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RESUMO

Malpighia glabra L., popularmente conhecida por acerola ou cereja peruana, € um arbusto
exotico de pequeno porte originario da América Central, mas tém-se difundido para a
América do Norte, América do Sul, Asia e india. E indicada no tratamento de enfermidades,
tais como influenza (gripe), dengue e suas complicacBes, além de apresentar diversas
propriedades: adstringente, antianémica, antidiarreica, antiescorbutico, antifungico, anti-
inflamatorio, aperiente, cicatrizante, mineralizante, nutritiva e vitaminizante. Apresenta um
fruto de polpa suculenta util na dieta humana por seu alto teor de vitamina C. Nesse trabalho,
frutos de M. glabra em diferentes estagios de maturacdo foram analisados quanto a acidez
titulavel e pH; a partir das fragdes metanolicas classes de metabodlitos secundarios foram
evidenciadas, além do teor de fendis e flavonoides, capacidade quelante de ferro (1l),
atividade antioxidante por DPPH e TBARS, quantificacdo de compostos por CLAE, e
inibicdo de o-glicosidase; e, a partir das polpas liofilizadas, foi determinado o teor de
vitamina C e a prospecc¢do fitoquimica. Os resultados obtidos mostraram que os valores de pH
observados foram menores para a polpa dos frutos verdes e, a medida que as amostras
sofreram o processo de amadurecimento, o pH foi aumentando, dados esses inversamente
correlacionados a acidez titulavel, os quais foram diminuindo a medida que os frutos
amadureceram. A prospeccdo fitoquimica das polpas liofilizadas revelou classes de
compostos como taninos, fenois e flavonoides, sendo que para as duas Ultimas, a polpa dos
frutos verdes mostrou maior teor desses compostos, resultado semelhante ao encontrado para
o teor de vitamina C, no qual a polpa dos frutos verdes também apresentou maior quantidade
dessa substancia. Em relacdo a atividade quelante, a fracdo metandlica da polpa dos frutos
verdes, apresentou maior atividade (17,85%), seguido dos frutos intermediarios (14,87%) e
dos frutos maduros (6,91%), assim como no ensaio da atividade antioxidante por DPPH;
quanto aos resultados pelo método de TBARS, a fracdo metandlica dos frutos maduros
apresentou menor Clsy quanto ao nivel basal, demonstrando o melhor resultado, porém,
guanto aos valores obtidos quando utilizando o ferro como indutor da peroxidacao, a fracdo
metanolica da polpa liofilizada dos frutos verdes mostrou a menor Cls,. Em relagdo a
percentagem de inibicdo do teste que avaliou a inibicdo da enzima a-glicosidase, ndo houve
variacdo significativa entre as amostras testadas, sendo que a fragdo metandlica dos frutos
maduros mostrou-se ligeiramente superior aos estagios intermediario e verde, apesar de que a
menor Clsy foi observada para a fracdo metandlica dos frutos verdes. Quanto ao resultado da
analise de compostos por CLAE, 0s compostos rutina e quercetina apresentaram picos com as
maiores areas nas trés amostras testadas e, com relacdo aos carotenoides, o B-caroteno se
destacou nas anélises.

Palavras-chave: Malpighia glabra, a-glicosidase, TBARS, DPPH, quelacdo de ferro.



ABSTRACT

Malpighia glabra L., popularly known as acerola cherry or Peruvian, is a small exotic shrub
originally from Central America, but have spread to North America, South America, Asia and
India. It is indicated for the treatment of diseases such as influenza (flu), breakbone fever and
its complications, and presents several properties: astringent, antianemic, antidiarrheal,
antiscorbutic, antifungal, anti-inflammatory, aperiente, healing, mineralizing, nourishing and
vitaminizant. It has a very juicy fruit with pulp that is useful in the human diet for its high
content of vitamin C. In this work, the fruits of M. glabra in different stages of maturation
were analyzed for titratable acidity and pH; fractions from methanolic secondary metabolites
were found in addition to the content of phenols and flavonoids, chelating capacity of iron
(1), antioxidant activity by DPPH and TBARS compounds quantification by HPLC, and
inhibition of a-glucosidase and, as lyophilized pulp was determined the content of vitamin C
and phytochemical. The results showed that the pH values observed were lower than for the
pulp of the fruits and green, as the samples were subjected to the ripening process, the pH was
increased, these data are inversely correlated with acidity, which decreased as the fruits
matured. The phytochemical screening of the freeze-dried pulps revealed classes of
compounds such as tannins, phenols and flavonoids, and for the last two, the pulp of green
fruits showed higher levels of these compounds, a result similar to that found for the content
of vitamin C, in which the pulp green fruit also had higher amounts of this substance.
Regarding chelating activity, the methanolic fraction of the pulp of green fruits, higher
activity (17.85%), followed by intermediate fruits (14.87 %) and mature fruits (6.91 %), as
well as the test antioxidant activity by DPPH, as to the results by the method of TBARS, the
methanolic fraction of the ripe fruits showed lower ICs, as the baseline, showing the best
result, however, as the values obtained when using the iron as peroxidation inducer, the
fraction lyophilized methanolic pulp of green fruits showed the lowest 1Csy. Regarding the
percentage inhibition of the test evaluated the inhibition of a-glucosidase, no significant
variation among the strains, and the methanolic fraction of the mature fruit was found to be
slightly higher than the intermediate stages and green although the lower ICs, was observed
for the methanolic fraction of green fruit. As the result of analysis of compounds by HPLC,
compounds rutin and quercetin showed peaks with the largest areas in the three samples tested
and, with respect to carotenoids, the B-carotene is highlighted in the analysis.

Keywords: Malpighia glabra, a-glucosidase, TBARS, DPPH, iron chelation.



1. INTRODUCAO

Frutos e seus produtos derivados tém mostrado um impacto positivo sobre diversas
doencas cronicas, incluindo obesidade, cancer, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas
(JURANIC et al., 2005; ZAFRA-STONE, 2007). Esses frutos tém demonstrado contetido de
micro- e macronutrientes tais como vitaminas, minerais e fibras, no entanto, suas propriedades
biologicas tém sido largamente atribuidas aos seus niveis elevados de varios compostos
fendlicos, assim como as sinergias interativas entre seus componentes fitoquimicos naturais
(SEERAM, 2008; SZAJDEK et al., 2008).

A avaliacdo da atividade antioxidante tem sido de fundamental importancia
considerando sua relevancia para a salde humana. Estudos apontam o uso de plantas na
forma de sucos ou chas como fontes de agentes antioxidantes naturais que apresentam baixo
risco, podendo ser utilizado como coadjuvante no tratamento de diversas doencas (SILVA et
al., 2005). Segundo Stohs (1995) e Valavanidis e colaboradores (1995), ha evidéncias que
reforcam a importancia de estudos referentes as espécies reativas de oxigénio e radicais livres,
0s quais estdo associados a determinadas doengas (“Doengas relacionadas ao estilo de vida”™)
como cancro, aterosclerose e doenca cardiaca coronéria, entre outras. Portanto, o consumo de
alimentos que tem substancias capazes de combater esses radicais livres, é considerado
importante na prevencéo de tais doencas. Por isso, a pesquisa sobre substancias com potencial
antioxidante em alimentos ganhou atencdo renovada (KANEYUKI et al., 1999). Segundo
Jenkis e colaboradores (2002), o diabetes mellitus é caracterizado por hiperglicemia crénica, e
estd associado a um alto risco de doencas cardiovasculares, podendo aumentar também o risco
de complicacdes micro e macrovasculares.

Os efeitos patologicos dos AGEs estdo associados a capacidade de alterar as
propriedades quimicas e funcionais das mais diversas estruturas bioldgicas. Diversos estudos
sugerem que estas complicacGes séo causadas pela formacgédo de produtos finais da glicagéo
avancada (Advanced Glycosilation End-Product — AGEs) (NJOROGE et al., 1988;
YAMADA et al, 1994; OYA et al, 1999; THORMALLEY et al., 1999;
GOPALKRISHNAPILLAI et al.,, 2003). Os AGEs promovem, por meio da geracdo de
radicais livres, o estresse oxidativo; e atraves da formacdo de ligacbes cruzadas com
proteinas, ou interagdes com receptores celulares, estes provocam alteragcdes morfofuncionais
e aumento da expressdo de mediadores inflamatorios. A contribuicdo dos AGEs para o
desenvolvimento e a progressdo das complicagdes diabéticas encontra-se bem evidenciada na

literatura (JAKUS et al., 2004; AHMED, 2005; BIERHAUS et al., 1998)
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A inibicdo da captacdo de glicose no intestino, pode auxiliar pacientes com diabetes a
controlar o nivel de glicose no sangue, no estado pds-prandial. Assim, substancias que inibem
a amilase e as glicosidase tém sido estudadas, sendo que algumas dessas substancias tém sido
usadas para o desenvolvimento de medicamentos a fim de tratar a diabetes mellitus (HARA
&HONDA, 1990; KOBAYASHI et al., 2000).

Existem varios relatos indicando que esses compostos, além de prevenir o estresse
oxidativo, sdo também capazes de inibir a a-amilase e a sacarase (HARA & HONDA, 1990;
DEGUCHI et al., 1998). Os polifendis sdo muito conhecidos devido ao seu potencial
antioxidante, portanto, importantes compostos da dieta humana (YANG et al.,, 2001;
HERTOG, 1996; KNEKT et al.,, 1997). Segundo Murakami e colaboradores (1995) e
Kawagishi e colaboradores (2001), as plantas sdo geralmente consideradas as melhores fontes
naturais de polifendis e/ou vitamina C. Por estas razdes, os polifendis vém sendo estudados
para atuar na prevencdo da hiperglicemia, assim como, na formacdo dos AGEs
(HANAMURA et al., 2005).

Os flavonoides, uma classe de fenodis (ZUANAZZI et al., 2007), representam um
grande grupo de compostos fendlicos com papéis fisioldgicos na reproducdo de plantas e de
mecanismos de defesa contra microorganismos e fotooxidagdo (HUBER et al., 2008). Além
de seu papel na fisiologia vegetal, os flavondides estdo associados a promocao da qualidade
da saide como mostram os estudos, que o consumo dessa substancia leva a prevengdo de
problemas cardiovasculares e cancer em humanos (NEUHOUSER et al., 2004; ALVAREZ-
SUAREZ et al., 2011; NAGAPRASHANTHA et al., 2011), além do seu alto potencial
antioxidante (HUBER et al., 2008), como inibidores enzimaticos e atividade anti-neoplasica
(TAPAS et al., 2008).

