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Resumo

A importancia dos compostos naturais com capacidade antioxidante tem sido largamente
reconhecida nos Uultimos anos. O uso de antioxidantes naturais, como suplementos
alimentares para inactivar os radicais livres, tem revelado uma importante atencéo, néo s6
pelas suas propriedades curativas, mas também por serem produtos de origem natural, sendo
por vezes denominados nutracéuticos.

O principal objectivo da realizagdo deste trabalho foi a extrac¢@o e o estudo de compostos
existentes em frutos vermelhos. Nomeadamente, 0 morango, a cereja e a amora-preta.
Frutos estes com elevada capacidade antioxidante, que podem ter importantes aplicagdes,
nomeadamente em farmacologia no tratamento de doencas.

Foram utilizados os frutos frescos que foram tratados por dois métodos de extracgdo para se
comparar a sua eficécia.

A escolha de frutos vermelhos como o produto natural a ser avaliado teve como fundamento
base a sua relevante importancia actual na alimentacéo dos Portugueses. Numa altura em que
a obesidade aumenta significativamente, até as criancas estdo mais gordas, nada como uma
alimentacdo equilibrada rica em frutas e vegetais para evitar doencas como a diabetes ou o
cancro.

A actividade antioxidante dos extractos concentrados foi determinada utilizando o método do
radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo), baseado na capacidade que este radical tem em
reagir com doadores de hidrogénio para conhecimento da sua actividade antioxidante,

utilizando como referéncia o antioxidante sintético comercialmente conhecido como Trolox.

Ao analisar os resultados da actividade antioxidante verificou-se que o extracto de morangos
apresentava maior actividade, seguidamente a amora-preta e por fim a cereja. Verificou-se
ainda que uma mistura destes trés tipos de frutos apresenta uma maior actividade
antioxidante do que os extractos separadamente, o que leva a concluir que esta mistura

podera ter importantes aplicacdes terapéuticas.

Palavras-chave

Produtos naturais, Frutos vermelhos, actividade antioxidante, DPPH.



Abstract

The importance of natural compounds with antioxidant capacity has been widely recognized
in recent years. The use of natural antioxidants as dietary supplements to inactivate free
radicals, has revealed an important focus, not only for its healing properties, but also
because they are natural products and sometimes called are nutraceuticals.

The main objective of the present study was the extraction and study of existing compounds
in red fruits. In particular, the strawberry, cherry and blackberry. These fruits with high
antioxidant capacity, which may have important applications, particularly in pharmacology in
diseases treatment.

We used fresh fruit that were treated by two different extraction methods to compare their
effectiveness.

The choice of red fruits such as natural product to be evaluated was based material based on
their current importance in the diet of the Portuguese. At a time when obesity increases
significantly until the kids are fatter, nothing like a balanced diet rich in fruits and vegetables
to prevent diseases such as diabetes or cancer.

The antioxidant activity of the concentrated extracts was determined using the method of
the radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picril-hydrazyl) based on the ability of this radical has to
react with hydrogen donors for knowledge of their antioxidant activity, using reference to the
commercially known as synthetic antioxidant Trolox.

The obtained results of antioxidant activity showed that strawberries extract, had higher
activity, then the blackberry and cherry. It was also found that a mixture of these three kinds
of fruit has a higher antioxidant activity than the extracts separately, which leads to the

conclusion that this mixture may have important therapeutic applications.

Keywords

Natural products, Red fruits, antioxidant activity, DPPH.
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Glossario:

OH" Radical hidroxilo

Oy Anido radical peréxido

ROO-  Hidroperoxido

DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

DPPHiem (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) remanescente
DNA  &cido desoxirribonucleico

%AA  percentagem de actividade antioxidante
min minutos

% Percentagem

Atm Atmosferas
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Introducao

Ja desde os primordios que o homem se interessa pelos compostos provenientes da natureza.
Simples extrac¢6es aquosas de flores, plantas e até mesmo de insectos foram usadas para
isolar compostos cujo sabor, cor e odor pudessem ser utilizadas para variados fins. Estes
compostos eram usados, como venenos, no tratamento de doencas, para o fabrico de

perfumes, estimulantes e muitas outras aplica¢des. [1]

Os produtos naturais, sdo compostos quimicos obtidos de fontes naturais, quer estas sejam de
origem animal ou vegetal, no entanto a maioria dos produtos naturais séo isolados a partir de

plantas, devido a facilidade do processo de isolamento.

Estudos recentes revelam a elevada importancia dos compostos antioxidantes pesquisados em

frutas e vegetais, nomeadamente em doencas cardiacas e em algumas doencas cancerigenas.

[2]

Assim, podemos dizer que a area dos produtos naturais é cada vez mais importante, tanto a
nivel industrial como a nivel do quotidiano populacional, sendo por isso uma area em

expansao. [3]
Cada vez mais se procura fazer desta area de investigacdo, uma area do futuro.

Os Antioxidantes naturais sdo substancias quimicas naturalmente encontradas principalmente
na composicdo de alimentos de origem vegetal e que possuem efectiva actividade

antioxidante, ou seja, sdo capazes de retardar ou inibir a oxidacdo de compostos oxidaveis.

A actividade dos antioxidantes naturais é de interesse nutricional, uma vez que é associada a
potencializacdo de efeitos promotores da salide humana através da prevencédo de varias
doencas como diabetes, arteriosclerose, cancro, Doenca de Alzheimer, de Parkinson, SIDA e
osteoporose. Em alguns casos, estes compostos também sdo empregues com propoésitos
terapéuticos, devido as suas propriedades farmacoldgicas tais como vasodilatadores, anti-

inflamatorio, bactericida, estimuladores da resposta imune, antialergénicos e antivirais.

A actividade dos antioxidantes naturais é também de interesse tecnol6gico, pois o
processamento de obtencéo de alimentos com elevado teor destas substancias supdem uma
reducdo da utilizacdo de antioxidantes sintéticos potencialmente cancerigenos, possibilitando
a obtencdo de alimentos mais saudaveis que podem ser incluidos no grupo dos alimentos

funcionais.



