlise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os dados foram tratados utilizando a
analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey para identificar diferencas significativas entre
as médias, ao nivel de 5% (p 0,05). O software utilizado para as analises estatisticas foi o

Statistica Software 5.1.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Perfil de fendlicos livres

Os resultados da identificacdo e quantificacdo dos fendlicos livres encontram-se na
Tabela 1.

Tabela 1 - Perfil de compostos fendlicos das polpas de sapoti.

Fendlicos livres

Composto SP1 SP2 SP3
Catequina 1,44 £ 0,152 1,53 £0,09% 1,2 +0,30?
Flavanois Epicatequina 0,03 £ 0,01° 0,01 £0,01% 0,01 £ 0,01°
Epigalocatequina galato ND 0,1+0,122 0,1+0,102
Procianidina B1 0,22 + 0,07 0,1+0,01° 0,12 + 0,05
Procianidina B2 0,23 £ 0,022 0,21 + 0,04% 0,21 +0,08%
Procianidina A2 1,13 +0,01° 1,66 £ 0,012 0,75+ 0,01°
Kampferol glicosideo ND ND 0,01+£0,01
Acidos fenolicos  Clorogénico ND ND 0,14 +£0,01
Estilbenos Cis-resveratrol 0,27 +0,13° ND 0,73 +£0,22%
Flavanonas Hesperidina 0,58 + 0,042 ND 0,47 £ 0,082
Total 3,9 3,61 3,74

Valores expressos em mg/100g de massa fresca

Valores seguidos de letras diferentes na mesma linha representam diferencas estatistica entre as
amostras (p < 0,05). ND = ndo detectado

SP1: Sapoti Torre - PB SP2: Sapoti Valentina - PB  SP3: Sapoti Parnaiba - Pl

Dos grupos identificados e quantificados por HPLC, os flavanois foram os que se
destacaram. A catequina € o composto majoritario, variando os valores entre 1,2 a 1,53 mg/100g
de massa fresca, ndo diferindo-se entre as amostras (p > 0,05). A procianidina A2 apresentou
maior valor na polpa SP2, 1,66 mg/100g de massa fresca, diferindo-se das demais. Ja a

procianidina B1 apresentou os maiores conteldos na amostra SP1, 0,22 mg/100g de massa
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fresca (p < 0,05). J& a amostra SP3 destaca-se com o maior conteudo de cis-resveratrol, 0,73
mg/100g de massa fresca, diferindo-se das demais (p < 0,05).

Em ordem decrescente, os compostos fendlicos encontrados na amostra SP1 foram:
catequina > procianidina A2 > hesperidina > cis-resveratrol > procianidina B2 > procianidina
B1 > epicatequina, apresentando o maior teor de compostos fendlicos, de 3,9 mg/100g de massa
fresca.

Seguindo 0 mesmo raciocinio, 0s compostos encontrados na polpa SP2, em ordem
decrescente foram: procianidina A2 > catequina > procianidina B2 > epigalocatequina galato e
procianidina B1> epicatequina. O total de compostos fendlicos nesta amostra foi de 3,61
mg/100g de massa fresca.

Na polpa SP3, foram detectados o maior nimero de compostos com um total de
fenolicos de 3,74 mg/100g de massa fresca. Seguindo a ordem decrescente, obteve-se:
catequina > procianidina A2 > cis-resveratrol > hesperidina > procianidina B2 > 4cido
clorogénico > procianidina B1 > epigalocatequina galato > epicatequina e Kaempferol
glicosideo.

Estudos com o perfil de fendlicos em polpas de sapoti ndo foram encontrados na
literatura.

O conteudo de compostos fendlicos nas frutas varia de acordo com alguns fatores, como
a origem geografica, técnicas de colheita, condi¢cdes de armazenamento, cultivo e maturacéo,
além de que, quanto mais maduras as frutas, menor o teor de compostos fendlicos e,
consequentemente, a capacidade antioxidante serd menor (BOBINAITE et al., 2012). Desta
forma, pode-se associar com o fato da polpa SP1 ter demonstrado a presenca da maior
quantidade dos compostos quantificados.

