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RESUMO

A espécie Passiflora edulis Sims, tradicionalmente conhecida como maracujé, é
uma trepadeira de grande porte, nativa da América Tropical, com elevado valor
alimentar, medicinal e ornamental. Em Portugal, a variedade predominante é o
maracuja-roxo (Passiflora edulis Sims edulis), podendo ser encontrado quer no
Continente, em jardins como ornamento e consumo proprio, quer nas Ilhas, ndo s deste
modo, como também em pequenos cultivos, comparativamente a outros paises.

N&o havendo conhecimento de estudos acerca dos maracujas provenientes de
Portugal, o presente trabalho teve como objetivo principal enriquecer o conhecimento
acerca do maracuja-roxo proveniente de Portugal. Para isso foi avaliada a composicao
geral das sementes (humidade, proteinas, gordura, cinzas, hidratos de carbono e valor
energético), e a composicdo e bioatividade do seu 6leo (&cidos gordos, vitamina E,
esterdis, compostos redutores totais, efeito bloqueador de radicais DPPH" e ABTS™ e
estabilidade oxidativa). Foi também estimada a atividade antioxidante de vérias partes
de maracuja-roxo (sementes, cascas, polpa, flores e frutos), utilizando trés métodos
distintos como a capacidade redutora total, o efeito bloqueador de radicais DPPH’ e o
poder redutor, com uma prévia otimizacdo das condi¢cdes de extracdo dos compostos
antioxidantes. A polpa in natura foi ainda comparada com varias polpas comerciais a
nivel da composicdo quimica (humidade, sélidos sollveis totais e valor de pH) e da
atividade antioxidante, utilizando os trés métodos ja referidos. As sementes incluidas
nas conservas de polpa, foram também aproveitadas para comparar com as sementes
frescas a nivel dos mesmos parametros, exceto no teor de soélidos sollveis totais e valor
de pH.

As sementes de maracuja-roxo sdo essencialmente compostas por hidratos de
carbono (entre 60,12+1,06 e 60,23+0,33%), gordura (entre 21,57+4,70 e 25,63+1,80%),
e proteinas (entre 10,41+1,06 e 13,22+0,47%). O dleo de sementes de maracuji-roxo é
rico em é&cidos gordos polinsaturados (entre 75,74+0,07 e 82,76+£0,04%) e é
essencialmente constituido por é&cido linoleico (Cig2) (entre 75,18+0,18 e
82,07+1,20%), acido oleico (Cyg:1) (entre 7,62+1,06 e 12,94+0,18%) e acido palmitico
(C160) (entre 7,77+0,57 e 8,78+0,06%). Este Oleo apresenta ainda uma quantidade
consideravel de: vitamina E (entre 104,48+7,45 e 138,57+5,74 mg/100 g de 0leo), sendo
na sua maioria o-tocotrienol (entre 51,71+3,95 e 88,56+£3,94 mg/100 g de 6leo) e y-
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tocotrienol (entre 28,90+2,09 e 33,85+1,38 mg/100 g de Oleo); esterdis (entre
374,55+23,81 e 636,32+44,32 mg/100 g de o6leo), sendo os principais o B-sitosterol
(entre 47,50+3,26 e 55,62+2,64 mg/100 g de 6leo), um esterol ndo identificado (entre
22,32+0,24 e 28,60£2,11 mg/100 g de 6leo) e o campesterol (entre 6,56+0,26 e
10,26+0,57 mg/100 g de 0leo). A capacidade redutora total do Gleo é relativamente
baixa (entre 23,20+1,92 e 38,74+0,85 mg CAE/Kg), o efeito bloqueador dos radicais de
DPPH’ consideravel (entre 29,94+1,08 e 44,1+0,17%), e o efeito bloqueador de radicais
ABTS™ elevada (entre 83,51+1,05 e 96,59+0,19%). A estabilidade oxidativa deste 6leo
é baixa (de 0,54 a 1,07 horas), possivelmente derivado a sua quantidade elevada de
acidos gordos polinsaturados.

O metanol mostrou ser o melhor extrator de compostos antioxidantes das varias
partes de maracuja-roxo estudadas. As cascas revelam ser a parte do fruto com maior
poder redutor (ECso 0,70+0,03 mg/mL) e maior efeito blogueador de radicais DPPH’
(ECsp 0,29+0,04 mg/mL), no entanto as folhas apresentam o teor de capacidade redutora
total mais elevado (141,43+11,23 mg GAE/Q).

Em geral, as polpas comerciais mostraram ser bastante diferentes da polpa in
natura. A nivel da composicdo quimica, as polpas comerciais apresentaram, em geral,
um teor de humidade idéntico ao da polpa in natura, no entanto teor de sélidos sollveis
totais e o valor de pH foi superior. A atividade antioxidante das polpas comerciais foi
mais baixa nos trés métodos utilizados para esta avaliacao.

As sementes das polpas comerciais mostraram ser diferentes das sementes
frescas a nivel de humidade. A atividade antioxidante foi menor nas sementes das
polpas comerciais nos trés métodos avaliados, no entanto as diferencas ndo foram téo

grandes quanto na polpa.

Palavras-chave: maracuja-roxo; 6leo de sementes; atividade antioxidante; sementes;

cascas; polpa; flores; folhas; polpa in natura; polpa comercial.
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ABSTRACT

The specie Passiflora edulis Sims, traditionally known as passion fruit, is a
climbing tree of large size native from Tropical America, with high valorization as a
food, medicine and ornamental. In Portugal the most predominant variety is the purple
passion fruit (Passiflora edulis Sims edulis), and it can be found in the Continent, in
gardens for ornamental purposes or for self consumption, and in the islands also for
consumption and ornamental as well as in small size cultivation farms when compared
to other countries.

Since studies regarding Portuguese passion fruits are inexistent, the present work
has a main goal enrich the actual knowledge about the purple passion fruit from
Portugal. Therefore the general composition of the seeds (moisture, proteins, fat, ashes,
carbohydrates, and energetic value), and the composition and bioactivity of their oil
(fatty acids, vitamin E, sterols, total reducing compounds, scavenging effects on the
radicals of DPPH" and ABTS™, and oxidative stability) were studied. It was also
estimated the antioxidant activity of several parts of the purple passion fruit (seeds,
shells, pulp, flowers, and fruits), using three different methods as total reducing
capacity, scavenging effect on DPPH radicals and reducing power, with a previous
optimization of the extraction of the antioxidant compounds. The pulp, in natura, was
compared with several commercial pulps regarding their chemical composition
(moisture, total soluble solids, and pH) and antioxidant activity using the already three
mentioned assays. The seeds from commercial pulp were recovered in order to compare
them with fresh seeds regarding their the same parameters, except total soluble solids,
and pH.

The seeds from purple passion fruit are essentially composed by carbohydrates
(between 60.12+1.06 and 60.23+0.33%), fat (between 21.57+4.70 and 25.63+1.80%),
and proteins (between 10.41+1.06 and 13.22+0.47%). The oils of the seeds of purple
passion fruit are rich in polyunsaturated fatty acids (between 75.74+0.07 and
82.76+0.04%), and is essentially composed by linoleic acid (Cig:2) (between 75.18+0.18
and 82.07£1.20%), oleic acid (Cig1) (between 7.62+1.06 and 12.94%+0.18%) and
palmitic acid (Cis0) (between 7.77+0.57 and 8.78+0.06%). These oil reports a
considerable amount of: vitamin E (between 104.48+7.45 and 138.57+5.74 mg/100 g of
oil), being o-tocotrienol (between 51.71+3.95 and 88.56+3.94 mg/100 g of oil) and -

XVI



tocotrienol (between 28.90+2.09 and 33.85+1.38 mg/100 g of oil) the most abundant
vitamers; sterols (between 374.55+23.81 and 636.32+44.32 mg/100 g of oil), being the
most abundant the B-sitosterol (between 47.50£3.26 and 55.62+2.64 mg/100 g of oil),
an unidentified sterol (between 22.32+0.24 and 28.60+2.11 mg/100 g of oil) and
campesterol (between 6.56+0.26 and 10.26+0.57 mg/100 g of oil). The total reducing
capacity of the oil is relatively low (between 23.20+1.92 and 38.74+0.85 mg CAE/Kg),
has a considerable scavenging effect on the DPPH radicals (between 29.94+1.08 and
44.1+0.17%), and high scavenging effect on ABTS free radicals (between 83.51+1.05
and 96.59+0.19%). The oxidative stability of the oil is low (from 0.54 to 1.07 h)
possibly due to its high quantity in polyunsaturated fatty acids.

Methanol showed to be the best solvent to extract antioxidant compounds from
several parts of the purple passion fruit studied. The shells revealed to be the part of the
fruit with higher reducing power (ECso 0.70+£0.03 mg/mL) and higher scavenging effect
on the DPPH free radicals (ECso 0.29+£0.04 mg/mL), meanwhile leaves showed higher
total reducing capacity (141.43+£11.23 mg GAE/qg).

In general, the commercial pulps showed to be quite different from pulp in
natura. Regarding chemical composition, commercial pulps reported, in general,
moisture values similar to the pulp in natura, meanwhile total soluble solids and pH
value were higher in commercial pulps. The antioxidant activity of commercial pulps
was lower in the three methods tested.

The seeds from commercial pulps revealed to be different from seeds from fresh
fruits regarding moisture. The antioxidant activity was lower in the seeds from
commercial pulps in the three evaluated assays, meanwhile the differences were not so

deep as observed in the pulps.

Keywords: purple passion fruit; oil seeds; antioxidant activity; seeds, shells, pulp,

flowers, leaves, pulp in natura; commercial pulp
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CAPITULO 1

Introducao geral







1.1. INTRODUGCAO GERAL

A procura de frutas e legumes tropicais tem aumentado significativamente nos
mercados nacionais e internacionais devido essencialmente ao seu sabor exdtico. Esta
procura crescente esta também relacionada com o valor nutricional que é atribuido a
estes alimentos, uma vez que fornecem quantidades apreciaveis de vitaminas, minerais e
fibras. Por outro lado, a inclusdo destes produtos na dieta alimentar, pode exercer uma
funcdo benéfica na salde, atuando ao nivel da prevencdo de algumas doengas cronicas.
Este efeito na salde esta relacionado com a presenca de compostos capazes de prevenir
0 stress oxidativo das células, os chamados antioxidantes, destruindo espécies reativas
de oxigénio e de azoto, que sdo prejudiciais ao organismo. Entre estes compostos,
fazem parte vitaminas, minerais, pigmentos, como carotenoides e compostos fendlicos.

Neste sentido, € da méaxima importancia o conhecimento e avaliacdo dos
produtos de origem vegetal, de modo a se poder valorizar as caracteristicas desses
produtos.

O maracuja é um fruto tropical que tem vindo a ser alvo de estudo devido as
propriedades medicinais presentes nas flores e folhas, bem como a atividade
antioxidante da polpa. Nas sementes os estudos tém sido direcionados a qualidade do
seu Gleo, em detrimento da atividade antioxidante das mesmas. Nas cascas 0s estudos
apontam para o teor de fibras, sendo também escasso 0 estudo sobre a atividade
antioxidante.

Em Portugal existem varias producdes de maracuja-roxo, ainda que sejam poucas
em relacdo a outros paises da América Tropical. No entanto, até ao momento, a
informacdo disponivel acerca de maracujas provenientes de Portugal é escassa e
necessita de maior atencao.

Com este trabalho pretendeu-se assim, contribuir para o aumento do
conhecimento sobre 0 maracuja-roxo de origem Portuguesa, nomeadamente ao nivel da
atividade antioxidante da polpa, sementes, cascas, folhas e flores. No caso das sementes
pretendeu-se também avaliar a composicao do 6leo, e no caso da polpa comparou-se a
atividade bioldgica da polpa in natura com polpas comerciais ao nivel da atividade
antioxidante. Assim, os objetivos especificos deste trabalho foram:




e Avaliar as sementes de maracuja-roxo quanto a sua composi¢do nutricional,
nomeadamente quanto ao teor de humidade, proteina, gordura, cinzas,

hidratos de carbono e valor energético, apresentado e discutido no Capitulo 3;

e Avaliar o 6leo de sementes de maracuja-roxo guanto a sua composicao (acidos
gordos, tocoferGis e tocotriendis, esteris), bem como a sua atividade
antioxidante, usando trés métodos distintos (efeito bloqueador de radicais
ABTS™ e DPPH" e a capacidade redutora total) e a sua estabilidade a

oxidacéo, apresentado e discutido no Capitulo 3;

e Avaliar a atividade antioxidante das sementes, polpa, cascas, flores e folhas de
maracuja-roxo, usando trés métodos de avaliacdo (efeito bloqueador de
radicais de DPPH’, poder redutor sobre o complexo Fe (lll)/ferricianeto e
capacidade redutora total) e trés solventes de extracdo (acetona, etanol (96%)

e metanol), apresentado e discutido no Capitulo 4;

e Comparar polpas de maracujd comercial com a polpa in natura quanto a
humidade, pH e sélidos soluveis totais. Comparar a atividade antioxidante
usando trés métodos de avaliacdo (efeito bloqueador de radicais DPPH’,
poder redutor sobre o complexo Fe (lll)/ferricianeto e capacidade redutora

total), apresentado e discutido no Capitulo 5.
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2.1. CLASSIFICACAO E BOTANICA DO MARACUJA

O maracujazeiro (Passiflora spp.), pertence a classe Magnoliopsida, a ordem
Malpighiales, a familia Passifloraceae e ao género Passiflora. Este género compreende
mais de 500 espécies, mas apenas cerca de 20 variedades sdo ediveis (Malacrida e
Jorge, 2012).

O maracujazeiro € uma planta trepadeira que pode atingir os 5-10 metros. O
caule desta planta € sublenhoso, sendo lignificado na base e em direcdo ao apice vai
aparecendo menos lignificado e herbaceo. Dependendo da espécie, o caule pode ser
quadrangular ou circular, de onde surgem gemas vegetativas que dao origem a uma
folha com brécteas foliaceas, a uma gavinha de fixacao e a uma flor (Silve e Séo José,
1994; Meletti, 1995; Vasconcellos e Filho, 2000). As folhas sdo simples e alternadas
que dependendo da espécie, podem ser lobulares ou ovaladas, com bordas lisas ou
dentadas (Vasconcellos e Filho, 2000). As flores sdo hermafroditas e solitérias.
Apresentam cinco pétalas e cinco sépalas. Os estames encontram-se presos a um
androgindforo colunar, e sdo também 5. As anteras da flor sdo grandes, onde é possivel
ver o grande namero de graos de polen amarelos e pesados, que dificultam a polinizacdo
pelo vento. A parte feminina da planta é representada pelo ovario tricarpelar e sobre
este, os estigmas tripartidos que variam em relacdo a curvatura dos estiletes, dando
origem a trés tipos de flores diferentes na mesma planta. As flores séo vistosas, com cor
atraente, perfumadas e com uma elevada quantidade de néctar, tornando-se muito
atrativas para os insetos polinizadores. (Meletti, 1995; Vasconcellos e Filho, 2000).

O fruto é uma baga globular, podendo ter tamanho, forma, peso, coloracdo e
sabor variados, consoante a espécie e a variedade. A sua polpa pode variar de amarelo a
laranja, envolvendo pequenas e numerosas sementes ovais pretas ou castanho-escuras
(Cunhaetal., 2004).




2.2. ESPECIES MAIS IMPORTANTES

Entre as espécies e variedades ediveis, destacam-se trés por serem as mais
importantes a nivel econdmico: Passiflora edulis Sims flavicarpa, conhecido como
maracuja-amarelo ou maracuja-azedo; Passiflora edulis Sims edulis, conhecido como
maracuja-roxo; e Passiflora alata Cutis, conhecido como maracuja-doce (Malacrida e
Jorge, 2012).