Sabemos hoje que o nosso organismo esta exposto a accao de formas extremamente reactivas
de oxigénio, azoto ou radicais livres, que sdo continuamente produzidas por factores internos
(respiracdo, algumas fungbes imunes mediadas pelas células) e externos (fumo, gases de
automoéveis, dieta desequilibrada, etc). Uma super carga de radicais livres no nosso organismo
causa um desequilibrio orgéanico, levando ao stress oxidativo que esta a surgir como causa de

varias doencas.

O beneficio do consumo dos antioxidantes naturais deve-se, essencialmente, a facilidade de
remover radicais livres do nosso organismo, interrompendo a reaccdo em cadeia provocada
por estes. Todavia, os antioxidantes naturais podem também exercer a sua accgdo
antioxidante através de outros mecanismos: protegendo contra a oxidacdo de nossa proteina,
DNA e gordura corporal, bem como inibindo a acgéo da enzima oxidante no nosso organismo.
Hoje sabemos que os antioxidantes naturais s&o um dos mais importantes constituintes da
dieta humana, sendo amplamente distribuidos em alimentos de origem vegetal como frutas,
legumes e verduras. Alguns destes compostos sdo incolores, como o0s encontrados na cebola
branca. Outros possuem cor, como no repolho roxo, casca da uva escura e vinho tinto. Outros
exemplos sdo 0 morango, a magéd, a ameixa, 0 cacau, a batata, o tomate, os feijfes, o trigo e
seus derivado, a aveia, os brdcolos, o espinafre, alguns temperos como orégaos, alecrim,
canela e cravo. A capacidade antioxidante também tem sido encontrada para o azeite de
oliva e bebidas como cha ou café. As sementes como tamarindo, canela, sésamo, linhaca e

girassol sdo outras possiveis fontes de antioxidantes naturais. [4]

Fig.1- Imagem ilustrativa de um conjunto de frutos vermelhos.
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Introducéo Teorica

2.1 - Radicais livres

Nos ultimos tempos, um numero relativo de evidéncias tem indicado o papel chave dos
radicais livres e outros oxidantes como grandes responsaveis por algumas doencas
degenerativas associadas ao envelhecimento, como o cancro, doengas cardiovasculares e

disfuncgbes cerebrais.

As espécies reactivas de oxigénio, tais como o radical hidroxilo (OH), o anido radical peréxido
(0,) e o hidroperoxido (ROO’), causam transformacdes no DNA, podem oxidar lipidos e
proteinas. As espécies reactivas de oxigénio atacam as cadeias de &cidos gordos
polinsaturados dos fosfolipidios e do colesterol. Estas espécies retiram um hidrogénio do
grupo metileno bis-alilico, iniciando assim o processo de peroxidacdo lipidica nas membranas
celulares. Os radicais de carbono formados reagem com o oxigénio originando radicais
peroxilo, que por sua vez podem atacar novas cadeias de &cidos gordos polinsaturados,

propagando assim a reac¢éo. [5]

Quadro 1. Redugao do oxighnio a espédies reativas.

0,+e 30 radical superdxido
0;e+H,0 - HO o+ OH radical hidroperouxil
HO s + ¢ +H = HO, perdwido de hidrogénio
HO,+e > e0H+0OH " radical hidroxila

Fig 2- Imagem de um quadro representativo da reducéo do oxigénio a espécies reactivas.
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A producdo de radicais livres é controlada nos seres vivos por diversos compostos
antioxidantes, os quais podem ter origem enddgena, ou serem provenientes da dieta
alimentar e de outras fontes. Quando ha limitacdo na disponibilidade de antioxidantes podem
ocorrer lesdes oxidativas de caracter cumulativo. E assim, os antioxidantes sdo capazes de

estabilizar ou desactivar os radicais livres antes que ataquem os alvos biolégicos das células.

A teoria que rege os radicais livres surgiu em 1954, com o Dr. Denham Harmon, que foi o

precursor da teoria do envelhecimento como consequéncia da acc¢édo dos radicais livres no



organismo. Embora possam ser eliminados pelo organismo saudavel, muitos sdo subprodutos
do metabolismo celular humano normal, enquanto outros sdo decorrentes de dietas
inadequadas como, da exposicdo a substancias téxicas. Os seus efeitos sobre a saude

abrangeriam também todas as doencas que nos afectam. [7]

Recorrendo a bioquimica, observamos que as moléculas sdo constituidas por atomos unidos
através de ligacdes quimicas formadas por um par de electr6es. Quando as ligagcdes quimicas
se desfazem, cada fragmento molecular passa a conter um Unico electrdo na sua orbital
externa, agora desemparelhada e avido por estabelecer uma nova ligacdo. Estes fragmentos
moleculares carregados, instaveis e reactivos constituem os radicais livres. Assim, o termo
radical livre é frequentemente usado para designar qualquer atomo ou molécula com
existéncia independente, contento um ou mais electres desemparelhados, nas orbitais
externas. Isto determina uma atraccdo para um campo magnético, o que pode torna-lo
altamente reactivo, capaz de reagir com qualquer composto situado proximo a sua orbita
externa, passando a ter uma fung8o oxidante ou redutora de electrBes. Os radicais livres
actuem como catalisadores, ou pontes, para desencadear reacgdes quimicas ou modificacfes

em outras moléculas.

Cada radical livre é capaz de procurar um parceiro quebrando a sua ligacdo quimica, para se
agrupar. Nessa busca desenfreada por novos parceiros os radicais livres destroem enzimas,
atacam células causando sérios danos estruturais e consequentemente o0 seu mau

funcionamento e ate mesmo a morte celular.

10



2.2 - Fontes de radicais livres

Existem dois tipos de fontes de radicais livres, que pode enquadrar-se como enddgenas,
quando produzidas pelo proprio organismo como produto de uma determinada reaccéo
metabdlica, ou exdgenas, quando sdo provenientes das condicfes do meio externo ao sistema

bioldgico.

