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RESUMO

ROCHA, Luzimary de Jesus Ferreira Godinho. Estudo de alguns compostos bioativos das
pitayas de polpas branca e vermelha (Cereus undatus, Sinonimia: Hylocereus
guatemalensis, H.undatus). 2012. 55p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos). Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

A pitaya ou Cereus undatus, sinonimia: Hylocereus guatemalensis, H.undatus é uma fruta
exdtica e de consumo ligeiramente crescente no nosso pais. As atribui¢des funcionais dadas a
essa fruta, pelo senso comum, incita ao estudo das suas caracteristicas fisicas, quimicas e
microbioldgicas. Deve-se ressaltar que as frutas sdo fontes priméarias de varias vitaminas e
outros compostos bioativos, como por exemplo, 0s compostos fendlicos, fibras e aglcares. A
ingestdo desses compostos aumenta a imunidade dos individuos, induzindo a melhoria dos
niveis de saude, rendimento fisico e mental. Os valores de referéncia desses nutrientes para a
pitaya, ainda, sdo desconhecidos do grande publico, por ser esta uma fruta de consumo de
uma classe abastada, por seu preco ser demasiadamente alto para 0s nossos padrdes
brasileiros. As matrizes em alimentos sdo muito complexas, dadas as suas caracteristicas
intrinsecas. Diante disso, varias sdo as técnicas utilizadas para determinacGes analiticas de
compostos bioativos, dentre elas, tém-se a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
e espectrofotometria U.V visivel. O objetivo deste trabalho é quantificar a presenca de
vitamina C, antocianinas e agucares nas pitayas de polpas branca e vermelha por CLAE, bem
como, determinar, ainda, o teor de atividade antioxidante pelo método de captura do radical
2,2’- azinobis (3-etilbenzenotiazolina-6-acido sulfénico — ABTS), teores de solidos soluveis
(°Brix) determinado em um refratdmetro digital, além da acidez e pH. O teor de sélidos
soluveis encontrados pode confirmar que as amostras de pitaya vermelha tém maiores teores
de agUcares que a de polpa branca. Quanto ao valor de pH e acidez total titulavel (g de acido
citrico/100g de fruta), precisam, ainda, ser monitorados e analisados, possivelmente, sob
condicdes de cultivo controlado desse alimento por se tratar de uma fruta exdtica e de recente
consumo no nosso pais. Quanto aos resultados das antocianinas, por se tratar de um corante
que degrada rapidamente, a sua presenca mostrou-se irrisdria, sendo encontrada somente no
halo da pitaya de polpa vermelha, necessitando de mais analises e padronizagdes em
condicBes mais especificas de monitoramento. Houve baixa atividade antioxidante nas
amostras analisadas, bem como o seu teor de vitamina C, esses valores encontrados devem-se,
primeiramente, ao tempo de armazenamento, que diminui os teores desses analitos.

Palavras-chave: Pitayas. CLAE. Bioativos.



ABSTRACT

ROCHA, Luzimary de Jesus Ferreira Godinho. Study of some bioactive compounds pitayas
of white and red pulp (Cereus undatus, Synonymy: Hylocereus guatemalensis,
H.undatus). 2012. 55p. Dissertation (Master Science in Food Tecnology). Instituto de
Tecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

The pitaya or Cereus undatus pitaya or, synonymy: Hylocereus guatemalensis, H.undatus is
exotic fruit consumption and slightly increasing in our country. The functional assignments
given to this fruit, common sense encourages the study of their physical, chemical and
microbiological. It should be noted that the fruits are primary sources of several vitamins and
other bioactive compounds, for example, phenolic fibers, and sugars. The intake of these
compounds increases the immunity of individuals, leading to improved levels of health,
physical and mental performance. The reference values for these nutrients pitaya, also, are
unknown to the general public, as this is a fruit intake of a wealthy class, for its price is too
high for our Brazilian standards. In food matrices are very complex, given its inherent
characteristics. Thus, there are several techniques used for quantitative analysis of bioactive
compounds, among them, have a High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and
UV-visible spectrophotometry. The objective of this study is to quantify the presence of
vitamin C, anthocyanins and sugars in pitayas white and red pulp by HPLC, as well as to
determine, although the content of antioxidant activity by the method of capturing the radical
2,2 - azinobis ( 3-etilbenzenotiazolina-6-sulfonic acid - ABTS), soluble solids (° Brix) is
determined in a digital refractometer, as well as acidity and pH. The soluble solids found can
confirm that the samples of red pitaya have higher sugar content than the white pulp. The pH
and total acidity (g citric acid/100g fruit), should also be monitored and analyzed, possibly
under conditions of controlled cultivation of this food because it is an exotic fruit and
consumption in our country recently. As for the results of anthocyanins, because it is a dye
that rapidly degrades, its presence became insignificant, being found only in the halo of red
pulp pitaya, requiring further analysis and monitoring standards in a more specific. There was
a low antioxidant activity in the samples, as well as its content of vitamin C, these values
should be found, first, the storage time, which decreases the levels of these analytes.

Keywords: Pitayas. HPLC. Bioactive.
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1 INTRODUCAO

A demanda mundial por alimentos, atualmente, favorece o estudo e cultivo de outras
frutas, algumas sdo conhecidas somente em comunidades totalmente isoladas. A pitaya ou
Cereus undatus, sinonimia: Hylocereus guatemalensis, H.undatus (ORTIZ; LIVERA, 1995) é
uma fruta exotica e seu consumo é crescente no nosso pais. As atribui¢des funcionais dadas a
essa fruta, pelo senso comum, incita ao estudo dos seus nutrientes dessa cactacea. O uso da
pitaya é primeiramente como alimento, sendo consumida na forma fresca ou em bebidas
refrescantes. Existe, ainda, o uso medicinal, no combate a gastrite, como laxante, fortificante,
entre outros. O aumento no consumo desta fruta, desperta 0 seu interesse na indudstria
alimenticia, dada também, como matéria-prima de corantes alimenticios usados em alimentos
de baixo pH e sua ac¢do antioxidante. Um alimento colorido aguca o paladar, afinal comemos
primeiramente com os olhos e as antocianinas séo, particularmente, realcadas com cores que
variam de vermelho rubro até o roxo, bem como azul e suas nuances.

Os alimentos funcionais podem ser descritos como aqueles que trazem, além dos
nutrientes, substancias que favorecem todo o sistema imunologico, psiquico e fisiologico de
gquem o consome. Tal denominacdo agrega muito mais que so a funcdo de nutrir. Essa nova
denominacdo de alimento surgiu no Japdo na década de 1980, promovido pelo governo
japonés, atraves de um programa com o0 objetivo de desenvolver alimentos saudaveis para
uma populacdo envelhecida, porém com grande expectativa de vida (COLLI, 1998).

Segundo Pollonio (2000) esses produtos podem variar de nutrientes isolados, produtos
de biotecnologia, suplementos dietéticos, alimentos construidos geneticamente além daqueles
processados e derivados de plantas.

Os compostos bioativos dos alimentos funcionais envolvem: os fitoquimicos que séo
substancias com potencial capaz de modificar o metabolismo humano favoravel na prevencéao
de doencas degenerativas (ADA, 1999) e sdo encontrados em frutas e verduras, como laranja,
limdo, tomate, cebola, couve-flor, dentre outras; os terpendides, encontrados nos alimentos
verdes, soja e outros grdos, com grande atividade antioxidante, como por exemplo, 0s
carotenoides, além dos fitosterdis que sdo semelhantes ao colesterol e competem com sua
absorcdo no intestino, diminuindo o nivel de LDL ou colesterol de baixa densidade
(GERMAN; DILLARD, 2000).

Ressalte-se, ainda, 0s compostos nitrogenados, que protegem contra canceres, ativam
as enzimas de detoxificacdo do figado (MITHEN et al., 2000). Os produtos prebidticos e
probidticos que auxiliam na motilidade intestinal, melhorando o seu funcionamento.

As antocianinas sdo soltveis em agua, facilitando a sua incorporacdo a sistemas ditos
aquosos, existem amplas variacdes na natureza, ndo causam doencas, qualidades estas que as
favorecem como 6timos corantes naturais.

O interesse nas antocianinas, aclcares e vitamina C em frutas € muito premente, nos
altimos anos, ja que varios estudos cientificos tém demonstrado que existe um grande
potencial antioxidante nesses alimentos. Segundo alguns estudos, a pitaya € um fruto com alto
valor vitaminico e nutricional que apresenta um teor de compostos fendlicos, principalmente
de pigmentos antocianicos que produzem uma coloracdo do vermelho primario ao roxo nos
alimentos. Deve-se ressaltar que a propriedade funcional de um alimento perpassa por varios
fatores, tais como: beneficios no metabolismo, combater os radicais livres, desenvolvimento e
manutengdo dos organismos, entre outros fatores.

Os aspectos toxicologicos dos antioxidantes tém sido uma das areas de maior
controvérsia nos debates sobre a seguranca dos aditivos alimentares. Resultados de estudos
realizados a longo prazo nos ultimos anos demonstraram que compostos como BHA e BHT,
que sdo antioxidantes sintéticos podem produzir tumores em animais experimentais. O que
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torna maior a procura por produtos naturais, como por exemplo, a acdo da vitamina C
(BIANCHI; ANTUNES, 1999).

A técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE é um dos mais
promissores métodos analiticos, tanto qualitativamente quanto quantitativamente. As razdes
para isso sdo simples: sua adaptabilidade para determinagdes quantitativas com boa
sensibilidade e a possibilidade de separar espécies ndo volateis e termicamente instaveis.
Tém-se 0 uso da espectrofotometria no U.V visivel, como outra técnica de determinacéo de
atividade antioxidante, utilizando o método de captura do radical ABTS 2,2’- azinobis (3-
etilbenzenotiazolina-6-acido sulfonico). A técnica de espectrometria de massas permite
identificar uma substancia através de ionizacdo e posterior analise e deteccdo em formas de
picos com valores pré-estabelecidos, favorecendo a sua massa molecular. O objetivo deste
trabalho € quantificar, caso exista, a presenca de alguns compostos bioativos como, por
exemplo, antocianinas, vitamina C e agUcares nas Pitayas de polpas branca e vermelha por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e espectrometria de massa, como também
determinar os teores de solidos soltveis (°Brix), acidez e pH.



2.1 Geral

2 OBJETIVOS

Quantificar a presenca de alguns compostos bioativos como, por exemplo,
antocianinas, vitamina C e acUcares nas pitayas de polpas branca e vermelha por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), como também determinar os teores de
solidos soluveis (°Brix), acidez total titulavel em termos de g/100g de &cido citrico e pH.

2.2 Especificos

a)
b)

c)
d)

e)

9)

Caracterizar as antocianinas em pitaya (Hylocereus guatemalensis, H.undatus), na
sua entrecasca atraves da CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia);
Identificar, por Espectrometria de Massa ou CLAE (Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia) através de comparacao com padrdes, as antocianinas presentes nas
pitayas de polpa branca e vermelha, caso sejam identificadas;

Quantificar a vitamina C, presente nas pitayas de polpa branca e vermelha, através
da técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia;

Determinar os teores de acUcares nas pitayas de polpa branca e vermelha através
da CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia);

Quantificar os teores de atividade antioxidante presentes na pitayas de polpa
branca e vermelha, através do método TEAC — Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity, Capacidade de Atividade Antioxidante Trolox Equivalente;

Determinar os valores de pH e acidez titulavel das pitayas de polpa branca e
vermelha, através do titulador automatico Metrohm® 785 DMP — Titrino;
Determinar os teores de solidos sollveis (°Brix) das pitayas de polpas branca e
vermelha.



3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Alimentos Funcionais

Naturalmente, todos os alimentos sdo funcionais, uma vez que nos proporcionam
sabor, aroma e valor nutritivo. Entretanto, nas Gltimas décadas, o termo funcional esta sendo
aplicado a alimentos com uma caracteristica diferente, a de proporcionar um beneficio
fisiolégico adicional, além das qualidades nutricionais basicas encontradas.

3.1.1 Origem

Historicamente, a utilizacdo de certos alimentos na reducdo do risco de doengas é
considerada a milhares de anos. Hipdcrates, ha cerca de 2500 anos, ja pregava isso em uma de
suas célebres frases que dizia: “faga do alimento o seu medicamento” (SALGADO, 2005). No
entanto, somente no final deste ultimo século, na década de 90, é que comegou haver maior
interesse por esse assunto, foi quando o termo “alimento funcional” passou a ser adotado. As
pesquisas se intensificaram e o conceito de alimento funcional se tornou mais conhecido do
publico leigo e também de pesquisadores que até entdo ndo estavam envolvidos com estudos
nessa area. O conceito de alimentos funcionais foi promovido em 1984, por cientistas
japoneses que estudaram as relagfes entre aspectos nutricionais, sensorial, satisfacdo de
fortificagdo, e modulagdo de sistemas fisiolégicos. Em 1991, o Ministério da Saude introduziu
normas para a aprovacao de uma categoria de alimentos especificos relacionados com a saude
chamados FOSHU (“Foods for Specified Health Use” ou Alimento Especificado para Uso da
Saude), que incluia o estabelecimento de alegacdes de salde especificas para esse tipo de
alimento.