O maracuja-amarelo € pouco resistente ao frio, adaptando-se melhor a climas
quentes como regides tropicais e subtropicais (Meletti e Maia, 1999). Esta variedade é a
mais interessante a nivel comercial devido ao seu maior rendimento em sumo, a maior
produtividade e a maior resisténcia a pragas e doencgas. Além de ser consumido in
natura, € utilizado na producdo de doces, geleias, batidos, sumos, refrescos, gelados,
polpas, entre outros produtos (Malacrida e Jorge, 2012). Das trés variedades, € a que
apresenta maior acidez total (Meletti e Maia, 1999; Pizza Janior, 1991).

O maracuja-roxo é tolerante ao frio, sendo por isso indicado para regides de
maior altitude e de clima mais frio, como algumas regides de Portugal onde é
produzido. O seu rendimento em sumo é semelhante ao do maracuja-amarelo, no
entanto difere em relagcdo ao valor nutricional, apresentando maior percentagem de
acucares, teor em solidos solUveis totais, teor em vitamina C e menor acidez critica,
tornando-se mais doce. Devido ao aroma e sabor intenso da sua polpa, € muito
apreciado no consumo in natura, sendo também usual na industria (Carvalho-Okano et
al., 2001).

O maracuja-doce € o menos conhecido, produzido e consumido. O rendimento
em sumo é bastante baixo, e a polpa é adocicada com um perfume agradavel. E quase
exclusivamente consumido in natura, uma vez que o seu consumo na forma de sumo
chega a ser enjoativo (Meletti e Maia, 1999).

Existe ainda uma diversidade de hibridos, que visam melhorar o rendimento do
sumo, melhorar a qualidade nutritiva, a atratividade, a suscetibilidade a doencas e
pragas, entre outros.

O maracujé é nativo do Brasil, podendo ser encontrado em todos 0s continentes,
com predominancia nas zonas tropicais e subtropicais (Oliva et al., 1996; Liu et al.,
2008). Em Portugal é predominante nas ilhas, podendo ser encontrado também no

Continente, mas apenas em jardins como ornamento ou para consumo familiar.




2.3. IMPORTANCIA DO MARACUJA

O maracuja é uma espécie com elevada importancia alimentar, ornamental,
econdmica e medicinal. A principal utilizacdo é na alimentacdo humana. O fruto pode
ser consumido in natura, ou em forma de sumo — o seu principal produto. O maracuja,
quando transformado caseira ou industrialmente, é sobretudo sob a forma de doces,
geleias, batidos, sumos, refrescos, gelados, licores, entre outros (Malacrida e Jorge,
2012), tornando-se interessante economicamente. Na ilha da Madeira o licor e o
refrigerante de maracuja sdo bastante conhecidos.

O valor ornamental atribuido ao maracuja é essencialmente devido a beleza das
suas flores, que exercem atragdo pelo seu tamanho, pela exuberancia de cores exdticas,
pela originalidade das formas e pelo perfume tdo marcante. Para além de terem um forte
potencial paisagistico, é atribuido as flores de maracujd um simbolismo religioso
(Peixoto et al., 2005).

Tém sido encontradas propriedades medicinais nas vérias partes deste fruto,
principalmente nas espécies P. incarnata, P. edulis Sims e P. alata, sendo ainda
bastante pequeno o conhecimento para as demais espécies. A primeira espécie é a mais
conhecida na medicina popular devido as suas propriedades sedativas e ansioliticas,
principalmente na flor, folhas e polpa dos frutos (Dhawan et al., 2004; Masteikova et
al., 2008). A P. edulis Sims é utilizada, principalmente em forma de infusdo, como
sedativo, calmante, diurético, anti-helmintico, antidiarreico, tonico e no tratamento de
hipertensdo, sintomas da menopausa, célicas infantis e insonia (Kirtikar e Basu, 1975;
Mowrey, 1993). Na Madeira, esta variedade € utilizada como estimulante digestivo e no
tratamento do cancro gastrico (Watt e Breyer-Brandwijk, 1962). O 6leo das sementes
desta variedade faz parte de varias formulagdes cosméticas hidratantes (Dhawan et al.
2004). As folhas de P. alata, apresentam propriedades que lhe conferem forte poder
sedativo e analgésico (Oga et al., 1984). Outas espécies, como a P. caerulea, P.
maliforms Linn, P. sexflora Juss e P. vitifolia HBK, sdo também bastante recorrentes
em tratamentos tradicionais. Enquanto as partes aéreas da primeira espécie sdo
utilizadas na Argentina no tratamento de pneumonia e tosse com catarro (Anesini e
Perez, 1993), a segunda é utilizada no Brasil como antipirético e as restantes contra
picadas de cobra (Dhawan et al., 2004).




2.4. PRODUCAO DE MARACUJA NO MUNDO

A producdo de maracujd centraliza-se na Améria do Sul (Brasil, Equador,
Colémbia e Per() e em alguns paises Africanos, perfazendo cerca de 93% da producéo
mundial. Na maioria dos paises produtores, 0 maracuja-amarelo é o mais importante.
No entanto, na Africa do Sul, Quénia, Estados Unidos da América e Nova Zelandia, ha
extensos pomares de maracuja-roxo. Na Austrélia, cultivam-se principalmente hibridos
de maracuja-roxo e maracuja-amarelo (Meletti e Briickner, 2001). O mercado Europeu €
bastante recetivo a0 maracuja-roxo, dai o interesse na producédo da fruta in natura.

Segundo dados da FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations), em 2010, no Brasil, as planta¢cdes de maracuja rondavam os 62 mil hectares,
que renderam no mesmo ano por volta de 920 mil toneladas de frutos, sendo este pais
responsavel pela maior producdo mundial de maracuja (FAO, 2012).

Em Portugal, a variedade mais importante € o maracuja-roxo. O maracuja foi
introduzido nos Acores por volta do século XVIII, e pouco tempo depois na Madeira.
Durante muitos anos a cultura do maracuja foi tratada sem grandes cuidados uma vez
que era apenas uma cultura de carater familiar. Nos anos 40, nos Agores, 0 maracuja
comegou a ser produzido em grande escala. Atualmente, na ilha de S. Miguel, séo
produzidos frutos com a D.O.P. (Denominacdo de Origem Protegida) — “Maracuja de S.
Miguel/Agores”, 0 que obriga a alguns cuidados na sua produgdo e ao respeito pelas
regras estipuladas no caderno de especificacdes. Na Madeira, em 2012, a producao
atingiu as 208 toneladas. Apesar de ser um valor modesto, mostra que a producdo de
maracuja estd em crescimento. No entanto, os produtores desta ilha tém comecado a
apostar na cultura de maracuja-amarelo. A producdo nas ilhas destina-se a
comercializacdo em fresco e & transformacdo em polpa congelada e refrigerada. E
comum a producdo de licores e refrigerantes com polpa de maracuja-roxo.

Em Portugal Continental, ndo se conhecem ainda exploragcdes com dimenséo,
sendo uma cultura ainda pouco desenvolvida. No entanto, € comum ver em qualquer

jardim de Portugal um maracujazeiro de variedade roxa.
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2.5. COMPOSICAO QUIMICA DAS DIFERENTES PARTES DO MARACUJA

Grande parte dos frutos que sdo produzidos anualmente destinam-se a industria
transformadora, principalmente para producdo de polpas e sumos concentrados. Neste
processo, sdo descartados toneladas de subprodutos como cascas e sementes, que
correspondem a cerca de 68% do peso total do fruto (de Oliveira et al. 2011; Oliveira et
al., 2002, Ferrari et al., 2004), que raramente sdo aproveitadas. Com a crescente
transformacéo de produtos a partir do maracuja, agregar valor a estes subprodutos pode
tornar-se rentavel para a economia, para a ciéncia e para a tecnologia, bem como para a
protecdo ambiental.

Como as restantes frutas, a composicdo quimica do maracuja é amplamente
influenciada por diversos fatores como a variedade, fatores genéticos, grau de
maturacdo, época de colheita, condi¢cdes climaticas, composicdo do solo, regido de
cultivo e préticas culturais (Siddig, 2012). Além disso, os compostos bioativos estdo
suscetiveis as reacdes de oxidacdo ocorridas durante o processamento e armazenamento
de alimentos (Robards et al., 1999) devido a instabilidade de alguns dos compostos.

A polpa do maracuja € essencialmente constituida por dgua, hidratos de carbono
e acUcares, tendo um elevado valor nutritivo, devido & sua riqueza em Vitaminas C, A e
vitaminas do complexo B. Esta fruta apresenta uma quantidade razodvel de sais
minerais, sendo 0s mais representativos o fosforo, o célcio, o ferro, o sédio e o
magnésio (Romero-Rodriguez et al., 1994; Morton, 1987; Chan et al., 1972; Kidoy et
al., 1997; Zibadi e Watson, 2004; Siddig, 2012). Para além da vitamina C, a polpa de
maracuja contém outros compostos com propriedades antioxidantes, como carotendides,
com o (-caroteno e o [B-caroteno presentes em maiores quantidades (da Silva e
Mercadante, 2002; Siddiq, 2012), e compostos fenolicos, como antocianinas, onde a
cianidina 3-glicdsido prevalece (97% do total de antocianinas) (Kidoey et al., 1997), e
flavonoides, onde foram detetados, entre outros, isorientina e isovitexina (Zeraik e
Yariwake, 2010). Os compostos volateis sdo responsaveis pelo flavour caracteristico da
polpa do maracuja. Avaliados por Narain et al. (2004), foram encontradas 48
substancias volateis pertencentes ao grupo dos esteres (59,24%), dos aldeidos (15,27%),
das cetonas (11,70%) e dos alcoois (6,56%). Na tabela 1 encontra-se a composi¢do

bésica de duas das espécies de maracuja.
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Tabela 1. Composic¢do nutricional, quimica e mineral média da polpa de maracuja-
amarelo (P. edulis Sims flavicarpa) e maracuja-roxo (P. edulis Sims edulis) em 100 g
de fruta fresca.

P. edulis Sims P. edulis Sims

Componentes . . Referéncias
flavicarpa edulis
Humidade (g) 72,20 75,10 [1]
Energia (kcal) - 97 [6]
Proteina (g) 3,00 2,20 [1]
Gordura () 0,12 0,70 [1; 6]
Cinzas (g) 0,50 0,80 [1]
Hidratos de Carbono (g) - 23,38 [6]
Fibras totais (g) 12,80 0,04 [1]
Acucares Totais (g) - 11,20 [6]
Glucose (% acucares totais) 38,10 37,10 [3]
Frutose (% acUcares totais) 29,40 33,50 [3]
Sacarose (% acucares totais) 32,40 29,40 [3]
Acidos organicos (meq)
Citrico 13,10 55,00 [3]
Malico 10,55 3,86 [3]
Latico 0,58 7,49 [3]
Malénico 0,13 4,95 [3]
Sucinico Tracos 2,42 [3]
Compostos minerais (mg)
Sédio 8,00 28,00 [1; 6]
Potassio 208,00 348,00 [1; 6]
Calcio 6,80 12,00-13,00 [1; 6]
Ferro 0,60 1,60 [1; 6]
Fosforo 63,80 64,00-68,00 [1; 6]
Magnésio 28,00 17,00-29,00 [4; 5]
Zinco 0,60 0,10 [4; 5; 6]
Cobre 0,19 0,10 [4; 5]
Vitaminas
Vitamina A (U.1.) 200,00 700,00 [1]
Riboflavina (mg) 0,10 0,10-0,13 [1; 6]
Niacina (mg) 1,50-2,20 1,50 [1; 6]
Acido ascorbico (mg) 22,00 30,00 [1]

[1] Romero-Rodriguez et al. (1994); [2] Morton (1987); [3] Chan et al. (1972); [4] Kidoey et al. (1997); [5] Zibadi e
Watson (2004); [6] Siddiq (2012).
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Por sua vez, as sementes de maracuja sao ricas em fibras, minerais e lipidos, e
exibem uma considerdvel quantidade de proteinas e hidratos de carbono (Malacrida e
Jorge, 2012; Jorge et al., 2009; Chang e Huang, 2004) (Tabela 2). De entre as fibras, as
insolUveis sdo predominantes (Chau e Huang, 2004), por isso, 0 Seu aproveitamento na
producdo de géneros alimenticios pode contribuir para o aumento dos teores de fibra
insollvel na dieta, além de reduzir os desperdicios industriais. Apesar da atividade
antioxidante das sementes de maracuja ainda ndo ter sido muito aprofundada, existem
estudos que referem que estas sementes contém uma quantidade apreciavel de
compostos antioxidantes, nomeadamente compostos fendlicos (42,93mg GAE/g
amostra) (Jorge et al., 2009).

A semente de maracuja tem uma quantidade de 6leo consideravel, que varia
entre 18,5 e 30,4% (Giuffré, 2007; Piombo et al., 2006; Nyanzi et al., 2005; Malacrida e
Jorge, 2009; Liu et al., 2008). Além disso, é rica em &cidos gordos polinsaturados,
sendo constituido maioritariamente por &cido linoleico (C,g.2) compondo cerca de 67,4 a
74,3% do total de &cidos gordos, seguido do acido oleico (Cyg:1) com cerca de 10,70 a
16,80%, e &cido palmitico (Cig.0) variando entre 8,0 e 12,8%. Destes acidos gordos, o
acido linoleico é essencial na dieta humana, uma vez que o organismo ndo é capaz de
sintetizd-lo, sendo assim designado como um &cido gordo essencial. Contudo, esta
composicdo implica que o 6leo seja suscetivel & oxidagdo lipidica devido a sua elevada
quantidade em &cidos gordos polinsaturados (Malacrida e Jorge, 2009; Giuffré, 2007;
Piombo et al., 2006; Nyanzi et al., 2005; Ferrari et al., 2004; Ferreira et al., 2011;
Assuncdo et al., 1984; Lopes et al., 2010; Liu et al., 2008; Jorge et al., 2009).

Os compostos antioxidantes também estdo presentes em quantidades
significativas, como esterdis (209 mg/100g), sendo os principais o p-sitosterol
(42,51%), o estigmasterol (30,87%) e o campesterol (11,14%), (Guffré, 2007; Piombo
et al., 2006), e tocoferdis (465-499,3 mg/kg), onde prevalece a presenca de 6-tocoferol
(243-278,7 mg/kg) e y-tocoferol (166,6-217 mg/kg) (Malacrida e Jorge, 2012; Piombo
et al., 2006).
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Tabela 2. Composi¢do nutricional, quimica e mineral média de sementes e cascas de
maracuja em 100 g de produto.

Componentes Sementes  Referéncias Cascas Referéncias
Humidade (g) 7,38 [1] 78,73 [4]
Proteina (g) 12,27 [1] 2,28 [4]
Gordura () 30,29 [1] 0,51 [4]
Saturada 12,41 [1] -
Insaturada 87,59 [1] -
Cinzas (Q) 1,27 [1] 1,61 [4]
Fibras (g) 64,8 [3] 4,35 [4]
Insoltveis 64,1 [3] -
Soluveis 0,73 [3] -
Hidratos de
carbono (g) 13,19 [2] 6,78 [4]
Minerais (mg)
Célcio - 44,51 [5]
Ferro - 0,89 [5]
Fosforo - 36,36 [5]
Saédio - 43,77 [5]
Magnésio - 27,82 [5]
Potassio - 178,40 [5]
Zinco - 0,56 [5]
Cobre - 0,04 [5]

[1] Malacrida e Jorge (2012); [2] Jorge et al. (2009); [3] Chang e Huang (2004); [4] de Oliveira et al. (2002); [5]
Gondim et al. (2005).