- Endogenas: As fontes enddgenas geradas de radicais livres incluem as mitocondrias e a
actividade de algumas enzimas como xantina, oxidase, citocromo P450-oxidase,
monoaminooxidades, as enzimas envolvidas na via de produgdo de prostaglandinas,
tromboxanos e a NADPH-oxidase da membrana plasmatica de macréfagos. Podem também ser

gerados nos peroxissomo e leucocitos.

Fig. 3 Imagem ilustrativa de uma célula - Fontes Enddgenas.

- Exdgenas: As fontes exdgenas geradoras de radicais livres incluem o tabaco, poluicédo do ar,

solventes organicos, a dieta, anestésicos, pesticidas, radiacdes gama e ultravioleta.

Antioxidantes
" ultravicletas
\N radicais livres
_ —
poluicao b
& D =
& 1# %, protecgao
b 8 Eanﬁ-mﬁdant&
stress ) { " |
m -.::. 3
alimentacio deficiente L 4
i célula = = pélula
destruida normal

Fig. 4 - Imagem ilustrativa de fontes exdgenas.
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7

De uma forma geral, um antioxidante é uma substéncia que presente em concentracfes
baixas, comparadas ao substrato oxidavel, retarda significativamente ou inibe a oxidacao do
substrato. Os radicais formados a partir de antioxidantes ndo sdo reactivos para propagar a
reaccdo em cadeia, sendo neutralizados por reac¢do com outro radical, formando produtos

estaveis ou ate mesmo podendo ser reciclados por outro oxidante.[6]

12



2.3 - Antioxidantes

De uma forma geral, um antioxidante € uma substancia que presente em concentracoes
baixas, comparadas ao substrato oxidavel, retarda significativamente ou inibe a oxidacdo do
substrato. Os radicais formados a partir de antioxidantes ndo sdo reactivos para propagar a
reaccdo em cadeia, sendo neutralizados por reac¢do com outro radical, formando produtos

estaveis ou ate mesmo podendo ser reciclados por outro oxidante.[6]

Os antioxidantes podem ser divididos em 3 grandes grupos: antioxidantes de prevencao;

antioxidantes desactivadores de radicais e antioxidantes reparadores.

Os antioxidantes de prevencdo diminuem as concentracdes de O, localizado, unem os ifes
metalicos de forma a ndo degenerarem em espécies reactivas e converteram perdxidos em

alcoois.

Os antioxidantes desactivadores de radicais suprimem a reac¢do em cadeia, desactivando os

radicais iniciadores da reac¢éo e quebram a reaccdo em cadeia no caso de esta se propagar.

Os antioxidantes reparadores sdo enzimas de reparacdo e reposicdo de agentes antioxidantes

e de reconstituicdo das membranas celulares.

ANTIOXIDANTE

O O

O
O
o~ %o-"
e @ of e
Q0

radical livre

Fig. 5 - Imagem ilustrativa de um antioxidante a neutralizar um radical livre.
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2.4 - Frutos vermelhos

Os frutos vermelhos sdo elementos importantes a incluir numa dieta equilibrada. Isto porque
sdo principalmente ricos em antioxidantes e vitamina C. A vitamina C é por si s6 um
antioxidante mas tem também outras funcdes como por exemplo estimular a absorcao de
ferro, desintoxicar o organismo, prevenir constipacdes e gripes ao fortalecer o nosso sistema

imunoldgico e é importante para a producdo de colagénio.

Numa altura em que a obesidade aumenta a olhos vistos, até as criancas estdo mais gordas,
nada como uma alimentacéo equilibrada rica em frutas e vegetais para evitar doengas como a

diabetes ou o cancro.

Cada um tem o seu sabor intenso. Framboesas, mirtilos, amoras, groselhas, qualquer um
deles faz bem a sadde. Segundo um estudo da OMS, Organizacdo Mundial de Salde, quem
consumir uma grande quantidade de frutos e verduras tem menos probabilidade de contrair

doencas do coracéo e alguns tipos de cancro.

Os frutos silvestres previnem a ma digestédo e ajudam a combater outros danos no organismo.
Por exemplo, as framboesas sdo conhecidas por reduzirem o risco de cancro até 80%, o0s
mirtilos ajudam a combater a depressao assim como as infec¢des urinarias, as groselhas ricas

em vitamina C e potéassio ajudam a baixar a tenséo arterial.

Os frutos silvestres sdo fortificantes naturais. As groselhas ajudam a reforcar as defesas do
organismo, na medida em que tém grande quantidade de vitamina C. No decorrer deste

estudo os frutos vermelhos eleitos para pesquisa foram a amora-preta, 0 morango e a cereja.

Fig. 6 - Imagem ilustrativa de um conjunto de frutos vermelhos.
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2.4.1 - Amora-preta

O cultivo comercial da amora-preta teve inicio na Europa, no Séc. XVII. O seu interesse
comercial aumentou devido as suas propriedades naturais. As amoras-pretas contém um nivel
apreciavel de compostos fendlicos, incluindo antocianidinas, flavonoides, acido clorogénico e

procianidinas.

A amora-preta in natura é altamente nutritiva. Da sua composicdo fazem parte a agua (85%),
as proteinas, as fibras, os lipidos e também os hidratos de carbono. Também possui célcio,
fosforo, potassio, magnésio, ferro, selénio e varias vitaminas, no entanto, € uma fruta de

baixo valor cal6rico, apenas 52 calorias em 100 gramas de fruta.

Varios tipos de acUcares e acidos fazem parte da composicdo desta fruta, sendo que o
balanco entre acidez e sélidos sollveis é que da o seu delicioso sabor caracteristico. Ainda na
amora-preta, sdo encontradas outras substancias como os fitoquimicos, ou compostos
secundarios. Estas substancias sdo produzidas naturalmente pelas plantas para se protegerem
do ataque de pragas e doencas, e também ajudam a planta a resistir a condigdes adversas ao

ambiente.

