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RESUMO - A pupunha (Bactris gasipaes Kunth) é muito comum na regido
amazobnica. O fruto maduro possui um epicarpo geralmente de cor vermelha a
amarela e um mesocarpo amilaceo, fibroso ou oleoso, contendo uma Unica semente.
Entretanto, esse fruto é pouco explorado pelas indUstrias de alimentos apesar da
presenca significativa de compostos bioativos. Assim, o presente estudo visa verificar
0 conteldo de compostos fendlicos totais (FT) determinado pelo método de Folin-
Ciocalteu e avaliar a atividade antioxidante in vitro (AA) pelos métodos de captura de
radicais livres DPPH e de reducdo do ferro (FRAP) de frutos de pupunha vermelha
(PV) e amarela (PA) e analisar o melhor solvente e método para extracdo. Os frutos
maduros foram submetidos a trés métodos de extracdo: 1 hora em ultrassom, 30
minutos em ultrassom e 30 minutos com agitacdo magnética em geladeira; e em dois
solventes de extracdo: acetona 80% e metanol 0,1% HCI. Concluiu-se que para FT e
AA pelo método FRAP o melhor sistema aplicado foi a extracdo com acetona 80%
por 30 minutos em geladeira, porém, para a AA pelo método DPPH, o melhor
sistema foi com acetona 80% por 1 hora em ultrassom. O método de extracdo por 30
minutos em ultrassom se mostrou 0 método menos eficiente. Para o melhor sistema
de extracdo avaliado, os frutos analisados ndo apresentaram diferencas estatisticas
para FT, porém, a PV apresentou de maneira geral maior AA, pelo método FRAP, em
relacdo a PA, enquanto que pelo método DPPH, o comportamento foi inverso.

1. INTRODUCAO

As palmeiras do género Bactris sp. apresentam uma grande importancia social e econémica
para a regido amazobnica. Os seus frutos sdo considerados importantes do ponto de vista
nutricional, por serem fonte de proteinas, gorduras, fibras, carboidratos, minerais, além de
conterem elevado teor de provitamina A, podendo ser exploradas também como agentes
terapéuticos e medicinais (MELHORANCA FILHO; PEREIRA, 2012).

Uma das espécies de palmeira Bactris sp., conhecida pelo nome botanico de Bactris
gasipaes Kunth (MELHORANCA FILHO; PEREIRA, 2012; CARVALHO et al., 2013) é uma



pupunheira nativa da América Latina tropical, sendo encontrada com elevada abundéncia na
Amazonia Ocidental e sul da America Central (GRAEFE et al., 2013) e cultivada principalmente
por pequenos agricultores (CARVALHO et al., 2013) que buscam explorar o seu palmito e ou 0
seu fruto (CARVALHO et al., 2013; GRAEFE et al., 2013). Essa pupunheira pode ser cultivada
em diversos locais devido a sua boa adaptacdo a solos e condi¢des climaticas tropicais e
subtropicais. Esta espécie pode ser dividida em duas variedades, a gasipaes e a chichagui (H.
Karsten) (GRAEFE et al., 2013).

No Brasil, 0 seu cultivo ocorre em toda a regido amazonica, onde a aceitagéo e utilizacdo
dos frutos de diferentes formas é elevada (ANDRADE et al., 2003; SANTOS, 2012) e vem sendo
disseminada nos demais estados (MEDEIROS et al., 2012). Os frutos, gerados em cachos, séo
considerados de alto valor energético, nutricional e pré-vitaminico, destacando-se os altos teores
de proteinas, fibras, carotenoides, dentre eles o B-caroteno (provitamina A), lipideos, além do
amido (MEDEIROS et al., 2012; CARVALHO et al., 2013), oito aminoacidos essenciais
(ESPINOSA-PARDO et al., 2014), vitamina B, C, entre outras, ferro, fosforo e outros minerais
(ANDRADE et al., 2003; MEDEIROS et al., 2012; SANTOS, 2012). Estas caracteristicas
nutricionais permitem que esta pupunha e outras do género Bactris sp. possam ser exploradas na
producdo de farinha, bebidas, 6leo comestivel, entre outros, além da sua venda in natura e
consumo caseiro na forma cozida (ANDRADE et al., 2003; MEDEIROS et al., 2012).