As cascas do maracuja sdo essencialmente constituidas por agua, hidratos de
carbono, proteina e fibras (Chang e Huang, 2004) (Tabela 2). As fibras predominantes
sdo as sollveis, especialmente a pectina. As fibras sollveis podem auxiliar na prevencédo
de doencas cardiovasculares, gastrointestinais, cancro do colon, diabetes, obesidade,
entre outros (Schweize e Wursch, 1991; Turano et al., 2002). Além disso, as cascas
podem ser utilizadas no fabrico de doces devido a sua quantidade em pectina (de
Oliveira et al., 2002). As cascas sdo ainda ricas em minerais como potassio, fosforo,
calcio, sédio e magnésio (Gondim et al., 2005) (Tabela 2). Nao existem estudos muito
vastos acerca dos compostos antioxidantes presentes na casca, no entanto, foram ja
detetados flavonoides como luteolina, isorientina, cianidina 3-O-glucdsido e quercetina
3-O-glucosido (Ichimura et al., 2006; Zibadi et al., 2007)

E também de grande importancia o estudo das folhas e flores de maracuja, visto

gue existem estudos reveladores das suas fortes propriedades medicinais (Dhawan et al.
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2004). As folhas apresentam uma elevada quantidade de compostos antioxidantes como
compostos fenolicos (da Silva et al., 2013; Rudnicki et al., 2007) dentro dos quais
flavondides (Pereira e Vilegas, 2000). As flores tém propriedades sedativas e
antioxidantes, como os flavonoides vicenina, a isovitexina e a orientina (Masteikova et
al., 2008) e antocianinas (Billot, 1974).
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sementes de Passiflora
edulis Sims edulis e do
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3.1. INTRODUCAO

Recentemente, tem sido notado o crescimento do consumo de frutas tropicais
devido ao seu valor nutricional. Entre essas frutas, estd o maracuja (Passiflora edulis
Sims). Este fruto é originario da Ameérica tropical mas tem sido cultivado em larga
escala nos tropicos, subtropicos e regides temperadas (Oliva et al., 1996; Liu et al.,
2008).

Este fruto € geralmente consumido in natura, e usado na industria alimentar na
confecdo de sumos, refrigerantes, gelados, doces, licores, entre outros, onde apenas é
utilizada a polpa. No processo de extracdo da polpa, as cascas e as sementes, que
representam, respetivamente, cerca de 50 e 13% do peso do fruto, sdo normalmente
descartadas e consideradas um residuo, tornando-se um problema industrial e
essencialmente ambiental. Assim, é de interesse econdmico, cientifico e tecnologico
encontrar vias alternativas de exploragdo destes subprodutos, como estratégia de modo a
acrescentar valor aos mesmos (Oliva et al., 1996; Oliveira et al., 2002; Ferrari et al.,
2004).

Diversos autores demonstraram que as sementes de maracuja-amarelo (P. edulis
Sims flavicarpa), maracuji-roxo (P. edulis Sims edulis) e hibridos de maracuja
(Kawanda e ‘Tainung no. 1°) sdo ricas em fibras, predominando as insoluveis, minerais,
lipidos, proteinas e compostos antioxidantes (Chau e Huang, 2004). Além disso, as
semente de maracuja tem uma quantidade de 6leo consideravel que varia entre 18,5 e
30,39%. O ¢6leo das sementes de maracuja é essencialmente constituidos por &cidos
gordos fazendo também parte da sua composicdo a vitamina E, esterois, bem como
compostos fendlicos, e pigmentos, como os carotenoides (Giuffré, 2007; Piombo et al.,
2006; Nyanzi et al., 2005; Malacrida e Jorge, 2009; Liu et al., 2008).

Os &cidos gordos polinsaturados s&o nutricionalmente muito importantes para a
salde humana, visto que permitem reduzir os niveis de colesterol LDL (lipoproteina de
baixa densidade) e aumentar os niveis de colesterol HDL (lipoproteina de alta
densidade) no sangue, reduzindo assim a ocorréncia de doencas cardiovasculares
(McLennan, 1993). Dentro deste conjunto de é&cidos gordos, existem ainda 0s
essenciais, que sdo assim chamados uma vez que 0 corpo humano ndo é capaz de
sintetiza-los, embora sejam muito importantes no organismo. Varios estudos referem

que do total de acidos gordos presentes nas sementes de maracuja, os polinsaturados sdo
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predominantes com grande vantagem sobre os diferentes grupos de acidos gordos
variando entre 72,60 a 73,8% (Giuffré, 2007; Piombo et al., 2006; Malacrida e Jorge,
2009). Além disso, contém também uma elevada quantidade de &cido linoleico, acido
gordo essencial a dieta humana (Giuffré, 2007; Piombo et al., 2006; Malacrida e Jorge,
2009).

Os é&cidos gordos monoinsaturados sdo, também, muito importantes a nivel
nutricional, uma vez que podem contribuir para diminuir a concentragdo de colesterol
LDL no sangue e ao mesmo tempo, possuem a capacidade de manter ou aumentar a
concentracdo de colesterol HDL (Lanza et al., 2010), fazendo assim prevenir e reduzir o
risco de doengas cardiovasculares (Kastorini et al., 2010). As sementes de maracuja
perfazem um total se &cidos gordos monoinsaturados que varia entre 14,04 a 16,44%
(Giuffré, 2007; Piombo et al., 2006; Malacrida e Jorge, 2009).

A presenca dos acidos gordos saturados no 6leo, determina alguma resisténcia a
oxidacdo, em que o aumento do seu teor € proporcional ao aumento da degradacéo da
gordura (LOpez-Lbpez et al., 2011). Uma dieta rica neste tipo de gorduras pode
provocar doencas cardiovasculares, como arritmias cardiacas e formagéo de ateromas,
devido ao aumento de colesterol LDL no sangue (McLennan, 1993). No Gleo de
maracuja, este grupo de &cidos gordos esta presente numa pequena percentagem,
comparado com os &cidos gordos insaturados, variando o seu teor de 10,26 a 12,46%
(Giuffré, 2007; Piombo et al., 2006; Malacrida e Jorge, 2009; Liu et al., 2008; Ferrari et
al., 2004).

Existem ainda outra classe de acidos gordos, que sdo denominados &cidos
gordos trans. Estes acidos gordos sdo bastante prejudiciais ao organismo, visto que
fazem aumentar o colesterol LDL e diminuir o colesterol HDL no sangue. Normalmente
sdo formados aquando a hidrogenacdo da gordura, fazendo com que acidos gordos
monoinsaturados e polinsaturados passem a forma de &cidos gordos saturados,
formando &cidos gordos hidrogenados, ou mudem a sua configuracdo cis para trans,
formando os acidos gordos trans (Alonso et al., 2000; Wassell e Young, 2007). No
entanto, nos estudos em que se avaliou o perfil de &cidos gordos do 6leo de sementes de
maracuja, ndo foi referida a presenca deste grupo de &cidos gordos.

A vitamina E e os esterois fazem parte da matéria insaponificavel dos 6leos
vegetais. A vitamina E é composta por um grupo de 8 compostos antioxidantes

lipossolaveis: 4 tocoferdis (a, B, y € 8) e 4 tocotriendis (a, B, v ¢ 8). Dependendo da sua
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natureza estes compostos diferem na sua atividade antioxidante, tendo elevada
importancia em relagdo a estabilidade oxidativa dos 6leos devido a sua capacidade de
inibir radicais livres (Rossignol-Castera e Bosque, 1994). Entre todos 0s constituintes da
vitamina E, os a- e B-tocoferdis sdo apontados como os antioxidantes mais forte, no
entanto, existem alguns trabalhos que referem os isémeros y- ¢ 6-tocoferdis como sendo
os melhores antioxidantes (Rossignol-Castera e Bosque, 1994; Schmidt e Pokorny,
2005). A vitamina E tem elevada importéncia nutritiva uma vez que a sua falta pode
causar hemdlise em humanos e afetar o desenvolvimento do sistema nervoso em
criancas (Sokol, 1996). Outros estudos comprovam que a ingestdo de vitamina E pode
reduzir o risco de aterosclerose (Rimm et al., 1993).

Os esterdis, chamados fitoester6is quando ocorrem em produtos de origem
vegetal, sdo semelhantes ao colesterol na sua funcéo e estrutura (Kritchevsky e Shirley,
2005). Estudos realizados comprovam que a ingestdo deste tipo de esterdis, pode
diminuir os niveis de colesterol no sangue (de Jong et al., 2003; Ostlund, 2004),
fazendo assim com que haja um decréscimo no risco de doengas cardiovasculares,
aumentando o colesterol HDL (lipoproteina de alta densidade) e reduzindo o colesterol
LDL (lipoproteina de baixa densidade) (Li et al., 2007). Os fitoesterdis, em especial o
B-sitosterol, representam um papel importante ndo sé na inddstria alimentar, devido as
suas propriedades anticancerigenas e antioxidantes (Awad et al., 2004; Vivancos e
Mopeno, 2005), como também na inddstria farmacéutica, pelas suas atividades anti-
inflamatdrias, anti-bacterianas, anti-fungicas, anti-ulcerativas, e na inddstria de
cosmeéticos na producao de cremes e batons (Stuchlik e Zak, 2002; Awad et al., 2000).

O estudo destes dois pardmetros — vitamina E e fitoester6is - em dleo de
maracuja, é escasso. Alguns autores estudaram os tocoferois presentes em sementes de
maracuja, tendo obtido valores de tocoferdis entre 465 e 499,30 mg/kg de 6leo. Os
tocoferois presentes em maior quantidade revelaram ser o y- e 6—tocoferol com valores
entre 243 e 278,70 mg/kg, e entre 166,60 e 217 mg/kg de bleo, respetivamente (Piombo
et al., 2006; Malacrida e Jorge, 2012). Relativamente aos esterdis, os 6leos de sementes
de maracuja sdo predominantemente compostos por B-sitosterol (87,2 mg/100 g de 6leo)
e por estigmasterol (87,1 mg/100 g de 6leo) (Piombo et al., 2006). Para uma variedade
de maracuja do Quénia obteve-se um teor total de esterdis na ordem dos 209 mg/100 g
de 6leo (Piombo et al., 2006).
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Os compostos fenolicos sdo também antioxidantes encontrados em oOleos
vegetais, podendo manifestar esse caracter por diversas vias. Estes compostos tanto
podem inibir radicais livres, como atuar como agente pro-oxidante em metais, ou ainda
interferir na atividade de certas enzimas aumentando ou diminuindo a sua atividade. Os
fenois podem também ajudar na atividade de outros antioxidantes, como vitaminas
soluveis em gordura (Druzynska et al., 2008), sendo o caso da vitamina E. Tal como
para a vitamina E e esterdis, sdo escassos 0s estudos acerca destes compostos no 6leo de
sementes de maracuja, no entanto, Malacrida e Jorge (2012), demostraram que o 6leo de
maracuja amarelo apresenta um alto teor de compostos fenolicos (1313,13mg/kg de
6leo), constituindo uma boa fonte de antioxidantes.

Embora seja um fruto exo6tico, o maracuja pode ser atualmente encontrado em
alguns jardins de Portugal Continental, como ornamento ou para pequenos
consumidores, ou nas ilhas, em producdes. No entanto, os frutos encontrados no
mercado sdo normalmente importados da Coldémbia. Em Portugal é maioritariamente
representado pelo maracuja-roxo. No entanto, a informacao sobre a composic¢éo tanto de
sementes como dos 06leos provenientes destas € escassa ou mesmo inexistente, sendo
uma vertente de importante valor comercial, industrial, e de possivel exploracdo
farmacéutico-medicinal. Neste sentido, o objetivo do presente estudo foi avaliar, de
forma exploratéria, quantitativamente e qualitativamente a composicdo de sementes de
maracuja-roxo produzidos no Norte de Portugal, bem como do éleo dai obtido. Para
além do rendimento em éleo que as sementes proporcionaram, no préprio éleo avaliou-
se a composi¢do quimica (perfil em acidos gordos, composicdo em esterdis, teor em
vitamina E (tocoferdis e tocotrientis), a bioatividade (capacidade redutora total e

atividade antioxidante), e a estabilidade oxidativa.
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2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Obtencéo e preparacéo das amostras

Obtiveram-se maracujas frescos produzidos no ano de 2011 provenientes de
duas regides: Barcelos e Porto, que foram recolhidos em sacos esterilizados e
transportados a 4°C. No laboratorio, as sementes dos maracujas foram cuidadosamente
separadas da polpa e posteriormente, foram lavadas e desidratadas numa estufa
ventilada (Memmert Schwabach 854) a temperatura de 40+5°C até a estabilizacdo do
peso (Figura 1. (D)). Apds secagem, as sementes foram colocadas em tubos de Falcon e
armazenadas no frigorifico a 4+2 °C, para posteriores analises.

Ana Alves, 2011

Figura 1. A — Maracujas roxos do Porto; B — Maracujas roxos de Barcelos; C — Parte
interior do maracuja roxo apés corte transversal no fruto; D — Sementes de maracuja
roxo estudadas.

Imediatamente antes de cada analise, foi triturada uma quantidade de sementes
suficiente para a determinacdo do parametro a avaliar (Figura 2). Durante a ocorréncia
dos ensaios as sementes trituradas eram guardadas no frigorifico a 4+2 °C em tubos de

Falcon e protegidas da luz até posterior utilizacao.
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Figura 2. Sementes de maracujé-roxo lavadas, secas e trituradas

3.2.2. Composigao centesimal das sementes

3.2.2.1. Teor de humidade

O teor de humidade foi determinado, em triplicado, pelo método gravimétrico,
utilizando aproximadamente 5 g de amostra triturada. Esta foi colocada numa placa de
Petri, previamente desidratada e pesada, e de seguida foi colocada numa estufa
(Memmert Schwabach 854, 1994) a 100+2 °C até peso constante, seguindo 0 método
AOAC 925.40 (AOAC, 1995). O teor de humidade foi expresso em percentagem e
calculado de acordo com a seguinte equacao:

Pf—Ps
Teor de humidade (%) = Toma de amostra x 100

Sendo:
Pf= Peso da placa de Petri com amostra fresca

Ps= Peso final da placa de Petri com amostra seca

3.2.2.2. Teor de cinzas

A determinacdo do teor de cinzas foi efetuada segundo o0 método AOAC 940.26
(AOAC, 2000). Foram colocados cerca de 0,5 g de sementes trituradas em cadinhos de
porcelana previamente desidratados e pesados e de seguida foram submetidos a uma
incineracdo completa numa mufla (48000 Furnace, Thermolyne, USA) a 550+15 °C. A
determinacéo foi efetuada em triplicado. O teor de cinzas foi calculado de acordo com a
seguinte equagéo:

Pf — Pi

Teor de Cinzas (%) = Toma do amosta x 100
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Sendo:
Pf= Peso final do cadinho com cinzas
Pi= Peso do cadinho vazio e seco

3.2.2.3. Teor de proteina

O teor de proteina bruta foi determinado segundo o método Kjeldahl, de acordo
com o procedimento AOAC 920.152 (AOAC, 2000). Assim, pesou-se 1 g de amostra
previamente seca para um tubo de Kjeldahl, adicionou-se uma pastilha de catalisador
(Kjetabs, com a composi¢do de 5 g de sulfato de potéssio e 0,5 g de sulfato de cobre
(1)) e 15 mL de &cido sulfurico concentrado.