O Japédo foi o pioneiro na producdo e comercializacdo de alimentos funcionais.
Conhecidos, os alimentos funcionais japoneses sustentam um selo de aprovacdo do Ministério
da Saude e Bem Estar. A lei japonesa foi elaborada em junho de 1997, mas ndo é a Unica
atualmente. Hoje, vérios paises contam com uma legislacdo especifica. No Brasil as regras
foram instituidas a partir de 1999. O FDA (Food and Drug Administration) regula os
alimentos funcionais baseado no uso que se pretende dar ao produto, na descricdo presente
nos rétulos ou nos ingredientes do produto. A partir destes critérios, o FDA classificou os
alimentos funcionais em cinco categorias: alimento, suplementos alimentares, alimento para
usos dietéticos especiais, alimento-medicamento ou droga (NOONAN, 2004).

No Brasil, a industria deve seguir a legislacdo do Ministério da Saude e da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que estabelecem normas e procedimentos para
registro de alimentos e/ou ingredientes funcionais.

A obtencéo do registro de um alimento com alegacéo de propriedades funcionais e/ou
de promocdo da saude deve ser formulada um relatdrio técnico cientifico bastante detalhado,
comprovando os beneficios e a seguranca do uso deste alimento. A maior atencdo que tem
sido dada a este tipo de informacéo ocorre pelo fato dos consumidores aumentarem a procura
por eles (MONTEIRO; MARIN, 2011).

A classificacdo de uma substancia como alimento funcional, bem como reescrever
sobre o assunto segue linhas ténues dentre outros temas. Primeiramente, trataremos sobre as
diversas definicdes de alimentos funcionais, desde a sua manifestacdo no Japao na década de
1990. Algumas tdo profundas, que sdo quase uma prescricdo médica. Consideramos as
principais tendéncias sobre esses nutrientes, dentre elas, destaca-se a definicdo da ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), na Portaria n® 398 de 30/04/99:



[...] todo aquele alimento ou ingrediente que, além das fungBes nutricionais
bésicas, quando consumido como parte da dieta usual, produz efeitos
metabdlicos e/ou fisiologicos e/ou efeitos benéficos & saude, devendo ser
seguro para consumo sem supervisdo médica. (BRASIL, 2010, p.3).

Estas resolucdes fazem distincdo entre alegacdo de propriedade funcional e alegacao
de propriedade de satde, como segue (PIMENTEL; FRANCKI; GOLLUCKE, 2005):

3.1.2 Alegacdo de propriedade funcional: é aquela relativa ao papel metabodlico ou
fisiologico que uma substancia (nutriente ou ndo) tem no crescimento, desenvolvimento,
manutencdo e outras fungdes normais do organismo humano.

3.1.3 Alegacdo de propriedade de saude: é aquela que afirma, sugere ou implica a existéncia
de relacdo entre os alimentos ou ingrediente com doenca ou condi¢do relacionada a saude.
N&o sdo permitidas alegacdes de salude que fagcam referéncia a cura ou prevencdo de doencas.

Existe uma tendéncia norte-americana de caracterizar como alimentos funcionais,
aquelas substancias, ditas protetoras, como os flavondides (principalmente as antocianinas),
resveratrol, além de suplementos alimentares, como aminoacidos e vitaminas.

Os alimentos funcionais sdo conhecidos, tambem, pela expressdo nutracéuticos, pois
segundo estudos, eles alem de oferecer beneficios medicinais, conseguem prevenir e tratar
doencas. Outra forma de citd-los é como “designer foods” ou alimentos planejados,
envolvendo a engenharia genética nesse aspecto para designar as substancias preventivas que
0S mesmos contém. H& uma denominagdo que considera os alimentos funcionais, como
agentes quimiopreventivos, pois apresentam potencial inibidor de canceres, de forma primaria
(antes da manifestacdo da doenca) e secundaria (apds a manifestacdo do tumor).

Os chamados “designer foods” ndo podem ser considerados como suplementos
alimentares, pois ndo ird somente complementar a dieta, mas sim adequéa-la para beneficiar de
forma mais abrangente o individuo, ou seja, os alimentos irdo “planejar” a melhor estrutura
para que o individuo tenha sadde. Alguns alimentos com essas propriedades: psyllium,
citricos, alho, linhaga, cereais, acidos graxos poliinsaturados, prebidticos e probidticos, etc.
(CANDIDO; CAMPOS, op. Cit; PADILHA; PINHEIRO, 1994).

Deve-se considerar que as mudancgas ocorridas nos dois ultimos séculos no nosso
planeta, atingiram principalmente os habitos alimentares das pessoas. Muitas procuras sobre
retardar o envelhecimento das células, dietas milagrosas para diminuir as taxas glicémicas,
ingestdo de alimentos, até entdo, desconsiderados, como as sementes de quinoa, amaranto,
entre outras. 1sso € reflexo da necessidade de mudanca, do ser humano ter mais clareza sobre
0 que se ingerir.

Naturalmente, todos os alimentos sdo funcionais, uma vez que nos proporcionam
sabor, aroma e valor nutritivo (HASLER, 1998). Entretanto, nas Ultimas décadas, o termo
funcional esta sendo aplicado a alimentos com uma caracteristica diferente, a de proporcionar
um beneficio fisioldgico adicional, além das qualidades nutricionais basicas encontradas.

3.1.4 Definicéo

Definir alimentos funcionais, ainda, é uma tarefa dificil, pois, suas inter-relagdes com
as atividades metabdlicas sdo complexas. No entanto, existem alguns termos para caracteriza-
los. Segundo Monteiro e Marin (2011), os alimentos funcionais devem apresentar
propriedades benéficas além das nutricionais basicas, sendo apresentados na forma de
alimentos comuns.

Tais alimentos s@o consumidos em dietas convencionais, mas demonstram capacidade
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de regularizar fungdes corporais de forma a auxiliar na protecdo contra doengas, como
hipertenséo, diabetes, neoplasias, osteoporose e coronariopatias (SOUZA, 2003).

Os alimentos funcionais sdo todos os alimentos ou bebidas que, quando consumidos
na alimentacdo cotidiana, podem trazer beneficios fisiologicos especificos, gracas a presenca
de ingredientes fisiologicamente saudaveis, como vitaminas antioxidantes, fibras, etc
(CANDIDO, 2005).

Os alimentos funcionais sdo alimentos que provém a oportunidade de combinar
produtos comestiveis de alta flexibilidade com moléculas biologicamente ativas, como
estratégia para consistentemente corrigir distirbios metabélicos, resultando em redugdo dos
riscos de doencas e manutengdo da saide (MORAES; COLLA, 2006).

De acordo com Souza et al (2003), os alimentos e ingredientes funcionais podem ser
classificados de dois modos: quanto a fonte de origem (vegetal ou animal) ou quanto aos
beneficios que oferecem, atuando em seis &reas do organismo:

o Sistema gastrointestinal;

Sistema cardiovascular;

Metabolismo de substratos;

Crescimento e desenvolvimento;

Diferenciagéo celular;

Comportamento das func@es fisiologicas e como antioxidantes.

Os alimentos funcionais apresentam as seguintes caracteristicas segundo Roberfroid

(2002):

o Devem ser alimentos convencionais e serem consumidos na dieta usual,

. Devem ser compostos por componentes naturais, algumas vezes, em elevada
concentracdo ou presentes em alimentos que normalmente ndo os supririam;

o Devem ter efeitos positivos além do valor basico nutritivo, que pode aumentar

0 bem-estar e a salde e/ou reduzir o risco de ocorréncia de doencas, promovendo beneficios a
salde além de aumentar a qualidade de vida, incluindo os desempenhos fisico, psicoldgico e
comportamental,

o A alegacéo da propriedade funcional deve ter embasamento cientifico;

o Pode ser um alimento natural ou um alimento no qual um componente tenha
sido removido;

o Pode ser um alimento em que a natureza de um ou mais componentes tenha
sido modificada;

o Pode ser um alimento no qual a bioatividade de um ou mais componentes tenha

sido modificada.

Existe, ainda, outro termo muito usual sobre esses tipos de alimentos, que é o
nutracéutico. Este termo surgiu na década de 1989 para diferenciar os alimentos funcionais
dos medicamentos (ANJO, 2004).

Os nutracéuticos diferenciam dos alimentos funcionais, pois sdo alimentos ou parte de
um alimento que proporciona beneficios médicos e de salde, incluindo a prevencéo e/ou
tratamento da doenca. Tais produtos podem abranger desde o0s nutrientes isolados,
suplementos dietéticos na forma de cépsulas e dietas até os produtos beneficamente
projetados, produtos herbais e alimentos processados tais como cereais, sopas e bebidas
(ROBERFROID, 2002).

Ainda segundo Roberfroid (2005) os nutracéuticos podem ser classificados como:

- Fibras dietéticas;

— Acidos graxos poli-insaturados;

- Proteinas;

- Peptideos;



- Aminoécidos ou cetoacidos;

- Minerais;

- Vitaminas antioxidantes;

- Outros antioxidantes (glutationa, selénio).

O alvo dos nutracéuticos é significativamente diferente dos alimentos funcionais, por
varias razoes:

- Enquanto a prevencao e o tratamento de doencas (apelo médico) séo relevantes
aos nutracéuticos, apenas a reducdo do risco da doenca, e ndo a prevencao e tratamento da
doenca estdo envolvidos com os alimentos funcionais;

- Enquanto os nutracéuticos incluem suplementos dietéticos e outros tipos de
alimentos, os alimentos funcionais devem estar na forma de um alimento comum.

Alguns desses ingredientes sdo usualmente, chamados de alimentos funcionais, sao
eles:

3.1.4.1 Probitticos e prebidticos: funcionam como bioprotetores e bioestimulantes de
diversas fungdes metabdlicas, sdo micro-organismos vivos que podem ser agregados como
suplementos na dieta, afetando de forma benéfica o desenvolvimento da flora microbiana
intestinal. Podem ser utilizados na prevencdo das infeccdes entéricas e gastrointestinais
(REIG; ANESTO, 2002). H& uma definigdo internacional sobre essas substancias: os
probidticos sdo micro-organismos Vivos, que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficios a satde do hospedeiro (SAAD, 2006).

Os iogurtes e leites fermentados sdo os alimentos mais comuns a serem suplementados
com probioticos. Os leites ndo fermentados, sucos e outros alimentos também podem ser
suplementados com probidticos (SOUZA et al., 2003). Os prebidticos sdo aquelas fibras
insoltveis que sofrem um processo de fermentacdo nos probidticos. Sdo de origem vegetal:
cebola, alho, banana, tomate, aveia, chicéria, mel, trigo, aspargos, alcachofra, cerveja e alho-
por6. Tais fibras ajudam o intestino a absorver, somente, as substancias necessarias,
eliminando excessos de glicose e outras gorduras, como o colesterol (MONTEIRO; MARIN,
2011).

3.1.4.2 Alimentos sulfurados e nitrogenados: tais alimentos sdo compostos organicos
usados na protecdo contra a carcinogénese e mutagénese. As propriedades anticarcinogénicas
dos vegetais cruciferos, como repolho, brécolis, rabanete, palmito e alcaparra, sdo atribuidas
ao seu contetdo relativamente alto de glicosilatos (HASLER, 1998). Os isotiacianatos e
indGis sdo compostos antioxidantes que estdo presentes em cruciferas, tais como brécolis,
couve-flor, couve-de-bruxelas, couve e repolho. Esses compostos inibem a mutacdo do DNA,
que predispde algumas formas de neoplasia (SAAD, 2006).

3.1.4.3 Compostos fenodlicos: os flavonoides compdem uma ampla classe de substancias de
origem natural, cuja sintese ndo ocorre na espécie humana. No entanto, estes compostos
possuem uma série de propriedades, entre elas, por exemplo, atuam como antioxidantes.

Existe o conhecido “paradoxo francés”, uma aparente compatibilidade de uma dieta
com alta ingestdo de gordura e com uma baixa incidéncia de coronariopatia ateroesclerdtica,
atribuido a presenca de compostos fendlicos no vinho tinto, com propriedades antioxidantes
que inibem a oxidacdo das LDLs, evitando indiretamente os infiltrados de lipidios no interior
das artérias (AMARAL, 1995).

Ainda segundo Monteiro e Marin (2011) os flavonodides englobam uma classe
importante de pigmentos naturais encontrados com frequéncia na natureza, unicamente em
vegetais. As substancias fendlicas se caracterizam por possuir um grupo funcional hidroxila
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(OH) ligada a um anel benzénico. Os compostos fendlicos sdo inumerdveis e a partir da
molécula simples de fenol pode derivar substancias com diferentes niveis de complexidade,
que podem ser classificadas em vérias familias e grupos.

Os compostos fendlicos sdo divididos em: fendis simples, fendis compostos e o0s
flavonoides. As antocianinas sdo flavonoides, cuja coloracdo varia entre o azul e a parpura, as
antoxantinas (coloracdo amarela), as catequinas e as leucoantocianinas que séo incolores, mas
que se transformam facilmente em pigmentos pardos. Estas duas Gltimas sdéo comumente
denominadas taninos. As antoxantinas e flavonas sdo derivadas do fenil-2-benzopiranos e
aparecem dissolvidas nas células de vegetais. Usualmente sdo amarelo-claros ou incolores
estando presentes em polpas de frutas claras ou aquelas coloridas de verde com clorofila ou
vermelho, azul ou parpura com antocianinas (MONTEIRO; MARIN, 2011).