A vitamina C ou acido ascorbico desempenha varias fun¢des no metabolismo humano.
Atua favorecendo o aumento da resisténcia organica, estimula o crescimento, interfere no
metabolismo do ferro, da glicose e de outros glicidios, além de ser importante na saude das
gengivas e dentes (TOCCHINI et al., 1984). O consumo de itens que contém alto teor de
vitamina C é particularmente indicado para individuos gestantes e lactantes, criancas,
adolescentes e portadores de processos infecciosos como gripes, inflamac6es e sangramento
das gengivas (BRAVERMAN, 1967; TOCCHINI et al., 1984). O consumo da acerola €
indicado também para doencas hepaticas e vesicula biliar (GONZAGA et al., 1996).

Malpighia glabra (Malpighiaceae), popularmente conhecida como acerola, é uma
fruta encontrada da América Central até o norte da América do Sul (CAMPELO et al., 1998).
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Passou a ser uma boa opg¢do na dieta alimentar de pessoas com habitos saudaveis, uma vez
que ficou comprovado que seu suco contém de 40 a 80 vezes mais vitamina C do que o suco
de limdo ou laranja, fontes tradicionais desta vitamina (BRAVERMAN, 1967). No entanto,
poucos estudos tém sido publicados sobre o contetdo fitoquimico e alterages quimicas
durante a maturagdo da acerola (NOGUEIRA et al., 2002; HANAMURA et al., 2008;
MEZADRI et al., 2008).

Portanto, frente aos dados apresentados, este trabalho tem como objetivo determinar
alguns padrdes fisico-quimicos como acidez titulavel, pH; determinar teor de fendis,
flavondides e vitamina C; verificar o potencial quelante de Fe (Il); avaliar a atividade
antioxidante por DPPH e TBARS, assim como o potencial inibitério frente a enzima

glicosidase; e quantificar compostos por CLAE.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar as capacidades antioxidantes e inibigdo de a-glicosidase e determinar teor de
fenais, flavonoides, carotenoides e vitamina C dos frutos de Malpighia glabra L., pertencente

a familia Malpighiaceae em trés estagios de maturacao.

2.2 Objetivos especificos

o Obter a fragdo metandlica das polpas;

o Realizar prospecgdo fitoquimica das polpas liofilizadas dos trés estagios de maturagéo;

o Verificar a atividade antioxidante da fracdo metandlica de cada estagio de maturacao,
pelo método de sequestro de radical livre DPPH e TBARS dos frutos em diferentes
estagios;

o Quantificar fenois totais e flavonoides nas fragbes metanolicas em cada uma das
amostras de M. glabra;

o Determinar o teor de vitamina C nas polpas liofilizadas de M. glabra;

o Verificar o possivel potencial quelante com Fe (1) das trés fraces obtidas;

o Determinar o pH e a acidez titulavel dos frutos in natura;

o Avaliar o potencial inibitério da fracdo metandlica dos trés estagios de maturacdo
frente a enzima glicosidase;

o Quantificar &cidos fendlicos e carotendides por CLAE.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Glicosidase

As glicosidases sdo enzimas envolvidas numa variedade de processos bioquimicos
com importancia especial para a biotecnologia, industria de alimentos, e farmacologia
(COMPAIN et al., 2007; LEGLER, 1990; ERICKSON et al., 1973). Essas enzimas sdo vitais
para os sistemas vivos e estdo envolvidas em processos bioldgicos diversos, incluindo
disturbios, doencas metabdlicas (DAVIES et al., 2005; ZECHEL et al., 2000; DAVIES et al.,
1995; McCARTER et al., 1994), reconhecimento célula-célula ou célula-virus, respostas
imunoldgicas, crescimento celular, e infeccdes virais e parasitarias (DWEK, 1996; ASANO,
2003).

A busca por inibidores de glicosidase, fortes e seletivos, é objeto de intensa pesquisa
de muitos grupos sintéticos e naturais envolvidos em um numero crescente de patologias que
requerem estruturas inovadoras capazes de inibir seletivamente e fortemente estas enzimas
terapeuticamente relevantes. As estruturas promissoras mais estudadas até agora sdo 0s
iminoacUcares, dois analogos de agtcar no qual um atomo de nitrogénio esta substituindo o
oxigénio endociclico. Essas moléculas sdo capazes de modular fungdes celulares, e resultados
promissores ja foram obtidos (DESCHAMP et al., 2012).

A inibicdo controlada de glicosidase apresenta-se potencialmente importante para o
tratamento de muitas doencas, tais como diabetes, infec¢des virais, como HIV, cancer, cancro,
certas formas de hiperlipoproteinemia e obesidade (VARKI et al., 1999; ASANO et al., 2000;
HERSCOVICS, 1999; KAMEDA et al., 1984; ROBINSON et al., 1991; FUJISAWA et al.,
2005; PILI et al., 1995; HUMPHRIES et al., 1986; SHIMIZU et al., 1990; SOU et al., 2001).

Existem varios inibidores de glicosidase que ocorrem naturalmente, tais como a
acarbose (DWEK, 1996), swainsonina (ASANO, 2003), e 1-desoxinojirimicina (VARKI et
al., 1999), dos quais a acarbose foi utilizada para o tratamento oral de diabetes tipo 11 (DONG
et al., 1996; HOLMAN et al., 1999; JACOB, 1995; PISTIA-BRUEGGEMAN et al., 2001,
SCHMIDT et al., 1977).

3.2 Informacgoes botanicas da familia Malpighiaceae e Género Malpighia

A familia Malpighiaceae estd representada por 75 géneros e 1.300 espécies, com
distribuicéo tropical e subtropical (SOUZA & LORENZI, 2008). O género Malpighia inclui
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30 espécies de arbustos e pequenas arvores, que fornecem flores e frutos em diferentes
estagios e tem longos periodos de frutificacdo durante todo o ano (SPEIRS & BRADY, 1991).

Cerca de 80% dos géneros e 90% das espécies ocorre na regido que abrange o Caribe,
sul dos Estados Unidos, até a Argentina (ANDERSON & ANDERSON, 2010).

No Brasil, ocorrem 38 géneros e aproximadamente 300 espécies. A familia é
facilmente reconhecida devido a presenca de nectarios extraflorais distribuidos aos pares nas
bases das sépalas, na maioria das espéecies (SOUZA & LORENZI, 2008). Alem disso,
apresenta grande potencial econdmico, como fonte de produtos alimenticios, ornamentais,

medicinais, madeireiros, além de outros (RIBEIRO et al., 1999).

3.3 Malpighia glabra L. e outras espécies do género Malpighia

Malpighia glabra L., popularmente conhecida por acerola ou cereja peruana
(ALBUQUERQUE et al., 2007), é um arbusto exdtico com até 3 metros de altura
(ALMEIDA et al., 2010). E originaria da América Central, mas, devido & sua boa adaptagéo
ao solo e clima, tém-se difundido para a América do Norte, América do Sul e, recentemente,
introduzida em areas subtropicais de todo o mundo, incluindo Asia e india (ASSIS et al.,
2008; VENDRAMINI et al., 2000; ASENJO, 1980). E indicada popularmente no tratamento
de vérias enfermidades, tais como influenza (gripe) (ALBUQUERQUE et al., 2007a), dengue
e suas complicaces (CARTAXO et al.,, 2010); e diversas propriedades: adstringente,
antifangico e antianémico, bem como sua capacidade nutricional e teor de vitaminas (NUNES
etal., 2011).

Os frutos amadurecem de M. glabra rapidamente apos a colheita (VENDRAMINI et
al., 2000), e quando maduros, apresentam polpa muito suculenta (GOMEZ et al., 1999;
JOHNSON, 2003) que, além de ser muito apreciada, também € (til na dieta humana (ASSIS
et al., 2008) por seu alto teor de vitamina C (Figura 1a): uma porcéo de 100 g da fruta fresca
fornece 28,76% de vitamina A e 2,033% da dose diéria recomendada de vitamina C
necessaria para um adulto (NUNES et al., 2011); uma vez que o teor dessa vitamina nesse
fruto excede de 30 al100 vezes a vitamina C presentes em laranjas (MEZADRI et al., 2008;
DEMBITSKY et al., 2011). Além disso, apresentam valores significativos de tiamina (Figura
1b), riboflavina (Figura 1c), niacina (Figura 1d), além de proteinas, e sais minerais,
principalmente ferro, célcio e fosforo (MEZQUITA et al., 2000).

Muitos estudos tém avaliado o teor de carotendides e bioflavondides devido a sua

propriedade antioxidante (MEZQUITA et al., 2000). Entre os carotendides identificados, o -
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caroteno (Figura le) apresenta-se em maior teor (40-60% do total de carotendides). Em
relacdo aos flavonodides, os principais componentes deste fruto sdo antocianinas (LIMA et al.,
2003) e flavondis. No trabalho desenvolvido por Hanamura e colaboradores (2005), foram
identificadas duas antocianinas (cianidina-3-ramnosideo e pelargonidina-3-ramnosideo) e um
flavonoide (quercetrina) a partir de M. emarginata DC. (Figura 1f). Efeitos inibitorios frente a
enzima a-glicosidase foram observados para os trés compostos, porém ndo-potentes, exceto
para quercetrina que apresentou 60% de inibicao.

Atualmente, a acerola pode ser considerada uma fruta tropical de grande valor
econémico e nutricional, visto que pode ser utilizado para preparar 0os mais diversos produtos
tais como gelatina, sucos, bebidas suaves, néctar, iogurtes, refrigerantes, doces, e podem ser
congelados sem perder o teor de vitamina C, entre varios outros produtos (BICAS et al.,
2011). Alem da vitamina C, a acerola contém outros componentes funcionais benéficos a
salde humana, tais como os fendis (HANAMURA et al., 2005). Possui ainda grande
potencial na inddstria alimenticia como fonte de vitamina C e fendis, podendo ser usada como
suplemento nutricional ou como aditivo para aumentar o valor nutricional de outros produtos
(NOGUEIRA et al., 2002; HANAMURA et al., 2008).
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Figura 1. Estruturas quimicas da vitamina C (a), tiamina (b), riboflavina (c), niacina (d),
B-caroteno (e) e quercetina (f).
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De acordo com Uchida e colaboradores (2011), a vitamina C proveniente da acerola
(M. emarginata) foi mais bem absorvida no plasma apds a ingestdo do suco se comparado ao
acido ascorbico comercializado, assim como foi observado uma menor eliminacdo de
vitamina C, proveniente da acerola, na urina quando comparado ao 4acido ascorbico
comercializado. Dados semelhantes foram observados por Vinson & Bose (1988).