Os tubos foram colocados a digerir num bloco digestor a uma temperatura de
400150 °C. Apoés digestdo completa das amostras, foram deixadas a arrefecer e
colocaram-se os tubos num analisador de Kjeldahl (Velp Scientifica UDK 152), onde
foi feita a destilagdo da amonia, a sua recolha num excesso de acido borico e a titulagéo
do ido dihidrogenoborato com &cido cloridrico, obtendo-se assim os valores percentuais
de azoto. Através do fator de conversdo universal de 6,25, puderam-se converter 0s
valores percentuais de azoto em valores percentuais de proteina bruta.

Os valores foram obtidos em triplicado e expressos em percentagem de proteina
bruta.

3.2.2.4. Gordura total

O teor de gordura total foi determinado em triplicado num aparelho de Soxhlet
de acordo com o método AOAC 948.22, usando como solvente éter de petréleo com um
tempo minimo de extracdo de 24 horas (AOAC, 2000). A cerca de 5 g de amostra
colocada num almofariz, foi adicionado sulfato de sédio anidro em quantidade suficiente
para desidratar e ajudar a macerar a amostra. Seguidamente a amostra foi transferida
para um cartucho de papel de filtro que foi colocado no extrator Soxhlet. Adicionou-se

o0 solvente e deu-se inicio a extragdo (Figura 3).
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Figura 3. Extracdo da gordura das sementes em extrator Soxhlet.

Ap0s 24 horas, o solvente foi retirado num evaporador rotativo e por evaporagao
em estufa a 50£2 °C, até peso constante.
O teor de gordura foi expresso em percentagem de gordura utilizando a seguinte
equacao:
Pf— Pi

Teor de gordura (%) = Toma de amostra %X 100

Sendo:
Pf= Peso final do baldo com gordura

Pi= Peso inicial do baldo

3.2.2.5. Hidratos de Carbono

O teor de hidratos de carbono, incluindo fibras, foi estimado apds a
determinacdo das percentagens de humidade, proteina bruta, gordura e cinzas, a partir
da seguinte férmula:

Teor de hidratos de carbono(%) = 100 — humidade(%) — cinzas(%) — proteina(%) — gordura(%)

3.2.2.6. Determinacéo do Valor Energético

ApOs a determinacdo do teor em proteina, gordura e hidratos de carbono foi
calculado o valor energético, que foi expresso em quilocalorias por cada 100 gramas
(kcal/100 g), usando os fatores de Atwater através da seguinte equagao:
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kcal
100g

Valor Energético ( ) = 4 x (hidratos de carbono (%) + proteina (%)) + 9 x (gordura (%))

3.2.3. Composicdo do 6leo das sementes

3.2.3.1. Composic¢ao em acidos gordos

Para a andlise dos &cidos gordos procedeu-se a extracdo da gordura de cada
amostra, preparando cartuchos, em triplicado, com cerca de 15 g de sementes trituradas
e sulfato de sodio anidro. A extracdo realizou-se em dispositivos de Soxhlet, usando éter
de petréleo como solvente e um tempo de extracdo de 6 horas. Ao solvente foi
adicionado 0,01% do antioxidante butil-hidroxi-tolueno (BHT) para a preservacao das
amostras.

O solvente extrator foi evaporado a vacuo, sem levar o extrato a secura, € 0
residuo de éter foi eliminado num evaporador de azoto. Para preparacdo dos acidos
gordos, assim como 0s seus ésteres metilicos, procedeu-se a uma transesterificacao
alcalina a frio, com uma solucéao de hidroxido de potassio metanolico (ISO 5509, 2000)
e extracdo com n-heptano, conforme consta no anexo Il do Regulamento (CEE) n°
2568/91 da Comissdo Europeia de 11 de Julho de 1991.

Assim, colocaram-se 2 mL de n-heptano num vial de 4 mL, adicionaram-se 50
uL do extrato lipidico e agitou-se para homogeneizar a solugdo. Adicionaram-se 200 puL
de solucdo de KOH 2M em metanol, agitou-se durante cerca de 1 minuto e deixou-se
repousar até que a fase superior ficasse limpida. Transferiu-se cerca de 1 mL da fase
organica para um vial adaptavel ao injetor automatico do cromatégrafo gasoso.

O perfil em &cidos gordos foi determinado com um cromatografo gasoso (GC)
(Chrompack, modelo CP-9001) com injetor em sistema split/splitless, com uma relacdo
de split de 1:50, injetor com detetor de ionizacdo por chama (FID) e amostrador
automatico (modelo Chrompack CP-9050). A separacdo dos acidos gordos foi efetuada
numa coluna WCOT (Wall Coated Open Tubular) de silica fundida com fase
estacionaria CP Sil-88 (100% cianopropilpolisiloxano) com as dimensdes 50 m de
comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,19 um de espessura de filme (Varian). O
gas de arraste utilizado foi hélio e a presséo interna foi de 110 kPa. As temperaturas do
injetor, da coluna e do detetor eram 230 °C, 185 °C e 250 °C, respetivamente. A recolha

31



e o tratamento dos dados foram realizados pelo programa CP Maitre Chromatography
Data System, Version 2.5 (Chrompack International B.V.).

Os resultados foram expressos em percentagem relativa de cada acido gordo,
calculado pela normalizacdo interna da area do pico cromatografico (1ISSO 5508, 1990)
e eluido entre os ésteres miristico, linocérico e metilico. Utilizou-se uma amostra
controlo (Olive oil 47118, Supelco) e uma mistura padrdo de éster metilico de &cido
gordo (Supelco 37 FAME Mix) para identificacdo e calibracdo (Sigma-Aldrich®,
Espanha).

3.2.3.2. Composicédo em tocoferdis e tocotriendis

O teor de vitamina E foi obtido por determinacdo da composicdo em tocoferdis e
tocotriendis por cromatografia liquida de alta resolucdo (HPLC), segundo a norma
internacional 1SO 9936:2006, com algumas modificacdes, descritas por Amaral et al.
(2005).

Os padrdes de tocoferois (o, B, v € 8) foram obtidos a Calbiochem (La Jolla, San
Diego, CA) e Sigma (Espanha), e o padréo interno de 2-metil-2-(4,8,12-trimetiltridecil)
croma-6-ol (tocol) foi obtido a Matreya Inc. (Pleasant Gap, PA).

A preparacdo das amostras para a analise dos tocoferois foi igual a utilizada para
os &cidos gordos, tendo sido usadas as mesmas extracBes de gordura para ambas as
andlises, em triplicado. A partir das amostras de 6leo ja filtradas, pesaram-se para
“eppendorfs” cerca de 30 mg de gordura. Adicionaram-se 20 pL da solugdo de padrdo
interno (PI) (tocol, 1,0 mg/10 mL, preparada em hexano) e completou-se o volume a 1
mL com hexano. Ap6s homogeneizar a solugdo, os residuos insollveis foram
depositados por centrifugacdo a 13000 rpm, durante 5 minutos, transferiram-se cerca de
800 pL para um tubo de vidro do injetor automatico e as amostras foram analisadas por
HPLC. Todo o procedimento descrito foi realizado no escuro com tubos revestidos de folha
de aluminio.

O sistema integrado de HPLC (Jasco, Japdo) era constituido por uma unidade de
dados LC Jasco - Netll / ADC, bomba inteligente PU-1580, uma unidade de gradiente
quaternario LG-1580-04, um desgaseificador DG-1580-54 Four line, e um detetor de
fluorescéncia FP-920 (Aexc = 290 nm e Aem = 330 nm). A separacdo cromatografica foi

obtida com uma coluna Supelcosil™ LC-SI (3 um) 75 x 3,0 mm (Supelco, Bellefonte,
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PA), operando a temperatura ambiente constante (23 °C). Como eluente, foi utilizada
uma mistura de n-hexano e 1,4-dioxano (97,5: 2,5), com fluxo de 0,7 mL/min. Os dados
foram analisados pelo controle cromatogratico ChromNAV Center JASCO (Japdo). Os
compostos foram identificados por comparacdo cromatografica com padrdes auténticos,
por co-eluicdo e pelo seu espectro UV. A quantificacdo baseou-se no método do padrao
interno, usando a resposta do sinal de fluorescéncia.

Os resultados foram expressos em mg/100 g de o6leo.

3.2.3.3. Composic¢do em esterdis

A determinacéo dos esterdis foi efetuada por cromatografia gasosa e detecédo por
ionizacdo em chama (GC/FID), apds saponificacdo, separacdo em cromatografia em
camada fina e sililagdo, segundo a NP EN 1SO 12228 (1999).

Os padrdes de colestanol, colesterol, campesterol, estigmasterol, B-sitosterol, -
sitostanol e a betulina foram adquiridos a Sigma (St. Louis, MO, USA). Os reagentes de
derivatizacdo, 1-metilimidazol e  N-metil-N-(trimetilsilil)-heptafluorobutiramida
(MSHFBA) foram fornecidos pela Sigma e Macherey-Nagel (Diren, Germany),
respetivamente. As placas de silica e o 6xido de aluminio 90 padronizado foram
adquiridos a Merck (Darmstadt, Germany). Os restantes reagentes utilizados tinham
grau de pureza “Pro analysis”.

A preparacdo das amostras para a analise dos esterois foi igual a utilizada para
o0s acidos gordos e tocoferdis, tendo sido usadas as mesmas extracdes de gordura para
ambas as andlises, em triplicado. Ap6s a adicdo de 1 mL de betulina (1,0 mg/mL em
acetona) como padrdo interno a 500 mg de cada amostra pesadas rigorosamente,
procedeu-se a saponificacdo das amostras com 10 mL de solucdo etandlica de hidroxido
de potassio 0,5 M. A fracdo insaponificavel foi obtida por extracdo em fase sélida com
uma coluna de éxido de aluminio. Apos eluicdo com 5 mL de etanol e 30 mL de éter
etilico, procedeu-se a concentracdo do extrato. A fracdo correspondente aos esterois
totais foi isolada por cromatografia em camada fina, utilizando placas de silica e n-
hexano/éter dietilico (1:1, v/v) como eluente. As bandas separadas foram visualizadas e
marcadas apds aspersdo com metanol, e os compostos foram extraidos (3 vezes) da
silica removida com 1 mL de alcool seguido de 5 mL de éter dietilico. O extrato foi

transferido para um pequeno frasco com fundo cénico e levado a secura em corrente de
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azoto. Procedeu-se em seguida a sua derivatizacdo. Para tal adicionaram-se 100 ml da
mistura de  1-metilimidazol e  N-metil-N-(trimetilsilil)-heptafluorobutiramida
(MSHFBA) (50 mL + 1 mL, respetivamente), selaram-se os frascos e aqueceu-se a
105°C durante 15 min. O contetdo dos frascos foi depois analisado por GC/FID e a
identificacdo dos compostos foi efetuada por comparacdo com os tempos de retencéo
obtidos para os padrdes.

O cromatdgrafo gasoso utilizado foi 0 mesmo que foi utilizado para determinar
os acidos gordos, com coluna capilar diferente. Para separacdo dos esterdis, utilizou-se
uma coluna CP-Sil DB 5 MS, 30m de comprimento, 0,25mm de diametro interno e
0,25um de espessura de filme (J&W Scientific, Folsom, CA, USA). As condigdes
analiticas definidas foram: temperaturas do injetor e detetor: 320°C; temperatura da
coluna: programada para aumentar de 250 °C até 300 °C a velocidade de 2 °C/min, e
permanecer a 300 °C durante 12 min; relagdo de “split”: 1:50; gés vetor: hélio, a pressao
interna inicial de 100kPa; volume de injecdo: 1,5 mL.

O teor em esterdis foi expresso em mg/100 g de bleo.

3.2.4. Atividade antioxidante do 6leo das sementes

A atividade antioxidante do 6leo das sementes dos maracujas-roxos estudados
foi avaliada através da determinacdo da capacidade redutora total pelo método Folin-
Ciocalteu, e do efeito bloqueador de radicais livres de DPPH e ABTS, comummente
utilizados para determinar o potencial antioxidante de matrizes alimentares. Estes dois
métodos baseiam-se na avaliacdo da atividade anti-radicalar dos 6leos (Malheiro et al.,
2012) e foram utilizados de modo a entender melhor a capacidade antioxidante que

ambas as amostras exibem.

3.2.4.1. Capacidade redutora total do 6leo

A capacidade redutora total foi determinada pelo método Folin-Ciocalteau
descrito por Capannesi et al. (2000), com algumas modificagdes.

O método de Folin-Ciocalteau foi identificado na maioria dos trabalhos
consultados como a determinacdo, em extratos vegetais, do teor em fendis totais.
Contudo, o reagente ndo é especifico para compostos fendlicos, podendo ser também

quantificados compostos redutores ou doadores de eletres que ndo sejam
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necessariamente compostos fendlicos, como é o caso do &cido ascorbico, dos agucares
redutores e de aminodcidos. Torna-se entdo inadequado usar o0 termo compostos
fendlicos totais, a menos que sejam removidas ou consideradas as espécies interferentes
(Singleton et al., 1999; Prior et al., 2005). Assim, na atualidade os investigadores
preferem usar os valores obtidos como ‘“capacidade redutora total”, termo adaptado
também neste trabalho.

Obteve-se uma reta de calibracdo a partir de uma solucdo mae de &cido cafeico
de 2 mg/mL, da qual foram preparadas solugcdes padrdo que se encontravam num
intervalo de concentracdes de 0,04 a 0,18 mg/mL. De seguida foram colocados em
tubos de 10 mL, 1 mL de cada solucdo padrdo, 1 mL do reagente de Folin-Ciocalteau e
1 mL de uma solugdo de carbonato de sodio (7,5%), perfazendo-se o tubo com agua
destilada. A mistura foi refrigerada durante a noite (=12 h) e de seguida foi centrifugada
e efetuadas as leituras a 725 nm.

Para determinar a capacidade redutora total, pesaram-se 2,5 g de dleo de cada
amostra, que foram dissolvidos em 2,5 mL de n-hexano. Posteriormente foram extraidos
trés vezes por centrifugacdes de 5 minutos a 5000 rpm com 2,5 mL de uma mistura de
80% de metanol e 20% de agua (v/v). A cada mL de extrato adicionaram-se 1 mL de
reagente de Folin-Ciocalteu, 1 mL de Na,COj; (7,5%) e perfez-se com &gua desionizada
até ao volume de 10 mL. A mistura foi refrigerada durante a noite (=12h), e de seguida
centrifugada e lida num espectrofotometro UV/Visivel modelo Genesys™ a 725 nm.

Os resultados foram expressos em mg CAE/kg de 6leo.

3.2.4.2. Determinacdo do efeito blogueador de radicais livres 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH")

O efeito bloqueador de radicais livies DPPH é um dos mecanismos mais
utilizados na avaliacdo da capacidade para inibir radicais livres em compostos de
natureza hidrofilica e lipofilica. O DPPH é um radical livre estavel, com coloracdo
parpura intensa e que possui um maximo de absor¢éo caracteristico entre os 515 e 517
nm (Oliveira et al. 2009). Quando estdo presentes num extrato compostos antioxidantes,
apos aceitacdo de um eletrdo ou de um atomo de hidrogénio torna-se uma molécula

diamagnetica estavel, fazendo com que a sua cor diminua (de purpura para amarelo),
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resultando também numa diminuicdo da absorvancia. Assim, quanto menor a sua
absorvancia, maior serd a sua atividade antioxidante.