Os frutos podem apresentar formas e tamanhos distintos (SANTOS, 2012). Quando
maduros, podem apresentar uma casca fibrosa, chamada também de epicarpo (SANTOS, 2012;
CARVALHO et al., 2013), de cor verde-amarelado, sem coloracdo, amarelo, alaranjado ou
vermelho intenso (MEDEIROS et al., 2012). O seu mesocarpo pode ser amildceo a oleoso
(SANTOS, 2012; CARVALHO et al., 2013), porém também fibroso e carnudo (ESPINOSA-
PARDO et al, 2014) apresentando uma coloragdo amarelada a laranjada oriunda dos
carotenoides (JATUNOV et al., 2010; SANTOS, 2012; ESPINOSA-PARDO et al., 2014). Ja o
seu endocarpo envolve a Unica semente rica em fibras e dleo (CARVALHO et al., 2013).

O alto contetido de carotenoides, com destaque para o f-caroteno, presentes nos frutos de
pupunha sdo indicados como o0s principais responsaveis pela acdo antioxidante que estes
apresentam (JATUNOV et al., 2010; ESPINOSA-PARDO et al., 2014), contribuindo na ingestao
de antioxidantes na dieta (CARVALHO et al., 2013). Por possuirem na sua estrutura molecular
duplas ligacdes conjugadas, os carotenoides tornam-se poderosos agentes antioxidantes
(JATUNOQV et al., 2010), atuam na desativacao de radicais livres e oxigénios reativos presentes
no organismo humano formados naturalmente por processos fisiolégicos, o que contribui no
fortalecimento do sistema imunoldgico, reduzindo riscos de enfermidades (SERRANO et al.,
2011; CARVALHO et al., 2013).

Desta forma, a exploracdo de frutos de pupunha por industrias alimenticias ainda pode ser
ampliada, tendo em vista o grande potencial para ser pesquisado, devido principalmente a
presenca de compostos bioativos. Portanto, o presente trabalho visa verificar o conteudo total de
compostos fendlicos e avaliar a atividade antioxidante in vitro em duas variedades de pupunha
comercializadas no estado de Santa Catarina e analisar o melhor solvente (acetona 80%; metanol
0,1% HCI) e método (1 hora em ultrassom; 30 minutos em ultrassom; 30 minutos com agitacéo
magnética em geladeira) para extracdo de compostos bioativos.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Os reagentes DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil), TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine) e fenol de Folin & Ciocalteu foram adquiridos
da Sigma Aldrich (Santa Ana, E.U.A.) e &agua deionizada (deionizador MilliQ, Millipore,
Bedford, E.U.A.) também foi utilizada. J& os reagentes acido gélico, acido ascorbico, carbonato
de sddio, cloreto férrico e os solventes metanol, acetona e &cido cloridrico foram adquiridos da
Vetec (Rio de Janeiro, Brasil).

2.2. Preparo de Amostra

Aproximadamente 200 g de frutos maduros de pupunha amarela (PA) e pupunha vermelha
(PV) foram fornecidos pela Embrapa Florestas. Os frutos foram acondicionados em sacos
plasticos e transportados em caixas de isopor com gelo a 4+2°C. Apds o recebimento das
amostras no laboratério, os frutos foram imediatamente selecionados, despolpados e triturados
em moinho de bancada (modelo IKA A49, Biovera, S&o Paulo, Brasil). Para cada fruto, foram
medidas em triplicata 5 g de amostra em tubos de polipropileno de 50 mL, adicionados 50 mL de
acetona:agua 80% (v/v) ou metanol acidificado 0,1% com &cido cloridrico. As amostras foram
entdo submetidas a extracdo em ultrassom (modelo USC-1400, Unique, S&o Paulo, Brasil) por 1
hora; e por 30 minutos; e sob agitacdo magnética (modelo 765A, Fisatom, Sdo Paulo, Brasil) em
geladeira a 4+2°C por 30 minutos. Ao final, as amostras foram centrifugadas (modelo Fanen
280R, S&o Paulo, Brasil) por 10 minutos e o sobrenadante foi analisado imediatamente.