O Brasil é o maior produtor mundial de acerola e concorre principalmente no setor de
mercado de produtos naturais, disputando a preferéncia dos consumidores (MEZADRI et al.,
2006), pois a vitamina C produzida por esta fruta € mais bem absorvida do que o acido
ascorbico sintetizado por muitos animais, exceto os seres humanos e outros seres (ARAUJO
etal., 1994; NISHIKIMI et al., 1988).

A composicao quimica da acerola varia entre cultivares com as condi¢cdes ambientais e
com a fase de maturacdo da fruta (VENDRAMINI et al., 2000; KAWAGUCHI et al., 2007;
NUNES et al., 2012). Alguns autores verificaram 0s constituintes volateis desse fruto
(SCHIPPA et al.,, 1993; PINO et al., 2001), no entanto, outro grupo de pesquisadores
relacionou o efeito dos trés diferentes estagios de maturacdo sobre a composicdo quimica de
outra variedade de acerola (M. punicifolia L.) e os resultados obtidos foram um numero
crescente de compostos observados e identificados, a medida que o fruto sofre o processo de
maturacdo (VENDRAMINI et al., 2000).

Residuos de frutas também apresentaram resultados eficazes referentes a algumas
atividades biologicas, como no trabalho descrito por Correia e colaboradores (2012). Nesse
trabalho, os residuos (sementes, cascas e polpas residuais) da acerola (M. emarginata DC.),
jambol&@o (Syzygium cumin), pitanga (Eugenia uniflora) e caja-umbua (Spondias sp.), foram
avaliados quanto ao contetdo de compostos fenolicos, capacidade antioxidante in vitro e
inibicdo de a-glicosidase e a-amilase. Dentre as espécies estudadas nesse trabalho, a acerola
(M. emarginata DC.) mostrou maior teor de fendis e acido ascorbico, seguido por jamboldo e
pitanga. Em relacdo a inibicdo enzimatica, todas as espécies estudadas apresentaram inibicao
frente as enzimas estudadas, sendo o melhor resultado para a acerola frente a a-glicosidase.
Todas as amostras apresentaram atividade antioxidante in vitro.

De acordo com Kawaguchi e colaboradores (2007), a aceronidina, um flavondide
isolado dos frutos verdes da acerola (M. emarginata DC.) apresentou atividade antioxidante
frente ao radical livre DPPH, inibicdo de a-amilase e mostrou o melhor resultado quanto a
inibicdo de a-glicosidase quando comparado a outros flavonoides testados: taxifolia,

catequina, isoquercetina e quercetina.
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No trabalho desenvolvido por Oliveira e colaboradores (2012), frutos de acerola (M.
emarginata DC.) em quatro estagios de maturacdo foram processados para obtencdo da polpa,
e congeladas a -20°C por 30 dias. As polpas apresentaram valores significativamente elevados
qguanto ao teor de vitamina C, compostos fenolicos e atividade antioxidante. Trabalho
semelhante foi realizado por Singh e colaboradores (2012), no qual o extrato metandlico de
M. glabra apresentou a maior atividade antioxidante com 98,77%, e mostrou, ainda, um
elevado teor de fendis e &cido ascorbico.

Uma série de estudos tem sido realizada a fim de investigar o teor de compostos
fendlicos e carotendides presentes em frutos (PRIOR et al., 1998; RODRIGUEZ-AMAYA,
1999), mas apesar do grande potencial comercial da acerola, poucos relatos tém sido
publicados sobre o contetdo fitoquimico e alteracdes quimicas durante a maturacdo dos frutos
(LIMA et al., 2005).

No estudo realizado por Nunes e colaboradores (2011), foram verificadas a capacidade
antigenotdxica e atividade antioxidante da acerola (M. glabra L.) em dois estagios de
maturacdo (verde e maduro). O estdgio verde apresentou melhor atividade antioxidante
(método DPPH) que os frutos maduros, assim como o nivel de vitamina C. O estagio verde
também mostrou o maior potencial de protecdo ao DNA, protegendo-o contra o estresse
oxidativo, porém nenhum dos estagios de maturacdo impediu o crescimento de um tumor no
teste de citotoxicidade.

Os beneficios da acerola a salde estdo associados com sua capacidade antioxidante e
o0s niveis elevados de acido ascérbico, carotendides e polifendis. A capacidade antioxidante é
principalmente devido ao seu teor em vitamina C e seu conteudo de polifendis (RIGHETTO
et al., 2005; MEZADRI et al., 2008).

Foi demonstrado por Hanamura e colaboradores (2008), que um extrato bruto de
polifendis de acerola foi capaz de clarear manchas oriundas da irradiacdo de luz ultravioleta
melanogénese por meio da inibigdo da atividade da tirosina em melandcitos. Além disso, uma
fracdo polifendlica bruta de acerola teve um efeito preventivo contra a hiperglicemia no
estado pos-prandial, e 0 mecanismo deste efeito pode envolver a supressdo do transporte
intestinal da glicose e a inibicdo da enzima a-glicosidase. No entanto, os efeitos terapéuticos
desta fracdo de acerola em ratos hiperglicémicos se mostraram insignificantes (HANAMURA
et al., 2006). A atividade anti-inflamatdria também foi observada em acerola por Kawaguchi e
colaboradores (2007).
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Os efeitos tdxicos do extrato rico em polifendis da acerola foram avaliados em ratos
através de ensaios toxicoldgicos orais, e estes mostraram que ndo houve nenhuma diferenga
significativa associada a administracdo oral do extrato (HANAMURA et al., 2008).

Extratos de frutas mostraram capacidade de inibi¢do da producéo de 6xido nitrico em
macrofagos de ratos devido a inibi¢do da expressdo induzivel da sintese do 6xido nitrico e de
eliminacdo de radicais (WAKABAYASHI et al., 2003). Além disso, o pré-tratamento com
extrato de acerola inibiu a iniciagcdo de carcinogénese no pulmao de camundongos, mostrando
atividade citotdxica especifica a tumor (NAGAMINE et al., 2002), sugerindo sua possivel
aplicacdo para a terapia do céncer. Ainda, a acerola também apresenta propriedade
antifungica (CACERES, 1993).

De acordo com Liu e colaboradores (2013), foi demonstrada a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase a partir de trés compostos isolados de M. emarginata, mostrando um efeito

inibidor com Clsg variando entre 10,3 e 28,7 uM.

3.4 Vitamina C ou acido ascorbico

O acido ascorbico é de fundamental importancia para a saude humana (WEBER et al.,
1996) e tem indmeras funcGes metabdlicas que, sdo em grande parte, dependente de sua
propriedade redutora potente (LINSTER et al., 2007). Além disso, atua como co-fator em
reacOes catalisadas por varias oxigenases dependentes de metais. Sua deplecdo no organismo
provoca escorbuto com pele seca, fadiga e sangramento (UCHIDA et al., 2011).

A vitamina C é a principal prote¢do antioxidante contra o dano oxidativo celular
(OLIVEIRA et al., 2012), devido a sua capacidade de sequestrar radicais superéxido em
reacOes intra- e extracelulares (LEVINE et al., 1999).

Muitos animais podem sintetizar o 4cido ascorbico in vivo, no entanto, outros, tais
como 0s seres humanos e outros seres, perderam a capacidade de produzir acido ascorbico
devido a uma mutacdo em um gene da lactose oxidase, essencial para a sintese do acido
ascorbico (NISHIKIMI et al., 1988). Consequentemente, 0s animais que ndo podem sintetizar
0 &cido ascorbico devem adquiri-lo através da dieta alimentar (UCHIDA et al., 2011).

Nas plantas, o acido ascorbico desempenha um papel importante na resposta ao
estresse, bem como no crescimento e desenvolvimento e é um dos metabdlitos altamente
abundantes que limpam as espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas durante 0s processos
fisiolégicos (CONKLIN, 2001).
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O é&cido ascorbico também estd envolvido nos mecanismos de defesa contra o ataque
de patdgenos ambientais e danos oxidativos, e tem sido implicado na regulacdo da diviséo
celular e de expansdo (SMIRNOFF, 1996; KATO & ESAKA, 2000).

O é&cido ascorbico é oxidado a monodehidroascorbato, que se dissocia para formar
dehidroascorbato (DHA), que é estavel a um pH alcalino. Monodehidroascorbato redutase
(MDHAR; EC 1.6.5.4) e dehidroascorbato redutase (DHAR; EC 1.8.5.1) sdo enzimas
conhecidas por desempenhar um papel protetor em plantas mantendoascorbato em sua forma
reduzida (ELTAYEB et al., 2006; STEVENS et al., 2008).

3.5 Espécies reativas de oxigénio (EROs)

EROs sédo reduzidas e neutralizadas pelos antioxidantes, que desempenham um papel
essencial, ndo s6 para manter a producdo e eliminacdo de EROs em equilibrio durante
condicBes de ndo-estresse, mas também na determinacdo do nivel de estresse oxidativo
(TORRES et al., 2006).

Ao longo do desenvolvimento, os frutos sofrem varios processos bioquimicos,
mudancas fisiologicas e estruturais que irdo determinar as suas propriedades antioxidantes.
Estudos envolvendo reacbes evidenciando espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo
intrinsecas a maturacdo dos frutos e senescéncia porque promovem um processo oxidativo
que contribui para a deterioracdo geral do metabolismo celular (JIMENEZ et al., 2002;
TORRES et al., 2006). Portanto, 0 aumento nos niveis de EROs durante o amadurecimento da

fruta pode ser atribuida a alteragfes nos niveis de componentes antioxidantes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Os frutos de Malpighia glabra foram coletados em diferentes estagios de maturacao:
maduro (2346,0 g), intermediario (2250,0 g) e verde (3230,0 g). A coleta foi realizada em
setembro de 2012 no Sitio Brejo Seco (7°14'17"S 39°15'41"W), zona rural a sudeste da cidade
de Juazeiro do Norte, estado do Ceard, Brasil (Figura 2). Uma exsicata foi preparada e
enviada ao Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima da Universidade Regional do
Cariri - URCA, onde foi registrada sob n°® 9570.
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Figura 2. Local de coleta do material em estudo: Juazeiro do Norte - CE. (Fonte:
adaptado de google maps).