Muitos destes fitoquimicos actuam na prevencédo e no combate de doencas crénicas como o
cancro e as doencas cardiovasculares. Exemplos de fitoquimicos encontrados em amora-preta
sdo as antocianinas, que déo a coloracdo vermelha e roxa das frutas, os carotenéides que sao
responsaveis pela coloracdo alaranjada, e ainda, existem varios outros fitoquimicos que néo
apresentam cor como os acidos fendlicos, por exemplo, mas sdo de grande importancia para a

saude

Fig. 7 - Imagem ilustrativa da representagdo de amora-preta.
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2.4.2 - Morangos

Morangueiro é o nome comum de um conjunto de espécies, do género Fragaria L., que produz
0 morango, incluindo um conjunto alargado de espécies e variedades silvestres.

Existem mais de 20 espécies do género Fragaria que recebem a designacdo comum de
morangueiro, com ampla distribuicdo nas zonas temperadas e sub-tropicais.

Apesar de algumas diferencas anatémicas tipicas, a classificacdo das espécies assenta
essencialmente sobre o nimero de cromossomas, sendo que existem sete tipos basicos de
cromossomas que todas as espécies e seus hibridos possuem em comum. A grande distincéo
resulta do grau de poliploidia que as espécies exibem.

Algumas espécies sdo diploides, isto &, tém dois conjuntos dos sete cromossomas basicos (14
cromossomas no total), outras sdo tetraploides (quatro conjuntos, 28 cromossomas),
hexaploides (seis conjuntos, 42 cromossomas), octoploides (oito conjuntos, 56 cromossomas)
ou decaploides (dez conjuntos, 70 cromossomas).

Como regra geral, embora com algumas excepcfes notaveis, as espécies de morangueiro com
mais cromossomas tendem a ser mais robustas e maiores, produzindo também em geral
morangos maiores.

O morango é rico em vitamina C e, por isso, o consumo da fruta evita a fragilidade dos ossos e
a ma formacado dos dentes. Ele também da resisténcia aos tecidos, age contra infeccdes,
ajuda a cicatrizar ferimentos e evita hemorragias. O morango também possui, em menor
guantidade, vitamina B5, conhecida como niacina. Ela tem a funcéo de evitar problemas de
pele, do aparelho digestivo e do sistema nervoso. Na fruta, também é encontrado ferro, que
faz parte da formacéo do sangue.

Os morangos sdo uma fruta de consumo usual. E um fruto rico em vitamina C, E, B-caroteno e

compostos fenélicos (acido fendlico, flavondides e antocianidinas).

Fig. 8 — Imagem ilustrativa da representa¢do de morangos.
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2.4.3 - Cerejas

Cerejeira é o nome dado a varias espécies de arvores originarias da Asia, algumas frutiferas,
outras produtoras de madeira nobre. Estas arvores classificam-se no subgénero Cerasus
incluido no género Prunus (Rosaceae). Os frutos da cerejeira sdo conhecidos como cerejas,

algumas delas comestiveis.

As cerejas sdo frutos pequenos e arredondados que podem apresentar varias cores, sendo o
vermelho a mais comum entre as variedades comestiveis. A cereja-doce, de polpa macia e
suculenta, é servida ao natural, como sobremesa. A cereja-acida ou ginja, de polpa bem mais
firme, é usada no fabrico de conservas, compotas e bebidas licorosas. As cerejas contém
proteinas, célcio, ferro e vitaminas A, B, e C. Quando consumida ao natural, tem
propriedades refrescantes, diuréticas e laxativas. Como a cereja € muito rica em tanino,
consumida em excesso pode provocar problemas estomacais, ndo sendo aconselhavel

consumir mais de 200 ou 300 gramas da fruta por dia.

O cultivo da cerejeira é realizado em regifes frias. Necessitam de 800 a 1000 horas de frio

para que possam produzir satisfatoriamente em areas com Invernos frios e chuvas.

Fig. 9 — Imagem ilustrativa da representacgdo de cerejas.
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2.5 - Métodos de Extraccgao

Para a identificacdo e isolamento de compostos bioactivos em fontes naturais (como frutas,
sementes e especiarias) é necessaria a realizacdo de extraccdo com solventes de polaridades
diferentes. As extraccbes tém como objectivo principal a comparacdo dos resultados e

encontrar a melhor alternativa para a sua aplicacéo.

Algumas etapas preliminares devem ser realizadas para facilitar o processo de extracgdo e
conservar os compostos antioxidantes. Os compostos antioxidantes sdo sensiveis a ac¢do da
luz, oxigénio e calor. Os vegetais normalmente sédo desidratados, liofilizados ou congelados. E
ainda peneirados ou moidos antes do processo de extracgdo. Assim, os substratos atingem
maior superficie de contacto com o solvente de extraccao e as enzimas lipoxigenase tornam-
se inactivas. Tais enzimas, naturalmente presentes em vegetais, sdo responsaveis pela

rancidez oxidativa enzimatica.[9]

2.5.1 - Extraccéo com solventes organicos

A extraccdo com solventes organicos & frequentemente utilizada para o isolamento dos
compostos bioactivos. O rendimento da extraccdo e a determinacdo da actividade
antioxidante dos extractos dependem do tipo de solvente, devido as diferencas nos potenciais

antioxidantes e a polaridade dos compostos.

2.5.1.1- Influéncia do solvente

Ndo existe sistema de extraccdo com solventes que seja satisfatério para o isolamento de
todos ou de classe especifica de antioxidantes naturais, devido a diversos factores. A
natureza quimica desses compostos nos alimentos varia do simples ao altamente polarizado,
ha grande variedade de compostos bioactivos nos vegetais (como os &cidos fendlicos,
antocianinas e taninos) e diferentes quantidades presentes para além da possibilidade de
interaccdo dos compostos antioxidantes com hidratos de carbono, proteinas e outros
componentes dos alimentos. Alguns desses complexos, assim como alguns fenélicos com alto

peso molecular, sdo altamente insoliveis em agua. Entretanto, os extractos sempre contém
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mistura de substancias fenolicas de diferentes classes que sdo solubilizadas no solvente do

sistema.