2.3. Determinacéo do Conteudo de Fenolicos Totais

O contetdo total de compostos fenolicos foi determinado espectrofotometricamente de
acordo com o método de Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965), onde uma aliquota de
100 uL. da amostra foi misturada com 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu e 1,5 mL de solucgéo
de carbonato de sédio 20% em baldo volumétrico de 10 mL, completando-se o volume com agua
deionizada. Apos, os baldes foram colocados em ambiente escuro por 2 horas, e em seguida feita
a leitura da absorbancia no comprimento de onda 765 nm em espectrofotdmetro Hewlett-Packard
modelo HP 8452A (CheadleHeath, Stockport, Cheshire, UK). Através da interpolacdo da
absorbancia final em curva padrdo de acido géalico, os resultados foram expressos em mg de
equivalentes em &cido galico (EAG) por 100 g da fruta in natura.

2.4. Determinacdo da Atividade Antioxidante in vitro pelo Método de
Desativacao de Radicais DPPHe

A atividade antioxidante in vitro dos frutos foi avaliada através da acéo de desativacdo do
radical estavel DPPH por antioxidantes presentes no extrato conforme descrito por Brand



Willians et al. (1995), com modificacdes de Rufino et al. (2007). Um volume de 2,9 mL do
radical DPPH (100 pumol) foi adicionado em cubetas de vidro e a leitura da absorbancia do
radical realizada em espectrofotbmetro Hewlett-Packard modelo HP 8452A (CheadleHeath,
Stockport, Cheshire, UK) no comprimento de onda 515 nm. Em seguida, adicionou-se 100 pL
dos extratos das amostras a serem testadas a cubeta com caminho oOtico de 1cm, contendo o
radical DPPH, o sistema permaneceu ao abrigo da luz por 30 minutos para que em seguida fosse
realizada uma nova leitura da absorbancia da cubeta. Através da interpolacdo da porcentagem de
inibicdo final do radical DPPH em curva padrdo de &acido ascdrbico, os resultados foram
expressos em pmol de atividade antioxidante equivalente ao acido ascorbico (EAA) por 100 g de
fruta in natura.

2.5. Determinacédo da Atividade Antioxidante in vitro pelo Método de Potencial
de Reducéo do Ferro (FRAP)

O método FRAP, descrito por Benzie e Strain (1996), também foi aplicado na avaliacdo da
atividade antioxidante in vitro dos frutos de pupunha. Um volume de 0,2 mL de solugdo de
cloreto férrico 3 mmol foi adicionado a um tubo de ensaio de 10 mL. Em seguida, 0,2 mL dos
extratos das amostras a serem testadas foi adicionado ao tubo de ensaio, sendo homogeneizado
em vortex (modelo QL-901, Biomixer, Sdo Paulo, Brasil) e acondicionado em banho maria
(modelo 550, Fisatom, S&o Paulo, Brasil) a 37 £ 2°C por 30 minutos. Ap6s o tempo, foi
adicionado 3,6 mL de solucdo de TPTZ ao tubo de ensaio e este permaneceu em repouso a
temperatura ambiente por 10 minutos. A leitura da absorbancia foi medida em espectrofotdmetro
Hewlett-Packard modelo HP 8452A (CheadleHeath, Stockport, Cheshire, UK) no comprimento
de onda 620 nm. Os valores de potencial de reducdo foram calculados através da interpolacdo da
absorbancia final em curva padrdo de acido ascorbico e expressos em pmol de atividade
antioxidante equivalentes ao acido ascorbico (EAA) por 100 g de fruta in natura.