O potencial antioxidante de um composto é determinado pela reatividade dele como
um doador de elétrons ou hidrogénio, capacidade de deslocar ou estabilizar um elétron
desemparelhado, reatividade com outro antioxidante e reatividade com oxigénio molecular.
Outros efeitos fisiologicos da acdo de compostos antioxidantes seriam sua atuagcdo como
antineoplasicos e anti-mutagénicos sempre considerando que estes problemas ocorram por
acdo de radicais livres. Antioxidantes fenolicos funcionam como sequestradores de radicais e
algumas vezes como quelantes de metais agindo tanto na etapa de iniciagdo como na
propagacao do processo oxidativo, como por exemplo, em alimentos ricos em vitamina E. Os
produtos intermediarios, formados pela acdo destes antioxidantes, sdo relativamente estaveis
devido a ressonancia do anel aromatico apresentada por estas substancias (MONTEIRO;
MARIN, 2011).

Uma subclasse dos flavonoides sdo as isoflavonas, as quais tém sido um componente
da dieta de certas populacdes durante muitos seculos, como os asiaticos, por exemplo, ao
consumir soja que € rica nessa substancia. O consumo da soja tem sido considerado benefico,
com um efeito potencialmente protetor contra um nimero de doencas cronicas (ANJO, 2004).

Ainda de acordo com Anjo (2004) ndo houve indicacédo de risco a satde por causa do
consumo de soja ou isoflavonas da soja como parte regular da dieta, ao contrario, 0s estudos
epidemiologicos das Ultimas décadas sugeriram efeitos protetores destes compostos contra um
namero de doencas crénicas, incluindo doenca cardiaca coronaria, cancer de prostata,
diabetes, osteoporose, deficiéncia cognitiva, doencas cardiovasculares e sintomas da
menopausa. A soja apresenta estrutura e atividade semelhante ao estrogeno humano e séo
conhecidas como fitoestrogenos, podendo proteger o organismo contra doencgas do coracao e
possivelmente contra cancer de mama pela acdo de estrégenos bloqueadores.

Pesquisas recentes tém mostrado que dietas ricas em soja ajudam a reduzir os niveis de
colesterol (LDL) no sangue, de 12% a 15%, pois as isoflavonas da soja sdo convertidas, no
intestino, a fitoestrogenos que podem ajudar a reduzir o LDL (SOUZA et al., 2003). As
isoflavonas sdo encontradas em legumes, principalmente em gréos de soja. Embora haja uma
grande variabilidade de composicdo de isoflavonas entre os grdos de soja e produtos
alimenticios baseados em soja, a maioria das fontes dietéticas contém uma mistura de
derivados, baseados em trés isoflavonas agliconas: genisteina, daidzeina e gliciteina.

Os alimentos funcionais sdo considerados da chamada 3* Geracdo, sendo a 1% de
alimentos “light” e a 2* alimentos enriquecidos. Existe uma demanda mundial para a
descoberta de alimentos que estejam incluidos nesta categoria de funcionais (Escola Superior
Agréria de Ponte de Lima, 2007).

3.1.5 Classificacéo

Os alimentos funcionais estdo divididos em quatro categorias (CRAVEIROS;



CRAVEIROS, 2003):

e Alimentos que tradicionalmente apresentam beneficios para a saide em relacdo a
outros similares. Por exemplo: hortalicas, obtidas por técnicas adequadas de cultivo;

e Alimentos processados que tenham sofrido algum tipo de modificagdo. Por exemplo:
alimento com teor reduzido de gordura ou enriquecimento com antioxidantes;

e Ingredientes especificamente incorporados a alimentos. Por exemplo: fibras e
organismos probiéticos;

e Novos alimentos produzidos por biotecnologia ou métodos diferenciados. Por
exemplo: ovos enriquecidos com acido graxo poliinsaturado émega-3.

3.1.6 Fontes de alguns alimentos funcionais

Os alimentos funcionais derivam das mais diversas fontes. A Tabela 1 apresenta, de
forma resumida, o composto ativo, efeito fisioldgico e principais fontes desses alimentos.

Composto ativo Efeito Fonte

Terpenoides Atividade antioxidante e anticancerigena | Melancia, mamao, damasco,

(carotenoides) (utero, prostata, seio, colon, reto e pulmdo) | péssego, manga, tomate,
cenoura, brocolis, inhame
abdbora, alimentos de
coloragdo  alaranjada e
vermelha em geral

Fitosterdis Reducdo dos niveis de colesterol total e | Oleos vegetais, sementes,

LDL

nozes e vegetais.

Antocianinas

Atividade antioxidante, protecdo contra

Amora, framboesa, mirtilo,

mutagénese maca

Prebioticos Regulacdo do transito intestinal e da | Cebola, alho, tomate,
pressdo arterial, reducéo do risco de cancer | aspargo, alcachofra, banana,
e dos niveis de colesterol total e | cevada, mel, cerveja, centeio,
triglicerideos, além da reducdo da | raiz da chicdria, aveia e trigo.
intolerancia a lactose.

Probioticos Regulacdo do transito intestinal, reducéo | logurte, leite fermentado.

do risco de cancer e dos niveis de

colesterol total e triglicerideos, além do
estimulo ao sistema imunologico.

Tabela 1- fontes de alguns alimentos funcionais. Fonte: FAGUNDES e COSTA, adaptado,
2003.

3.2 Antocianinas

Antocianinas sdo pigmentos fendlicos ligados a acucares que conferem as flores e
alguns frutos suas cores caracteristicas, elas representam o mais importante grupo de
pigmentos vegetais hidrossoltveis do reino vegetal (BRAVO, 1998).

O termo antocianina, derivado do grego de flor e azul (anthos = flores; kianos = azul),
foi denominado por Marquat em 1853 caracterizando os pigmentos azuis das flores. Mais
tarde, foi observado que pigmentos naturais largamente distribuidos no reino vegetal
responsaveis pela maioria das cores violeta e varios tons de vermelho em flores, frutos, folhas,
caules e raizes eram quimicamente similares aos que deram origem a “flor azul”
(BROUILLARD, 1982). Assim, antocianidina corresponde ao composto fendlico livre
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(aglicona do tipo flavondide) enquanto antocianina é o resultado da combinacdo covalente
entre a antocianina e agucares. Glicose, arabinose, galactose, xilose, frutose e ramnose so 0s
acucares mais comuns ligados as agliconas. Dissacarideos e trissacarideos, oligossacarideos
formados pela combinacdo destes seis monossacarideos podem também glicosilar algumas
antocianinas (HARBONE; SAITO; DETONI, 1994). Dentre estes, destacam-se 0S
flavonoides e &cidos fendlicos por serem largamente distribuidos na natureza e 0s mais
comuns antioxidantes fendlicos de fonte natural (SOARES, 2002). Essa diversidade estrutural
dos polifendis se deve a grande variedade de combinacdes que ocorre na natureza, permitindo
categoriza-los em varias classes como demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Classe de compostos fendlicos em plantas

CLASSE N° DE ATOMOS DE CARBONO
Fendlicos simples, Ce

Acidos hidroxibenzdicos Ce—C1

Acetofenol, acidos fenilacéticos Ce—C>

Acidos hidroxicinamicos, fenilpropandides Ce—Cs

Flavondides C(ﬁCnge

Lignanas, neolignanas (C6—C3)2

Ligninas (Ce—Cs)n

Taninos condensados (Ce—C3—Cp)n

Fonte: (HARBONE,1994)

Em muitos casos os agUcares podem ser acilados por acidos fendlicos como p-
cumarico, caféico, feralico e sinapico (MAZZA; BROUILLARD, 1987).

A figura 1 representa a estrutura quimica basica das antocianinas (LOPEZ et al.,
2000). Apresentam qualidade funcional reconhecida mundialmente, como capazes de evitar
doencas coronarianas, antioxidantes naturais (CAO et al., 1997), vasoprotetoras, entre outros
aspectos. A acdo das antocianinas segue impedindo a oxidacdo do colesterol na parede das
artérias e, consequentemente, a ndo formacdo da placa responsavel pelo entupimento dos
Vasos.

RS

R2

Figura 1 - Antocianinas
Fonte: LOPEZ et al, adaptado, 2000.
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As ligagdes conjugadas resultam nas cores azul, vermelho e roxo das flores das
plantas. Esse grupo foi dividido em seis classes de compostos, responsaveis pelas diferentes
pigmentacgdes: vermelho (cianidina, reflete luz carmim), vermelho escuro (peonidina), azul
(delfinidina, reflete luz roxo-azulada), parpura (malvidina) e vermelha escura (petunidina)
como mostra a figura 2. A acidez do meio em que se encontram as antocianinas também pode
influir na coloragéo que refletem (STRINGHETA; BOBBIO, 2010).

Segundo Hong et al (2003), uma vez que a eficiéncia de protecdo depende da estrutura
quimica da molécula, como o grau de glicosilacdo e namero de grupos hidroxila no anel B, a
determinacdo da composicdo de antocianinas nos alimentos é uma questdo importante.

R1
OH
HO o®
X
R2
OH
OH

R1=H R2=H PELARGONIDINA
R1=0OH R2=H CIANIDINA
R1=0OH R2=0OH DELFINIDINA
R1=0CHj; R2=0OH PETUNIDINA
R1=0CHj; R2=0CHj MALVIDINA

Figura 2 - Esqueleto basico das antocianinas encontradas nos alimentos
Fonte: BOBBIO; BOBBIO, adaptado, 1995

As antocianinas compdem o maior grupo de pigmentos sollveis em agua do reino
vegetal, segundo Bridle e Timberlake (1997) e sdo estudadas em todo o0 mundo como agentes
da coloracdo natural em alimentos (MAZZA; MINIATI, 1993). No entanto, para Markakis
(1982), possuem baixa estabilidade em comparagdo com o0s corantes sintéticos, limitando a
sua utilizacdo na industria alimenticia.

A luz é um fator de grande importancia na alteracdo da cor das antocianinas e a
transformacdo € mais intensa quando esse fator estd associado com o efeito do oxigénio
(MARCO; POPPI, 2008).

Na natureza, as moléculas de antocianinas estdo frequentemente associadas com outras
moléculas chamadas de co-pigmentos, como os aminodacidos, alcaldides e flavondides nédo
antocianicos. Tais estruturas exercem uma influéncia determinante sobre a cor dos vegetais,
favorecendo o seu descoramento e diminuindo sua estabilidade cromatica, de acordo com
Bobbio e Bobbio (1995), pois atuam aumentando a intensidade da cor deslocando a
absorvancia no sentido do maior comprimento de onda, efeito batocrémico (WILSKA,
KORZUCHOWSKA, 1996).

Devido a solubilidade em &gua, as antocianinas ocorrem nos tecidos das plantas
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http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T6R-443JW42-C&_user=4271593&_coverDate=11%2F30%2F2001&_alid=1751025896&_rdoc=15&_fmt=high&_orig=search&_origin=search&_zone=rslt_list_item&_cdi=5037&_sort=r&_st=13&_docanchor=&view=c&_ct=31&_acct=C000062687&_version=1&_urlVersion=0&_userid=4271593&md5=5481a9cb0234715eec8e5b7425d17f89&searchtype=a#bib16

dissolvidas no fluido da célula vegetal, que geralmente apresenta pH levemente &cido
(MARCO; POPPI, 2008) e, segundo Gonnet (1998), nessa faixa de pH as antocianinas
apresentam-se incolores. Entretanto, as antocianinas estdo sempre relacionadas as partes
coloridas das plantas indicando que fatores fisico-quimicos devem estabiliza-las naturalmente
(WILSKA; KORZUCHOWSKA, 1996).

Em geral, os estudos de separacdo de antocianinas séo feitos com o objetivo de separar
e identificar cada antocianina presente no extrato. Para tanto pode-se purificar as antocianinas
através de técnicas cromatogréficas, especialmente pela cromatografia em papel (JACKMAN
et al., 1987; SHI; LIN; FRANCIS, 1992; TERAHARA et al., 1989). Outras técnicas
alternativas de cromatografias foram extensivamente estudadas por Fossen e Andersen
(1996), Andersen e Fossen (1995), além de Shi, Lin e Francis (1992) que estudaram a
separacdo e purificacdo das antocianinas por cromatografia de camada delgada. Atualmente, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia vem se destacando como um processo rapido e
eficiente para separar e isolar pigmentos antocianicos do extrato bruto.

A grande diversidade das antocianinas esta relacionada com a possibilidade de varias
combinacgdes de grupos substituintes em sua molécula, da natureza e do nimero de agUcares e
de &cidos alifaticos e/ ou aromaticos, bem como da localizacdo desses compostos presentes na
sua aglicona o que ird conferir a sua molécula uma maior estabilidade (STRACK; WRAY,
1989). Portanto, é raro no reino vegetal a molécula na forma livre, aglicona.

As antocianinas podem estar glicosiladas em varias posi¢des, mas ocorre naturalmente
com maior frequéncia na posigéo C3.

O segundo agUcar quando presente na molécula encontra-se na posicdo C5, porém
podem ocorrer glicosilagcdes nas posicdes C7, C3’, C4’ e C5’ (Figura 3), (BROUILLARD,
1982).

6 HO OH
© O
OH CH,0OH
Aglicona Substituicdo Acilacdo
(Estrutura do anel B) glicosidica (Esterificagdo das
(Substitui¢des nas hidroxilas dos
posigdes 3 e 5) acucares)
R1=R,=H Pelagornidina Glicose Acido p-cumarico
R,;=0OH, R,=H Cianidina Arabinose Acido fertlico
R;= R,= OH Delfinidina Xilose Acido caféico
R,=0CHjs, R,=H Peonidina Galactose
R,=0CHj3, R,=0OH Petunidina Ramnose
R,;=R,= OCH; Malvidina Rutinose
Sambubiose
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Figura 3 - Representa a estrutura das antocianinas e as posi¢coes de glicosilacdo e acilacéo
com exemplos de agUcares e &cidos mais comumente encontrados na natureza. Fonte:
(MALACRIDA; MOTTA, 2006).