Estudos comparativos para a seleccdo do solvente optimo sdo necessarios, pois a actividade
dessas substancias depende dos compostos polifenolicos, uma vez que a actividade
antioxidante maxima é exigida para cada substrato. Solventes com menor polaridade, como o
acetato de etilo, normalmente extraem compostos com maior actividade antioxidante que a
mistura com etanol ou metanol, ou o metanol sozinho. Ja extractos de etanol e metanol

apresentam alta actividade inibidora da peroxidacéo lipidica. [10]

Por isso a escolha do solvente € um dos passos mais importantes para uma éptima extraccao.

2.5.1.2- Influéncia do tempo

O tempo de extraccdo também afecta consideravelmente a recuperacdo dos polifendis. O
periodo de extraccdo deve variar entre 1 minuto a 24 horas. No entanto, longos periodos de
extraccdo aumentam a possibilidade de oxidacdo dos fendlicos exigindo que agentes

redutores sejam adicionados ao solvente do sistema.

Por exemplo, em estudos realizados com residuos de frutas vermelhas, os extractos foram
preparados com etanol, metanol e agua, a tempos de extraccdo de 1, 12 e 24 horas.
Comparando-se os resultados, o conteddo de polifendis diminuiu no extracto aquoso com
maior tempo de extraccdo, enquanto nos extractos metandlicos e etanélicos houve acréscimo

no conteddo de fendis com o0 aumento do tempo.

2.5.1.3- Influéncia da temperatura

A estabilidade dos compostos polifendlicos, durante a desidratacdo e extraccdo, é afectada
por degradagbes quimicas, enziméticas e pela volatilizagdo dos compostos. No entanto a
decomposicado térmica tem sido apontada como a maior causadora da reducao do contetdo de
polifentis. Na decomposicdo térmica, os fenbis podem reagir com outros componentes e

impedir sua extracgao.

A temperatura durante a extraccdo pode afectar os compostos bioactivos de diferentes

maneiras. O conteldo total de fenolicos diminui com aumento da temperatura, assim como o
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contetdo de proantocianidina nas mesmas condi¢des. Por essa razdo usa-se a extraccdo com

fluido supercritico que preserva a accédo antioxidante dos extractos. [10]

Por exemplo estudos revelam que o aquecimento das sementes de uva favoreceu a liberacéo
de compostos fenolicos e, portanto, aumentou a quantidade de compostos activos nos

extractos.

2.5.2- Extracc¢do supercritica

A extraccdo com solventes constitui método de separagdo conveniente, mas deve-se levar em
consideracao os efeitos toxicos causados pelos residuos. A extraccdo com fluido supercritico é

considerada desejavel, pois ndo libera residuos toxicos de solventes no ambiente.

A obtencdo de compostos antioxidantes mediante extraccdo com gases, como o dioxido de
carbono, sob condi¢cBes criticas de pressdo e temperatura constitui método moderno e
eficiente. Algumas substancias, como o metanol e o etanol, podem ser utilizadas como co-

solventes, melhorando o rendimento e a selectividade dos extractos.

O fluido submetido a pressao e temperatura acima de seu ponto critico torna-se supercritico.
Varias propriedades dos fluidos sdo alteradas sob essas condi¢fes, tornando-se parecidas com
as de alguns gases e liquidos. A densidade do fluido supercritico é similar a dos liquidos, a sua
viscosidade assemelha-se a dos gases e a sua capacidade de difusdo é intermediaria entre os
dois estados. Portanto, o estado supercritico de fluidos pode ser definido como o estado no

qual o liquido e o gas sao indistinguiveis entre si.

Devido a sua baixa viscosidade e alta capacidade de difusdo, os fluidos supercriticos
apresentam propriedades de transporte melhores que os liquidos. Podem se difundir
facilmente através de materiais solidos, resultando em melhores rendimentos nas extraccoes.
O diéxido de carbono (CO,), é o fluido mais utilizado devido a sua moderada temperatura
(31,3°C) e pressao critica (72,9 atm). Pois é gasoso a temperatura ambiente. Entretanto, o
CO2 supercritico (pela baixa polaridade) é menos efectivo para a extraccdo de compostos
com maior polaridade em fontes naturais. Tal facto é superado com a adicdo de
modificadores, também conhecidos como co-solventes. As indUstrias alimentares, cosméticas
e farmacéuticas, tém interesse pela extraccédo supercritica para a substituicdo dos processos
de extraccdo convencionais (como a extraccdo com solventes organicos e a hidrodestilacio

para obtencéo de 6leos essenciais e oleorresinas.[11]

20



A extraccdo supercritica produz extractos livres de residuos e pode ser conduzida em baixas

temperaturas, preservando a qualidade de compostos termo-sensiveis.

O grande inconveniente da extraccdo supercritica reside na alta pressdo necessaria para a
operacdo que requer equipamentos excessivamente caros, elevando o custo do produto final.
Outras vantagens como, por exemplo, a alta pureza dos extractos e a grande eficiéncia do

processo podem torna-la viavel para a aplicacdo em alimentos.
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2.6 - Método do DPPH

Varios métodos sao utilizados para determinar a actividade antioxidante em extractos e em
substancias isoladas. De entre todos os métodos existentes o método referido em causa neste
trabalho foi um dos mais usados, o método do DPPH. O método consiste em avaliar a
actividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil - DPPH, de coloracéo
purpura que absorve a um comprimento de onda de 515 nm. Por accdo de um antioxidante
(AH) ou uma espécie radicalar (R’), o DPPH é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de
coloracdo amarela, com consequente desaparecimento da absorcdo, podendo esta ser

monitorizada pelo decréscimo da absorvancia.

A partir dos resultados obtidos determina-se a percentagem de actividade antioxidante ou

sequestradora de radicais livres e a percentagem de DPPH remanescente no meio reaccional.

A percentagem de actividade antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de DPPH
consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante necessaria para
decrescer a concentracdo inicial de DPPH em 50% é denominada concentragdo eficiente

(CEsp), também chamada de concentracao inibitdria (Clsp).

Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a sua CEsy e maior a sua

actividade antioxidante. [19]
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Materiais e Métodos

Neste capitulo, efectua-se uma descricdo sumaria dos métodos de extraccdo usados bem

como do método de analise de actividade antioxidante dos extractos.