Os compostos majoritarios encontrados nas polpas de sapoti foram a catequina, a
procianidina A2 e a hesperidina. As catequinas fazem parte do grupo dos compostos chamados
de flavonoides, sendo a catequina o principal componente deste grupo. E um composto incolor,
hidrossoluvel, que contribui no amargor e na adstringéncia do vegetal, normalmente encontrada
em cerejas, framboesas, mirtilo, amoras, entre outros vegetais (ARAUJO, 2008). Exercem
beneficios & salude humana, pois possuem acdo antioxidante sobre radicais livres, agindo na
reducdo de certos tipos de cancer e contribuindo na reducéo do colesterol sérico e estimulacéo
do sistema imunologico (COZZOLINO, 2009).

A procianidina A2, foi o segundo composto em maior quantidade encontrado nas polpas

de sapoti, € um constituinte fitoquimico encontrado em altas concentra¢cdes em uvas, vinhos,
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mirtilo, morango e outros frutos tipo baga (DUDONNE et al., 2015). Estudos epidemioldgicos
sugerem o consumo de alimentos ricos em procianidinas, pois estas conferem beneficios a
longo prazo para a saude, reduzindo o risco de doencas cardiovasculares e neurodegenerativas,
e possuem efeitos hipoglicémicos e anti-inflamatoérios (PRIOR; GU, 2005; GRACE et al., 2014;
ESPOSITO et al., 2014).

Ja a hesperidina, é um composto que faz parte do grupo das flavanonas, encontrados em
frutos citricos, sendo mais comum na laranja (CHANET et al., 2012). H& varias aplicacdes
deste composto na indastria farmacéutica e alimenticia, devido as suas propriedades
antioxidantes serem bem estabelecidas (CHEN et al., 2010). Estudos realizados anteriormente
com flavanonas na forma isolada exibiram vérias propriedades antioxidantes deste composto,
mostrando serem anti-hipertensivas, antidiabéticas e anti- inflamatérias (MORAND et al.,
2011; SNYDER et al., 2011; YOSHIDA et al., 2013).

5.2. Ensaios da capacidade antioxidante e contetdo fendlico total

Na Tabela 2 podemos observar o contetdo de fendlicos totais, o qual foi quantificado pelo
método de Folin-Ciocalteau, medido em espectofotbmetro. Encontram-se também os dados
obtidos nos ensaios DPPH, FRAP e ORAC.

Tabela 2 — Conteudo de fendlicos totais e capacidade antioxidante das polpas de sapoti.

Ensaio antioxidante SP1 SP2 SP3
Fen6licos Totais* 16,24 + 1,74 9,86 + 2,6" 14,72 + 1,39
DPPH** 12,6 + 0,10 9,88 +£0,17° 11,2 £ 0,122
FRAP** 52,64 + 1,15 40,77 £ 1,79 49,49 + 1,942
ORAC** 181,61 + 2,31° 234,38 + 1,272 128,85 *+ 1,36°

Valores seguidos de letras diferentes na mesma linha representam diferengas estatistica na atividade
antioxidante entre as amostras (p < 0,05).

*Valores expressos em mg de acido galico/100g de amostra

**Valores expressos em pmol de TEAC/100g de amostra

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, o teor de fendlicos totais da polpa
SP2 (9,86 + 2,6 mg EAG/100 g de amostra) demonstrou diferenca estatistica (p < 0,05) em
relacdo as polpas SP1 (16,24 £ 1,74 mg EAG/100 g de amostra) e SP3 (14,72 = 1,39 mg
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EAG/100 g de amostra), apresentando os menores valores, conforme ja relatado no perfil de
fendlicos.

As polpas SP1 e SP3 apresentaram valores maiores em relacdo ao encontrado por
Almeida et al. (2011) e Sousa et al. (2007), onde ambos encontraram 13,5 mg de EAG/100g na
polpa do sapoti. Em outro estudo, Moo-Huchin et al. (2014) encontraram 15,35 mg de EAG/100
g de peso fresco na polpa de sapoti. Assim, o resultado da polpa SP1 encontrado neste trabalho
€ superior aos citados.

No método de Folin-Ciocalteau, alguns compostos como o &cido ascérbico, e outros
compostos redutores, podem reagir com o acido fosfotingstico-fosfomolibdico formando o
complexo azul de molibdénio, dessa forma, é possivel que este método ndo forneca valores
exatos do teor de fendlicos (HUANG et al., 2005; PRIOR et al., 2005).