3.3 Vitamina C

H& séculos, a deficiéncia de vitamina causa diversas doencas mundiais. Um dos
grandes responsaveis no combate de algumas destas doencas é o acido ascdrbico ou vitamina
C, correspondente, quimicamente, ao (R-3,4-dihidroxi-5-(S)-1,2-didroxi)furan-2-(5H)-ona,
formula molecular C¢HgOs € peso molecular igual a 176,12g.mol™. E um sélido branco
cristalino, em temperatura ambiente e ponto de fusdo entre 190-192°C (BOBBIO; BOBBIO,
1995). Possui importancia para o metabolismo dos animais e é obtido através da alimentacéo.
Sua deficiéncia leva a sintese defeituosa do tecido colagenoso e ao escorbuto. Os sintomas sao
sangramento e inchaco das gengivas, perda de dentes, sangramentos subcutaneos, baixa
cicatrizacdo e outros. Essa doenga era comum na época das grandes navegacgdes e causou
grande nimero de mortes, visto que nas longas viagens 0s navegantes ndo dispunham de
alimentos como verduras e frutas citricas (SNYDER, 1995).

De acordo com Ribeiro e Seravalli (2007) vitaminas sd8o compostos organicos,
necessarios em quantidades minimas para promover o crescimento, manutencdo fisiologica e
a capacidade de reproducdo. A ingestdo diaria de vitaminas necessaria para garantir o
funcionamento adequado do organismo é especificada como Dose Diaria Recomendada
(DDR).

Segundo Sharman (1974) o conceito de vitamina antiescorbutica foi estabelecido pelo
polonés Casimir Funk (que denominou a substéncia de “vital amim”, ou amina vital).
Somente em 1935 a sintese total da vitamina C foi realizada por Hirst, Harworth e Szent-
Gyorgyi, ap6s varios estudos sobre a definicdo de sua estrutura. Aguiar (2001) relata que a
vitamina C ndo € sintetizada pelo organismo humano, sendo necessaria sua ingestao através
da dieta.

O acido ascorbico (Figura 4) apresenta caracteristica acida em funcdo do grupo
hidroxido-endlico, tautdmero da a-hidroxicetona (Figura 5), fornecendo-lhe acdo redutora e
um comportamento acido, segundo Davies et al (1991). O nome ascorbico representa a fungédo
biologica que a vitamina apresenta contra a doenca escorbuto (do latim scorbutus, falecer.).
Contém um centro estereogénico no carbono 5,0u seja, pode gerar outros estereoisdmeros e
sua atividade esta atribuida ao isdmero levogiro.

Apresenta importante atividade antioxidante, por ser facilmente oxidado ao &cido
deidroascdrbico. As principais fontes de vitamina C sdo as frutas frescas, principalmente as
citricas, tomates, goiaba, pimentdo verde, caju, camu-camu e acerola (FIORUCCI, 2003).

Figura 4 - Estrutura do acido ascérbico. Fonte: ROSA, adaptado, 2007.
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Figura 5 - Acidez das hidroxilas na molécula do &cido ascérbico.
Fonte: ROSA, 2007.

Guthrie (1989) sinalizou que a determinacdo do conteudo de &cido ascorbico em
vegetais € muito importante, pois além de seu papel fundamental na nutricio humana, sua
degradacdo pode favorecer o escurecimento ndo enzimatico (ABD ALLAH; ZAKI, 1974),
causando sabor estranho (BERNHARDT et al., 1979). O acido ascorbico € um importante
indicador em alimentos, pois sendo a vitamina mais termolabil, sua presenca indica que
provavelmente os demais nutrientes também estdo sendo preservados (BENDER, 1978).

O é&cido ascorbico, como antioxidante em alimentos, funciona de diversas maneiras; na
remocdo do oxigénio, prevenindo, portanto, a oxidagdo de constituintes sensiveis do alimento
e na regeneracdo de antioxidantes, além de atuar, de forma sinérgica, com 0s agentes
complexantes e, ou, na reducéo de produtos indesejaveis da oxidagdo (RAMALHO, 2005).

A vitamina C, apresenta-se sob duas formas: acido ascorbico e acido deidroascorbico
(forma oxidada), pode ser degradada pelo calor, alcalinidade do meio, oxidagdo, altas
temperaturas e solubilidade em agua (BELITZ; GROSH, 1997). Ela proporciona protecédo
contra a oxidagdo descontrolada no meio aquoso da célula, devido ao seu alto poder de
reducdo (COUTO; CANNIATTI-BRAZACA, 2010). Esta vitamina tem sido uma das
apontadas para prevenir infeccOes, doencas cardiovasculares, aumento da atividade
imunoldgica do organismo.

O acido ascérbico € uma vitamina importante para nutricdo humana e a forma do acido
L-ascorbico é a principal biologicamente ativa, desempenhando muitos papéis cruciais no
crescimento e metabolismo como um agente antioxidante potente, eliminando varias espécies
reativas de oxigénio e agindo como co-fator mantendo a atividade de um niimero de enzimas
(BRAUSE; WOOLLARD; INDYK, 2003).

Estudos recomendam, para melhor conservacdo da vitamina nos alimentos, o
armazenamento em baixa temperatura, rapido pré-aquecimento (para destruir as enzimas
oxidantes), além do minimo contato com o oxigénio atmosférico. Segundo eles, a
pasteurizacdo, o cozimento, a desidratacdo e a evaporacdo destroem parcialmente a vitamina
C, devido a sua alta solubilidade em &gua. Relatam ainda que os sucos de citros e de tomate
enlatados ou congelados contém os mesmos teores de vitamina C das frutas “in natura”
(CAMARGO et al., 1984).

Segundo Fiorucci (2002), a vitamina C é rapidamente decomposta pelo calor. Em
conseqléncia dessa caracteristica, 0 seu isolamento é um tanto dificil, e vegetais cozidos por
tempo elevado e alimentos obtidos por processamento industrial intenso contém vitamina C
em pequena quantidade.
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3.4 Antioxidantes

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2011), antioxidantes
sdo substancias capazes de retardar o envelhecimento das células ou sua oxigenacdo. A acao
de combate aos chamados “radicais livres”, ou seja, os oxigénios do tipo singleto tornam os
antioxidantes as substancias mais estudadas nos dias atuais, pois a proposta é ter uma vida
longa e saudavel. Eles sdo um conjunto heterogéneo de substancias, tais como pigmentos
naturais, vitaminas, minerais, enzimas e outros compostos vegetais que bloqueiam a ac¢ao dos
radicais livres.

Do ponto de vista quimico, sdo aquelas substancias aromaticas que possuem, no
minimo, uma hidroxila (OH"), sintéticos como, por exemplo, o BHA (butilhidroxianisol),
largamente utilizado nas industrias alimenticias, o BHT (butilhidroxitolueno), naturais ou
bioativos como terpenos, organosulfurados, compostos fendlicos, entre outros que fazem parte
da constituicdo de diversos alimentos (BRENNA; PAGLIARINI, 2001; FENNEMA, 1993).

Nas vitaminas antioxidantes, a oxidacdo nos sistemas biol6gicos ocorre devido a acdo
dos radicais livres no organismo. Estas moléculas tém um elétron isolado, livre para se ligar a
qualquer outro elétron, e por isso sdo extremamente reativas. Elas podem ser geradas por
fontes endogenas ou exogenas.

As fontes enddgenas originam-se daquelas de processos bioldgicos que normalmente
ocorrem no organismo, tais como reducdo de flavinas e tidis resultado da atividade de
enzimas como as oxidases, ciclo-oxigenases, lipo-oxigenases, desidrogenases e peroxidases,
além de presenca de metais de transi¢do no interior da célula e de sistemas de transporte de
elétrons. Esta geracdo de radicais livres envolve vérias organelas celulares, como
mitocondrias, lisossomos, peroxissomos, nucleo, reticulo endoplasméatico e membranas
(SOARES, 2002).

Ainda segundo Soares (2002) as fontes exdgenas geradoras de radicais livres incluem
tabaco, poluicdo do ar, solventes organicos, anestésicos, pesticidas e radiacfes, lembrando
que, na pele, a principal radiacdo envolvida é a ultravioleta. As lesdes causadas pelos radicais
livres nas células podem ser prevenidas ou reduzidas por meio da atividade de antioxidantes,
sendo estes encontrados em muitos alimentos.

Os antioxidantes podem agir diretamente na neutralizacdo da acéo dos radicais livres
ou participar indiretamente de sistemas enzimaticos com essa funcédo. Dentre os antioxidantes
estdo a vitamina C, a glutationa, a vitamina E, o &cido Urico e os carotendides (SHAMI;
MOREIRA, 2004). Estes ultimos estdo presentes em alimentos com pigmentacdo amarela,
laranja ou vermelha (tomate, abdbora, pimentdo, laranja). Seus principais representantes sao
0s carotenos, precursores da vitamina A (Figura 6) e o licopeno. As xantofilas sdo sintetizadas
a partir dos carotenos, por meio de reac6es de hidroxilacdo e epoxidacdo. O b-caroteno e o
licopeno sdo exemplos de carotenos, enquanto a luteina e a zeoxantina sdo xantofilas. Dos
mais de 600 carotenoides conhecidos, aproximadamente 50 sdo precursores da vitamina A.
Dentre os carotenoides, o beta-caroteno € o mais abundante em alimentos e o que apresenta a
maior atividade de pré-vitamina A (GAZZONI, 2003).

Monteiro e Marin (2011) relatam que tanto os carotendides precursores de vitamina A
como 0s ndo precursores, como a luteina, a zeoxantina e o licopeno, parecem apresentar acdo
protetora antineoplasica, sendo que 0s possiveis mecanismos de protecdo sdo por intermédio
do sequestro de radicais livres, modulacdo do metabolismo do carcinoma, inibicdo da
proliferacdo celular, aumento da diferenciacdo celular via retindides, estimulacdo da
comunicacdo entre as células e aumento da resposta imune. O beta-caroteno é um potente
antioxidante com agdo protetora contra doencgas cardiovasculares. A oxidacdo do LDL (low
density lipoprotein) é fator crucial para o desenvolvimento da aterosclerose e o beta-caroteno
atua inibindo o processo de oxidag&o da lipoproteina.
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Estudos apontam que a luteina e a zeoxantina, que sdo amplamente encontradas em
vegetais verde-escuros, parecem exercer uma acao protetora contra degeneracdo macular e
catarata, degenerativas importantes associadas com envelhecimento (SOUZA, 2003).

H3C H3C
H3C CH3

N X xR X

OH

Figura 6 - Estrutura quimica da vitamina A (retinol)

A assertiva de Guo et al (2003) de que algumas frutas podem potencialmente conter
maior teor de compostos antioxidantes nas sementes e casca do que na polpa, tem apontado
para a viabilidade de uso deste material na extragdo de antioxidantes naturais.

3.5 Acucares

Os acUlcares sd@o 0s componentes mais abundantes e amplamente distribuidos entre os
alimentos. Apresentando varias funcdes como: nutricional (geram energia), adocante natural
(glicose, frutose, sacarose, etc.), matéria-prima para produtos fermentados, principal
ingrediente dos cereais, responsavel por propriedades reoldgicas da maioria dos alimentos de
origem vegetal (polissacarideo) e pela reacdo de escurecimento em muitos alimentos. Os
acucares sao os carboidratos existentes nos alimentos e sdo divididos em: monossacarideos
(glicose, frutose), dissacarideos (sacarose, lactose, galactose, maltose), polissacarideos
(maltodextrinas, amidos, gomas, pectinas e celuloses (PARK; ANTONIO, 2006).

Os acucares sdo também chamados de carboidratos ou hidratos de carbono, em virtude
de a maioria desses compostos apresentar uma formula que pode ser representada por CyHan,
On ou Cn (H20), , inicialmente interpretada como um indicacdo de carbono hidratado.
Quimicamente, os termos acUcar, carboidrato, glicidio sdo 0s compostos organicos
pertencentes a funcdo mista poliol-aldeido ou poliol-cetona e as substancias que, por
hidrolise, produzem tais compostos (NOVAIS, 2009).

Ainda segundo Novais (2009), o termo glicidio, deriva do grego glykys, que significa
“doce”, tendo origem no fato de muitos desses compostos apresentarem sabor adocicado. No
entanto, € necessario frisar que nem todos os glicidios sdo adocicados, por exemplo, o
polissacarideo amido (formados por milhares de moléculas de monossacarideos) néo
apresenta sabor doce.

Segundo a ANVISA (BRASIL, 2012) os aclcares sdo todos 0os monossacarideos e
dissacarideos presentes em um alimento que é digerido, absorvido e metabolizado pelo ser
humano.

Segundo Bobbio e Bobbio (1995), acucares sdo solidos incolores, cristalinos e
apresentam sabor doce.

A glicose tem formula quimica bésica igual a C¢H1,06, que apresenta a proporcao de
um atomo de carbono para uma molécula de agua. Tal proporcdo mantém-se em todos os
compostos desse grupo. Os agucares mais simples sdo chamados de monossacarideos podem
ter de trés a sete atomos de carbono, e 0os mais conhecidos — glicose, frutose - tém seis e 0s
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polissacarideos, como a sacarose que apresenta doze atomos de carbonos, conforme mostra a
figura 7. A sacarose é um dissacarideo (participa de hidrdlise resultando em compostos de
menor peso molecular), enquanto que a glicose e frutose sdo monossacarideos (ndo sdo
hidrolisaveis). A glicose, frutose e sacarose também sdo consideradas carboidratos simples,
por serem de facil digestibilidade no organismo (POMINE; MOURAO, 2006).