3.1 - Preparacao da fruta

A fruta foi seleccionada de acordo com critérios fisicos e quimicos. Foi previamente lavada,
descascada e triturada com a ajuda de um almofariz. Apds trituragdo foi passada num
passador de rede fina com a finalidade de separar o sumo da polpa. Por fim foi colocada em
bal6es de fundo redondo previamente pesados e levados ao evaporado rotativo. Este passo

permitiu a concentracdo, isto é, a remocdo do excesso de agua existente na fruta.

3.2- Métodos de extraccéao

Ap0s concentracdo no evaporador rotativo foram eleitos dois métodos de extracgao distintos.

O Método A que usou 3 gramas de concentrado (polpa ou sumo) adicionado a um balédo de
fundo redondo, previamente pesado, com 7 ml de acetona, mais uma mistura de 7:3 de
acetona/agua. Foram colocados no ultra-sons durante 15 min isentos de luz. O preparado foi
filtrado e os residuos lavados com 7:3 de acetona agua e filtrados. Apos filtracdo foram
evaporados a 40°C durante 5 min e transferidos para baldes de 25ml aferidos com agua

destilada. Finalmente foram armazenados a frio para futuras analises.

O método B que usou 3 gramas de concentrado (polpa ou fruta) adicionado a um balédo de
fundo redondo, previamente pesado, com 10 ml de 5:5 metanol e 4gua. Levou-se a macerar

no frio (4°C) durante 24 horas. Os sobrenadantes foram colectados e armazenados no frio.
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3.3 - Método de DPPH

Ap0s a obtencao dos extractos devidamente concentrados procedeu-se a andlise da actividade

antioxidante. Para isso aplicou-se o0 método de DPPH.

Foram efectuados ensaios prévios a fim de escolher uma concentracéo de extracto que fosse
adequada a andlise da actividade antioxidante. E apds algumas tentativas chegou-se &

conclusao que a concentracao de 5000ug/ml seria a mais adequada.
Prepararam-se as solucdes com concentracao de 5000ug/ml em balées de 25 ml em metanol.

Preparou-se a solu¢do mée de DPPH com uma concentracao de 40pug/ml, armazenou-se no frio
e isenta de luz.

A andlise em causa foi feita num espectrofotometro de feixe duplo a um comprimento de 515

nm.

Nas células adicionou-se 2,7mL de solucdo de DPPH mais 0,3mL de solucdo extractada.

Procedeu-se a leituras de absorvancias em intervalos de 1 em 1 min durante 120 min.
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Resultados e discussao

4.1- Preparacao de extractos

Na preparacdo dos extractos realizaram-se recolhas de frutos vermelhos. Esta recolha foi
baseada em critérios fisicos e quimicos homogéneos. A seleccédo da fruta teve como principios

base a qualidade, a cor, o tamanho e a isen¢do de microrganismos (fungos, bolores, etc).

Apbs a seleccdo e lavagem da fruta seguiu-se a concentracdo da mesma, com a finalidade de
retirar o excesso de agua. Esta etapa permite uma maior facilidade de extraccdo bem como

uma maior durabilidade do concentrado.

Obteve-se entéo:

Fruta Massa Inicial Massa apos | Percentagem de
concentracéo concentrado
Morango 250 ¢g Polpa - 101,131g 40,45%
Sumo - 26,4799 10,59%
Amora-preta 125¢g Polpa - 28,263g 22,61%
Sumo - 14,479g 11,58%
Cereja 125¢g Polpa - 85,356¢g 68,29%
Sumo - 15,942g 12,75%

Tabela 1 - Correspondéncias entre massas inicias e finais dos concentrados de fruta.

Analisando os resultados da tabela 1 e comparando com a literatura sabemos que qualquer
dos frutos analisados tem na sua composicdo aproximadamente 80% de agua. E assim
analisando a concentracdo de sumo obtida vemos que o resultado confere com a boa

qualidade fisica e estrutural do fruto.

Apés concentracdo tanto do sumo como da polpa dos frutos iniciou-se os processos de
extracgdo. Foram seleccionados dois métodos distintos mas com a mesma metodologia base,

isto €, métodos de extraccdo por solvente a frio.

O primeiro processo designou-se Método A, um método que partiu da extraccdo de 3 gramas
de concentrado em acetona e agua (7:3 acetona/agua). Este método teve como base o
solvente acetona e o ultra-sons. O banho de ultra-sons foi efectuado durante 15 min no

escuro. Seguiu-se uma nova concentragdo e armazenamento a frio.
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O segundo processo designou-se Método B, um método que partiu da extracgdo de 1 grama de
concentrado em metanol e agua (5:5 metanol/agua). Este método teve como base o solvente
metanol e a maceracao a frio (4°C) e no escuro. Apés 24 horas de maceracdo procedeu-se ao

armazenamento a frio.

Fig. 10 - Imagem ilustrativa de representacdo de amora-preta, cereja e morango.
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4.2 - Estudo dos produtos concentrados

Véarios métodos tém sido usados na determinacédo da actividade antioxidante de compostos

naturais.

O método usado neste trabalho é o método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). Baseia-se
na reducdo do DPPH em solugcdo alcodlica e na presenca de um antioxidante dador de

hidrogénios devido a formacgéao da forma néo radicalar de DPPH-H na reaccéo.

Os extractos foram obtidos a partir de dois métodos de extracgdo com solventes e prosseguiu-

se a analise da actividade antioxidante através do método do DPPH.

Os extractos foram analisados de modo a comparar espécies de fruta concentradas e métodos
de extraccdo. Tendo em conta que usamos dois métodos distintos de extraccéo por solvente o

método A, cujo solvente organico é a acetona e o método B, cujo solvente é o metanol.

Inicia-se o estudo de cada concentrado comparando a %DPPHrem ao longo do tempo. Os

resultados sdo representados nos graficos seguintes:

%DPPHrem ao longo do tempo -
Polpa de Cereja

80
70

60 |
40
30 Método A

20
10

%DPPHrem

e \étodo B

0 5 10 15 20 25

Tempo-min

Gréfico 1 - %DPPHrem ao longo do tempo (min).