A partir dos frutos in natura foram realizadas as analises de pH e acidez; das polpas
liofilizadas foram realizados determinacdo do teor de vitamina C e prospeccao fitoquimica; e,
a partir das fraces metanolicas, foram realizados a determinacdo do teor de fendis e
flavondides e atividade antioxidante pelo método DPPH, Quelagdo de Fe (1I) e TBARS, além

da avalicdo da inibicdo enzimatica e quantificacdo de compostos por CLAE.
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4.2 Preparac¢do das amostras

Os frutos foram selecionados e separados de acordo com o estdgio de maturacédo
(maduro, intermediario e verde) (Figura 3d, 3e, 3f). A trituracdo para obtencdo das polpas
ocorreu em liquidificador industrial sem adi¢do de agua, exceto para a fracdo verde, na qual
foram adicionadas 100 mL de agua destilada para facilitar o processo. Apos essa etapa, 0
material obtido foi filtrado e submetido a congelamento em freezer.

As amostras congeladas foram submetidas a liofilizacdo - processo que possibilita a
retirada completa de 4gua da amostra. O residuo obtido chamado de polpa liofilizada foi,
entdo, submetido a extracdo com metanol a frio sob agitacdo constante por 30 minutos com
agitador magnetico, posteriormente, submetida a evaporacdo em evaporador rotativo até a
obtencédo do residuo sélido chamado de fracdo metandlica (Fracdo MeOH). A fracdo MeOH

obtida a partir de cada estagio de maturagdo foi utilizada para a realizagdo dos ensaios.

Figura 3. Coleta e selecdo dos frutos de M. glabra L. (a) — Coleta dos frutos; (b) —
Imagem da espécie estudada; (c) — Sele¢do e acondicionamento do material; (d) -
Estagio de maturacdo “intermediario”; (e) — Estagio de maturacio “maduro”; (f) —
Estagio de maturacio “verde”.
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4.3 Prospeccao fitoquimica

As polpas liofilizadas (maduro, intermediario e verde) foram submetidas a uma série

de testes utilizando reagentes especificos segundo método descrito por Matos (1997), visando

a elucidacéo de classes de metabolitos secundarios como flavondides, alcaldides, taninos e

esterdides. Esse método baseia-se na observacdo visual de variacdo e/ou intensificacdo

colorimétrica e/ou formacdo de precipitado ap6s a adicdo de reagentes especificos nas

solugdes das amostras.

Para a realizacdo do ensaio, 300 mg das fracbes metanolicas foram, separadamente,

diluidas ou parcialmente diluidas em 30 mL de etanol 70%. Em seguida, aliquotas de 3 mL

foram distribuidas em tubos de ensaio e seguiu-se como mostrado no esquema abaixo:

TESTE PARA FENOIS E TANINOS

TUBO

PROCEDIMENTO

RESULTADOS

Tubo 1

Adicdo de 3 gotas de
FeCl;

e Coloracdo varidvel entre azul e vermelho é indicativo da presenca de
fendis, quando o teste branco for negativo (dgua+cloreto férrico);

e Precipitado escuro de tonalidade azul indica a presenca de taninos
pirogalicos (taninos hidrolisaveis) e verde, a presenca de taninos
condensados (catéquicos ou flobabénicos);

TESTE PARA ANTOCIANINAS, A

NTOCIANIDINAS E FLAVONOIDES

TUBOS PROCEDIMENTO RESULTADOS
Tubo 2 Acidular a pH 3 como | e Cor vermelha — presenca de antocianinas e antocianidinas; chalconas e
HCI 1% auronas;
¢ Se a coloragdo ndo variar — presenga de flavonas, flavonois e xantonas;
flavononois.
Tubo 3 Alcalinizar a pH 8,5 | e Cor lilas — presenca de antocianinas e antocianidinas;
com NaOH 5% e Se a coloracéo ndo variar — presenca de flavonas, flavondis e xantonas;
chalconas e auronas; flavononois.
Tubo 4 Alcalinizar a pH 11 | e Cor azul-pUrpura — presenca de antocianinas e antocianidinas;

com NaOH 5%

e Cor amarela — presenca de flavonas, flavonois e xantonas;
o Cor vermelho parpura — presenca de chalconas e auronas;
o Cor vermelho-laranja — presenca de flavonondis.

TESTE PARA LEUCOANTOCIAN

IDINAS, CATEQUINAS E FLAVONONAS

TUBOS

PROCEDIMENTO

RESULTADOS

Tubo 5

Acidular a pH 1-3 com
HCI 1%. Em seguida
aqueca-o com auxilio
de uma lampada de
alcool por 2-3 minutos,
cuidadosamente.

e Cor vermelha — presenca de leucoantocianidinas;
o Cor pardo-amarelada — presenca de catequinas;
e Se a coloracdo ndo variar — presenca de flavononas.

Tubo 6

Alcalinizar a pH 11
com NaOH 5%. Em
seguida aqueca-o com
auxilio de uma lampada
de alcool por 2-3
minutos,
cuidadosamente.

e Se a coloragdo ndo variar —presenca de leucoantocianidinas e
catequinas;
e Cor vermelho-laranja — presenca de flavononas.
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4.4 Quantificacdo de compostos por CLAE

4.4.1 Quimica, aparelhos e procedimentos em geral

Todos os reagentes utilizados foram de pureza com grau analitico. Metanol, acido
acetico, acido galico, acido clorogénico e acido caféico, acetonitrila e acetato de etila, foram
obtidos da empresa Merck (Darmstadt, Alemanha). Quercetina, quercetrina, rutina e
campferol, catequina, epicatequina, tocoferol e P-caroteno foram adquiridos da Sigma
Chemical Co. (St. Louis MO, EUA). A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) foi realizada utilizando o sistema CLAE
(Shimadzu, Kyoto, Japan), destaque Auto Sampler (SIL-20A), equipado com Shimadzu LC-
20AT, com bombas alternadas ligadas ao desgaseificador DGU 25A5 com integrador CBM
20A, UV-VIS com detector DAD (diodo) SPD M20A e software LC 1,22 SP1.

4.4.2 Quantificacdo de compostos por CLAE

As andlises cromatograficas de alta eficiéncia com fase reversa das fracOes
metanolicas dos frutos, foram realizadas utilizando colunas C18 (4,6 mm x 250 mm) com
particulas medindo 5 pm de diametro. A fase movel foi agua contendo acido acético a 2% (A)
e metanol (B) e o gradiente de composicao foi de: 5% de B durante 2 minutos, 25% (B) até 10
minutos, e 40%, 50%, 60%, 70% e 80% de B a cada 10 minutos, seguindo a metodologia
descrita por Sabir e colaboradores (2012). As fracdes metanolicas de Malpighia glabra nos
estdgios de maturacdo verde, intermediario e maduro foram dissolvidos em etanol na
concentragdo de 20 mg/mL. A presenca de nove compostos fenolicos foi investigada: acido
elagico, acido gélico, acido caféico, epicatequina e catequina, e os flavondides quercetina,
rutina, quercetrina e campferol. A identificacdo desses compostos foi realizada pelo método
do padrdo pelo qual é realizada a comparagdo dos seus tempos de retencdo e através do
espectro de absor¢do UV comparando-0s a compostos de padrdo comercial. A taxa de fluxo
foi de 0,8 mL/min e o volume de injecdo foi de 40 pL. A amostra e fase mével foi filtrada
através de um filtro de membrana de 0,45 um (Millipore), e em seguida desgaseificada por
banho de ultra-sons antes da utilizagdo. As solucdes de padroes referéncias foram preparadas
em fase movel de CLAE numa gama de concentracbes de 0,030-0,250 mg/mL, catequina,
epicatequina, quercetina, quercitrina, rutina e campferol e, 045-0,500 mg/mL para os &cidos

galico, caféico e elagico.
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A quantificagdo foi realizada por integracdo dos picos utilizando o método do padréo
externo, a 257 nm para o 4cido galico, a 280 nm para a catequina e epicatequina, 325 nm para
acidos elagico e caféico, e 365 para a quercetina, quercitrina, campferol e rutina. Os picos
foram confirmados por cromatografia comparando o seu tempo de retencdo com os de
padrdes de referéncia e pelos espectros de DAD (200 a 600 nm). Curva de calibragcdo para o
acido galico: Y = 13591x + 1187,5 (r = 0,9996), acido caféico: Y = 11748x + 1340,3 (r =
0,9997), &cido elagico: Y = 14073x + 1285,6 (r = 0,9993); catequina: Y = 12547x + 1337,4 (r
= 0,9993), epicatequina: Y =11958x + 1329,7 (r = 0,9990); rutina: Y = 12756x + 1163,8 (r =
0,9991), a quercetina: Y = 11891x + 1241,6 (r = 0,9985); quercitrina: Y 12694x + = 1351,0 (r
= 0,9989) e o campferol: Y = 13657x + 1341,8 (r = 0,9999). Todas as operagdes de
cromatografia foram realizadas a temperatura ambiente e em triplicata.

Para a analise dos carotendides, foi utilizada uma coluna C18 (4,6 mm x 150 mm) de
fase reversa, com particulas de 5um de didmetro. A fase movel consistiu em misturas de
ACN: H,0 (9:1, v/v) com 0,25% de trietilamina (A) e com AcOEt 0,25% com trietilamina
(B). O gradiente iniciado com 90% de (A) a 0 min e 50% de (A) em 10 min. A percentagem
de uma diminuicdo de 50% em 10 min a 10% de (A) em 20 min. A taxa de fluxo foi de 0,8
mL/min e o volume de injecéo foi de 40 pl. Os sinais foram detectados a 450 nm, seguindo o
método descrito por Janovik e colaboradores (2012), com algumas modificagdes.

Solucdes de padrdes referéncias (tocoferol e B-caroteno) foram preparadas em fase
movel de CLAE numa gama de concentracbes de 0,035-0,350 mg/mL. As amostras de
Malpighia glabra foram analisadas a uma concentracdo de 10 mg/mL, e os carotendides
foram identificados e quantificados nas fracdes metanolicas de Malpighia glabra por
comparacdo dos tempos de retencdo e espectros de UV com a solucdo padrdo. Todas as
operacOes de cromatografia foram realizadas a temperatura ambiente e em triplicata.

O Limite de deteccéo (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ) foram calculados com
base no desvio padrdo das respostas e a inclinagdo por meio de trés curvas analiticas
independentes, tal como definidos por Boligon e colaboradores (2012). LOD e LOQ foram
calculados como ¢ 3,3 e 10 / s, respectivamente, onde ¢ é o desvio padréo da respostae S é 0

declive da curva de calibracéo.