CH20H
) HOH2C OH
0
OH
OH OH H CH20H
OH H
Glicose OH Frutose
CH20H CH20H
H
0 H H 0 H
OH H OH H
O CH20H
OH OH
H OH H OH
Sacarose

Figura 7 - férmulas da glicose, frutose e sacarose, respectivamente.

Os acucares melhoram a qualidade do alimento, bem como modificam o “flavor”, as
caracteristicas fisico-quimicas e podem apresentar outras propriedades benéficas para o
consumidor, como por exemplo, a textura do alimento (CRITTENDEN; PLAYNE, 1996).

S&do compostos determinantes para a composicdo da microflora intestinal, aumentando
a producdo das bifidobactérias e reducdo das bactérias deterioradoras (SAKO et al., 1999),
reduzindo a ac¢do dos metabdlitos téxicos (MODLER, 1994; TOMOMATSU,1994).

Os carboidratos que participam da dieta podem ser classificados com base nas
propriedades fisiologicas de digeriveis ou ndo-digeriveis, havendo trés principais tipos de
carboidratos ndo-digeriveis: os polissacarideos nao-amidicos, os amidos resistentes e 0s
oligossacarideos ndo-digeriveis (VORAGEN, 1998).

A determinacdo de acglUcares em alimentos reconhece sua caracteristica para que o
mesmo possa ser utilizado como adogante ou outra fonte de energia, além de reconhecer sua
qualidade.

17



3.6 A Espectrofotometria e o Método da Capacidade Antioxidante Trolox Equivalente
TEAC

Os métodos espectrofotométricos baseiam-se na capacidade que a amostra tem de ser
descolorida em presenga de algum reagente, como por exemplo, o ABTS (acido 2,2’- azinobis
-3-etilbenzenotiazolina- 6 —acido sulfénico) que através de uma reagdo quimica com
persulfato de potassio, gerando o cation radical ABTS™, que inicialmente possui coloracio
verde escura, passando para um verde claro no processo de captura. Alguns reagentes tornam-
se responsaveis pela razdo custo/beneficio nesta captura deste radical, observando a sua
capacidade antioxidante total (BUTERA et al., 2002).

A atividade antioxidante total (AAT) é calculada baseada em uma curva padrdo linear,
sendo o antioxidante de referéncia o composto 6-hidroxi-2,5,7,8- tetrametilchroman-2-4cido
carboxilico ou Trolox a 2000 uM. O método TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity)
mede a capacidade antioxidante de uma dada substéncia, em comparacdo com o padrdo
Trolox, um anélogo da vitamina E, utilizando o ensaio em ABTS para a descoloracéo e
posterior leitura em espectrofotémetro U.V visivel a 734 nm.

Segundo Miller et al (1993), o decréscimo produzido pelo Trolox é comparado aquele
que é gerado pelo antioxidante que estd sendo analisado, a técnica consiste na reducdo da
coloragdo intensa do composto ABTS™ o qual é oxidado pela amostra, e se transforma em
ABTS". Quanto mais a coloragdo é reduzida, maior serd o potencial antioxidante da amostra.
Usa-se um calculo com os resultados interpolados em uma curva de calibragdo e expressos em
atividade antioxidante equivalente a 2000 uM (RUFINO et al., 2007; Re et al, 2007).

As influéncias tanto da concentracdo de antioxidante e duracdo da reacdo sobre a
inibicdo da absorcdo do cation radical sdo consideradas como fator determinante na
concentracdo da atividade antioxidante.

3.7 Pitaya

18.01.2012

Figura 8 - Pitaya vermelha de polpa branca.

A pitaya (Figura 8) é uma cactacea pertencente ao género Hylocereus, originaria da
América, e de alto Potencial agrondémico e econdmico (ORTIZ; LIVERA, 1995). Também
conhecida como Fruta dragdo ou pitaya vermelha ou rainha da noite, pertence ao grupo das
Cactaceas da familia Cactdide, subfamilia da Cactea (RAVEH; MIZRAHIA; NERD, 1993).
Este nome significa “fruto coberto por escamas”, segundo os mexicanos. Segundo Zee, Yen e
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Nishina (2004), o nome é empregado tanto para a planta como para o fruto.

Donadio e Sader (2005) relatam que existem dois tipos de pitayas de maior valor
comercial: a amarela (Selenicereus magalanthus, Figura 9), que possui polpa amarela-
acinzentada, proveniente da Colémbia ou Martinica, e a vermelha (Hylocereus undatus) que
tem polpa branca e vermelho-rosada, sendo encontrada no México, Nicaragua e Brasil.

A pitaya vermelha (Hylocereus undatus Haw) é uma cactacea originaria das Ameéricas,
estando distribuida na Costa Rica, Venezuela, Panama, Uruguai, Brasil, Colémbia e México,
sendo os dois Gltimos os principais produtores a nivel mundial (CANTO, 1993). Encontra-se
maior diversidade genética no México e Nicaragua (ORTIZ, 1999).

-

Figura 9 - Pitaya amarela
Fonte: (REVISTA GLOBO RURAL, 2011)

E uma planta perene e que comumente cresce sobre arvores ou pedras; tem raizes
fibrosas, abundantes e desenvolve também numerosas raizes adventicias, que ajudam na
fixacdo e na obtencdo de nutrientes; os cladddios sdo triangulares, suculentos e apresentam
espinhos com 2 a 4 mm de largura. Ela cresce nos muros e nas arvores que Ihe servem de
apoio. A flor é hermafrodita, de coloracdo branca, grande (mede cerca de 20 a 30 cm de
largura) e abre durante a noite. Os frutos podem apresentar-se vermelhos ou amarelos
externamente, muito atrativos ao consumidor, com polpa esbranquicada, de sabor agradavel,
levemente adocicado, apresentando um grande namero de diminutas sementes, de coloragédo
preta (CANTO, 1993).

As plantas sdo sensiveis a temperaturas extremas. 1sso deve ser levado em
consideracdo quando selecionar o local para um plantio comercial. Idealmente, um local
“frost-free” deve ser selecionado. Estes cactos mostram danos a -2°C e muitas vezes morrem
em -4 C (THOMSON, 2002).

Estas plantas também serdo danificadas em temperaturas acima de 45°C. Nerd e
Mizrahi (1999) relatam que a pitaya € uma espécie adaptada para areas sombreadas e ndo para
desertos, portanto, elas crescerdo melhor em areas ao longo da costa, onde as temperaturas sdo
moderadas pela influéncia do oceano.

Esse fruto apresenta casca folhosa (escamada) chamadas de bracteas, bem
desenvolvidas, de coloracdo rosa intenso e ou amarela dependendo da espécie. A qualidade
dos atributos da pitaya depende de suas caracteristicas fisico-quimicas, que dependem,
intrinsecamente, do clima e solo (ALVARENGA; FORTES, 1985).

Segundo Le Bellec e Imbert (2006), a espécie Hylocereus polyrhizus ¢ um fruto
pequeno de escalada, apresenta como um cacto que tem recebido, em todo o mundo, um
reconhecimento como uma planta ornamental com grandes e perfumadas flores que se abrem
a noite, tem polpa branca, com muitas pequenas sementes pretas, com boa textura e sabor
agradavel.
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A pitaya é considerada como uma rica fonte de nutrientes e minerais como vitamina
B2, vitamina B1, B3 e vitamina C, proteinas, gorduras, fibras, carboidratos, flavondides,
tiamina, niacina, piridoxina, cobalamina, glicose, alguns compostos fendlicos, betacianinas,
polifendis, caroteno, ferro, fosforo e fitoalouminas. Também € rica em potéssio, proteinas,
fibras, sodio e calcio (KHALILI et al, 2006).

As sementes da pitaya contém um d&leo com propriedade laxativa, reduzem o
colesterol total e o LDL (Lipoproteina de baixa densidade, considerado o “mau colesterol’”)
em humanos, pois inibem a absor¢cdo dessa gordura pelo intestino, favorecendo uma agéo
laxante suave (CRANE; BALERNI, 2005).

De acordo com Nerd e Mizrahi (1999) estudos realizados no Vietnd e lIsrael,
respectivamente, comprovaram que o tempo ideal para a colheita de frutas Hylocereus
undatus foi de 28 a 30 dias apds o florescimento. Segundo Donadio (2009), essas frutas sdo
climatéricas, ou seja, amadurecem depois da colheita, por isso devem ser colhidas ainda
verdes, onde tem maior conservacdo e quando mantidas a uma temperatura de 14°C n&o
perdem suas propriedades.

De acordo com Canto (1993), a composicdo quimica da parte comestivel da pitaya
apresenta:

CALORIAS 369
ACIDO ASCORBICO 25mg
AGUA 89,49
PROTEINAS 0,59
GORDURAS 0,01g
CARBOIDRATOS 9,29
FIBRA 0,39
CINZAS 0,59
CALCIO 69
FOSFORO 199
FERRO 0mg
TIAMINA 0,01mg
RIBOFLAVINA 0,03mg
NIACINA 0,02mg

Quadro 1 - Composicdo quimica da parte comestivel da pitaya
Fonte: (CANTO, 1993)

3.7.1 A Producao, consumo e mercado da pitaya no Brasil

O Brasil encontra-se em terceiro lugar na producdo mundial de frutas. A producdo em
2009 superou a marca de 33 milhdes de toneladas (AGRIANUAL, 2010). Estudo da
Organizacdo das NagOes Unidas para Agricultura e Alimentacdo e da Organizagdo para a
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Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico (FAO-OCDE) aponta que o Brasil devera
aumentar em 40% a producdo agricola até 2019, superando com grande margem paises como
Ucrania (29%), Russia (26%), China (26%), india (21%), Australia (17%), Estados Unidos e
Canada (10 a 15%) (PORTAL DO AGRONEGOCIO, 2011).

Segundo Fernandes (2006), este pais possui 5 milhGes de propriedades rurais que
geram cerca de 35% de empregos e sdo a principal fonte de divisas internacionais,
correspondentes 40% das exportacgdes brasileiras. A pitaya encontra-se no Brasil, ainda, com a
producdo um pouco timida. Alguns produtores do interior do estado de S&o Paulo apresentam
essa fruta como bagagem no seu pomar. A agroindustria brasileira € um dos principais
segmentos da economia nacional, com importéncia tanto para abastecimento interno como
para 0 desempenho exportador do Pais, com destaque para o preparo e abate de carnes,
fabricacdo e refino de acucar, laticinios, panificacdo e fabricacdo de massas, 6leos vegetais e
industrias de sucos (LIRA, 2008).

No Brasil, existem pequenas areas de producdo de pitaya, situadas principalmente no
Estado de S&o Paulo, localizadas na regido de Catanduva. Entretanto, devido ao maior
consumo de frutas exdticas e ao seu valor comercial, surgiu interesse por parte dos
fruticultores no plantio e cultivo desta frutifera. Na regido Sudeste, a producdo dos frutos
ocorre durante os meses de dezembro a maio. A produtividade média anual é de 14 toneladas
de fruto/ha (BASTOS et al., 2006).

Existe uma comprovacéo que a vida util ou o tempo de comercializa¢ao da pitaya, sem
ocorréncia de variagcbes em suas caracteristicas fisico-quimicas na pos-colheita do fruto e sem
uso de nenhum tratamento quimico, podera ser de até 10 dias (HOA et al., 2006).

3.8 A Técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

E um processo de analise de separacdo fisica cuja aplicacdo permite a analise
qualitativa (mais comumente) e quantitativa de uma amostra. Esse método analitico vem
sendo amplamente empregado gracas ao rapido tempo de analise. Permite separar
constituintes de uma mistura através de sua distribuicdo em duas fases: uma estacionaria
(fixa) e a outra fase movel. Essa técnica utiliza suportes com particulas diminutas que sdo 0s
responsaveis pela alta eficiéncia desse método de cromatografia. A fase movel (liquida)
movimenta-se continuamente através da coluna contendo a fase estacionaria (sélido). O soluto
interage com as fases estacionarias e méveis por adsorcao, particdo, exclusdo molecular, troca
idnica. As separacdes em CLAE podem ser por adsorcdo (separagdo solido-liquido), particéo
(separacdo liquido-liquido) ou ambos (CECCHI, 2003).

A cromatografia liquida classica é muito utilizada para isolamento de produtos
naturais e purificacdo de produtos de reaces quimicas. As fases estacionarias mais utilizadas
sdo silica e alumina, entretanto estes adsorventes podem servir simplesmente como suporte
para uma fase estacionaria liquida. Fases estacionarias sélidas levam a separacdo por adsor¢éo
e fases estacionarias liquidas por particdo (LANCAS, 2009).

Por convencado, quando a fase estacionaria contém grupos polares (por exemplo, fases
contendo grupos como ciano propil ou amino propil quimicamente ligados a silica), o sistema
é dito estar operando em Fase Normal (Normal Phase ou NP). Neste caso, o eluente &,
usualmente, menos polar (hexano, diclorometano, éter de petrdleo) para que ocorra a particdo
do analito entre duas fases, e a separacdo desejada seja obtida. Empregando-se fases
estacionarias contendo grupos apolares tais como octadecil (C-18; octil (C-8), hexil (C-6)) o
processo € chamado Fase Reversa (Reverse Phase, RP) e a fase movel serd mais polar,
usualmente empregando solventes como metanol ou acetonitrila misturado com &gua
(LANCAS, 2009).
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Em CLAE, vérias operacdes podem ser necessarias (Figura 10), dependendo da
natureza da amostra, da matriz e da concentracdo dos analito a serem determinados
(LANCAS, 2009).