Ao analisar o grafico 1 conclui-se que a %DPPHrem ndo teve muitas oscilacGes ao longo do

tempo. Tornou-se constante muito rapido e ndo atingiu valores muito baixos o que leva a
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concluir que do concentrado de Polpa de cereja ndo temos uma elevada actividade

antioxidante. Comparando a eficiéncia dos métodos de extraccdo A e B, concluimos que estéo

equiparados.

%DPPHrem ao longo do tempo -
Sumo Cereja

100

60
40 e \étodo A

%DPPHrem

20 Método B

0 20 40 60 80

Tempo - min

Gréfico 2- %DPPHrem ao longo do tempo (min).

Ao analisar o grafico 2 conclui-se que a %DPPHrem ndo teve muitas oscilacBes ao longo do
tempo. Tornou-se constante muito rapido e néo atingiu valores muito baixos o que a leva a
concluir que do concentrado de Sumo de cereja ndo temos uma elevada actividade
antioxidante. Comparando métodos de extraccdo o método A foi o mais eficiente pois atingiu

valores mais baixos de %DPPHrem.
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%DPPHrem ao longo do tempo -
Polpa de Morango
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Gréfico 3- %DPPHrem ao longo do tempo (min).

Ao analisar o grafico 3 conclui-se que a %DPPHrem ndo teve muitas oscilacGes ao longo do
tempo. Tornou-se constante depois do minuto 65 para o método B e depois do minuto 6 para
o0 método A. Atingiu valores relativamente baixos, perto dos 9% o que leva a concluir que do
concentrado de Polpa de Morango temos uma elevada actividade antioxidante. Ao comparar
métodos de extraccao verifica-se que o método A é o de maior eficiéncia pois é com este que
a reaccdo atinge mais rapidamente o equilibrio. E ao comparar com a literatura podemos
verificar a veracidade do método de extraccdo bem como do método de analise da actividade

antioxidante.
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Gréfico 4 - %DPPHrem ao longo do tempo (min).

Ao analisar o grafico 4 conclui-se que a %DPPHrem ndo teve muitas oscilacGes ao longo do

tempo. Tornou-se constante depois do minuto 10 e atingiu valores relativamente baixos,

perto dos 7% de %DPPHrem o que leva a concluir que do concentrado de Sumo de Morango

obteve-se uma elevada actividade antioxidante. Ao comparar métodos verifica-se que o

método A prevalece em reaccdo ao método B pois a reaccdo € mais rapida em A. E

comparando com a literatura podemos verificar a veracidade do método de extraccdo bem

como do método de analise da actividade antioxidante.

%DPPHrem ao longo do tempo - Polpa
de Amora
100
80
5 60
T
% 40 \ Método A
= 20 \\ ——Método B
%‘
0
10 20 30 40 50 60
Tempo - min
Gréfico 5 - %DPPHrem ao longo do tempo (min).
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Ao analisar o grafico 5 conclui-se que a %DPPHrem ndo teve muitas oscilacdes ao longo do
tempo. Tornou-se constante depois do minuto 6 para o método A e depois do minuto 10 para
0 método B. Atingiu-se valores relativamente baixos, perto dos 7% de %DPPHrem o que leva a
concluir que do concentrado de Polpa de Amora extraido tem uma elevada actividade
antioxidante. Ao comparar métodos de extraccdo verifica-se que o método A € o mais
eficiente pois estabiliza mais rapidamente e atinge valores mais baixos de %DPPHrem e
consequentemente mais %Actividade Antioxidante. E ao comparar com a literatura podemos
verificar a veracidade do método de extraccdo bem como do método de analise da actividade

antioxidante.

%DPPHrem ao longo do tempo -
Sumo de Amora
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Gréfico 6 - %DPPHrem ao longo do tempo (min).

Ao analisar o grafico 6 conclui-se que a %DPPHrem ndo teve muitas oscilacdes ao longo do
tempo. Tornou-se constante depois do minuto 45 para o método A e apds o minuto 60 para o
método B. Atingiu-se valores relativamente baixos, perto dos 14% de %DPPHrem para o
método A e perto dos 27% para o método B. Pode-se concluir que do concentrado de Sumo de
Amora extraido temos uma elevada actividade antioxidante. Ao comprar métodos de
extracgao verifica-se que o método A tem maior eficiéncias pois atinge valores mais baixos de
%DPPHrem e estabiliza mais rapido que o método B. E ao comparar com a literatura podemos
verificar a veracidade do método de extraccdo bem como do método de analise da actividade

antioxidante.
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Por fim, analisou-se uma mistura dos trés frutos em causa. Pesou-se a mesma quantidade de
massa dos trés frutos e dissolveu-se de modo a preparar uma concentracao de 5000 pg/mL. E

obteve-se:

%DPPHrem ao longo do tempo -
Mistura
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40 |—
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%DPPHrem
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Gréfico 7 - %DPPHrem ao longo do tempo (min).

Ao analisar o grafico 7 verifica-se que na mistura o comportamento da reacgéo € semelhante
ao comportamento individual de cada elemento concentrado. Verifica-se que atinge-se a
estabilidade apds o minuto 40 e obteve-se um valor de %DPPHrem final de aproximadamente
13% o que significa que ter-se-4 uma elevada actividade antioxidante nesta juncdo de 3

frutos.
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De um modo global, comparou-se todas as %¥DPPHrem ao longo do tempo para os diferentes

frutos analisados.
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diferentes sumos de fruta
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Sumo Cereja B
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N —_— === Sumo Morango B
e Sumo Amora A
0 20 40 60 80
Sumo AmoraB
Tempo - min

Gréfico 8 - %DPPHrem ao longo do tempo.