4.5 Determinacao de fendis totais

A concentracdo de fenois totais foi determinada através da adi¢do de 50 pL de cada
uma das solugdes previamente preparadas, em varias concentragdes (250, 100, 50, 25, 10, 5
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pg/mL) para cada um dos estagios de maturacdo, juntamente com 200 pL do reagente Folin-
Ciocalteau na concentracdo de 10%, seguido da adi¢do de 400 pL de carbonato de sédio a
7,5%. As solucBes foram incubadas a 45°C por um periodo de 15 minutos sem luminosidade,
e as absorbancias foram mensuradas a 765 nm em espectrofotémetro. O &cido galico (AG) foi
utilizado como padrdo de comparagdo de composto fendlico (SINGLETON et al., 1999). A
média das leituras dos testes foi utilizada e os resultados expressos em microgramas de AG

por miligrama de extrato.
4.6 Determinacao de flavonodides totais

O flavondide utilizado como padrdo foi a rutina estabelecendo a curva de calibragdo
(20 — 1 pg/mL) em etanol P.A. Os padrdes ou solugdes das amostras foram adicionados em
volumes variados de forma que as concentragdes variassem entre 250 a 1000 pg/mL. As
amostras e aos padrdes foram adicionados 600 pL de etanol P.A, 40 pL de cloreto de
aluminio a 10%, 40 pL de acetato de sédio (1 M) e 4gua destilada q.s.p. 2 mL.

Um teste branco foi realizado adicionando o mesmo volume das amostras e do etanol,
porém o volume do cloreto de aluminio e do acetato de sédio foi substituido pelo mesmo
volume de agua, além do volume (g.s.p.) j& previsto anteriormente.

Apos a incubacdo, & temperatura ambiente durante 45 minutos sem luminosidade, a
absorbancia da reacdo foi medida em espectrofotdmetro em 415 nm. A média das trés leituras
foi utilizada e o teor de flavondides totais foi expresso como microgramas de equivaléncia de
rutina/miligrama da amostra (KOSALEC et al., 2004).

4.7 Determinacao da acidez titulavel e pH

Foram adicionados 5 mL da polpa homogeneizada, de cada um dos estagios de
maturacdo, em 50 mL de agua destilada e verificado o pH em potencidometro digital. Em
seguida, adicionou-se 3 gotas de fenolftaleina. A titulacdo foi realizada com solucdo de
hidréxido de sédio 0,1 M sob agitacdo constante até surgimento de coloracéo rosa persistente
por 30 segundos. Os valores obtidos foram, individualmente, utilizados para célculo da acidez
em mL de solucdo (BRASIL, 2005).

Acidez em mL de solucdo =V x f x 100

PxC
V= n° de mL da solucéo de hidréxido de sédio gasto na titulacao
f= fator de correcédo da solucdo de hidréxido de sédio

P= massa da amostra em g ou volume pipetado em mL
C= correcdon nara solicdo de NaOH (10 se NaOH for 0.1 M: 100 se NaOH for 0.01 M)
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4.8 Determinacao do teor de vitamina C

A colorimetria fundamenta-se na medicdo da extensdo com que a solucdo de 2,6-
diclorofenol é descolorida pelo acido ascorbico presente em extratos de amostra e solucGes
padrdes de acido ascorbico (LEME JUNIOR et al., 1950).

Para preparar a solucdo de &cido oxalico a 2% foram utilizados 2 g de &cido oxalico
diluidos em 100 mL de agua destilada. Essa solucédo foi utilizada para o preparo da solucéo
estoque de acido ascorbico (100 mg de &cido ascérbico dissolvidos com solucdo de acido
oxalico 2% em @.s.p. 100 mL) e para obtencdo da solugdo de trabalho de &cido ascérbico a
uma concentracdo de 40 pg/mL (4 mL da solucéo estoque de acido ascorbico foram diluidos
com solucdo de acido oxalico 2% em g.s.p. 100 mL).

Para obter a solucéo de trabalho do corante 2,6-diclorofenol indofenol, primeiramente
foi preparada uma solucéo estoque do corante (100 mg do corante e 84 mg de bicarbonato de
sodio em agua destilada aquecida a 85-95°C g.s.p. 100 mL), entdo, em seguida, essa solucédo
foi filtrada e 25 mL foram tomados e ajustados a 500 mL com agua destilada.

Para preparar as amostras, 50 g da polpa liofilizada de cada um dos estagios de
maturacdo foi homogeneizada com solucdo de acido oxalico 2% produzindo 100 mL do

macerado.
4.8.1 Procedimento para a curva padrao

Foram pipetados volumes variados (1, 2, 3, 4 e 5 mL) da solucdo de trabalho de &cido
ascorbico e ajustado o volume de 5 mL com solucdo de &cido oxalico a 2%. Em seguida, a
cada tubo, foram adicionados 10 mL da solucdo de trabalho do corante. A leitura foi realizada
entre 15 a 20 segundos apos a adi¢éo do corante a um comprimento de onda ajustado para 518
nm. O espectrofotdmetro foi calibrado a 100% de transmitancia usando um branco contendo 5

mL de acido oxalico 2% e 10 mL de agua destilada.
4.8.2 Procedimento para a leitura da amostra

Um volume de 5 mL ou menos da solugdo das amostras foi adicionado em um tubo e
neste, um volume de 5 mL foi ajustado com solucdo de &cido oxalico 2%, em seguida, foi
adicionado 10 mL da solucdo de trabalho do corante e a leitura foi realizada em

espectrofotdmetro assim como na curva padrao.
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4.8.3 Calculo do teor de acido ascorbico

Ap0s os ensaios, os valores obtidos foram substituidos na férmula abaixo para calcular

o valor em miligramas de &cido ascorbico/100 (g ou mL) de amostra:

conc .ac.ascorb. x vol.produzido x 100

mL da sol.de amostra no tubo x 1000 x peso da amostra

[mg de 4c.ascorbico/100 g ou mL de amostra =

l

4.9 Atividade quelante de Fe (II)

A capacidade para quelar Fe (1) foi determinada usando o método modificado descrito
por Puntel et al. (2005). O teste foi realizado com adicao de 150 pL de FeSO,4 (2mM) em uma
mistura de reacdo contendo 168 pL de Tris-HCI 0,1 M (pH 7,4), 218 uL de solucdo salina e as
solucdes das amostras (fracdo MeOH diluida em agua destilada) variando de 250 a 5 pg/mL.
A mistura de reacdo foi incubada, ao abrigo da luz, durante 5 minutos antes da adigédo de 13
pL de 1,1-O-fenantrolina 0,25%.

Dois testes brancos foram realizados no qual o primeiro consistiu de amostra e
fenantrolina, e o segundo, de amostra e ferro (Il). A absorbancia foi subsequentemente
medida em 510 nm em espectrofotometro (BATOOL et al., 2010) e a capacidade quelante das
amostras foi expressa em percentagem (%).

4.10 Determinac¢do da atividade antioxidante pelo método DPPH

O potencial antioxidante da fracdo MeOH de cada estagio, foi avaliada utilizando o
método fotocolorimétrico in vitro do radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazila), descrito
por Mensor e colaboradores (2001). Nesse ensaio, 300 pL da fragdo MeOH de cada amostra
(250 — 5 pg/mL) foram adicionados em 1500 puL de DPPH (0,3 mM) e 1200 pL de etanol
P.A.

Um teste em branco foi realizado adicionando-se 2700 pL de etanol P.A em 300 pL
das amostras em diferentes concentracfes. Como controle negativo foi utilizada a mistura de
1500 pL da solugdo de DPPH com 2700 uL de etanol P.A, e como controle positivo utilizou-se
300 pL das solucdes de acido ascdrbico (250 — 5 pg/mL), 1500 pL da solu¢do de DPPH e 1200
ML de etanol P.A.

A elevada habilidade de uma amostra em retirar o radical livre estavel DPPH esta

relacionado com a atividade antioxidante da mesma (DUARTE-ALMEIDA, 2006). A solucéo

de DPPH possui uma coloracdo roxa intensa e a atividade antioxidante de uma amostra pode
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ser visualizada pelo progressivo descoloramento da solucdo de DPPH, ao final do qual a
mesma torna-se amarelada (NUNE et al., 2008). Ap6s o tempo de reagdo, sem luminosidade
de 30 minutos, as absorbancias foram lidas com auxilio de Espectrofotdmetro de Ultravioleta
UV-Vis com comprimento de onda ajustado para 518nm.

Todas as leituras foram realizadas em triplicata e, com a média dos dados obtidos foi
calculada a diferenca de absorbancia entre as amostras e o controle negativo, sendo as
atividades antioxidantes (AA) percentuais obtidas por regressao linear, para cada fase, obtendo-
se assim a concentracdo das amostras que promovesse a diminui¢do para a metade 50% e
reducdo de 90% da concentracdo inicial de DPPH, definida respectivamente como
Concentracdo Efetiva (CEsp) e (CEg) (MENSOR et al., 2001).

[ %AA =100 — (((AbSamostra — AbSpranco) + controle negativo) x 100) ]

4.11 Avaliac¢ao do potencial antioxidante por TBARS

Quando ocorrem danos a camada lipidica hd a producdo de diversos subprodutos,
entre eles espécies reativas ao acido tiobarbiturico como malondialdeido (MDA). O método
utilizado emprega como parametro a leitura de absorbancias das solucdes das amostras e
fosfolipideos com acido tiobarbitdrico, uma vez que essa solugdo apresenta coloracdo
invisivel na faixa de cor résea (532 nm). Todos os testes foram acompanhados de uma curva
de calibracdo com quantidades conhecidas de MDA para realizar o célculo do fator de

correcéo dos testes.
4.11.1 Preparo do fosfolipideo de ovo

Foi preparada uma solugdo de gema de ovo (solugdo de hexano: alcool isopropilico
(3:2)) na proporgéo de 1 g para 10 mL. Essa solugéo foi filtrada e rotaevaporada até obtengéo
de residuo seco. Para os ensaios de TBARS, foi utilizado 0,05 g do residuo seco em 10 mL de

agua destilada.
4.11.2 Ensaio TBARS

A producdo de TBARS foi determinada utilizando método modificado de Sabir &
Rocha (2008). Os homogeneizados obtidos com fosfolipideos de ovo, diferentes

concentragfes das amostras, e agua destilada (g.s.p. 500uL), foram pré-incubados a 37°C
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durante 1 h na presenca ou auséncia de ferro (20uM) como agente indutor de peroxidagéo
lipidica. A reagdo de cor foi realizada pela adicéo, apds pré-incubagdo, de 500 pL de tampéo
acido acético e 500 pL de TBA 0,6% dissolvido em agua. As misturas de reacdo, incluindo
uma série de dilui¢cdes de 0,03 mM MDA padréo, foram incubadas 100°C por 1 h e, devido a
turbidez da reacgéo, foi realizado uma particdo com butanol (1,5 mL). Em seguida, os tubos
foram centrifugados para a completa separacdo da fase butanolica. A leitura da absorbancia
foi realizada apds o resfriamento dos tubos utilizando a fase butandlica (sobrenadante) em

espectrofotdbmetro com comprimento de onda ajustado para 532 nm.
4.12 Avaliacao do potencial inibitéorio frente a enzima a-glicosidase