Os métodos FRAP, DPPH e ORAC sdo comumente utilizados para determinar a
atividade antioxidante de frutas. Pérez-Jiménzez et al. (2008) recomendam mais de um método
ou todos 0s possiveis de se executar, para que seja possivel adquirir mais informacGes sobre a
capacidade antioxidante do alimento.

Em relacdo a capacidade de sequestro do radical DPPH, a polpa SP1 (12,60 pmol
TEAC/100 g de amostra) e a polpa SP3 (11,20 umol TEAC/100 g de amostra) demonstraram
uma maior capacidade antioxidante que a polpa SP2 (9,88 umol TEAC/100 g de amostra) (p <
0,05), nédo diferindo entre si (p > 0,05). Os resultados encontrados neste trabalho foram
inferiores aos encontrados por Moo-Huchin et al. (2014), onde obtiveram 208,04 pmol
TEAC/100 g de peso fresco, na polpa de sapoti.

No ensaio FRAP, a polpa SP1 (52,64 umol TEAC/100 g de amostra) e a polpa SP3
(49,49 umol TEAC/100 g de amostra) apresentaram maior poder de redugéo de ferro quando
comparado com a polpa SP2 (40,77 umol TEAC/100 g de amostra) (p < 0,05).

No ensaio ORAC, a atividade antioxidante da polpa SP2 (234,88 umol TEAC/100 g de
amostra), foi superior a da polpa SP1 (181,61 umol TEAC/100 g de amostra) e a polpa SP3
(128,85 umol TEAC/100 g de amostra) (p < 0,05). Os valores encontrados neste estudo foram
muito superiores aos apresentados por Mahattanatawee et al. (2006), onde obtiveram na polpa
de sapoti 1,4 umol TEAC/g de polpa.

Na anélise de correlacdo, demonstra-se a relacdo do perfil fenélico com os métodos de
ensaio da capacidade antioxidante, como apresentado na Tabela 3. Este método mostra o grau
de associacao entre duas variaveis, atraves do coeficiente de relagdo (r) (OLIVEIRA et al.,

2014). Granato et al. (2010) estabeleceram uma escala arbitraria para a forca das correlacoes
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entre as variaveis, aplicando os seguintes critérios: perfeito (r = 1.0), forte (0.80 < r < 1.0),
moderado (0.50 <r < 0.80), fraco (0.10 <r < 0.50), e correlagdo muito fraca ou quase nenhuma
(0.10<).

Observa-se uma correlacéo forte no ensaio DPPH com a procianidina B1 (r = 0.94) e
hesperidina (r = 0.94), seguida da procianidina B2 (r = 0.87) e epicatequina (r = 0.86). Percebe-
se que os compostos que foram quantificados em maior quantidade na andlise do perfil de
fenolicos ndo necessariamente séo 0s que apresentaram uma correlacéo positiva. 1sso se deve a
conformacao estrutural de cada composto e a forma como ele pode se ligar ao radical utilizado
em cada anélise.

No ensaio FRAP, a hesperidina apresentou uma correlagéo perfeita (r = 1.0), enquanto
a epicatequina (r = 0.97) e a procianidina B1 (r = 0.81) apresentaram correlacdo forte. J& no
método ORAC, a procianidina A2 (r = 1.0) e o Kaempferol glicosideo (r = 1.0) apresentaram
uma correlacdo perfeita, e a catequina (r = 0.97) apresentou uma correlacao forte.

Na correlacdo entre os métodos, observa-se que 0 ORAC ndo teve nenhuma correlacdo
com o FRAP e o DPPH, pois os métodos apresentam caracteristicas diferentes, como o
substrato, o radical e 0 mecanismo de reacdo (PAZ et al., 2015). No entanto, foi constatada uma
correlacdo positiva entre os métodos FRAP e DPPH.

O fato do método ORAC ndo possuir nenhuma correlagcdo com os demais ensaios deve-
se ao seu mecanismo ocorrer de forma diferente, € um método direto e este utiliza o radical
peroxila, o qual é predominantemente encontrado devido a oxidacdo lipidica em sistemas
biolégicos (OU et al., 2001) e se baseia na capacidade de fluorescéncia da fluoresceina na
presenca de radicais de oxigénio (DAVALOS et al., 2004). Sendo os resultados obtidos por
este ensaio os mais fidedginos. Ja os outros dois métodos séo indiretos, o FRAP se baseia na
capacidade de reducdo do complexo férrico em ferroso e o DPPH utiliza um radical sintético,
o0 qual se baseia na capacidade do DPPH em reagir com doadores de hidrogénio (ROGINSKI
et al., 2005).
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Tabela 3 — Correlagdo dos compostos fendlicos com o0s ensaios da capacidade antioxidante.