2.6. Analise Estatistica

As analises foram realizadas em triplicata e diferencas significativas no nivel de 5%
(p<0,05) entre as médias foram verificadas pela analise de variancia (ANOVA) e o teste de
Tukey pelo software gratuito Assistat 7.7 beta, e consideradas significativas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir de testes prévios realizados com outros solventes e em diferentes frutos, os
solventes de extracdo de compostos bioativos mais promissores de maneira geral para
determinacdo de fendlicos totais e atividade antioxidante in vitro foram acetona 80% e metanol
0,1% HCI, sendo portanto esses os solventes escolhidos para a realizagdo deste estudo.

Foram avaliados também dois diferentes métodos de extragdo: banho ultrassom e agitagdo
magnética em geladeira. A utilizacdo do ultrassom proporciona uma homogeneizagéo branda, por
este fato foi testado a eficiéncia da extragdo durante dois tempos distintos (30 e 60 minutos). J&
no caso da agitacdo magnética, ocorre uma homogeneizacdo mais turbulenta podendo haver



maior oxidacdo e degradacdo dos compostos, por este motivo este processo foi realizado em
ambiente refrigerado e em auséncia de luz, entretanto, a extracdo neste método pode ser mais
eficiente, sendo adotado apenas o tempo de 30 minutos.

3.1. Contelido de Fendlicos Totais

Na Tabela 1, observa-se que o sistema de extracdo mais eficiente de compostos fendlicos
em ambas as variedades de pupunhas foi em acetona 80% por 30 minutos em geladeira, ndo
havendo diferenca significativa (p<0,05) entre as variedades (87,36 e 93,35 mg EAG 100 g* de
fruta in natura, para pupunha amarela e vermelha, respectivamente).

Além disso, para a pupunha amarela e vermelha, nos metodos de extracdo por 30 minutos
em geladeira e 1 hora de ultrassom, a extracdo com solvente acetona 80% se mostrou mais
eficiente, diferindo estatisticamente (p<0,05) da extragdo com metanol 0,1% HCI. De maneira
geral, o método de extracdo por 30 minutos em ultrassom pode ser indicado como o0 método
menos eficiente para extracdo de compostos fendlicos em ambas as variedades.

Portanto, estes dados sugerem que os compostos fendlicos da pupunha apresentam uma
maior afinidade com a acetona 80%, sendo que a extracdo realizada com agitacdo magnética em
ambiente refrigerado se mostrou mais eficiente, necessitando de menor tempo de extracdo, em
relacdo a extracdo realizada em ultrassom.

Tabela 1 — Contetdo de fenolicos totais e atividade antioxidante in vitro de frutos de pupunha
submetidos a diferentes solventes e métodos de extracéo

Método de Solvente de Fenodlicos FRAP** DPPH**
Fruto x 5 i
extracéo extracao Totais*

PA 1 hora ultrassom Acetona 80% 69,63 + 1,44 192,60 + 4,99¢ 322,15 + 4,152
Metanol 0,1% HCI 60,61+ 1,39°" 182,45+ 4,49%" 338,22 + 15,452

PV 1 hora ultrassom Acetona 80% 79,20+ 1,34° 305,23+ 17,55° 174,61 + 12,094
Metanol 0,1% HCI 65,06 + 1,79% 289,25 + 5,00° 122,87 + 1,34¢

PA 30 min. geladeira Acetona 80% 87,36 £ 3,562 224,77 +553% 266,72 + 7,87°
Metanol 0,1% HCI 74,03 +£ 2,03 231,45 + 3,33° 215,19 £ 1,76°