A determinagdo do efeito bloqueador de radicais livres DPPH" foi efetuada
segundo Malheiro et al. (2012). Primeiramente, preparou-se uma solucéo de acetato de
etilo com a amostra de 6leo (10%, m/v). Num tubo de Falcon de 15 mL devidamente
vedado e coberto por papel de aluminio, foi colocado 1 mL da solugdo de 6leo com
acetato de etilo e 4 mL de uma solucéo contendo DPPH" (1x10™ M em acetato de etilo).
A mistura foi agitada vigorosamente durante 10 segundos e o tubo foi mantido no
escuro durante 30 min. A absorvancia da mistura foi medida num espectrofotometro
UV/Visivel (Genesys™) a 515 nm contra um ensaio em branco. Foi preparada também
uma amostra controle para fins de calculo. O efeito bloqueador dos radicais DPPH foi
calculado pela percentagem de descoloracdo do DPPH’, considerando a equacao:

% Efeito bloqueador = [(AoppH-Aa)/Apppr] x 100
em que: Aa € a absorvancia da solu¢do com extrato da amostra e Apppy € a absorvancia
da solucdo de DPPH’".

3.2.4.3. Determinac&o do efeito bloqueador do radical ABTS (ABTS™)

A formagdo do radical ABTS [2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico)] é a base de um dos métodos espectrofotométricos que tem sido aplicado para
a medicdo da atividade antioxidante total das solugdes de substancias puras, misturas
aquosas e bebidas. Este método permite medir a atividade antioxidante de compostos de
natureza hidrofilica e lipofilica. O método foi descrito por Re et al. (1999), com base na
capacidade de uma amostra em inibir o radical ABTS (ABTS™) em comparagdo com
um padrdo de referéncia antioxidante (Trolox). A reacdo quimica do ABTS com
persulfato de potassio (K»S,0g), permite a formacao dos radicais ABTS™.

Assim, para este método, o ABTS (7mM) foi enriquecido com K;S,0g
(140mM), deixando-se repousar no escuro a temperatura ambiente entre 12 a 16 horas.
A solugdo foi preparada com etanol até a obtencdo de uma absorvancia (A=734nm) de
0,70+0,02.

A reacéo realizou-se diretamente na cuvete de quartzo, com a adi¢cdo de 2mL de

ABTS™ (Branco) e de 100pL de amostra de 6leo. Os valores de absorvincia sio
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inversamente proporcionais a quantidade de antioxidantes presentes na amostra. As
leituras foram efetuadas num espectrofotometro UV/Visivel (Genesys™).
Os resultados foram expressos em % inibicéo pela seguinte formula:
% Inibicdo ABTS™ = [(Abranco-Aamostra)/Abranco] x 100
em que: Apanco € @ absorvancia a 734 nm da solucdo de ABTS®' e Asmostra € @
absorvancia a 734 nm da solugdo de ABTS®" ap6s 5 min. da adicio de 100 pL da

solugéo da amostra.

3.2.5. Avaliacdo da estabilidade oxidativa do 6leo

A estabilidade do 6leo a oxidacdo foi avaliada pelo método de condutividade
(Rancimat 743, Methrom Ltd., Suica). Este método consiste em fazer borbulhar uma
corrente de ar, filtrada, limpa e seca (20 L/h) através de uma toma de amostra (3 g 6leo)
aquecida a 120£1,6 °C. Os compostos de oxidacdo formados ao longo do tempo, mais
polares que os triglicéridos, tais como hidroperdxidos, alcoois e compostos carbonilicos,
sdo arrastados pelo fluxo de ar e borbulham em agua destilada, cuja condutividade vai
incrementando continuamente. O aparelho mede esta condutividade em continuo e o
periodo de tempo que decorre até a formacdo destes produtos de oxidacdo que
provocam o aumento da condutividade da agua, traduz a maior ou menor estabilidade
do bleo a oxidagdo e é designado por “Periodo de Indugdo”. Este é calculado pelo
“software” associado ao aparelho, correspondendo ao intervalo de tempo compreendido

entre o inicio do registo e o ponto de intercecdo das tangentes a curva.

3.2.6. Andlise estatistica

Para levar a cabo o estudo das sementes de maracuja-roxo provenientes do Porto
e de Barcelos bem como do seu Oleo, recorreu-se a analise de variancias one-way
ANOVA, seguida do teste post-hoc HSD de Tukey quando o0s pressupostos da
normalidade e homogeneidade de variancias se verificaram, ou com corregéo de Welch,
no caso do requisito da homogeneidade de variancias ndo ser cumprido, como descrito
em Maroco (2010). Nesta situagcdo quando se observou um efeito significativo (p<0,05)

foi aplicado o teste de Dunnett T3’s.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Composigéo centesimal das sementes

A avaliacdo da composicdo centesimal das sementes de maracuja foi feita
através da determinacdo de varios parametros como o teor em humidade, proteina bruta,
gordura, cinzas, hidratos de carbono e valor energético. Na Tabela 3 estdo presentes 0s

resultados obtidos para as amostras de maracuja-roxo provenientes de Barcelos e Porto.

Tabela 3. Composicao centesimal média (g/100 g) e valor energético (kcal/100 g) das
sementes de maracuja roxo provenientes de Barcelos e do Porto (médiatdesvio padréo).

Hidratos de Valor

Amostra Humidade Proteina Gordura Cinzas -
Carbono Energético

Barcelos  3,85+0,03° 13,22+0,47° 21,57+4,70° 1,12+0,01%  60,23+0,33 303,90°
Porto 252+40,03% 10,41+1,060 25,63+1,80° 1,31+0,02° 60,12+1,06 512,85°

Valor de p <0,001* <0,001** <0,001* <0,001** 0,786** <0,001*

a-b Os valores medios apresentados em cada coluna, com letras diferentes diferem significativamente, p<0,05.

*Os valores de p foram obtidos a partir da analise one-way ANOVA ap06s se terem verificado os pressupostos de
normalidade e homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o
teste post-hoc de Tukey (p>0,05 pelo teste de Levene).

**Qs valores de p foram obtidos a partir da analise one-way Welch ANOVA, uma vez que ndo se verificou uma
homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o teste de Dunnett
T3’s (p<0,05 pelo teste de Levene).

A fracdo maioritaria das sementes de maracujé sdo os hidratos de carbono. Esta
fracdo corresponde a 60,23 e 60,12% nas sementes de maracuja de Barcelos e Porto,
respetivamente, mostrando nao haver diferencas significativas (p=0,786) entre as duas
amostras. No entanto, as amostras apresentam um teor de hidratos de relativamente
elevado quando comparado a estudos anteriores para as sementes de maracuja-roxo,
amarelo e ‘Tainung No. 1°, onde se obtiveram valores de 13,19, 26,9 e 48,73%,
respetivamente (Jorge et al., 2009; Lui et al., 2008; Malacrida e Jorge, 2009). O elevado
teor obtido neste estudo pode estar relacionado com o facto de se considerar no calculo
de hidratos de carbono as fibras enquanto os outros estudos consideram somente
hidratos de carbono. Ou ainda devido a diferentes graus de maturagdo dos frutos, uma
vez que segundo Bewley e Black (1978), as sementes tem tendéncia a aumentar a sua
sintese bioquimica ao longo da maturacao devido & producdo de enzimas, e, no final do
processo de maturacdo, ocorre a reducdo drastica do metabolismo, causado pela
desidratacdo das sementes, fazendo assim com que haja um menor teor de hidratos de

carbono no final do processo de maturagao.
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A gordura representa a segunda fracdo maioritaria das sementes em estudo.
Quanto ao seu teor, as sementes do Porto revelaram uma percentagem média
consideravel (25,63%), e ligeiramente superior as sementes de Barcelos (21,57%),
apresentando diferencas muito significativas (p<0,001). Os resultados conseguidos vao
ao encontro dos resultados encontrados noutros estudos para a mesma variedade de
maracuja (entre 18,5 e 28,12%) (Nyanzi et al., 2005; Giuffré, 2007; Jorge et al., 2009).
Para outras variedades como é o caso da semente do maracuja-amarelo e dos hibridos
‘Tainung No. 1’ ¢ Kawanda, os resultados encontrados foram também semelhantes
entre 20,60 e 30,90%; 23,40 e 24,5%; e 21,4%, respetivamente (Nyanzi et al., 2005;
Oliveira et al., 2013; Lopes et al., 2010; Malacrida e Jorge, 2009; Liu et al., 2008; Chau
e Huang, 2003). Existem fatores que podem influenciar o teor de gordura das sementes,
mesmo dentro da mesma variedade ou subvariedade, como diferencas climaticas,
geograficas e areas de cultivo do maracuja (Fieser e Fieser, 1961). Outro fator que pode
influenciar o teor em gordura é o periodo de armazenamento das sementes antes da
extracdo do 6leo, pois, segundo Romero et al. (1988), as sementes quando armazenadas
no congelador, a quantidade de 6leo extraida decresce, mantendo no entanto as suas
propriedades e caracteristicas.

A terceira fracdo maioritéaria das sementes € a proteina. O teor médio de proteina
bruta apresentou diferengas muito significativas entre as amostras avaliadas (p<0,001),
sendo de 13,22% na amostra de Barcelos e 10,41% na amostra do Porto. Estes valores
foram semelhantes aos obtidos por outros autores. Jorge et al. (2009) relataram um
valor médio de 12,57 g/100 g para a mesma variedade de maracuja. Ja em sementes de
maracuja amarelo e para o hibrido ‘Tainung No. 1’ estudadas por outros autores, 0sS
teores médios de proteina bruta variaram de 12,23 a 13,20% (Malacrida e Jorge, 2012;
Oliveira et al., 2013) e de 8,25 ¢/100 g e 10,80%, respetivamente (Liu et al., 2008;
Chau e Huang, 2003). Existem varios fatores que podem influenciar o teor de proteina
bruta em sementes como por exemplo a adubacdo da planta com adubos azotados, que
aumentam o azoto na planta e por consequéncia o teor de proteina bruta.

No presente estudo, o teor médio de humidade das sementes apresentou
diferencas significativas entre amostras (p<0,001), sendo a percentagem da amostra de
Barcelos ligeiramente mais elevada em relacdo a amostra do Porto (3,85 e 2,52%,
respetivamente). Os resultados obtidos séo inferiores aos obtidos em estudos anteriores

tanto para maracuja roxo, onde se referem valores de 6,899/100g e 10,75% (Jorge et al.,
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2009; Kobori e Jorge, 2005; Giuffré, 2007), como para outras variedades de maracuja,
como o maracuja amarelo como para sementes de maracuja hibrido ‘Tainung No. 1°,
encontrando-se valores de 7,38% para as primeiras (Malacrida e Jorge, 2012) e de
6,609/100g e 10% para as segundas (Liu et al., 2008; Chau e Huang, 2004). As
diferencas no teor de humidade podem estar relacionadas com o facto de noutros
estudos as sementes terem sido fornecidas por fabricas de producédo de sumo e aquando
as analises continham ainda parte da polpa, enquanto as sementes em estudo foram
totalmente limpas antes de qualquer analise. Outro fator importante pode estar
relacionado com o grau de maturacao do fruto e das sementes, uma vez que as sementes
vao perdendo a humidade ao longo da maturacdo. Os fatores climéticos sdo também de
extrema importancia no que diz respeito a humidade da semente, uma vez que
influencia a maturacédo do fruto e consequentemente a humidade.

As cinzas sdo fracdo minoritaria das sementes em estudo. Na andlise do seu teor,
as amostras apresentaram diferengas muito significativas entre si (p<0,001), onde os
valores médios foram de 1,12 e 1,31% (Barcelos e Porto, respetivamente). Os resultados
estiveram de acordo com os valores referidos por Jorge et al. (2009) para a mesma
variedade (1,47%). Relativamente a outras variedades foram também encontrados
valores idénticos as amostras deste trabalho sendo de 1,27% em sementes de maracuja
amarelo, e 1,34 ¢ 1,46% em sementes do hibrido ‘Tainung No. 1’ (Malacrida e Jorge,
2009; Liu et al., 2008; Chau e Huang, 2003).

O valor energético médio das amostras em estudo também apresentou diferencas
muito significativas (p<0,001). Enquanto o valor energético das sementes de Barcelos
foi de 303,90 kcal/100 g de peso fresco, o valor das sementes do Porto foi de 512,85
kcal/100 g de peso fresco. Esta diferenca tdo elevada, deve-se ao facto de as sementes

do porto apresentarem maior teor de gordura em relagdo as sementes de Barcelos.
3.3.2. Composicao do 6leo das sementes
3.3.2.1. Acidos gordos
Na Tabela 4, é apresentada detalhadamente a composicdo em acidos gordos,

determinado para o 6leo das amostras em estudo. Apresenta-se também o teor das

diferentes fracbes que compdem os &cidos gordos, nomeadamente &cidos gordos
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saturados (AGS), acidos gordos monoinsaturados (AGM) e 4&cidos gordos
polinsaturados (AGP).

O é&cido gordo maioritario no dleo de sementes de maracuja das amostras
estudadas € o acido linoleico (Cis:2), havendo diferengas muito significativas entre as
duas amostras (p<0,001), com valores médios de 82,07 e 75,18% (Porto e Barcelos,
respetivamente). Os valores médios relatados por varios autores para a mesma variedade
sdo semelhantes variando de 68,00 a 74,30% (Ferreira et al., 2011; Giuffré, 2007;
Piombo et al., 2006; Nyanzi et al., 2005; Ferrari et al., 2004; Pardauil et al., 2011). Para
outras variedades, como o maracuja amarelo, o teor de &cido linoleico encontrado em
varias referéncias variou de 67,40 a 77,2%, (Nyanzi et al., 2005; Malacrida e Jorge,
2009; Lopes et al. 2010; Assuncdo et al., 1984) e nos hibridos ‘Tainung No. 1’ ¢
Kawanda foi de 72,69% e 67,90%, respetivamente (Liu et al., 2008; Nyanzi et al.,
2005) sendo também similar ao valor médio das amostras em estudo.

O segundo acido gordo presente, em termos quantitativos, no éleo das sementes
foi diferente de acordo com a proveniéncia, sendo na amostra de Barcelos o &cido
palmitico (Ci:0) juntamente com o acido oleico (Cig:1), obtendo-se percentagens médias
de 7,77 e 7,62%, respetivamente, e na amostra do Porto o &cido oleico (Cig.1), com uma
média de 12,94%, seguindo-se o acido palmitico (C16:0) com 8,79%. Esta diferenca pode
dever-se as diferencas genéticas, climéticas, geogréficas e grau de maturagdo do fruto.
No entanto, os resultados obtidos por varios autores para a mesma variedade de
maracuja foram similares aos valores obtidos nas amostras em estudo variando o acido
oleico (Cyg:1) de 10,7 a 18,06% e o acido palmitico (Cie:0) de 8,8 a 12,8% (Ferreira et
al., 2011; Giuffré, 2007; Piombo et al., 2006; Nyanzi et al, 2005; Ferrari et al., 2004;
Pardauil et al., 2011). Para outras variedades como é o caso do maracuja amarelo e dos
hibridos ‘Tainung No. 1’ e Kawanda, foram obtidos valores ligeiramente superiores
para o acido oleico (Cyg1), que variam de 13,83 e 16,90% e idénticos para o acido
palmitico (Ciey), variando de 8,00 a 11,90% (Nyanzi et al., 2005; Malacrida e Jorge,
2009; Lopes et al., 2010; Assuncao et al., 1984; Liu et al., 2008).