A CLAE nada mais € que uma otimizagdo da coluna cléssica, em que o solvente passa
pela coluna a alta pressdo, tornando a separacdo entre 0s compostos da amostra muito mais
rapida eficiente (CECCHI, 2003).

Os mais populares detectores em CLAE sdo os detectores de absorvancia de radiacéo
ultravioleta. O principio de funcionamento dos mesmos € que a fase mével que emerge da
coluna passa através de uma pequena célula que ¢ mantida no caminho de um feixe de
radiacdo UV-Visivel, provinda de uma lampada de deutério (UV), ou tungsténio (Visivel). A
radiacdo ndo absorvida é medida em um dispositivo denominado fotodiodo (SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 1997).

Homogeneizacdo .
Concentragdo Limpeza

¢ Extracdo o ou diluigdo (clean-up) | Analise

Redugdo de tamanho

Figura 10 — Operaces tipicamente envolvidas durante o preparo da amostra para analise
cromatografica
Fonte: LANCAS, 2009

Alguns estudos de determinacdo de antocianina por CLAE preveem uma hidrdlise
acida para obtencdo das antocianidinas no material, diante da impossibilidade de obter
padrdes que permitissem a identificacdo das antocianinas. Entretanto, para identificar e
quantificar as antocianinas, individualmente, por meio da CLAE de fase reversa, 0 maior
desafio é a disponibilidade dos padrées de referéncia para mais de 600 compostos ja
identificados, segundo Wrolstad (2004), ao se referir a apresentacdo de Andersen (2002)
durante o Workshop Internacional de Antocianinas.

Esta diversidade é resultante do numero de grupos hidroxila e metoxila, da natureza e
do numero de aglcares e de &cidos alifaticos e/ou aromaticos, bem como da localizacéo
desses compostos presentes na aglicona (STRACK; WRAY, 1994). No entanto, por hidrdlise
acida, o namero de antocianinas pode ser reduzido gerando estruturas menos complexas, as
antocianidinas, cujos padrdes encontram-se comercialmente disponiveis (NYMAN;
KUMPULAINEN, 2001). Todavia, a mais rapida e eficiente separacdo de misturas complexas
de antocianinas pode ser feita por cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE).

Como essa técnica ndo é destrutiva, os picos separados podem ser coletados para
analises posteriores. Além disso, a CLAE pode ser usada para separar e quantificar
microgramas de antocianinas sem necessitar de extensa purificacdo preliminar das amostras
(JACKMAN; YADA; TUNG, 1987).

Outra grande vantagem da CLAE sobre outros métodos analiticos é a sua resposta
rapida através das particulas muito pequenas para analise, facilitando o resultado (CIOLA,
1998).

Em comparacdo a Espectrofotometria, por exemplo, onde o analito estd entre
comprimento de onda que varia do ultravioleta visivel até o infravermelho, alguns fatores
fisicos podem diminuir a sensibilidade, como a excessiva diluicdo da amostra, deixando-a
fora da faixa Otima de leitura ou entdo a ocorréncia de desvios instrumentais, quando as
solucBes estdo muito concentradas e as moléculas de soluto influenciam umas as outras
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devido a suas proximidades, pois quando ficam muito perto umas das outras, a absortividade
pode mudar um pouco o resultado (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 1997).

3.9 pH

O pH ¢é uma medida que expressa a acidez, basicidade ou neutralidade de uma
substancia. Determina a concentracdo hidrogenibnica de uma solugdo e se relaciona
inversamente com a acidez (THE, 2001).

O seu valor pode ser relacionado com o teor de vitamina C no alimento, considerando
que quanto maior o valor do pH, menor serd o teor de vitamina C. O pH de um alimento,
garantird se 0 mesmo sofrera deterioragdo mais ou menos rapido, pois 0s micro-organismos
atuam de forma mais intensa, quando o valor dessa grandeza encontra-se na faixa neutra a
alcalina.

3.10 Sélidos Solaveis (SS) ou Grau Brix em Alimentos

Esta grandeza corresponde ao teor de solidos soltveis no alimento, caracterizando sua
maturidade ou grau de acidez (ROJAS-BARQUERA; NARVAES-CUENCA, 2009). O teor
de Brix relaciona a quantidade de substancias dissolvidas no alimento, constituida
majoritariamente, por acgucares (CASTRO, 2005).

Gomes, Figueirédo e Queiroz (2002) indicaram que a dogura, sabor, cor e textura sao
indicativas da presenca de acUcares sollveis, sendo os principais aglcares encontrados nos
frutos, a glicose, frutose e sacarose, variando em propor¢des de acordo com a especie e
estddio de maturacdo. Os teores de solidos solUveis remetem ao total de todos os sélidos
dissolvidos na agua, comecando com acgucar, sais, proteinas e acidos. Existe uma correlacdo
entre a maturacgéo e o conteudo Util de agucar nas frutas.

3.11 Acidez Total Titulavel

De acordo com Cecchi (2003) os é&cidos organicos presentes nos alimentos
influenciam o sabor, odor, cor, estabilidade e manutencédo de sua qualidade. A acidez titulavel
varia de 0,2 a 0,3% em frutas de baixa acidez como macas vermelhas e bananas, 2,0% em
ameixas e acima de 6% em frutas citricas, como o limdo. O &cido citrico € o principal
constituinte de varias frutas como liméo, laranja, figo, péssego, péra, abacaxi, morango e
tomate. A proporcdo relativa de acidos organicos presente em frutas e vegetais varia com o
grau de maturacéo e condicGes de crescimento.

Um processo de decomposicdo do alimento, seja por hidrolise, oxidacdo ou
fermentacdo, altera a concentracdo dos ions hidrogénio (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
2005), consequentemente, altera sua acidez em funcdo do incremento na concentracdo de
acidos organicos, produtos gerados do metabolismo respiratorio dos frutos.

A acidez total titulavel relaciona todos os &cidos existentes no alimento, influenciando
seu sabor, odor, estabilidade e manutencdo da qualidade (CECCHI, 2003).

3.12 A técnica de espectrometria de massas (ES ou Mass Spectrometry, MS)

Com a descoberta do ion, por Goldstein em 1886 e, posteriormente com a invencéo,
por J. Thomson, do primeiro espectroscopio de massa, em 1907, o mundo abriu-se as novas
técnicas analiticas, dentre elas destacou-se a Espectrometria de Massa, cujo principio é a
determinacdo da massa molecular de um ion que se movimenta ao longo de um campo
eletromagnético. Ela permite determinar com exatiddo a massa molecular de uma grande
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variedade de compostos quimicos e bioquimicos, obtendo relevantes informagdes sobre suas
caracterizacgdes estruturais.

Segundo Carvalho et al (2006), esta técnica € sensivel, destrutiva e trabalha com a
relacdo massa/carga e o espectrdmetro de massa € um instrumento analitico capaz de
converter moléculas neutras em ions na forma gasosa e separa-las de acordo com essa razéo
massa/carga (m/z), utilizando para isso campos eletromagnéticos. Esse equipamento atua
como uma balanca de ions de altissima precisdo e, em sua grande maioria, € composto por
uma fonte ionizante, analisador (es), e detector(es), conforme esquematizado na Figura 11.
Como resultado é emitido um grafico onde o eixo y representa a intensidade do sinal dos ions
e 0 eixo X, a razdo m/z destes.

AMOSTRA | - ANALISE DE
1onIZACRO =" | ANALISADOR $ DETECTOR == [ in0s

PRESSAO 1 atm

Recipiente com baixa pressdo

Figura 11 — Esquema simplificado de um espectrometro de massa
Fonte: CARVALHO et al, 2006.

Existe, ainda, uma técnica utilizando-se a Espectrometria de Massas acoplada a CLAE
que visa garantir a melhor acuracia e resposta rapida ao analito. Esta combinacéo gera
resultados para a determinacé@o de estruturas de misturas de antocianinas (GLASSGEN et al,
1992).
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4 MATERIAL E METODOS

Os métodos e materiais utilizados na pesquisa foram os elencados a seguir:

4.1 Matéria — Prima

As amostras d

e pitaya de polpa branca e vermelha (Figura 12) foram adquiridas no

mercado da Cidade do Rio de Janeiro.

Figura 12 - Pitayas de polpa branca e vermelha in natura

4.1.1 Material

Os frutos foram selecionados, lavados e em seguida, recolheu-se as polpas (parte
comestivel) dos frutos, acondicionou-se sob refrigeracdo para posteriores analises em CLAE
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), cromatografo da marca Waters 2695, modelo
ALLIANCE com detector de arranjos de fotodiodos Waters 2996. Todas as analises foram
realizadas no Laboratorio de Cromatografia Liquida da Embrapa Agroindustria de Alimentos,

localizada em Guarati
Na realizagdo
reagentes:

de arranjos
[ ]

ba — RJ.
das analises foram utilizadas as seguintes vidrarias, equipamentos e

Balanca analitica modelo BEL — Enginner ©

Cartuchos tipo Sep-Pak C18 Waters ©;

Centrifuga modelo EBA-12;

Agitador vortex, marca MISTRAL MIXER da LAB-LINE;
Cromatdgrafo liqguido marca Waters modelo ALLIANCE com detector
de fotodiodos 2695;

Ponteiras para pipetador automatico com capacidade para 10 a 1000

uL-Brand®;

Ponteiras para pipetador automatico com capacidade para 100 a 1000

uL-Brand®;

Pipetadores automaticos com capacidade de 10, 100 e 1000 pL-Brand®;
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e Balbes volumétricos ambar com capacidade 10, 25, 100, 200, 500 e
1000 mL,;

Tubos de vidro transparente de capacidade de 50 mL;
Pipetas do tipo Pasteur;
Béqueres com capacidade de 50, 100, 250 e 500 mL;
Vials &mbar e transparentes para injetor automatico com capacidade
para 1,8 mL — Waters ®;
e Gral de porcelana com pistilo;
Crondmetro digital;
Colher de inox;
Malha de nailon;
Cubetas de vidro (4 x 1 cm);
Espectrofotdmetro, modelo SHIMADZU;
Tubos de ensaio com tampa rosqueada (8 mL);
Tubos de ensaio sem tampa (8 mL);
Acido sulfirico supra puro marca Tedia®;
Agua ultra — pura obtida do sistema Milli-Q®a 10 — Millipore;
Acetonitrila, marca Tedia®;
Celite, marca Tedia®;
Acido férmico, marca Tedia®;
Metanol, marca Tedia®;
ABTS (2,2’- azinobis (3 — etilbenzenotiazolina- 6 —acido sulfénico),
IGMA-ALDRICH®;
Agitador Ultraturrax®;
Papel de filtro;
Acetona P.A, marca Tedia®;
Alcool metilico P.A, marca Tedia®;
e Persulfato de potéssio, marca SIGMA-ALDRICH®;
e Trolox (6-hidroxi — 2,5,7,8 — tetrametilchroman- 2- &cido carboxilico),
marca SIGMA-ALDRICH® ;
e Detetor de indice de Refracdo, IR 2410;
e Etanol P.A 95%, marca VETEC®;
e Tubos Eppendorf;
e Detetor de indice de refracdo modelo 2410, marca Waters

w

marca

4.2 Quantificacdo de Acucares

Com os padrBes analiticos dos acucares a serem quantificados (frutose, glicose e
sacarose) e o uso da metodologia descrita em Macrae (1988), determinou-se o0s teores desses
acucares nas amostras das pitayas de polpa branca e vermelha de acordo com o fluxograma
abaixo (figura 13):
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Homogeneizagao das amostras de cada pitaya em banho de ultrassom por > nunutos
antes da pesagem

Agitagao das amostras

Pesagem de aproximadamente 1 mL decada amostra liquida das pitayase becher de
25mL e transterir

quantitativamente para balao volumetrico de 25mL

Solubilizar e adicionar aproximadamente 10 mL de agua Milli-Q

Banho de ultrassom por 20 minutos (o nivel da agua no tanque nao deve aquecer)

i N

Adicionar SmL de Acetonitrila com proveta de 10 ou 20mL, Completar o volume com
agua Milli-Q, usando uma pipeta Pasteur para ajustar o menisco

Filtrar em papel de filtro e caso nao haja presenca de precipitado ou turvagao,

transferir a amostra para um vial 1dentificado com tampa apropriada e injetar em
CLAE

Figura 13 — Fluxograma da anélise de agucares em CLAE

As Condigdes cromatograficas da analise foram:

-Fase movel (FM): 75% de Acetonitrila;

-Volume da injecéo: 20 pL;

-Fluxo: 1,4 mL/min;

-Coluna: Fase reversa amino 30 cm x 4,6 mm (High Performance Carbohydrate);
-Temperatura ambiente na coluna;

-Detetor IR 2410: sensibilidade = 4 e fator de escala = 8

O cromatografo liquido usado foi o da marca Waters modelo ALLIANCE com

detector de arranjos de fotodiodos Waters 2695 com detetor de indice de refracdo IR 2410.