Catequina  Epicatequina  Epigalocatequina Pré)iia Pré)(zzia Pngia Kampferol  Ac. Clo. reS\zirsz;trol Hesperidina ~ DPPH FRAP
DPPH -0,25 0,86 -0,87 0,94 0,87 -0,57 -0,02 -0,02 0,35 0,94
FRAP -0,51 0,97 -0,71 0,81 0,71 -0,77 0,26 0,26 0,60 1,00 0,96
ORAC 0,97 -0,87 0,00 -0,16 0,00 1,00 1,00 -0,87 -0,99 -0,76 -0,49 -0,71
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As Figuras 3 e 4 representam as curvas de cinética de consumo do radical DPPH, onde
tém-se a absorbancia x tempo. Na Figura 3, a amostra SP1 demonstra que a estabilidade da
reacdo com o radical livre DPPH comeca a ser estabelecida a partir de 8 minutos do inicio da
reacao, ou seja, este extrato reduziu rapidamente o radical livre DPPH. A Figura 4 demonstra
que na concentragdo 25uM de Trolox, as amostras demonstraram os melhores resultados.

Ja nas Figuras 5 e 6, geradas através do ensaio ORAC, estdo apresentadas as curvas de
decaimento da fluoresceina com AAPH na presenca dos extratos de sapoti e com a presenca do
Trolox. Na Figura 5, observa-se que o extrato SP2 apresentou maior poder de inibi¢do na perda
da intensidade da fluoresceina. Na Figura 6 esta ilustrada a curva de decaimento da
fluorescéncia na presenca de AAPH e do Trolox em concentragdo de 150 UM, pois foi o que

apresentou maior tempo para decair e a melhor concentragdo para 0s extratos.

Figura 3 - Tempo de reagdo do radical DPPH na presenca dos extratos de sapoti.
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Figura 4 — Tempo de reacdo do radical DPPH na presenca do Trolox em concentragéo de 25 uM.
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Figura 5 — Tempo de reacédo da fluoresceina com AAPH na presenca dos extratos de sapoti.
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Figura 6 — Tempo de reacdo da fluoresceina com AAPH na presenca do Trolox em concentragdo de
150 pM.
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados encontrados nesta pesquisa, pode-se concluir que o perfil de
fenolicos da polpa SP1 foi o que se destacou, pois, possui todos os compostos que foram
detectados. Esta andlise de perfil de fenolicos foi a primeira realizada com polpas do
sapotizeiro, diante das buscas na literatura.

O sapoti demonstrou ser uma fonte importante de compostos que exercem funcao
antioxidante, sendo a catequina, a procianidina A2 e a hesperidina os trés compostos
majoritarios encontrados nas polpas. Todos estes exercem fungdes benéficas a salde,
auxiliando no combate as doencgas crénicas ndo transmissiveis (DCNT). Esta pesquisa também
contribui para agregagdo de valor ao sapoti, fruto que demonstrou um 6timo potencial para
contribuicdo na saude, abrindo portas para trabalhos futuros que investiguem melhor as suas
propriedades.

Conclui-se que a alta correlacdo da atividade antioxidante com os compostos fenélicos
citados, presentes na polpa de sapoti, 0 que sugere uma alta capacidade de sequestrar os radicais
livres, sendo uma fonte importante destes agentes antioxidantes e de grande importancia para a

industria de alimentos e o consumo in natura do fruto.
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APENDICES

APENDICE A - CURVA PADRAO TROLOX PARA O ENSAIO DPPH
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APENDICE B — CURVA PADRAO TROLOX PARA O ENSAIO FRAP

Curva padrao trolox - FRAP
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APENDICE C - CURVA PADRAO DE AC. GALICO PARA QUANTIFICACAO DE
FENOLICOS TOTAIS PELO ENSAIO COM O REAGENTE FOLIN-CIOCALTEAU.

Curva Padrdo de Ac. Galico - Fenolicos totais
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APENDICE D - CURVA PADRAO TROLOX PARA O ENSAIO ORAC

Curva padréo trolox - ORAC
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