O ensaio para avaliar a inibicdo de a-glicosidase foi realizado de acordo com o
método proposto por Li et al. (2009), citado por Zhou et al. (2012), com algumas
modificacdes. Para realizacdo do ensaio, 200 pL das solucdes a serem testadas foram diluidas
em tampdao fosfato10mM, e 200 uL de a-glicosidase 0,04 U/mL diluida em tampao fosfato 10
mM (pH 6,80), homogeneizadas e incubadas a 37°C por 5 minutos em banho metabdlico.
Posteriormente, foram adicionados 100 pL do substrato p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo
(PNF-G) e incubados, novamente, a 37°C por 30 minutos em banho metabdlico. Em seguida,
foram adicionados 500 pL de carbonato de sddio 0,1 M para parar a reagdo. A absorbancia foi
subsequentemente medida em 405 nm em espectrofotdmetro. Foi testado controle contendo a
mesma mistura de reacdo exceto o0 mesmo volume de tampéo fosfato, adicionado em vez da
solucdo teste. A acarbose foi utilizada como controle positivo nas mesmas concentracfes

testadas para as amostras.

INIBICAO (%) = (4; — A3)/A; x 100%

A; = absorbancia do controle
A,= a absorbancia da amostra

4.13 Analises estatisticas

As analises estatisticas dos resultados foram realizadas utilizando o programa
ANOVA, seguido do teste de Tukey por comparagdo multipla quando apropriado com valores
de p<0,05, p<0,01 e p<0,001.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Rendimento das amostras

O rendimento obtido para a polpa liofilizada dos frutos maduros, intermediarios e
verdes foram 6,11, 3,31 e 3,81%, respectivamente.

Para o fracionamento com metanol, foram utilizadas 10 g de cada material liofilizado.
Em relacdo ao rendimento da fracdo MeOH dos frutos maduros, intermediarios e verdes, 0s

valores obtidos foram de 80,03, 85,95 e 94,36%, respectivamente.
5.2 Prospeccao fitoquimica

Algumas classes de compostos como taninos, fenois e flavondides foram evidenciadas,
porém a nivel qualitativo, podendo haver interferéncia de outras classes de compostos
presentes na amostra (Tabela 1).

A muitos desses metabdlitos sdo atribuidos diversas aplicacdes terapéuticas, como por
exemplo, para os fenodis, como acido caféico e acido ferulico, é atribuida a atividade
antioxidante (CARVALHO et al., 2007). Para os flavondides, frequentemente encontrados em
frutos, sdo conferidas diversas atividades como antivirais, antioxidantes, entre outras
(ZUANAZZI et al., 2007).

Os efeitos dos constituintes de plantas sobre os organismos sdo quase sempre
observados com base no conhecimento popular de uso tradicional e repetitivo. Sabe-se que 0s
vegetais e frutas tém diferentes componentes fitoquimicos responsaveis por propriedades
terapéuticas, como antioxidante, propriedades anticancerigenas e antimutagénicas
(KUSAMRAN et al., 1998; NAKAMURA et al., 1998; NOGUEIRA et al., 2006). Segundo
Machado (1992) existe uma tendéncia para 0 aumento do consumo mundial de suco de frutas

tropicais.

Tabela 1. Metabolitos secundérios presentes nas polpas de M. glabra.
CLASSES DE

METABOLITOS

Fruto maduro Fruto intermediario  Fruto verde

Taninos - I +
Fenois + - -
Flavondéides + + +
Alcalbides - - -

(+) presenga; (-) auséncia.
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5.3 Quantificacao de compostos por CLAE

O perfil de CLAE das fraces metanolicas de Malpighia glabra também foi adquirido.
As amostras de Malpighia glabra contém outros compostos minoritarios, além de acido
gélico (tempo de retencdo tR=12,65 min, pico 1), catequina (tR = 16,80 min, pico 2), acido
caféico (tR = 24,93 min, pico 3), acido elégico (tR = 29,85 min, pico 4), epicatequina (tR =
34,76 min, pico 5), rutina (tR = 42,05 min, pico de 6), quercitrina (tR = 44,57 min, pico de 7),
a quercetina (tR = 50,13 min, pico de 8) e campferol (tR = 55,19 min, pico de 9).

A concentracdo de cada uma das substancias encontradas demonstrou que o0 pico
6apresentoumaior quantidade na fragdo MeOH dos frutos maduros, enquanto que 0 pico 8,
correspondente a quercetina, ndo mostrou diferenca significativa na fragdo MeOH dos frutos
maduros e intermediarios. Para a Fracdo MeOH dos frutos verdes, o pico 6 (correspondente a
rutina) mostrou-se mais elevado, seguido do pico 8 (quercetina) (Figura 4).

Foi possivel verificar, de acordo com a Tabela 2, que os compostos que se
apresentaram em maior quantidade nas trés amostras testadas foram rutina e quercetina, ndo

havendo diferenca significativa entre os valores encontrados.
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Figura 4. Representacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia de compostos
fendlicos e flavondides a partir das fracfes metanolicas de Malpighia glabra: fracéo
metandlica da polpa liofilizada dos frutos maduros (a), fracdo metandlica da polpa
liofilizada dos frutos intermediérios (b) e fracdo metanodlica da polpa liofilizada dos
frutos verdes (c). Acido galico (pico 1), catequina (pico 2), acido cafeico (pico 3), acido
elagico (pico 4), epicatequina (pico 5), rutina (pico 6), quercitrina (pico 7), a quercetina
(pico de 8) e campferol (pico de 9).
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Tabela 2. Composi¢ao de acidos fendlicos e flavonoides de Malpighia glabra.

Compostos Maduro Intermediario Verde LOD LOQ
mg/g % mg/g % mg/g % pug/mL pug/mL

Acido galico 5,36 + 0,01% 0,53 451 +0,03° 0,45 4,70 +0,01° 0,47 0,025 0,083
Catequina 8,71 +0,02° 0,87 3,96 +0,01° 0,39 1,15 + 0,02° 0,11 0,019 0,062
Acido caféico 6,82 + 0,022 0,68 5,63 +0,01° 0,56 459 + 0,02 0,45 0,007 0,023
Acido elagico 2,53 +0,01° 0,25 1,72 +0,02¢ 0,17 1,30 + 0,01° 0,13 0,032 0,105
Epicatequina 7,04 + 0,032 0,70 2,53 +0,01° 0,25 5,21 +0,03° 0,52 0,039 0,128
Rutina 16,57 + 0,04 1,65 10,34 + 0,02f 1,03 10,18 + 0,01¢ 1,01 0,011 0,034
Quercitrina 2,13 +0,01° 0,21 5,80 + 0,03¢ 0,58 1,93 + 0,04° 0,19 0,015 0,049
Quercetina 11,78 + 0,02° 1,17 11,27 +0,03f 1,14 6,01+ 0,01f 0,60 0,008 0,029
Campferol 1,62 +0,01° 0,16 2,31 +0,02° 0,23 1,25 + 0,01b 0,12 0,023 0,075

Resultados sdo expressos em media + DP em triplicata. Médias seguidas por letras diferentes diferem pelo teste de Tukey a p <0,01.
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Em relacdo aos carotendides, outros compostos minoritarios além do tocoferol (tR
13,85 min) e B-caroteno (tR 23,61 min) foram encontrados. A curva de calibragdo para o
tocoferol foi: Y = 34721x + 1046,9 (r = 0,9999); e B-caroteno: Y = 27732x + 1156,8 (r =
0,9988).

O pico 2 correspondente ao [3-caroteno apresentou maior quantidade nas trés amostras
testadas, sendo que o pico 1 apresentou quantidade significativa nas fragdes MeOH dos frutos
maduros e intermediarios, enquanto que na fracdo MeOH dos frutos verdes o pico 1

(tocoferol) apresentou uma quantidade minima (Figura 5).
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Figura 5. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia do perfil de carotendides em
amostras de Malpighia glabra. Maduro (a), intermediario (b) e verde (c). Tocoferol (pico
1) e p-caroteno (pico 2), deteccédo por UV foi em 450 nm.
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Os valores mostraram que o -caroteno apresentou maior percentual nas trés amostras
testadas, sendo o maior valor encontrado para a fragdo MeOH dos frutos maduros. O
percentual de tocoferol mostrou-se mais elevado para os frutos maduros, seguido dos frutos

intermediarios e verdes (Tabela 3).

Tabela 3. Composicéo de carotenoides Malpighia glabra.

Maduro Intermediario Verde LOD LOQ
Compostos
mg/g % mg/g % mg/g % pg/mL pg/mL
Tocoferol 7,05+0,01° 070 4,91+0,02° 0,49 1,35+0,01* 0,13 0,023 0,075
[-caroteno 16,72+0,03° 167 1386+001° 138  10,65+0,02° 1,06 0,009 0,028

Os resultados sdo expressos como a média + DP em triplicata. Médias seguidas por letras diferentes diferem pelo
teste de Tukey a p <0,05.

Varios estudos tém avaliado o teor de carotendides e bioflavonoides devido a sua
propriedade antioxidantes (MEZQUITA et al., 2000). O B-caroteno foi encontrado em acerola
correspondendo entre 40-60% do total de carotendides. No entanto, o contetido de 3-caroteno
observado nesse estudo foi bastante inferior ao observado por Hanamura e colaboradores
(2005).

Ultimamente, uma série de estudos tem sido realizada a fim de investigar o teor de
compostos fendlicos e carotendides presentes em frutos (PRIOR et al., 1998; RODRIGUEZ-
AMAYA, 1999). Acredita-se que os beneficios a saude, proporcionados pela acerola, estdo
associados com sua capacidade antioxidante e os niveis elevados de acido ascorbico,

carotenoides e polifendis.