Assim, ao analisar o gréafico 8 verifica-se que o fruto com maior capacidade antioxidante é o

morango e a amora. Nomeadamente o morango extraido segundo o método A. Este gréafico
mostra a reducdo de DPPH disponivel no meio, isto é para percentagens reduzidas de

DPPHrem no meio, menor € a quantidade de radicais livres e maior é a capacidade

antioxidante do fruto.
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Gréfico 9 - %DPPHrem ao longo do tempo.
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Representa-se no grafico 9 a %DPPHrem ao longo do tempo para os trés tipos de fruta, neste
caso para os concentrados da polpa. Verifica-se que os frutos com maior actividade
antioxidante sdo a cereja e o0 morango extraidos pelo método A. Pois sdo os que apresentam

maior reducdo da %DPPHrem e consequentemente mais actividade antioxidante.
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4.3 - Actividade antioxidante dos produtos concentrados

Véarios métodos tém sido usados na determinacédo da actividade antioxidante de compostos
naturais.

O método usado neste trabalho é o método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). Baseia-se
na reducdo do DPPH em solucdo alcodlica e na presenca de um antioxidante dador de
hidrogénios devido a formacao da forma néo radicalar de DPPH-H na reaccéao.

Os compostos analisados foram concentrados previamente e modo a remover totalmente os
solventes usados nos métodos de extraccdo. Posteriormente cada 0,125g de concentrado foi

dissolvido em 50 ml metanol e analisados. Os resultados séo apresentados na tabela seguinte:

%AA

Tempo Cereja A CerejaB  Morango A Morango B Amora A Amora B
(min)

1 16% 9% 29% 27% 33% 31%
5 22% 16% 87% 85% 57% 43%
10 25% 17%1 92% 92% 72% 53%
15 27% 18% 94% 93% 7% 57%
20 28% 18% 94% 93% 80% 60%
30 30% 19% 80% 64%
40 31% 19% 67%
50 32% 69%
60 33% 71%
70 33% 73%

Tabela 2- Comparacao da Atividade Antioxidante dos diferentes sumos de frutos.

Apés leitura e interpretacdo da Tabela 2 verifica-se que o fruto que tem maior poder
antioxidante é o morango com uma %AA de 94%. E que para além de ser o fruto com maior

actividade antioxidante testada, este atingiu o seu equilibrio apds o décimo minuto de
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reaccdo. Mais uma vez estamos perante o método A como sendo o método com maior
eficiéncia. A seguir o fruto com maior actividade antioxidante € a amora-preta com
aproximadamente 80% e atinge o equilibrio apés o minuto 15. O método em destaque é o

método A.

Por fim obteve-se para a cereja uns valores de actividade antioxidante menos esperados.

Atinge-se segundo o método A cerca de 33 % AA e para o0 método B 19% AA.

Tempo %AA
(min)
Cereja CerejaB  Morango A MorangoB  AmoraA  AmoraB
A
1 29% 29% 23% 24% 9% 17%
5 43% 41% 91% 63% 87% 70%
10 48% 47% 94% 73% 89% 82%
15 50% 51% 94% 78% 89% 87%
20 52% 52% 82% 90% 90%
30 53% 52% 86% 90% 92%
40 53% 88% 93%
50 90% 93%
60 91%
70 92%

Tabela 3- Comparacgdo da Actividade Antioxidante das diferentes polpas de frutos.

Analisando a tabela 3 conclui-se novamente que tanto para a polpa como para 0 sumo o
morango é o fruto com maior actividade antioxidante. E de seguida a amora e por fim a
cereja. Tanto a cereja como a amora-preta apresentam maior actividade antioxidante na

analise da polpa (a polpa é constituida pela casca do fruto e sementes).

A cereja é o fruto que apresenta menor actividade antioxidante, tal facto ndo é comparavel
com a realidade literaria. Este resultado deve-se as mas condicbes climatéricas e

laboratoriais executadas na altura. Tendo em conta que a época nacional de colheita de
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cerejas € no més de Maio/Junho estas sdo cerejas estrangeiras e modificadas de modo a

aguentarem maior tempo de exposi¢ao.

A férmula usada para calculo da % de actividade antioxidante é a seguinte:

%AA= [Abscontrole‘ (Absamostra‘AbSbranco)]/AbScontrole x100 (1)

Para testar o método experimental utilizado no estudo da actividade antioxidante, efectuou-

se a determinacdo da actividade de uma espécie conhecida o Trolox.

E o resultado obtido experimentalmente deu 96,5 % de AA o que corresponde a um valor

similar ao da literatura. [11]

O que leva a concluir que o procedimento usado para determinar as actividades as amostras

dos compostos isolados e purificados é considerado valido.
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Capitulo 5

Conclusao
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Conclusao

A realizacdo deste trabalho experimental permitiu extrair e concentrar extractos de frutos
vermelhos, assim como estudar a sua actividade antioxidante. As técnicas utilizadas

tornaram-se ferramentas preciosas para o estudo quimico dos compostos.

A extraccao das amostras realizou-se com as técnicas de extracgdo escolhidas, cujo extractor

base é um solvente.

Ao comparar os dois métodos de extraccao verifica-se que o método A é o mais recomendavel
para os morangos e cerejas. Pois, foi com estes método que se obteve maior reducdo de DPPH
e consequentemente maior capacidade antioxidante. E para o caso da amora-preta foi o

método B.

Os resultados obtidos para 0 morango e amora estdo de acordo com a literatura o que
podemos concluir que os métodos usados sao validos.

No caso da cereja verificamos que os resultados sdo diferentes dos apresentados na literatura
o que leva a admitir erros de execucdo bem como de manuseamento. Analisando a época de
colheita temos amostras de cerejas colhidas no més de Janeiro provenientes do estrangeiro.
As diferencas analisadas nos resultados podem provir de factores tais como o tempo de
exposicdo ao frio, em camaras frigorificas, o modo de cultivo e tratamento das mesmas. Bem

como quimicos usados para a sua durabilidade em viagens e exposi¢cdes comerciais.

Do estudo executado conclui-se que o morango € o fruto com maior actividade antioxidante e
consequentemente o que tera maior beneficio para a salde humana.

Posteriormente temos a amora-preta e finalmente a cereja.

O método de extraccdo com maior poder extractivo é o Método A, este método usa como
solvente extractor a acetona e uma ajuda fundamental do aparelho de ultrasons. O ultrasons
tem um papel importante na quebra de ligacGes e formacdo de maior ndmero de radicais

livres que ficam apostos a novas e rapidas reaccdes em cadeia.
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