O acido estearico (Cig0) foi 0 quarto em termos de importancia, mas ja em
quantidades residuais, com um valor de 1,12% no 06leo das sementes de Barcelos e
1,79% no do Porto. As percentagens foram similares as obtidas noutros estudos tanto
para a mesma variedade como para outras variedades que variaram, respetivamente, de
1,90 a 3,00% e de 1,66 a 3,01% (Ferreira et al., 2011; Giuffré, 2007; Piombo et al.,
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2006; Nyanzi et al., 2005; Ferrari et al., 2004; Pardauil et al., 2011; Malacrida e Jorge,
2009; Lopes et al., 2010; Assuncdo et al., 1984; Liu et al., 2008).

Os restantes &cidos gordos detetados ndo variaram consoante as amostras € ndo
ultrapassaram 1%, a exce¢do do &cido pentadecendico (Cis.1) e do acido henicosendico

(Cz10) que ndo foram detetados no 6leo de sementes do Porto.

Tabela 4. Composicdo em acidos gordos (%) obtidos do Oleo das sementes de

maracuja-roxo de Barcelos e do Porto (médiatdesvio padréo).

Nome comum Acido gordo  Barcelos Porto Valor de p
Ac. Miristico Cus0 0,03+0,01° 0,06+0,01° <0,001*
Ac. Pentadecandico Cisy 0,02+0,00 0,03+£0,01 0,260*
Ac. Pentadecenoico  Cis 0,01+0,01 0,00+0,01 0,124*
Ac. Palmitico Cis0 7,77+0,57° 8,78+0,06° 0,008**
Ac. Palmitoleico Cie:1 0,24+0,03 0,26+0,02 0,282**
Ac. Margarico Ciz0 0,08+0,04 0,08+0,01 0,855*
Ac. Heptadecendico Ci7a 0,04+0,01° 0,03+0,00% 0,011*
Ac. Esteérico Cis0 1,12+0,272 1,79+0,01° <0,001**
Ac. Oleico Cis:1c 7,62+1,06° 12,94+0,18"  <0,001*
Ac. Linoleico trans  Cig.oxt 0,05+0,022 0,07+0,02° <0,001*
Ac. Linoleico cis Cis:2¢cc 82,07+1,208  75,18+0,18°  <0,001**
Ac. Linolénico C18:3n3 0,64+0,09" 0,49+0,022 <0,001**
Ac. Araquidico Ca00 0,10+0,03% 0,14+0,02° 0,021*
Ac. Eicosendico C20:1n9 0,02+0,02 0,01+0,01 0,289**
Ac. Heicosenoico Ca0 0,02+0,02 0,00£0,00 0,172*
Ac. Beénico Ca20 0,09+0,02 0,08+0,03 0,513*
Ac. Lignocérico Coao 0,07+0,02 0,07+0,02 0,811*
Total AGS 9,30£0,11*  11,02+#0,02°  0,004**
AGM 7,93x0,19°  13,23+0,04°  <0,001*
AGP 82,76+0,04°  75,74+0,07*  <0,001**
Trans 0,05+0,02° 0,07+0,02° <0,001*

a-c Os valores médios apresentados em cada linha, com letras diferentes diferem significativamente, p<0,05.

*QOs valores de p foram obtidos a partir da analise one-way ANOVA ap6s se terem verificado os pressupostos de
normalidade e homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o
teste post-hoc de Tukey (p>0,05 pelo teste de Levene).

**Qs valores de p foram obtidos a partir da analise one-way Welch ANOVA, uma vez que ndo se verificou uma
homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o teste de Dunnett
T3’s (p<0,05 pelo teste de Levene).

No que diz respeito as diferentes fracdes que compdem os &cidos gordos, o0 6leo

de maracuja roxo é predominantemente constituido por acidos gordos polinsaturados
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(AGP), havendo diferencas muito significativas entre ambas as amostras (p<0,001). Na
amostra de Barcelos representam 82,76% do total dos éacidos gordos e 75,74% na
amostra do Porto. Esta composi¢do sugere possiveis problemas com a estabilidade
oxidativa destes 6leos, uma vez que os &cidos gordos insaturados sdo os principais alvos
de agentes oxidantes. Giuffré (2007) e Piombo et al. (2006) obtiveram valores
semelhantes para a mesma variedade que variaram de 72,60 a 73,80%, respetivamente.
Para outras variedades, como é o caso do maracuja amarelo, Malacrida e Jorge (2009)
obtiveram também um valor idéntico (73,55%). Para além do fator genética, a
temperatura tem sido identificada como o fator mais importante na biossintese de acidos
gordos polinsaturados (Nyanzi et al., 2005), podendo assim serem explicadas algumas
diferencas.

Quanto aos acidos gordos monoinsaturados (AGM) a fracdo foi menor, havendo
também diferencas muito significativas nas duas sementes estudadas (p<0,001), sendo
de 7,93% na amostra de Barcelos e 13,23% na amostra do Porto. Outros autores
obtiveram valores superiores para a mesma variedade, variando de 14,60 a 16,44%
(Giuffré, 2007; Piombo et al., 2006). Estas diferencas podem estar relacionadas com as
razGes descritas anteriormente como diferengas genéticas, climaticas e geograficas, no
cultivo do maracujé e grau de maturacdo do fruto. Para 0 maracuja amarelo, Malacrida e
Jorge (2009), obtiveram um valor de 14,04%, sendo também ligeiramente superior ao
das amostras estudadas.

Os éacidos gordos saturados (AGS) das diferentes amostras diferiram
significativamente (p<0,05), sendo de 9,30% na amostra de Barcelos e de 11,02% na
amostra do Porto. Giuffré (2007) e Piombo et al. (2006) obtiveram valores similares para
a mesma variedade de 10,96 e 11,6%, respetivamente. Os valores foram também
similares para 0 maracuja amarelo (12,41%) e para o hibrido ‘Tainung no. 1’ (10,26%)
(Malacrida e Jorge, 2009; Liu et al., 2008).

Foram também detetados vestigios de isdbmeros trans em ambas as amostras sendo o
valor de 0,05% para a amostra de Barcelos e 0,07% para a amostra do Porto. Estes isomeros
sdo resultantes da degradacdo da gordura, e 0 seu aumento envolve uma diminuicdo dos

acidos gordos polinsaturados (Lopez-Lépez et al., 2011).
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3.3.2.2. Composic¢ado em tocoferdis e tocotrienois

A quantidade e natureza dos tocois presentes naturalmente nos 6leos insaturados
tém uma importancia crucial para a sua estabilidade oxidativa, Os tocdis sdo
antioxidantes naturais com elevada importancia nutricional, e, dependendo da sua
natureza, podem diferir na sua atividade antioxidante (Rossignol-Castera e Bosque,
1994).

No presente trabalno foram determinados o teor médio de tocoferois,
tocotrienois e teor médio total de vitamina E nas amostras, que se encontram detalhados
na Tabela 5. Em ambos 0s 6leos foram identificados trés tocoferdis (a-, y- e 8- tocoferol)

e dois tocotriendis (y- e d-tocotrienol).

Tabela 5. Teor em tocoferdis, tocotriendis e de vitamina E total (mg/100g de 6leo) do
6leo das sementes de maracuja-roxo provenientes de Barcelos e do Porto (médiatdesvio
padrdo).

Tocoferois/Tocotriendis Barcelos Porto p-value
a-Tocoferol 2,81+0,18 2,74+0,09 0,317*
y -Tocoferol 6,50+0,28° 11,20+0,83° <0,001*
6-Tocoferol 6,86+0,24° 9,93+0,65° <0,001*
y-Tocotrienol 33,85+1,38" 28,90+2,09° <0,001*
6 -Tocotrienol 88,56+3,94" 51,71+3,95% <0,001*
Vitamina E total 138,57+5,74° 104,48+7,45° <0,001*

a-b Os valores médios apresentados em cada linha, com letras diferentes diferem significativamente, p<0,05.

*Os valores de p foram obtidos a partir da analise one-way ANOVA apos se terem verificado os pressupostos de
normalidade e homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o
teste post-hoc de Tukey (p>0,05 pelo teste de Levene).

As amostras mostraram diferencas muito significativas (p<0,001) no teor de
tocoferdis, exceto na quantidade de a-tocoferol (p=0,317). E de notar que o &—
tocotrienol é o isbmero que prevalece em maior quantidade com 88,56 mg/100 g de 6leo
na amostra de Barcelos e, significativamente mais baixo, 51,71 mg/100 g de 6leo, na
amostra do Porto. O segundo isomero relevante € o y-tocotrienol variando de 28,90 a
33,85 mg/100 g de 6leo (amostra do Porto e Barcelos, respetivamente). No que toca aos
tocoferdis, a amostra do Porto mostrou ter uma concentragdo média de y —tocoferol

maior do que de 6-tocoferol (11,20 e 9,93mg/100 g de 6leo, respetivamente), enquanto

gue na amostra de Barcelos ambos os tocoferdis apresentam valores similares (6,86 e
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6,50 mg/100 g de 6leo para o 6- e y—tocoferol , respetivamente). Entre os tocoferois, o
teor de a-tocoferol foi 0 mais baixo, sendo muito proximo em ambas as amostras (2,74
mg/100 g de éleo na amostra do Porto e 2,81 mg/100 g de 6éleo na de Barcelos).

Piombo et al. (2006), ja haviam estudado a concentracdo de tocoferois do 6leo
de maracuja da mesma variedade, detetando quatro tocoferois (a-, B-, y- ¢ 8- tocoferol),
dos quais o 8- tocoferol era 0 mais abundante (24,3 mg/100 g de 6leo), seguindo-se o y—
tocoferol (21,7 mg/100 g de 6leo), o a-tocoferol (0,5 mg/100 g de 6leo) e o B-tocoferol
em quantidades menores que 0,1 mg/100 g de 6leo. Comparativamente, nos 6leos aqui
em estudo as concentragdes médias de y- e 0- tocoferol foram menores mas o a-
tocoferol estava presente em maior quantidade. J& no maracuja-amarelo, Malacrida e
Jorge (2012), detetaram B-, y- e 6-tocoferol em concentracdes de 5,40, 16,66 e 27,87
mg/100 g de oOleo, respetivamente, ou seja, concentragdes um pouco superiores as
obtidas nos estudos de Oleo de sementes de maracuja-roxo. Nas diferencas entre
variedades ¢ de notar principalmente a presenca de B-tocoferol no éleo de sementes de
maracuja-amarelo e na pratica auséncia no maracuja-roxo.

A vitamina E total mostrou estar em maior concentracdo na amostra de Barcelos,
138,57 mg/100 g de 6leo. Na do Porto, a concentracdo média encontrada foi de 104,48
mg/100 g de 6leo. A vitamina E é importante na salde humana, visto que atua no
desenvolvimento do sistema nervoso em criangas, bem como na prevencdo da hemolise
em seres humanos (Sokol, 1996). Além disso a ocorréncia de aterosclerose € mais
elevada quando existe uma baixa ingestdo desta vitamina (Rimm et al., 1993).

Comparativamente com outro tipo de frutas, a quantidade de vitamina E presente
nas amostras em estudo é bastante proxima a quantidade presente em sementes de
amora preta (142 mg/100 g) (Adhikari, et al., 2008).

3.3.2.3. Composicdo em esterdis

O teor total em esterdis bem como os esterois individuais presentes no dleo de
sementes de maracuja-roxo diferiu significativamente (p<0,001) nas amostras estudadas
(Tabela 6). O B-sitosterol foi o esterol presente em maior quantidade com 47,50 e
55,62% nas amostras de Barcelos e do Porto, respetivamente. O segundo esterol
maioritario foi um esterol nédo identificado, estando presente em maior quantidade na

amostra de Barcelos (28,60%) e em menor quantidade no 6leo das sementes do Porto
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(22,32%), seguido do campesterol, também em maior quantidade na amostra de
Barcelos (10,26 %) e menor na do Porto (6,56%).

A amostra de Barcelos apresentou maior quantidade de esterdis totais, com um
teor de 636,32%. A amostra do Porto apresentou 374,55%.

Os esterdis, em especial o B-Sitosterol, j& demonstraram exercer efeitos
protetores contra as doencas cardiovasculares, bem como contra muitos tipos de cancro,
varios autores afirmam que o B-sitosterol pode proteger contra o stress oxidativo atraves
da modulacdo de enzimas antioxidantes, sendo que estas moléculas poderiam ser
utilizadas contra as células de envelhecimento da pele (Awad et al., 2004; Vivancos e
Mopeno, 2005). A quantidade significativa de esterois, em especial do B-sitosterol,
mostra o beneficio deste 6leo para saude humana, bem como a sua potencial utilizacdo

em industrias de cosmética.

Tabela 6. Esterois totais (mg/100 g 6leo) e esterdis principais (% do total de esterois)
do Oleo das sementes de maracujad-roxo provenientes de Barcelos e do Porto
(médiatdesvio padréo).

Esterois principais Barcelos Porto Valor de p
Campesterol 10,26+0,57° 6,56+0,26° <0,001*
N&o identificado 28,60+2,11° 22,32+0,24° <0,001*
p-Sitosterol 47,50+3,26° 55,62+2,64" <0,001*
Total de esterdis 636,32+44,32" 374,55+23,81° <0,001*

a-b Os valores médios apresentados em cada linha, com letras diferentes diferem significativamente, p<0,05.

*QOs valores de p foram obtidos a partir da analise one-way ANOVA ap0s se terem verificado os pressupostos de
normalidade e homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o
teste post-hoc de Tukey (p>0,05 pelo teste de Levene).

Piombo et al. (2006) estudaram as sementes de maracuja-amarelo, encontrando
209 mg de esterois totais/100g de 6leo, onde foram detetados o B-sitosterol (41,5% do
total de esterdis), o estigmasterol (41,7% do total de esterois), o campesterol (13,5% do
total de esterdis) e o 6-5 avenasterol (3,3% do total de esterois). Giuffré (2007)
investigou também a composicdo de esterdis no 6leo de maracuja-roxo, onde os trés
principais ester6is encontrados foram p-sitosterol (42,51% do total de esterdis),
estigmasterol (30,87% do total de esterois) e campesterol (11,14% do total de esterdis).

Os resultados do presente estudo foram ao encontro dos valores anteriores em
termos de prevaléncia de esterdis, exceto em relacdo ao segundo esterol maioritario, que

nas nossas amostras ndo se confirmou ser o estigmasterol como nos estudos referidos.
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Quantitativamente, as amostras em estudo apresentaram, em geral, maior teor de
esterois individuais em relagdo aos dois estudos referidos, no entanto, a percentagem de

campesterol foi um pouco inferior.

3.3.3. Atividade antioxidante do 6leo das sementes

3.3.3.1. Capacidade redutora total do 6leo

O teor da capacidade redutora total do 6leo de maracuja-roxo das amostras
estudadas encontra-se na Figura 4. As amostras apresentaram diferencas muito
significativas (p<0,001) A amostra do Porto mostrou ter maior teor em relacdo a
amostra de Barcelos sendo, respetivamente de 38,74 e de 23,20 mg CAE/kg.
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Figura 4. Teor da capacidade redutora total das sementes de maracuja-roxo
provenientes de Barcelos e do Porto. ®® Letras diferentes indicam diferencas
significativas (p<0,05).

No oOleo de sementes de maracuja-amarelo, Malacrida e Jorge (2012),
observaram uma capacidade redutora total de 1314,13 mg GAE/kg de o6leo, que
equivale aproximadamente a 1441,28mg CAE/kg, sendo muito superior ao teor obtido
no presente estudo. A capacidade redutora dos extratos de sementes e polpas podem
variar mesmo dentro da mesma espécie. Algumas diferengas podem estar relacionadas
com diversos fatores como a variedade, grau de maturacdo, época do ano, modo de
cultivo, tipo de solo, clima, fatores genéticos e o0 modo de processamento industrial
(Martinez et al., 2012; Campbell e Padilla-Zakour, 2013).
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3.3.3.2. Efeito blogueador de radicais livres DPPH e ABTS do 6leo

A Figura 5A e 5B apresentam o efeito bloqueador de radicais livres de DPPH e
ABTS, respetivamente, determinados para as amostras de 6leo de sementes do Porto e
de Barcelos, expresso em percentagem.