PV 30 min. geladeira Acetona 80% 93,35+ 6,422 49553+ 7,222 124,40 + 1,17¢
Metanol 0,1% HCI 61,89+ 1,07¢f 302,94 + 8,67° 88,94 + 1,82f

PA 30 min. ultrassom Acetona 80% 61,34 +0,70°" 140,60 + 3,219 194,19 + 8,09¢
Metanol 0,1% HCI 62,04+ 1,71°" 160,64 + 5,341 189,78 + 1,67¢

PV 30 min. ultrassom Acetona 80% 55,09 + 0,70° 201,71 +11,57% 71,96 + 3,23
Metanol 0,1% HCI 54,94 + 1,79f 283,19 + 4,93° 33,78 £ 0,229

Legenda: resultados expressos em média + DP de trés repetigdes. 9 Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna
representam diferenca estatistica (p<0,05) pelo Teste de Tukey pelo software gratuito Assistat 7.7 beta. * Valores
expressos em mg EAG 100 g de fruta in natura. ** Valores expressos em pmol EAA 100 g de fruta in natura.

3.2. Atividade Antioxidante in vitro

Em relacdo a atividade antioxidante in vitro, pelo método FRAP, de maneira geral a

pupunha vermelha apresentou os maiores valores nos solventes e metodos de extracéo testados,



em comparagdo com a pupunha amarela nas mesmas condi¢6es. Como mostrado na Tabela 1, o
sistema de extracdo com acetona 80% por 30 minutos em ultrassom se mostrou o sistema menos
eficiente para a pupunha vermelha, porém este ndo apresentou diferenca significativa (p<0,05)
em relacdo a pupunha amarela no sistema de extragdo com acetona 80% por 30 minutos em
geladeira, um dos sistemas com melhor eficiéncia para a pupunha amarela. Este fato sugere que a
pupunha vermelha apresenta uma atividade antioxidante in vitro maior que a pupunha amarela,
pelo método FRAP.

Assim, o sistema de extracdo mais eficiente para a pupunha vermelha foi em acetona 80%
por 30 minutos em geladeira, com valor de 495,53 pumol EAA 100 g* de fruta in natura,
enquanto que para a pupunha amarela, o método de extracdo em geladeira por 30 minutos se
mostrou o0 mais eficiente, ndo havendo diferencas significativas (p<0,05) entre os solventes de
extracdo (224,77 e 231,45 pmol EAA 100 g* de fruta in natura, para acetona 80% e metanol
0,1% HCI, respectivamente). De forma geral, pode-se indicar o método de extracdo por 30
minutos em ultrassom como o método menos eficiente para a extracdo de compostos bioativos
com atividade antioxidante determinadvel pelo método FRAP em ambas as variedades. Ainda,
com excecdo do sistema de extracdo para a pupunha vermelha por 30 minutos em geladeira e 30
minutos ultrassom, nos demais sistemas de extracdo em ambas as variedades de pupunha, ndo
houve diferencas estatisticas (p<0,05) entre os solventes de extracao.

Neste caso, observa-se a forte influéncia do método de extracdo nos valores da atividade
antioxidante, onde assim como ocorrido para fendlicos totais, a extracdo realizada com agitacao
magnética em ambiente refrigerado se mostrou mais eficiente. Além disso, baseado no melhor
método de extracdo, € possivel sugerir-se como o melhor solvente de extracdo para ambas as
pupunhas, a acetona 80%.

Ja em relacdo a atividade antioxidante in vitro, pelo método DPPH, observa-se que a
pupunha amarela apresentou de maneira geral os maiores valores em todos 0s solventes e
métodos de extracdo testados, em comparagdo com a pupunha vermelha nas mesmas condigdes.
Na Tabela 1 é verificado que o método de extracdo por 30 minutos em ultrassom para a pupunha
amarela, independente do solvente de extracdo, ndo apresentou diferenca significativa (p<0,05)
em relacdo ao sistema de extracdo mais eficiente para a pupunha vermelha (acetona 80% por 1
hora no ultrassom), o que indica que a pupunha amarela apresenta uma atividade antioxidante in
vitro superior que a pupunha vermelha, pelo método DPPH.