5.4 Teor de fendis e flavonoides totais

Os resultados mostram que a polpa dos frutos verdes possui maior teor de compostos
fenolicos (559,57+7,14 ug AG/mg polpa) e flavonoides (10,65+0,09 pug Rutina/mg polpa). As
polpas dos frutos em estagio maduro e intermediario demonstraram valores similares de
compostos fenolicos e flavonoides totais (Tabela 4).

No estudo realizado por Correia e colaboradores (2012), o teor de fendis observado
para a acerola foi de 8,84%, o que demonstra que o valor de fendis obtido para a amostra de

acerola abordada nesse estudo foi, novamente, muito superior a encontrada pelos autores. No
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entanto, as amostras estudadas por Correia e colaboradores (2012) foram os residuos obtidos a
partir da fruta, fato que pode explicar um menor teor de fendis quando comparado ao

observado no presente estudo.

Tabela 4. Teores de fendis e flavondides totais nas fracdes MeOH das polpas de M. glabra.

Frutos Fenois (ug AG/mg polpa) %  Flavonoides (ug Rut./mg polpa) %

Maduro 437,05+7,12° 43,7 7,13+0,072 0,71
Intermediario 455,86+9,92% 455 7,26+0,20° 0,72
Verde 559,57+7,14° 55,9 10,650,09" 1,06

Os resultados sdo expressos com médias + DP (n=3) e médias seguidas por letras diferentes (a, b) diferem-se por
teste Tukey a p< 0,05. Os dados sdo equivalentes a g de acido galico (AG)/mg polpa para fendis e g de rutina
(Rut)/mg polpa para flavondides.

Além da vitamina C, a acerola contém outros componentes funcionais benéficos a
salde humana, tais como os fendis (HANAMURA et al.,, 2005). Segundo Sizer e
colaboradores (2003), os flavondides, assim como outros compostos, atuam como
antioxidantes no organismo humano.

De acordo com Hanamura e colaboradores (2008), a quantidade de flavondides em
acerola diminui com o amadurecimento dos frutos, reduzindo, consequentemente, a atividade
antioxidante, fato que corrobora com os resultados obtidos nesse estudo. O mesmo foi
observado por Oliveira e colaboradores (2012), sendo que a queda mais acentuada ocorreu
durante o crescimento entre 0s estagios verde e maduro.

A propriedade antioxidante dos flavonoides tem chamado a atencéo para a nutri¢do
preventiva, pois constituintes alimentares sdo capazes de proteger contra danos oxidativos,
além de contribuir para a prevencdo das principais patologias, como doencas
cardiovasculares, envelhecimento e cancer (TAPAS et al., 2008).

De acordo com Shwartz e colaboradores (2009), o declinio de fendis pode ser devido a
polimerizacdo de fenois pela enzima polifenol oxidase. Segundo Hanamura et al.(2005), a
atividade antioxidante esta fortemente correlacionada com o nimero de grupos hidroxila da

estrutura polifenol.
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5.5 Teor de acidez e pH

Os valores de pH obtidos foram tornando-se menores a medida que as amostras
sofreram o processo de amadurecimento. Os valores para a acidez titulavel foram crescentes
no sentido maduro > intermediario > verde (Tabela 5).

Segundo Gonzaga Neto e colaboradores (1994) citado por Ferreira et al. (2009), o
fruto de M. glabra, quando no estagio de maturacdo maduro apresenta, dentre outras
caracteristicas, menor acidez e menor teor de vitamina C. Esse dado corrobora com o0s
resultados obtidos no presente estudo, uma vez que a acidez para o fruto maduro foi de 19,10,
valor inferior a acidez obtida para os frutos intermediarios e verdes. Segundo Vendramini &
Trugo (2000), a diminuicdo da acidez é resultado do consumo de &cidos organicos como

substrato respiratdrio.

Tabela 5. Valores de acidez e pH das polpas de M. glabra nos trés estagios de maturacao.

Amostra pH Acidez
Maduro 3,39 +0,06% 19,10 + 0,15°
Intermediario 3,32+0,01° 21,11 £0,16"
Verde 2,73+0,02° 22,07 £0,10°

Os resultados sdo expressos com médias = DP e médias seguidas por letras diferentes (a, b, ¢) diferem-se por
teste Tukey a p< 0,05. Os dados séo equivalentes a valores de pH, e acidez em percentagem.

Segundo Oliveira e colaboradores (2012), os valores de pH aumentaram ligeiramente
durante a maturagé@o da acerola, com pouca variacdo entre os clones, sugerindo que um saldo
liquido foi criado devido a diferencgas no grau de dissociacdo do &cido ascérbico, que diminui,

e de outros acidos organicos produzidos durante a maturagdo da fruta.

5.6 Teor de vitamina C

Os resultados obtidos mostraram que o teor de vitamina C foi maior na polpa
liofilizada dos frutos verdes, seguido dos frutos intermediarios e maduros (Tabela 6). Esses
resultados foram semelhantes aos obtidos por Jawaheer e colaboradores (2003). Segundo
Jawaheer e colaboradores (2003) e Hanamura e colaboradores (2008), o teor de vitamina C,
na maioria das frutas, tende a diminuir durante o0 amadurecimento e, de acordo com Butt
(1980), esta diminuicao esta relacionada com a ac¢do da enzima chamada ascorbato oxidase.
Segundo Sizer e colaboradores (2003), a vitamina C, assim como outros compostos, como

flavondides, atuam como antioxidantes no organismo humano.
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Tabela 6. Teor de vitamina C em frutos de acerola (M. glabra) nos trés estagios de maturacéao.

Estagio de maturacéo

Maduro Intermediério Verde
mg AC/100 g acerola 76,49 +5,26° 167,29 + 1,67 171,18 + 2,14

Os resultados séo expressos com médias + DP e médias seguidas por letras diferentes (a, b) diferem-se por teste
Tukey a p < 0,05. Os dados sdo equivalentes a pg de acido ascérbico (AC)/mg de fracdo metandlica dos frutos
de acerola para cada um dos estagios de maturagéo.

De acordo com Asenjo e colaboradores (1960), a atividade da enzima ascorbato
oxidase € maior na fruta madura se comparada a fruta verde, o0 que pode explicar as perdas no
decorrer da maturacdo. Vendramini & Trugo (2000) mostraram que a acerola verde apresenta
mais vitamina C, e que, quercetina e rutina, foram detectadas e niveis similares nos dois
estagios de maturacao (verde e maduro), portanto, os dois ultimos ndo parecem influenciar
efetivamente na diferenca dos percentuais de atividade entre os estagios de maturacéo.

Resultados semelhantes aos encontrados nesse trabalho foram observados por Oliveira
e colaboradores (2012), sendo que uma reducdo no teor de vitamina C, assim como o de

fenais, resulta, consequentemente, em uma menor atividade antioxidante total.

5.7 Atividade quelante

Os dados obtidos mostraram que a fracgdo MeOH da polpa no estagio verde,
apresentou maior atividade quelante (17,85%), seguido da fracdo MeOH dos frutos
intermediarios (14,87%) e maduros (6,91%). As fracbes MeOH dos frutos maduros e
intermediérios apresentaram diferenca significativa em todas as concentracdes exceto na
concentracdo de 5 e 10 pg/mL, nas demais a porcentagem de atividade quelante se mantém

quase que constante ou ha pequenas variacoes (Figura 6).
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Figura 6. Atividade quelante de ferro das polpas de M. glabra L.
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Em relacdo aos valores de Clsg, houve diferenca significativa nos diferentes estagios
de maturacdo, porém os valores calculados foram bastante elevados indicando uma baixa
atividade quelante (< 20%) (Tabela 7). E importante ressaltar que nio ha relatos na literatura

quanto a atividade quelante de ferro para M. glabra.

Tabela 7. Valores de Cls para a atividade quelante nos trés estagios de maturacao.

Estagio de maturacéo Clso (ng/mL)
Maduro >250 (2205,10 + 0,01%)
Intermediario >250 (931,58 + 0,01°)
Verde >250 (753,80 + 0,01°)

Os resultados sdo expressos com medias £ DP e médias seguidas por letras diferentes (a, b, c) diferem-se por
teste Tukey a p < 0,05. Os dados séo equivalentes a Clsy expressa em pg/mL.

Segundo Carvalho e colaboradores (2007), os compostos fendlicos tem a propriedade
de complexacdo com metais, sendo que essa capacidade pode ser importante em diversos
sistemas bioldgicos. Além disso, esses compostos sdo facilmente oxidaveis, tanto através de
enzimas vegetais especificas quanto por influéncia de metais, como ferro e manganés. Esse
fato justifica a melhor atividade quelante para a fragdo MeOH da polpa liofilizada dos frutos
verdes, uma vez que esta possui teor de fendis superior aos outros estagios de maturacédo
(Tabela 4).

5.8 Atividade antioxidante pelo método DPPH

Os resultados obtidos mostraram que o maior sequestro de radical livre DPPH foi para
a polpa dos frutos verdes, porém quando comparado ao &cido ascérbico houve diferenca
acentuada nas concentragoes de 25 e 50 pug/mL; nas demais houve variagdo, porém em menor

proporcao (Figura 7).
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Figura 7. Atividade antioxidante das polpas de M. glabra L. pelo método DPPH.
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Os valores de Clsp e Clgy foram calculados, mostrando uma atividade antioxidante
efetiva contra o radical livre DPPH, sendo o menor valor, ou seja, a melhor atividade, para a
fracdo metandlica da polpa liofilizada dos frutos verdes, porém ainda superior ao valor

encontrado para o acido ascorbico (Tabela 8).

Tabela 8. VValores da concentragéo inibitoria a 50% (Clsg) e a 90% (Clg) para as polpas
de M. glabra obtidospor meio da reagcdocomradical livre DPPH.

Amostras Clso (ug/mL) Clgo (ug/mL)
Madura 46,20 + 1,24° 87,33 + 1,04
Intermediéria 39,57 +0,64° 83,34 +1,07°
Verde 38,33 +1,14° 78,90 + 0,64°
Acido ascorbico 13,94 £ 0,06° 66,64 % 0,53"

Os resultados sdo expressos com médias = DP e médias seguidas por letras diferentes (a, b, c, d) diferem-se por
teste Tukey a p < 0,05. Os dados sdo equivalentes a Clsy e Clgg expressa em pg/mL.