4.3 Quantificacdo de Antocianinas

Utilizando o Comunicado Técnico n°® 162- Embrapa (SANTIAGO et al., 2010),

procedeu- se a andlise, seguindo o fluxograma abaixo (figura 14) e com as seguintes
condicdes cromatogréaficas:

-Fase movel (FM): solucdo de 5% de acido formico em agua MILLI-Q e acetonitrila

(eluicdo em gradiente);

-Volume da injecdo: 20 pL

-Fluxo: 1,0 mL/min;

-Coluna: C18 3,5 um (4,6 150 mm);

-Temperatura ambiente na coluna;

-Temperatura interna do detetor: 45°C;

O cromatografo liquido usado foi o da marca Waters modelo ALLIANCE com

detector de arranjos de fotodiodos Waters 2695.
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Lavagem dasamostras de pitayas

Pesagem da polpa (0,1g)— triplicatas

Maceracao com celite em gral de porcelana com pistilo

Agitacio em vortex por 1 minuto

Banho de ultrassom por 10 minutos

Centrifugacio por 10 minutos a 3000 RPM

Recolhimento do sobrenadante em baldes de volumétricos de 10 mL (operacio
realizada 3 vezes)

Extratos filtrados, evaporados e ressuspensos com 10 mL de solucio 10% de
metanolem solucio de acido formico 10%

Vials ambar para injecio em CLAE , cromatégrafo liquido marca Waters,
modelo Alliance com detector de arranjos de fotodiodos 2695

Figura 14 — Fluxograma da anéalise de antocianinas em CLAE
4.4 Quantificacdo de Vitamina C

A andlise foi realizada atraves de CLAE, de acordo com a metodologia descrita em
Rosa et al (2007), seguindo o fluxograma abaixo (Figura 15) e com as seguintes condicdes
cromatograficas:
-Fase movel: solucédo de 0,1N de acido sulfirico
-Coluna empregada: troca iénica BIORAD HPX87-H (7,8 x 300 mm);
-Cromatografo marca Waters, modelo ALLIANCE com detector de arranjos de fotodiodos
Waters 2695 com detetor Ultra Violeta Visivel de absorcdo em 243,8 nm;
-Volume de injecdo: 20uL;
-Fluxo: 0,7mL/min;
-Tempo de corrida: 10 minutos;
-Temperatura do injetor: 5°C.
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Homogeneizacio das amostras em ultrassom (sem aquecimento da dgua interna do aparelho)

Pesagem de 2,5g de cada amostra de polpa em baldo volumeétrico de 25 mL

Banho de ultrassom por 10 minutos

Amostras no baldo sdo avolumadas com solugéo 0,1N de acido sulfurico (solugéo extrativa)

Amostras sdo filtradas com papel de filtro e acondicionadas em vials ambar para posterior
injeciio em CLAE

Figura 15 — Fluxograma para analise de vitamina C em CLAE
4.5 Quantificacdo de Antioxidantes

Usando-se 0 método de captura do radical ABTS™ (2,2’-azinobis (3-
etilbenzenotiazolina- —&cido sulfonico), conforme descrito em Re et al (1999), mediu-se a
atividade antioxidante das amostras das pitayas de polpa branca e vermelha, pesando-se 7 e
5g, respectivamente de cada fruta (analise feita em triplicatas), observando-se o fluxograma
abaixo (Figura 16):

Pesagem de 7 e 5g, respectivamente de cada polpa de pitaya (analise feita em
triplicatas)

Adigao de 10 mL de solugdao 50% de metanol, homogeneizagao e repouso por 1h a
temperatura ambiente e no escuro ( 1 extragao)

Centrifugacao a 6000 RPM, durante 15 minutos, transferéncia dos sobrenadantes para
balao volumetrico de 25 mL

A partir do residuo da 1* extragao, adicionou-se 10 mL de solugao aquosa de acetona
70% (2% extragao), homogeneizando-se e deixando, novamente, em repouso por 1h a
temperatura ambiente

Logo apos, repetiu-se a centrifugacao com o mesmo tempo e rotagao, transferiu-se os
sobrenadantes para os balGes volumeétricos da 1* extragao e completou-se o volume
com agua MILLI-Q

Figura 16 — Fluxograma para analise de atividade antioxidante

A combinacdo das duas extracdes é importante, pois os ciclos de extracdo com solventes
com diferentes polaridades maximizam a extracdo de compostos antioxidantes com
polaridades diferentes (PEREZ-JIMENEZ et al., 2008).
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45.1 Determinacdo da capacidade antioxidante trolox equivalente (TEAC-trolox
equivalent antioxidant capacity)

Inicialmente foi formado o radical ABTSe+, a partir da reagdo de 7 mM de ABTS com
2,45 mM de persulfato de potéssio, os quais foram incubados a temperatura ambiente e na
auséncia de luz, por 16 horas. Transcorrido esse tempo, a solucdo foi diluida em etanol até a
obtencdo de uma solugdo com absorbancia de 0,70 (+ 0,01). Para realizar as analises, foram
adicionados 30 pL da amostra diluida a 1970 pL da solugdo contendo o radical, determinou-se
a absorbancia em espectrofotdmetro (modelo SHIMADZU) a 734 nm, apo6s 3, 6, 9, 12, 15, 18
e 21 minutos de reacdo. Como solucdo padrdo, usou-se o0 antioxidante sintético Trolox nas
concentragdes de 200 a 2000 uM em etanol. Todas as leituras foram realizadas em triplicata, e
os resultados foram expressos em pmol de Trolox por grama de amostra.

Preparou-se uma curva de calibracdo com a solucdo-mée, diluindo-a nas seguintes
proporcoes com etanol P.A 95%: 250uL, 750uL, 1250uL, 2500uL e 3750uL realizando-se as
leituras no espectrofotdmetro modelo SHIMADZU em um comprimento de onda de 734 nm
(Quadro 1) com os resultados da leitura seguindo no quadro 2 e obtendo-se o grafico com os
pontos da curva mostrados na figura 27.

Para obtencdo das curvas- padrdo das amostras de pitayas de polpas branca e vermelha
colocou-se os extratos obtidos, em tubos de ensaio, as analises foram realizadas em triplicatas.
O branco foi realizado contendo 30 pL de etanol P.A e a solugdo de radical ABTS™ para cada
triplicata. Transferiu-se uma aliquota de 30 pL de cada extrato para tubos de ensaio e
adicionou-se 3,0 mL do radical ABTS™ e homogeneizou-se em agitador de tubos, esperando
em intervalos de meio minuto para cada adi¢do. Realizou-se a leitura, em espectrofotémetro
modelo SHIMADZU em um comprimento de onda de 734 nm.

A quantificacdo foi obtida atraves da reacdo dos extratos das amostras e o radical
ABTS™ durante 6 minutos, sendo a leitura da absorbancia realizada em espectrofotdmetro
modelo SHIMADZU a 734 nm. Os resultados foram relacionados com a curva padréo de
Trolox, sendo expressos em capacidade antioxidante equivalente ao trolox (TEAC) em
pmol/g de amostra.

4.6 Determinacéo de pH

As amostras das polpas das pitayas foram homogeneizadas com agitador ultraturrax®e
colocadas no recipiente do titulador automatico, previamente calibrado, todas as anélises
foram executadas em triplicatas para cada polpa de pitaya. As determinacfes de pH foram
realizadas em titulador automético Metrohm®, modelo 785 DMP — Titrino, ap6s calibracéo do
aparelho com tampdes de pH 4 e 7, segundo 0 método 981.12 da AOAC (2000).

4.7 Determinacdo de Acidez Total Titulavel

As amostras das polpas das pitayas foram homogeneizadas com agitador ultraturrax®e
colocadas no recipiente do titulador automatico, previamente calibrado, fez-se todas as
analises em triplicatas para cada polpa de pitaya. A acidez titulavel das amostras das pitayas
de polpas branca e vermelha (realizada em triplicatas) foi determinada em titulador
automatico Metrohm®, modelo785 DMP — Titrino, com reagente hidréxido de sédio fatorado
com biftalato de sddio segundo o método n° 942.15 (AOAC, 2000).

Os valores foram expressos em g de &cido citrico por 100g de amostra.
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4.8 Determinacdo de Teor de Solidos Solaveis (SS) ou °Brix

As andlises foram feitas em triplicatas e o teor de solidos sollveis (SS) foi
determinado em um refratdmetro digital modelo Refractometer PAL-1 POCKET, da marca
ATAGO, conforme a sequéncia: as amostras de cada polpa de pitaya foram filtradas em
malha de néilon e o filtrado colocado diretamente no aparelho, que registrou os valores de
Brix para cada amostra de polpa. A anélise foi feita em triplicatas.

4.9 Espectrometria de massas- preparo do extrato para coleta dos picos

A analise realizou-se conforme o fluxograma abaixo (figura 17) com a utilizagdo do
sistema de espectrometria de massas Synapt, marca Waters® (figura 18), com insercdo direta
dos mesmos:

Figura 17 — Espectrometro de massas Synapt , marca Waters®
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Retirada (com uma colher de inox) do halo das pitayas branca e vermelha (regido entre a cagca e a parte
comestivel da fiuta)

Pesagem de 0,1g de cada amostra do halo de cada pitaya branca e vermelha em papel de aluminio

Maceraciio com celite até apresentar forma solida de cada amostra de pitaya

Acréscimo de 10 mL de solugdo 10% de acido formico em metanol

Agitagdo em vortex por 1 minuto

Banho de ultrassom por 10 minutos

Centrifugacdopor 10 minutos por 3000 RPM

Recolhimento do sobrenadante e transferéncia para baldes volumétricos de 10 mL (etapa repetida 3

vezes)
I Avolumar com golucio 10% de dcido formico em metanol e agitacio I
I Evaporac¢ao e ressugpensio dos extratos em solugdo 10% de metanol em acido formico 10% I

Centrifugacio por 1 minuto

Eluigdo dos extratos através dos cartuchos Sep-PAk C18*

Recolhimento do sobrenadante e armazenamento em tubos de vidro sob congelamento

Injecio em CLAE (Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia, modelo Alliance 2695 com detector de
arranjos de fotodiodos marca Waters 2996

Coleta dos picos

Figura 18 — Fluxograma da andlise do preparo das amostras e coleta dos picos para

espectrometria de massas em pitayas de polpas branca e vermelha
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados e discussdes das andlises realizadas nas amostras de pitayas foram
apresentados a seguir.
5.1 Acucares — Cromatograma da Pitaya de Polpa Branca

O cromatograma (Figura 19) expressa o padrdo para o resultado da andlise de
acucares.
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Figura 19 - Cromatograma padréo (frutose/ glicose/ sacarose)

O cromatograma (Figura 20) abaixo expressa o0 resultado da analise de aglcares na
pitaya de polpa branca, com as seguintes concentragoes:
e Frutose = 3,719/100g
e Glicose = 7,399/100g
e Sacarose = ndo detectada
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Figura 20 - Pitaya de polpa branca — cromatograma da amostra
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5.2 Acucares — Cromatograma da Pitaya de Polpa Vermelha

O cromatograma apresentou o mesmo perfil da pitaya de polpa branca. O resultado da
analise de acucares na pitaya de polpa vermelha apresentou as seguintes concentracoes:
e Frutose = 4,259/100g
e Glicose = 6,77g/100g
e Sacarose = ndo detectada
Os agUcares redutores como a glicose e frutose, podem ser responsaveis pela
fermentacdo do alimento e considerando que a baixa concentragcdo destes componentes
encontrados nas polpas das pitayas analisadas, favorecera sua vida Util, desde que sejam bem
acondicionadas.

5.3 Vitamina C
5.3.1 Cromatograma padrao de vitamina C

O cromatograma (Figura 21) expressa o padrdo para o resultado da analise de
Vitamina C.
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Figura 21 - Cromatograma padréo de vitamina C

5.3.2 Cromatograma da pitaya de polpa branca

O cromatograma (Figura 22) abaixo expressa o resultado da analise de Vitamina C na
pitaya de polpa branca.
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Figura 22 - Cromatograma da amostra de pitaya de polpa branca
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N&o foi possivel quantificar a Vitamina C devido a presenga de interferente coeluindo
com o0 pico de interesse, 0 que pode ser observado pelo perfil do pico do cromatograma
padrédo (abaixo marcado). A presenca da vitamina C, embora ndo quantificada, pode ser
confirmada por comparacdo ao tempo de retencdo e ao espectro do padrdo. Ainda assim, pela
escala é possivel observar que a quantidade desta vitamina presente na amostra é muito baixa.
A integragdo e a quantificagdo do pico marcado, considerando o interferente, resultou em uma
concentragdo de 1,33 mg/100g.

5.3.3 Cromatograma da pitaya de polpa vermelha

O cromatograma (Figura 23) abaixo expressa o resultado da analise de Vitamina C na
pitaya de polpa vermelha.
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Figura 23 - Cromatograma da amostra de pitaya de polpa vermelha

A concentracdo encontrada de vitamina C nas amostras de pitaya de polpa vermelha,
foi de 1,81mg/100g, considerando que a ingestdo diaria recomendada (IDR) dessa vitamina
para adultos € de 45 mg, o valor encontrado é consideravelmente baixo (BRASIL, 2005). Os
teores encontrados ainda sdo insuficientes para dimensionar uma atividade antioxidante
adequada nas amostras das pitayas (Hylocereus undatus Haw) analisadas, pois segundo YU et
al (2002), podem existir efeitos de outros compostos que sdo importantes para a capacidade
antioxidante, além da vitamina C.

A analise em coluna de troca ibnica favorece certas acdes, como por exemplo,
diminuicdo da temperatura, garantindo que tal nutriente ndo seja facilmente degradado, frente
a outras técnicas, como a titulagdo, seus resultados sdo mais confiaveis.