A diferenca entre as amostras foi muito significativa (p<0,001) em ambos 0s
métodos. A amostra do Porto apresentou 44,1%, de inibicdo do radical DPPH, sendo
superior a percentagem de inibicdo da amostra de Barcelos (29,94%). Os resultados
indicam que o 6leo de maracuja-roxo tem uma capacidade para inibir os radicais livres
de DPPH intermédia, ndo chegando a atingir os 50%.

Para 0 maracuja-amarelo, Malacrida e Jorge (2012), reportaram 48,0% de efeito
bloqueador de radicais DPPH’, valor um pouco acima do da amostra de Barcelos mas
na mesma ordem de grandeza da amostra proveniente do Porto. Estes autores referiram
ainda que o valor da concentracdo efetiva onde se observa 50% de inibigéo de radicais
livres de DPPH (ECsp) que obtiveram, era inferior ao obtido nos dleos de noz, améndoa,
aveld, amendoim e pistacho (Arranz et al., 2008), no entanto foi similar ao 6leo de arroz
e menor em comparacao ao valor no 6leo de soja, girassol, milho e de uva (Siger et al.,
2008). Ferreira et al. (2011), relatou um valor de ECs, de 16,84 mg/mL no efeito
sequestrador de radicais DPPH em 0leo de sementes de maracuja-roxo extraido em
Soxhlet, atribuindo o alto valor a perda de compostos antioxidantes naturais com o
aquecimento, uma vez que conseguiram um valor mais baixo (5,74 mg/mL) num éleo

comercial refinado de maracuja.
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Figura 5. Valores para efeito bloqueador de radicais DPPH" (A) e de radicais ABTS™
(B) do 6leo das sementes de maracuja-roxo provenientes de Barcelos e do Porto. @®
Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05).
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Relativamente & capacidade das amostras inibirem o radical ABTS™" (Figura 5B),
verificou-se que apresentaram um comportamento idéntico ao do DPPH’, onde a
amostra do Porto apresentou maior percentagem de inibicdo (96,59%) do que a de
Barcelos (83,51%). No entanto, a percentagem de inibicdo do radical ABTS™ foi
claramente superior a percentagem de inibicdo de radicais DPPH, mostrando que as

amostras apresentam elevada capacidade bloqueadora de radicais ABTS™ (Figura 5B).

3.3.4. Estabilidade oxidativa do 6leo

A avaliacdo da estabilidade oxidativa de 6leos comestiveis € um parametro de
elevada importancia, uma vez nos indica a sua suscetibilidade a oxidacédo e, pode assim
dar uma nocdo do seu tempo de prateleira.

Os resultados obtidos para as amostras de 6leo de sementes de maracuja-roxo

aqui estudadas encontram-se na Figura 6.

Tempo de indugio (h)
o
(@)}

M Barcelos B Porto

Figura 6. Valores médios de estabilidade oxidativa (horas) do 6leo das sementes de
maracuja-roxo provenientes de Barcelos e do Porto. *® Letras diferentes indicam
diferencas significativas (p<0,05).

As amostras apresentaram diferencas muito significativas (p<0,001). Observou-
se que a amostra do Porto (1,02h) apresentou um tempo de inducdo bastante superior a
amostra de Barcelos (0,54h), sendo por isso mais estavel. Isto vem ao encontro dos
resultados obtidos na determinagdo da atividade antioxidante visto que também o dleo
de sementes do Porto apresentou melhor potencial antioxidante. Assim, a possivel maior

presenca, neste Oleo, de compostos com esta atividade aumenta ligeiramente a sua
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protecao contra processos de auto-oxidacao dos seus lipidos, retardando o aparecimento
dos hidroperdxidos e de compostos carbonilicos odorificos (aldeido, cetonas) e &cidos
que condicionam o valor organolético dos 6leos e limitam, consequentemente, a sua
validade. Parte destes resultados poderdo estar correlacionados com o teor em
compostos fenolicos totais (capacidade redutora total), uma vez que estes compostos
exibem um elevado potencial antioxidante, elevando assim a estabilidade oxidativa em
6leos de sementes provenientes do Porto.

Ja anteriormente se havia constatado que ambas as amostras sdo ricas em acidos
gordos polinsaturados (AGP), havendo diferencas muito significativas entre ambas as
amostras (p<0,001); na amostra de Barcelos representam 82,76% do total dos &cidos
gordos e 75,74% na amostra do Porto. Esta pode ser também uma das causas do tempo
de inducdo ser superior na amostra do Porto. Tal facto acresce a menor estabilidade dos
Oleos provenientes de sementes de Barcelos, visto que os AGP sdo muito suscetiveis a
processos oxidativos.

Adicionalmente, a sua baixa propor¢do em tocoferdis relativamente a outros
Oleos vegetais, aliado ao facto do sistema de extracdo de 6leo com um solvente reduzir a
transferéncia da fracdo polar das amostras para o 6leo, vem ao encontro dos resultados
obtidos na estabilidade oxidativa, com um tempo de indugéo pequeno.

Outros autores que determinaram a estabilidade oxidativa para a mesma
variedade de maracuja, obtiveram valores superiores variando de 2,46 a 2,68 h (Giuffré,
2007; Pardauil et al., 2011). Esta diferenca pode ter acontecido devido a estes autores
terem obtido um teor de acidos gordos polinsaturados inferior ao das amostras em
estudo. Por outro lado, pode dever-se a temperaturas de determinacdo da estabilidade
oxidativa diferentes uma vez que Pardauil et al. (2011) determinaram a estabilidade
oxidativa a uma temperatura de 100°C, ou ainda devido ao fluxo de ar do Rancimat
diferente, pois Giuffré (2007) determinou a estabilidade do 6leo com um fluxo de ar de
10L/h, valores inferiores aos utilizados no presente estudo e que conferem com toda a
certeza valores de resisténcia a oxidagdo superiores.

Malacrida e Jorge (2012) fizeram o mesmo estudo para 0 maracuja-amarelo
onde conseguiram 7,89 h de estabilidade, mostrando-se um 6leo mais estavel que o do

maracuja-roxo.
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3.4. CONCLUSAO

O estudo de sementes de maracuja-roxo proveniente de Portugal, mostra que
estas sementes sdo essencialmente constituidas por hidratos de carbono, gordura e
proteina. A fracdo lipidica representa cerca de 23% da semente e apresenta uma
percentagem elevada de &cidos gordos polinsaturados Ainda relativamente aos acidos
gordos, o &cido linoleico (Cig:2), 0 &cido oleico (Cig:1) € 0 acido palmitico (Cigo)
prevalecem, sendo por isso uma boa fonte de acidos gordos essenciais. O 6leo apresenta
uma razoavel quantidade em esterois e vitamina E. Este Oleo apresenta ainda uma
consideravel atividade anti-radicalar, mas baixa capacidade redutora total. O elevado
teor de acidos gordos polinsaturados condicionou a estabilidade do o6leo, sendo
necessarias avaliacdes futuras para avaliar os fatores com influéncia neste parametro.

Assim, o 6leo das sementes de maracuja-roxo provenientes de Portugal pode ter
diferentes finalidades, desde a industria alimentar até a aplicagdes na saude.

Futuramente, seria interessante avaliar outras caracteristicas e componentes do
6leo como sejam os compostos fendlicos individuais e os carotendides, entre outros
parametros, para um conhecimento mais aprofundado acerca do 6leo de sementes de

maracuja proveniente de Portugal.
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4.1. INTRODUCAO

Os radicais livres sdo formados continuamente através do metabolismo normal
ou patogénico das células, ou podem tambem ser provenientes de fontes exdgenas
fisicas e quimicas (Halliwell, 1995). Entre estes radicais livres estdo as ROS (Espécies
Reativas de Oxigénio) e as RON (Espécies Reativas de Azoto) (Halliwell, 1995). As
ROS séo a classe de radicais livres geradas pelo organismo mais importante e derivam

da ativacdo ou reducdo do oxigénio molecular (O,) (Figura 1).

e e 2H" e 2H" e H e H
0, L» 0, L. H,O, -%» HO* L» OH- L» H,O
H,O

Figura 7. Formacdo de espécies reativas de oxigénio por reducdo do oxigénio
molecular (Imlay, 2008).

As ROS atuam como mediadores da transferéncia de eletrdes em varios
processos bioquimicos, como a fagocitose, para eliminar o agente agressor por
oxidacdo. (Halliwell, 1995). No entanto, a concentracdo de ROS pode ser excessiva
causando um desequilibrio do sistema de defesa antioxidante do corpo humano e
criando stress oxidativo. Estas espécies quando em concentracdes excessivas podem
reagir com biomoléculas como lipidos, proteinas, hidratos de carbono, acidos nucleicos,
entre outros, podendo levar a ocorréncia de doencas graves como cancro, diabetes,
aterosclerose, doencas cardiacas e neuroldgicas, etc., assim como ao envelhecimento
precoce (Aruoma, 1996; Pulido et al., 2000; Halliwell e Gutteridge, 2007).

O corpo humano tem mdaltiplos mecanismos enddgenos especializados na
protecdo das moléculas celulares contra a sobrexpressdo de ROS, podendo estes ser
enzimaticos (superdxido dismutase, glutationa peroxidase ou catalase) ou ndo-
enzimaticos (vitamina C, vitamina E, glutationa, carotenoides e flavonoides) (Anderson,
1999). Apesar disso, a defesa inata pode ndo ser suficiente para combater o stress
oxidativo persistente ou grave, e para que haja um nivel adequado de antioxidantes é
necessario que o organismo obtenha antioxidantes exdgenos, por via alimentar (Oliveira
etal., 2011).
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Para alem dos antioxidantes naturais, 0s géneros alimenticios apresentam,
frequentemente, antioxidantes sintéticos. Estes, utilizam-se como aditivos alimentares
para preservar e estabilizar a frescura, o valor nutritivo, sabor e cor dos alimentos (de
Oliveira et al., 2009). Alguns antioxidantes sintéticos como o BHA (hidroxianisol
butilado), o BHT (hidroxitolueno butilado) e o TBHQ (butilhidroquinona térciario) sao
usados para o processamento industrial e sé&o considerados muito eficazes; no entanto,
tém sido gradualmente restringidos devido as suspeitas sobre a sua toxicidade e efeitos
carcinogenicos nos humanos (Prasad et al., 2009; Sazaki et al., 2002; Anagnostopoulou
et al., 2006).

Assim, comeca a haver uma procura cada vez maior de fontes de antioxidantes
ndo-toxicos de origem naturais para incorporar em preparacdes alimentares com o
intuito de proteger o organismo humano de radicais livres, retardando o aparecimento
de diversas doencas crénicas, assim como para proteger os alimentos, substituindo os
antioxidantes sintéticos. Numerosos estudos tém mostrado que os produtos de origem
vegetal, especialmente frutas e horticolas, sdo ricos em compostos antioxidantes como
vitaminas A, C e E, carotenoides, minerais, flavonoides e outros compostos fendlicos
(Boots et al., 2008; Valko et al. 2006; Bianchi e Antunes, 1999). Este grupo de
alimentos tornaram-se assim importantes na nutricdo humana e nas industrias alimentar
e farmacéutica.

As propriedades antioxidantes do maracuja foram ja alvo de estudo por parte de
alguns investigadores, os quais encontraram forte atividade antioxidante nas flores
(Masteikova, 2008), na casca (Zeraik et al., 2012), nas folhas (Sunitha e Devaki, 2009;
Rudnicki et al., 2007; da Silva et al., 2013), na polpa (de Oliveira et al. 2009) e nas
sementes (Jorge et al., 2009), atribuidas em grande parte a quantidade de compostos
fenolicos presentes nas varias partes do fruto. O maracuja pode assim constituir uma
fonte natural alternativa de antioxidantes, para além de, como alimento ou ingrediente
alimentar, contribuir para a protecdo face ao stress oxidativo. Uma vantagem adicional
na utilizacdo deste fruto como fonte de antioxidantes naturais sera a diminui¢do dos
constrangimentos ambientais que resultam da acumulacdo de sementes e cascas Vvisto
que este fruto é muito utilizado na inddstria alimentar na produgdo de sumo, polpas
enlatadas, geleias, entre outros (de Oliveira et al, 2009).

Os compostos responsaveis pela atividade antioxidante de alimentos vegetais,

como a vitamina C, os tocoferdis, os carotendides e os compostos fendlicos (sendo estes

60



0S principais responsaveis) atuam atraves de mecanismos diferentes como, por exemplo,
inibindo radicais livres e inibindo a peroxidacdo lipidica ou entdo atuando como agentes
quelantes de metais e singuletos de oxigénio. Por isso, é necessario mais do que um
método para determinar a atividade antioxidante de um produto vegetal (Javanmardi et
al., 2003; Pizzale et al. 2002). Mesmo que uma amostra exiba elevada quantidade de
antioxidantes através de um método, ndo quer dizer que através de outro método
diferente se obtenha a mesma capacidade, podendo esta ser menor (Arabshahi-Delouee
e Urooj, 2007). Esta atividade esta também dependente das condi¢des de extracdo da
amostra como, por exemplo, da polaridade do solvente, o qual podera aumentar a
solubilidade dos compostos antioxidantes, dependendo da respetiva polaridade
(Alothman et al., 2009).

Desta forma, no presente capitulo, o objetivo foi avaliar a capacidade
antioxidante de diferentes partes de maracuja-roxo (Passiflora edulis Sims edulis):
sementes, polpa, casca, flores e folhas. Para tal, determinou-se a capacidade redutora
total, o efeito blogueador de radicais livres de DPPH e o poder redutor em extratos
obtidos pela utilizacdo de trés solventes de extracdo com polaridades diferentes
(acetona, etanol e metanol). A atividade antioxidante em cada parte da planta estudada,

foi determinada no extrato obtido com o solvente mais adequado.
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4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Padroes e reagentes

Os reagentes e padrdes acetona, etanol, metanol, 2-2-difenil-1-picril-hidrazilo
(DPPH), &cido gélico e cloreto de ferro (I1) foram adquiridos a Sigma (St. Louis, MO,
EUA). O di-hidrogenofosfato de sodio hidratado, o hexacianoferrato de potassio (I11), o
acido tricloroacético, e o reagente de Folin-Ciocalteu foram obtidos da Merck
(Darmstadt, Alemanha). O &cido cloridrico, o carbonato de sédio anidro, e o

hidrogenofosfato dissodico desidratado foram obtidos a Panreac (Barcelona, Espanha).

4.2.2. Amostras

Foram colhidos maracujas roxos, folhas e flores do mesmo maracujazeiro em
Barcelos, no ano de 2011 (Figura 8). Em laboratério, os maracujas foram
cuidadosamente separados em casca, polpa e sementes e estas diferentes partes foram

imediatamente congeladas a -21 °C até a sua utilizac&o.

Ana Alves, 2011

Figura 8. Partes do maracuja-roxo estudadas: A - Frutos inteiros; B - Cascas dos frutos;
C - Sementes; D - Polpa; E - Flor; F — Folha.

No capitulo anterior ficou evidenciado que o 6leo de sementes originarias do
Porto, apresentava maior atividade antioxidante nas condi¢cdes de extragdo ensaiadas.