No estudo realizado por Franke e colaboradores (2005), a vitamina C, um agente
antioxidante conhecido, aumentou a capacidade da acerola em reduzir a acdo oxidante do
peroxido de hidrogénio em células de ratos, protegendo o DNA. As propriedades benéficas
da fruta para a manutencdo da saude humana e prevencdo de doencas foram previamente
atribuidas aos antioxidantes (MARTINEZ-VALVERDE et al., 2000; HUNG et al., 2004;
TULIPANI et al., 2011). De acordo com Menichini et al. (2009), o teor de compostos
fitoquimicos como antioxidantes € influenciado por varios fatores: condigcdes climaticas,
gendtipo, técnicas de cultivo, colheita e estagio de maturacdo (PARK et al., 2006; ZHANG et
al., 2006), o que pode justificar o fato de que a atividade antioxidante realizada nesse estudo
variou para os diferentes estigios de maturagdo. Segundo Hanamura e colaboradores (2005),
frutas tropicais sdo consideradas notaveis por causa da qualidade e quantidade de compostos
bioativos, tais como antioxidantes, devido a sua exposicdo a forte luz solar. De acordo com
Singh e colaboradores (2012), o conteudo de fendis, taninos, antocianinas e carotendides tem
correlagéo positiva com a atividade antioxidante.

No entanto, o sistema de defesa antioxidante € constituido por um conjunto complexo
de compostos enzimaticos e ndo-enzimaticos, que ndo devem ser estudados individualmente
devido a provaveis efeitos sinérgicos e antagonicos entre eles (MARTINEZ-VALVERDE et
al., 2000; HUNG et al., 2004; TULIPANI et al., 2011).
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5.9 Atividade antioxidante por TBARS

Com base nos valores de Clsg calculados, ficou evidenciado que, dentre as amostras
testadas, a fracdo MeOH da polpa liofilizada dos frutos maduros mostrou menor Cls, quanto
ao nivel basal, demonstrando, consequentemente, o melhor resultado. Quanto aos valores
obtidos quando utilizando o ferro como indutor da peroxidagéo, dentre as amostras testadas, a
fracdo MeOH da polpa liofilizada dos frutos verdes mostrou a menor Clsg, portanto, o0 melhor

resultado obtido quando utilizando o ferro para induzir a peroxidacéo (Tabela 9).

Tabela 9. Valores de Cls das fracbes MeOH de acerola (M. glabra).

Basal (ug/mL) Induzido com Fe** (ug/mL)
Maduro 137,02 + 10,06 112,54 +5,61°
Intermediario 178,44 + 7,31 128,02 + 4,64°
Verde 143,48 + 8,13 78,63 + 11,06"

Os resultados sdo expressos com médias £ DP e médias seguidas por letras diferentes (a, b) diferem-se por teste
Tukey a p < 0,05. Os dados s&o equivalentes a Cls, expressa em pg/mL na presenca ou auséncia de Fe?".

A avaliacdo da atividade antioxidante através do mecanismo de peroxidacdo lipidica,
utilizando o fosfolipideo de ovo, apresentou uma efetiva reducdo tanto para os niveis basais
quanto para o induzido por ferro (Figura 8).

Segundo Oliveira e colaboradores (2012), a reducdo no teor de vitamina C é
inversamente correlacionada com a peroxidacdo lipidica, indicando que a maturacdo da
acerola é caracterizada por um estresse oxidativo gradual.

De acordo com Yang e colaboradores (2008), os lipidios da membrana celular séo
altamente susceptiveis a oxidacdo por EROs e, assim, o0 estresse oxidativo iria induzir a
acumulacdo de produtos de peroxidacdo lipidica com MDA.

Uma vez que o grau de peroxidacgéo lipidica pode ser utilizado como um indicador de
estresse oxidativo, segundo Oliveira e colaboradores (2012), seria esperado que esse estresse
aumentasse a medida que os frutos amadurecessem, resultando na perda da integridade da
membrana. Entdo, essas informagdes corroboram com os resultados obtidos nesse estudo,
uma vez que, a producdo de MDA aumentou a medida que os frutos sofreram o processo de
maturacdo, pelo menos a nivel de inducdo com ferro.

E importante ressaltar que n&o ha relatos na literatura junto da verificagio da atividade
antioxidante pelo método de TBARS, baseado na producéo de MDA.
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Figura 8. Propriedade antioxidante de diferentes fracdes de M. glabra: (a) Fracéo
MeOH do estagio de maturagdo maduro; (b) Fracdo MeOH do estagio de maturacao
intermediario; (c) Fracdo MeOH do estagio de maturacdo verde. Peroxidacéo lipidica
(producdo de TBARS) em fosfolipideos de ovo foi determinada na auséncia ou na
presenca de Fe?* (20uM). Os valores sdo expressos como média + DP efetuadas em
triplicata. *p<0,05 vs basal; **p<0,01 vs basal; ***p<0,001 vs basal; *p<0,05 vs Fe**
induzido; **p<0,01 vs Fe?* induzido; ***p<0,001 vs Fe?* induzido.
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5.10 Atividade inibitoria frente a enzima a-glicosidase

Os valores de Clsp calculados para as fragdes MeOH das polpas liofilizadas de cada

estagio de maturacao, mostrou que a Clsp mais significativa foi a encontrada para os frutos

verdes, seguido dos frutos intermediarios e maduros (Tabela 10).

Tabela 10. Valores de Clsy para a fracdo metandlica de cada um dos estagios de
maturacéo da acerola (M. glabra) e acarbose frente a inibicao de a-glicosidase.

Amostra Clso pg/mL
Acarbose <10(1,12 £ 0,56)*
Maduro 666,5 +12,02°
Intermediario 530,0 +14,14°
Verde 83,63 + 19,36°

Os resultados sdo expressos com médias = DP e médias seguidas por letras diferentes (a, b, c, d) diferem-se por
teste Tukey a p < 0,05. Os dados sdo equivalentes a Clsyexpressa em pg/mL.

Em relacdo a percentagem de inibi¢cdo, ndo houve variacdo significativa entre as
amostras testadas, sendo que a fragdo MeOH dos frutos maduros mostrou-se ligeiramente
superior aos estagios intermediario e verde (Figura 9), apesar de que a melhor Clsp, ou seja, 0
menor valor foi observado para a fragdo MeOH dos frutos verdes.
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Figura 9. Percentual de inibicéo das fracdes MeOH da polpa liofilizada dos frutos de M.
glabra nos trés estagios de maturacao.
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Alguns trabalhos tem relatado atividade semelhante como em Hanamura e
colaboradores (2005), no qual duas antocianinas (cianidina-3-ramnosideo e pelargonidina-3-
ramnosideo) e um flavonoide (quercetina), isolados de M. emarginata apresentaram efeitos
inibitérios frente a enzima a-glicosidase, porém ndo-potentes, exceto para quercetina que
apresentou 60% de inibicao.

Outro estudo avaliou os residuos de frutas, dentre elas a acerola (M. emarginata DC.).
Correia e colaboradores (2012), nesse trabalho a acerola apresentou maior contetdo de
compostos bioativos, capacidade antioxidante in vitro e inibicdo de a-glicosidase e a-amilase.
Também mostrou maior teor de fenois e &cido ascorbico.

De acordo com Kawaguchi e colaboradores (2007), a aceronidina, um flavonoide
isolado dos frutos verdes da acerola (M. emarginata DC.) apresentou atividade antioxidante
frente ao radical livre DPPH, inibicdo de a-amilase e mostrou o melhor resultado quanto a
inibicdo de a-glicosidase quando comparado a outros flavonoides testados: taxifolia,
catequina, isoquercetina e quercetina. Além disso, uma fracdo polifendlica bruta de acerola
teve um efeito preventivo contra a hiperglicemia no estado pos-prandial. No entanto, os
efeitos terapéuticos desta fracdo de acerola em ratos hiperglicémicos se mostraram
insignificantes (HANAMURA et al., 2006).

E importante ressaltar que ha poucos relatos a cerca dessa atividade referente a essa
espécie, e menos ainda quando se trata de diferentes estagios de maturacéo.
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6. CONCLUSOES

A partir dos frutos de M. glabra foi possivel obter as polpas de cada um dos estagios
de maturacdo com caracteristicas visualmente distintas. E a partir da polpa, o processo de
liofilizacdo das polpas, a fim de obter um residuo seco, também foi bem sucedido.

A obtencéo das fracdes metandlicas dos frutos de cada estagio de maturacdo permitiu
a selecdo de constituintes quimicos polares presentes nos frutos, a fim de se obter resultados
mais eficientes.

Através da prospeccdo fitoquimica das polpas liofilizadas foi possivel indicar a
presenca de algumas classes de metabolitos secundarios como flavonoides e taninos.

Os valores de pH obtidos foram menores para a polpa dos frutos verdes e, a medida
que as amostras sofreram o processo de amadurecimento, os valores de pH foram tornando-se
maiores. Os valores de acidez titulavel diminuiram & medida que os frutos amadureceram.

Foi observado que a fracdo MeOH dos frutos verdes possui maior teor de compostos
fenolicos e flavonoides quando comparados aos demais estagios de maturacdo. As polpas dos
frutos no estdgio maduro e intermediario demonstraram valores similares de compostos
fendlicos e flavondides totais.

A polpa no estadgio maduro apresentou maior atividade antioxidante (DPPH) que as
polpas dos frutos intermediarios e verdes. A atividade antioxidante pelo método do radical
livre DPPH mostrou que o maior sequestro foi para a polpa dos frutos verdes, quando
comparado ao &cido ascorbico. A menor Clsy obtida foi para os frutos verdes, porém com
valor ainda muito superior a Clsp do acido ascérbico.

A quantificagdo do teor de vitamina C mostrou-se diferente nas polpas liofilizadas em
cada estagio de maturacédo, apoiando as atividades bioldgicas demonstradas.

Utilizando fosfolipideos de ovo, todas as amostras apresentaram capacidade em
reduzir a peroxidagdo, sendo os melhores resultados observados para o nivel induzido com
ferro.

Em relacdo a inibicdo de a-glicosidase, todas as amostras apresentaram inibi¢do acima
de 60% na maior concentracdo testada, no entanto, a menor Cls, foi encontrada para os frutos
verdes.

Atraveés da andlise por CLAE, nove compostos entre acidos fendlicos e flavonoides
foram identificados nas trés nas amostras, sendo predominante em todas elas a presenca de
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rutina e quercetina. Dois carotendides também foram identificados, sendo o B-caroteno
predominante nas trés amostras.

Com base nas informacdes obtidas nesse estudo assim como em Varios outros, embora
0 estagio de maturacdo mais consumido pelas pessoas seja a fruta no estagio maduro, 0s
frutos no estagio verde sdo os que apresentam maior teor de compostos bioativos e,

consequentemente, melhores atividades bioldgicas.
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