Abaixo segue uma tabela de comparacdo (Tabela 3) e o grafico (Figura 24) entre as
quantidades de acido ascdrbico encontradas nas pitayas de polpas branca e vermelha e outras
frutas como mamédo formosa, camu-camu, jamboldo e tomate, utilizando-se a CLAE como
técnica de determinacéo.

Tabela 3 - Teores de Acido ascorbico obtido através de CLAE em matrizes vegetais

Matriz Teor de Vitamina C
(mg/1009)
Jamboldo® 1,3
Laranja® 66
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Tomate” 21,03
Manga Tommy° 16,2
Mamé&o Formosa® 57,97
Morango® 72,05
Caju’ 125,12
Camu-camu ° 281
Pitaya de polpa branca 1,33
Pitaya de polpa vermelha 1,81

LEGENDA:

a=BARCIA et al, 2007.

b = ROSA, 2005.

¢ = OLIVEIRA et al, 2011
d = SHINAGAWA, 2009
e =SILVA et al,

f = ASSUNCAO, 2009

g = ZAMUDIO, 2007
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Figura 24 — Gréafico com os teores de Acido ascorbico obtido através de CLAE em
matrizes vegetais

5.4 Acidez Titulavel e pH

Na Tabela 4 estdo os valores encontrados de pH e acidez titulavel nas pitayas de polpa
branca e vermelha.

Tabela 4: Valores de pH e acidez titulavel (média aritmética)

Pitaya  Pitaya
branca vermelha

pH 5,25 4,81

Acidez titulavel (g de acido citrico/100g de fruta) 1,56% 2,76%
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Faleiro et al (2010) , detectaram em estudos em pitayas da espécie Hylocereus undatus
que o pH médio foi de 4,87.

Os valores encontrados podem confirmar que as amostras de pitaya vermelha tém
maiores teores de agUcares que a de polpa branca (quadro 3).

Os valores de solidos soluveis garantem as pitayas dogura compativel com frutas como
laranja e maga, respectivamente.

5.5 Sélidos Soluveis (° BRIX)

Na Tabela 5 encontram-se 0s valores para o teor de sélidos solveis ou grau Brix das
amostras de pitaya de polpa branca e vermelha.

Tabela 5 - Valores de graus brix das amostras de pitayas de polpa branca e vermelha

Pitaya  Pitaya
branca vermelha

Brix (%) 8,9 14,4

Os valores encontrados podem confirmar que as amostras de pitaya vermelha tém
maiores teores de acucares que a de polpa branca. Os valores de solidos solUveis garantem as
pitayas dulcor compativel com frutas como laranja e maca, respectivamente.

Alguns estudos encontraram valores de Brix entre 13% a 16%, aumentando a medida
que o fruto fica mais tempo junto a planta e sua casca adquirir uma coloracdo mais vermelha
(NERD et al., 1999)

5.6 Antocianinas

N&o foram encontradas quantidades consideraveis de antocianinas nas amostras de
pitayas de polpas branca e vermelha. No entanto, houve presenca desse corante no halo
(regido entre a casca e a polpa, figura 25) da pitaya de polpa branca, como mostra a figura 26,
identificada como sendo a Cianidina-3-glicosideo (BOBBIO; BOBBIO, 1995).

Figura 25 — Identificagdo (setas) da regido chamada de Halo nas pitayas de polpas vermelha e
branca, respectivamente.
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Figura 26 - Espectro U.V Visivel retirado do cromatograma do halo da pitaya de polpa
vermelha

5.7 Atividade Antioxidante Trolox Equivalente (TEAC-Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity)

Os célculos para as curvas de calibracdo e determinacdo da atividade antioxidante sdo
mostrados a seguir:

5.7.1 Construcéo da curva de calibracéo — Trolox em etanol P.A 95%

Para a curva de calibracdo do Trolox (6-hidroxi — 2,5,7,8 — tetrametilchroman- 2-
acido carboxilico), com pureza de 97%, peso molecular igual a 250,29g/mol, utilizou-se 4,85
mg dessa substancia que foram dissolvidos em 10 mL de etanol P.A 95%. Os dados foram
expressos em pM de Trolox. Os valores de massa e volume foram convertidos em g e em
litros, respectivamente e empregados na equacéo abaixo:

Concentracdo da solu¢do — mée de Trolox:
C = (massa da substancia/massa molecular)/volume da solugéo
C =(0,00485/250,29)/0,01
C = 0,002 mol.L™ equivale a 1940 mM, considerando a pureza da substancia

Os dados abaixo reportam aos dados para a constru¢do da curva-padrdo do Trolox
(Quadros 2 e 3) e logo apds o grafico (Figura 27) mostra 0 comportamento da curva-padréo.

Quadro 2 — Dados para o preparo das solucdes para curva-padrdo do Trolox

Solucdo padréo de trolox (uL) | Alcool etilico (uL) | Concentracéo final (uL)
250 4750 5000
750 4250 5000
1250 3750 5000
2500 2500 5000
3750 1250 5000
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Quadro 3 — Leitura dos valores de concentracdo e absorvancia para curva padrdo de Trolox

Absorvancialida 734nm

Concentracdo | Absorvancia
96.9 0.027
96.9 0.035
96.9 0.027

290.7 0.117
290.7 0.121
290.7 0.123
488.3 0.191
488.3 0.187
488.3 0.183
968.9 0.378
968.9 0.361
968.9 0.373
1457.2 0.545
1457.2 0.563
1457.2 0.590

¥ =0.0004x - 0.002
R*=

0.9969

0.0

200.0

400.0 600.0

800.0

Trolox {mM)

Figura 27 — Gréfico da curva padrdo de Trolox
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Com os dados dos quadros abaixo (Quadro 4, 5, 6 e 7), construiu-se os graficos da
equacdo da reta das pitayas de polpas branca e vermelha (Figuras 28 e 29), respectivamente:

Quadro 4 - Valores correspondentes a pitaya de polpa branca

massa | Volume Abs | Trolox UM
Amostra (9) do Conz‘g*;‘ﬁ;a@‘o Abs AbS | (branco- na Trolox/
Extrato controle | amostra | amostra) solucéo g Média
Pitaya 6,6422 0,025 265,69 | 0,674 | 0,505| 0,169 | 422,00 159 | 1,43
de 6,7566 0,025 270,26 | 0,674 | 0,524 | 0,150 | 374,50 1,39 | 1,36

39




polpa

branca
6,7604 | 0,025 270,42 | 0,674 | 0,530 | 0,144 | 359,50 1,33 | 2,24
Quadro 5 - Valores correspondentes a pitaya de polpa vermelha
Volume Concentragio Abs | Trolox HM
Amostra | Massa do (@/L) Abs ADbs | (ranco- na Trolox/
(9) Extrato controle | amostra | amostra) | SOIUGEO g Média
Pitayade | 4,4147 0,025 176,59 | 0,674 | 0,451 | 0,223 | 557,00 3,15| 2,99
polpa 4,5859 0,025 183,44 | 0,674 | 0,461 | 0,213 | 532,00 2,90 | 2,90
vermelha
4,9015 0,025 196,06 | 0,674 | 0,446 | 0,228 | 569,50 2,90 | 2,90

Quadro 6 - Valores correspondentes a pitaya de polpa branca (leitura das triplicatas)

Quadro 7 - Valores correspondentes a pitaya de polpa vermelha (le

Concentracéo Absorvancia

(triplicatas) (nm)
422 0,169
422 0,150
422 0,144
374,5 0,150
374,5 0,144
374,5 0,000
359,5 0,144
359,5 0,000
359,5 0,223

Concentracéo Absorvancia

(triplicatas) (nm)
557 0,223
557 0,213
557 0,228
532 0,213
532 0,228
532 0,000
569,5 0,228
569,5 0,000
569,5 0,000

itura das triplicatas)
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Figura 28 - Grafico da equacéo da reta — pitaya de polpa branca

Pitaya polpa vermelha
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Figura 29 - Grafico da equacéo da reta — pitaya de polpa vermelha

Os valores encontrados nas pitayas analisadas correspondem a baixa capacidade
antioxidante nessas frutas, provavelmente devido a sua maturacdo incompleta. Dentre o0s
métodos quimicos utilizados na determinacdo da capacidade antioxidante (captacdo de
radicais livres), o radical ABTS é um dos que apresentam resultados reproduziveis, coerentes
e mais rapidos, além de sua solubilidade ser boa, tanto em compostos de natureza lipofilica
como hidrofilica e possuir varios maximos de absor¢do (KUSKOSKI et al., 2005).

Ainda segundo Kuskoski et al (2005), essa capacidade antioxidante é dada
principalmente ao conteddo de compostos fendlicos e antocianicos. Xu et al (2008), relataram,
em estudos de variedades de frutas citricas na China, que os coeficientes de correlacdo de
acido ascorbico, fendlicos totais e os acidos fenolicos, indicam que o principal componente
contribuinte para a atividade antioxidante total em sucos citricos € o &cido ascorbico.
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Righetto et al (2005), relataram que a vitamina C e os componentes fendlicos sdo 0s
componentes mais importantes para 0 aumento na capacidade antioxidante em sucos de
acerola, por exemplo.

5.8 Anélise da Espectrometria de massas

Detectou-se a presenca de antocianinas, utilizando-se a técnica de espectrometria de
massas como mostra a figura 30, no halo da pitaya de polpa branca (regido entre a casca e a
polpa), observando-se 0 pico majoritario e acima a regido onde ocorre a presenca de tal
corante. No entanto, ndo foi possivel detectar a presenca de antocianinas nas amostras das
pitayas de polpa vermelha, devido a alguns problemas técnicos durante a coleta dos picos
nessa amostra.
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Figura 30 - Cromatograma do halo da pitaya de polpa branca
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6 CONCLUSAO

Através da CLAE, ndo foi possivel detectar indices significativos para os teores de
vitamina C e antocianinas nas polpas das pitayas analisadas. Em se tratando das antocianinas,
por se tratar de um corante que degrada rapidamente, a sua presenca mostrou-se irrisoria nesse
alimento, necessitando de mais analises e padronizacdes em condi¢fes mais especificas de
monitoramento.

A baixa quantidade de atividade antioxidante deve-se, primeiramente, ao tempo de
armazenamento, que diminui os teores desses analito.

Quanto ao pH e acidez total titulavel (g de &cido citrico/100g de fruta) por se tratar de
uma fruta exdtica e de recente consumo no nosso pais, precisam, ainda, ser monitorados e
analisados, possivelmente, sob condigdes de cultivo controlado desse alimento.

Enfim, por ndo ter valores referentes as quantidades dos analitos estudados nas
literaturas consultadas, ndo foi possivel fazer comparacées, contudo foram feitas as analises
que poderdo servir como padréo de referéncia para trabalhos futuros ou como base para o
estabelecimento dos Padrdes de Identidade e Qualidade das pitayas analisadas.
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7 SUGESTOES

Diante dos resultados encontrados, sugere-se:

- Um estudo mais aprofundado sobre a composicao centesimal nas espécies de pitayas
das polpas branca e vermelha;

- Isolamento das espécies de corantes que estdo presentes nessa fruta, para caracteriza-
la como um alimento antioxidante, pois, uma caracterizacdo extensiva e global que esse valor
real ainda néo foi feito;

- Analise dos compostos fendlicos das cascas e das polpas das pitayas analisadas;

- Determinar a quantidade de energia fornecida pelas pitayas de polpas branca e
vermelha.
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ANEXO - Preparo de solugdes para determinacédo da atividade antioxidante
SOLUCAO ESTOQUE DE ABTS 7 mM

Pesou-se 0,1920g de ABTS (2,2’-azinobis (3-etilbenzenotiazolina-6—-acido sulfénico) peso
molecular igual a 548,68 g.mol™, adicionando-se 30 mL de 4gua destilada e deixando-se
homogeneizar sob agitacdo magnética por 15 minutos, logo ap6s, colocou-se em baldo
volumétrico de 50 mL e completou-se com &gua destilada, acondicionando-se em frasco
ambar, devidamente identificado e guardando-se sob refrigeragdo. Esta solucdo tem prazo de
validade de 1 més.

SOLUCAO DE PERSULFATO DE POTASSIO 140 mM

Pesou-se 0,378g de persulfato de potassio, adicionando-se 10 mL de &gua destilada e
deixando-se homogeneizar sob agitagdo magnética por 15 minutos, logo ap6s, colocou-se em
baldo volumétrico de 10 mL, completando-se com é&gua destilada, acondicionou-se em frasco
ambar, devidamente identificado e guardou-se sob refrigeracdo. Esta solucdo tem prazo de
validade de 1 més.

RADICAL ABTS™; acrescentou-se 88 pL de solucdo de persulfato de potéassio 140 mM e
homogeneizou-se; deixou-se em repouso a temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 16h,
para a obtencio do cation ABTS" (coloragio verde escuro); manteve-se a solugéo em frasco
ambar, devidamente identificado, a temperatura ambiente. Esta solucdo tem prazo de validade
de 20 dias, sob abrigo da luz e temperatura ambiente.

SOLUCAO DE ABTS™ DILUIDO EM ETANOL P.A 95% - para verificar a absorvancia no
espectrofotbmetro

Diluiu-se a solu¢do de ABTS™ em etanol até a obtencdo de solu¢do com absorvancia de 0,700
+/ 0,02 a 734 nm no espectrofotdmetro. Manteve-se a solu¢do em frasco ambar, devidamente
identificado. No espectrofotometro, o radical estard estavel quando sua absorvancia for 0,700
+/ 0,02 a 734 nm.
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