Diferentemente do melhor método de extracdo observado para fendlicos totais e atividade
antioxidante pelo método FRAP, o método mais eficiente de extracdo para a pupunha amarela
ocorreu em 1 hora no ultrassom, ndo havendo diferencas estatisticas (p<0,05) entre os dois
solventes testados (322,15 e 338,22 umol EAA 100 g* de fruta in natura, para acetona 80% e
metanol 0,1% HCI, respectivamente). Ja para a pupunha vermelha a extracdo por 1 hora de
ultrassom com solvente acetona 80% se mostrou mais eficiente que os demais métodos e
solventes testados, com valor de 174,61 umol EAA 100g™ de fruta in natura.

Para a pupunha vermelha, a extragdo com solvente acetona 80% se mostrou constantemente
superior em relacdo ao metanol 0,1% HCI, enquanto que para a pupunha amarela, este caso
somente é observado no método de extracdo por 30 minutos em geladeira, ndo havendo
diferencas estatistica (p<0,05) entre os solventes para os demais métodos de extracdo. Ainda,
pode-se destacar 0 método de extragdo por 30 minutos em ultrassom, como sendo 0 menos



eficiente para a extracdo de compostos bioativos com atividade antioxidante determinada pelo
método DPPH para ambas as pupunhas.

Desta forma, como observado para fenolicos totais, os compostos bioativos da pupunha
com atividade antioxidante determinada pelo método DPPH indicam de maneira geral, uma
maior afinidade com o solvente acetona 80%. Entretanto, a maior extracdo destes compostos, ao
contrario do comportamento observado para fendlicos totais e atividade antioxidante pelo método
FRAP, ocorre no método de extracdo em ultrassom por 1 hora. Este fato sugere que 0s compostos
bioativos responséveis pela atividade antioxidante pelo método DPPH, sdo extraidos de forma
mais eficiente no método mais brando que consiste no ultrassom, enquanto que para fenélicos
totais e atividade antioxidante pelo método FRAP, o método mais eficiente foi em sistema
refrigerado com agitacdo magnética, uma agitacdo mais turbulenta. Entretanto, pode-se indicar a
acetona 80% como o solvente mais eficiente para todas as extragdes.

4. CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos, conclui-se que para a determinacdo de compostos fendlicos
totais e atividade antioxidante in vitro pelo método FRAP pode-se indicar como o sistema de
extracdo mais eficiente sendo em acetona 80% por 30 minutos em geladeira, porém, para se obter
0s maiores valores de atividade antioxidante pelo método DPPH, o sistema mais eficiente foi em
acetona 80% por 1 hora em ultrassom. Portanto, a escolha do sistema de extracdo de compostos
bioativos a ser adotado, ird depender do tipo de andlise que se deseja realizar.

Dentre todos os métodos de extracdo testados, observou-se que a extracdo por 30 minutos
em ultrassom é o método menos eficiente na extracdo de compostos bioativos, gerando por
consequéncia os menos valores de fenolicos totais e atividade antioxidante in vitro para ambas as
variedades de pupunha.

Além disso, para 0 melhor sistema de extracdo, os frutos analisados ndo apresentaram
diferencas estatisticas para fenolicos totais, porém, para a avaliacdo da capacidade antioxidante
pelo método FRAP, a pupunha vermelha apresentou de maneira geral maior atividade
antioxidante que a pupunha amarela, enquanto que pelo método DPPH, o comportamento foi
inverso, sugerindo que 0s compostos bioativos envolvidos na desativagdo dos radicais DPPH ndo
sdo obrigatoriamente 0s mesmos que atuam na reducéo do ferro pelo método FRAP.
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