Por isso, foram estas sementes que foram utilizadas para fazer os estudos de sele¢do do
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solvente mais apropriado na obtencdo de extratos para posterior determinacdo da

atividade antioxidante.

4.2.3. Preparacao dos extratos

Imediatamente antes da utilizacgho as amostras foram liofilizadas e
posteriormente trituradas de modo a reduzi-las a um pé fino. Numa balanca eletronica
modelo Acculab ALC-210.4, foram pesadas tomas de aproximadamente 1,5g da
amostra em po, as quais foram extraidas sob trés condicbes diferentes, conforme
Oliveira et al. (2009), com algumas alteracdes, como se descreve em seguida:

Foram testados trés solventes diferentes — acetona, etanol (96%) e metanol. Cada
parte do fruto foi extraida, por triplicado, em 45 mL do solvente a temperatura ambiente
e sob agitacdo a 350 rotacGes por minuto durante 60 minutos. As amostras foram depois
filtradas através de papel de filtro Whatman N°. 4. De seguida, cada solvente foi
evaporado a vacuo (evaporador rotativo Buchi R-210) e, ap6s o extrato ter sido levado a
secura numa estufa a temperatura de 4015 °C, foi dissolvido no solvente respetivo de
modo a obter uma concentracdo de 50 mg/mL. A partir da solucdo obtida prepararam-se

solugdes com diferentes concentracdes.

4.2.4. Rendimento de extracao

O rendimento de extracdo das amostras foi calculado pela seguinte formula:

) Pf — Pi
% rendimento = Toma de amostra X 100

Sendo:
Pf= Peso final do baldo volumétrico com o extrato apds ter sido levado a secura

Pi= Peso do haldo

4.2 5. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante das diversas amostras, foi obtida por diferentes
métodos quimicos: avaliagdo do poder redutor, avaliacdo do efeito bloqueador de
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radicais livres de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) e determinacdo da capacidade

redutora total pelo método Folin-Ciocalteu.
4.2.5.1. Determinacéo da capacidade redutora total

Esta determinagcdo baseou-se na estimativa da capacidade redutora total por
método colorimétrico, de acordo com a metodologia descrita por Singleton e Rossi
(1965). Assim, foi misturado 1mL de véarias concentracGes de extrato de cada amostra
com 1mL do reagente de Folin Ciocalteu. A mistura reagiu durante aproximadamente 3
minutos. Posteriormente adicionou-se 1mL da solucdo saturada de Na,CO3; e 7 mL de
agua destilada. A solucdo reagiu no escuro durante 90 minutos ap6s o que foi lida
imediatamente a respetiva absorvancia hum espectrofotometro de ultravioleta e visivel
(Genesys™ 10 UV) a 725 nm.

A reta de calibracéo foi obtida utilizando acido galico como padréo (0,294-1,47 mM; y
= 1,0112x — 0,2737; R®=0,9993). Os resultados foram expressos em miligramas

equivalentes de &cido galico por grama de extrato (mg GAE/g extrato).

VA,
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Ana Alves, 2011

Figura 9. Exemplo de uma analise da capacidade redutora total numa amostra a varias
concentragdes de extrato.

4.2.5.2. Determinacao do efeito bloqueador de radicais livres 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH")

A capacidade para bloquear os radicais livres 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH") foi estudada de acordo com o método descrito por Hatano et al. (1988). Desse
modo, 0,3 mL de varias concentracfes de extrato de cada amostra foram misturados

com 2,7 mL de uma solugdo metandlica contendo radicais de DPPH' (6x10™ mol/L).
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Ap0s agitacdo, a mistura foi colocada a repousar no escuro durante 60 minutos, até se
obterem valores estaveis de absorvancia a 517 nm.

A reducdo do radical DPPH" foi medida pelo decréscimo da absorvancia a 517
nm, lida num espectrofotometro de ultravioleta e visivel (Genesys™ 10 UV). O efeito
blogueador do DPPH’ foi calculado como uma percentagem da descoloracdo do DPPH",
usando-se a seguinte equagao:

% Efeito bloqueador = [(ApppH -Aa)/Apppr] x 100
em que Aa é a absorvancia da solucdo com extrato da amostra e Apppy” € @ absorvancia
da solucdo de DPPH". A concentracdo de extrato a que corresponde 50% de inibicdo
(ECso) foi calculada a partir da representacdo grafica da percentagem do efeito

bloqueador em funcéo da concentracdo de extrato.

Ana Alves, 2011

Figura 10. Exemplo de uma anélise de bloqueio de radicais livres de DPPH numa
amostra a varias concentracdes de extrato.

4.2.5.3. Determinacéo do poder redutor

O poder redutor foi determinado de acordo com o procedimento descrito por
Berker et al. (2007). Assim, 1 mL das diferentes concentragdes de extrato de cada
amostra foram misturados com 2,5 mL de tampao de fosfato de s6dio 200 mmol/L (pH
6,6) e 2,5 mL de ferricianeto de potassio a 1%. A mistura foi incubada a 50 °C durante
20 minutos. Depois de arrefecer foram adicionados 2,5 mL de &cido tricloroacético a
10% (m/v) e a mistura foi centrifugada a 1000 rpm (Centorion K240R-2003) durante 8
minutos. Retiraram-se 2,5 mL de sobrenadante que foram misturados com 2,5 mL de
agua destilada e 0,5 mL de 0,1% de cloreto de ferro (111). A absorvéncia foi medida no
espectrofotdmetro de ultravioleta e visivel (Genesys™ 10 UV) a 700 nm. Quanto maior
a absorvancia maior é o poder redutor da amostra. A partir do grafico que relaciona a

absorvancia a 700 nm versus concentracdo de extrato determinaram-se também as
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concentragcdes que originaram uma absorvancia igual a 0,5, correspondente ao valor do
EC5Q.
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Figura 11. Exemplo de uma analise do poder redutor a vérias concentracfes de extrato.

4.2.6. Andlise estatistica

Para avaliar se o tipo de solvente afetou significativamente a atividade
antioxidante das matrizes estudadas, recorreu-se a andlise de varincias one-way
ANOVA, seguida do teste post-hoc HSD de Tukey quando o0s pressupostos da
normalidade e homogeneidade de variancias se verificaram, ou com correcdo de Welch,
no caso do requisito da homogeneidade de variancias ndo ter sido cumprido, como
descrito em Maroco (2010). Nesta situacdo quando se observou um efeito significativo
(p<0,05) foi aplicado o teste de Dunnett T3’s.
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

E sabido que as condigdes de extracdo condicionam a composicao dos extratos,
por isso, sera de admitir que a atividade antioxidante dos extratos das diferentes partes
do maracuja-roxo ird depender em grande parte dessas condicdes de extracdo, assim
como dos métodos utilizados para determinar essa atividade. Deste modo, neste estudo,
optou-se por utilizar diferentes solventes de extracdo - acetona, etanol (96%) e metanol,
na tentativa de encontrar procedimentos de extracdo apropriados para este fim em cada
fracdo de maracuja-roxo considerada. De seguida, fez-se a comparacdo da atividade

antioxidante obtida nas melhores condicfes de extracdo das amostras ja referidas.

4.3.1. Selecéo do solvente de extracédo das sementes

4.3.1.1. Rendimento de extracao e capacidade redutora total

Na Tabela 7, encontra-se a informacdo detalhada a cerca dos resultados do
rendimento de extrato e da capacidade redutora total obtida para os trés tipos de
extracdo. E claro que o rendimento do extrato acetdnico é superior aos restantes
(19,57%), havendo diferencas muito significativas entre os outros extratos (p<0,001). O
solvente que menos rendimento ofereceu foi o metanol com 4,68%. Apesar disso, a
capacidade redutora total foi superior no extrato obtido com este solvente (64,01 mg
GAE/g de extrato), mostrando que 0s compostos redutores presentes nas sementes de
maracuja-roxo do Porto tém mais afinidade com este solvente. O extrato metandlico
apresentou diferencas muito significativas neste parametro relativamente aos extratos
acetonico e etandlico (p<0,001), enquanto estes dois ndo mostraram ter diferencas

significativas entre si (29,34 e 29,54 mg GAE/g de extrato, respetivamente).

67



Tabela 7. Rendimento de extracdo (%) e capacidade redutora total (mg GAE/g de
extrato) de extratos obtidos com diferentes solventes de sementes de maracuja-roxo
proveniente do Porto (médiatdesvio padrdo).

Rendimento Capacidade redutora total
Solventes
(%) (mg GAE/g de extrato)
Acetona 19,57+1,45° 29,34+0,64°
Etanol 12,62+0,39" 29,52+2,24°
Metanol 4,68+0,29° 64,01+3,13°
Valor de p <0,001** <0,001*

a-c Os valores médios apresentados em cada coluna, com letras diferentes diferem significativamente, p < 0,05.

*Qs valores de p foram obtidos a partir da analise one-way ANOVA ap6s se terem verificado os pressupostos de
normalidade e homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o
teste post-hoc de Tukey (p>0,05 pelo teste de Levene).

**Qs valores de p foram obtidos a partir da anlise one-way Welch ANOVA, uma vez que ndo se verificou uma
homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o teste de Dunnett
T3’s (p<0,05 pelo teste de Levene).

A concentragdo e natureza dos compostos bioativos presentes nos produtos
vegetais, bem como os seus efeitos biologicos, dependem de varios fatores, que podem
dar origem a variacdes na atividade antioxidante, mesmo dentro da mesma variedade,
normalmente pela influéncia da sintese de metabolitos secundérios (Jaacola e Hohtola,
2010; Kumazawa et al., 2004). As diferencas devem-se principalmente a é&rea
geografica de producdo, ao grau de maturacdo, época do ano e a diferencas nos fatores
ambientais, genéticos e de processamento (Martinez et al., 2012; Jaacola e Hohtola,
2010; Kumazawa et al. 2004).

Por exemplo, num estudo realizado em sementes de Tamarinus indica L., foram
obtidos resultados semelhantes, em que no extrato metandlico houve maior capacidade
redutora total sendo, dos polares, o solvente com maior constante dielétrica (Razali et
al., 2012). Ja Liu e Yao (2007), em extratos de sementes de cevada, obtiveram o teor
mais elevado no extrato acetdnico a 70%, seguindo do etandlico a 70% e do metandlico
a 70%. Ou seja, ndo ha um solvente que seja recorrentemente o0 que permite a obtencao

de extratos mais ricos em compostos redutores em diferentes matrizes.
4.3.1.2. Efeito bloqueador de radicais livres de DPPH
O efeito bloqueador de os radicais livres de DPPH é um dos mecanismos mais

utilizados na avaliacdo da capacidade para inibir radicais livres em varias partes de

plantas como folhas frutos, flores, entre outros.
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Na figura 12, observamos a inibicdo de radicais livres de DPPH em relacéo a

concentracdo dos extratos obtidos com os trés solventes distintos.

=@==Acetona =fll=Etanol Metanol

100

Efeito Bloqueadorr de radicais
DPPH’ (%)

0 1 2 3 4
Concentragdo (mg de extrato/mL)

Figura 12. Percentagem de bloqueio de radicais livres de DPPH de extratos obtidos a
partir de diferentes solventes de sementes de maracuja-roxo proveniente do Porto
(médiatdesvio padréo).

E evidente 0 aumento da inibicdo a medida que aumenta a concentra¢do da
amostra para todos os casos, mostrando haver atividade bioldgica das sementes. Repara-
se também que foi no extrato metandlico que se conseguiu melhor atividade
antioxidante, mostrando ter elevado efeito blogqueador de DPPH'. A 0,75 e 1 mg de
extrato/mL observaram-se efeitos bloqueadores na ordem dos 60 e 90%,
respetivamente. Os extratos etandlico e acetdonico, as mesmas concentracoes,
apresentavam percentagens de inibicdo relativamente baixas sendo na ordem dos 25 e
35% para o etanolico e 10 e 20% para a acetona. Assim, a acetona foi o solvente mais
fraco na extracdo de bloqueadores de DPPH.

Quanto aos ECs, valor da concentracdo efetiva onde se observa 50% de inibicéo
de radicais livres de DPPH, estdo detalhados na Tabela 8. Verificaram-se diferencas
muito significativas nos valores de ECso em relagdo ao tipo de extrato (p<0,001). O
extrato acetdnico foi 0 que necessitou uma concentracdo mais elevada para este efeito
de inibicdo (ECso = 2,24 mg/mL), mostrando ter menor atividade anti-radicalar para o
DPPH" que os restantes extratos. O extrato em que se obteve menor ECsy €, por
consequéncia, maior atividade blogueadora, foi o metanolico (ECsp = 0,41mg de
extrato/mL), seguido do etanolico (ECsp = 1,57 mg/mL). O metanol mostrou-se mais
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uma vez o solvente com maior capacidade de extracdo de compostos bloqueadores de
DPPH".

Tabela 8. Valores de ECso (mg/mL) do efeito bloqueador de radicais livres de DPPH e
do poder redutor extratos obtidos com diferentes solventes de sementes de maracuja-
roxo proveniente do Porto (médiatdesvio padrao).

DPPH Poder redutor
Solventes 1L 5
(ECs0) (ECso?)
Acetona 2,24+0,11° 2,25%0,11°
Etanol 1,57£0,14° 4,04+0,09°
Metanol 0,41+0,03° 1,03+0,06°
Valor de p <0,001* <0,001**

LECy, (mg/mL): concentragdo efetiva a 50% de inibicao de radicais de DPPH.

2 ECs, (mg/mL): concentragdo efetiva a 0,5 de absorbancia.

a-c Os valores médios apresentados em cada coluna, com letras diferentes diferem significativamente, p < 0,05.

*Os valores de p foram obtidos a partir da analise one-way ANOVA ap06s se terem verificado os pressupostos de
normalidade e homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o
teste post-hoc de Tukey (p>0,05 pelo teste de Levene).

**Qs valores de p foram obtidos a partir da analise one-way Welch ANOVA, uma vez que ndo se verificou uma
homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o teste de Dunnett
T3’s (p<0,05 pelo teste de Levene).

Também Moure et al. (2001), encontraram diferencas nos extratos obtidos por
diferentes solventes, mostrando que nas sementes de Rosa rubiginosa 0s extratos
etanolico (96%) e acetonico eram 0s gque apresentavam maior percentagem de inibicéo
de DPPH'. Mas, tal como no presente capitulo, Razali et al. (2012), obteve melhores

resultados nos extratos metandlicos de sementes de Tamarindus indica L..

4.3.1.3. Poder Redutor

Neste ensaio, a presenca de redutores (antioxidantes) nos extratos faz com que
haja reducdo do complexo ferrocianeto (Fe**) & sua forma ferrosa (Fe®*), o que resulta
na alteracdo da cor das solucbes de amarelo para varias tonalidades, entre verde e azul.
Esta mudanca de cor, bem como a rapidez com que ocorre, dependera da concentragdo e
do tipo de compostos redutores presentes nos extratos. Assim, através da leitura a
700nm, pode medir-se a concentragdo de Fe?* presente, que quanto maior for, maior
sera o poder de reducdo (Oliveira et al., 2009). Este método pode servir de forma clara,

como indicador da atividade antioxidante de um produto vegetal (Meir et al., 1995).
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A atividade antioxidante dos diferentes extratos estudados nas sementes do Porto
e medida pelo poder redutor, aumentou a medida que aumentou a concentracdo de
extrato, mostrando existir uma relagdo de dependéncia entre a concentracdo de extrato e

a sua atividade bioldgica (Figura 13).
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Figura 13. Poder redutor das sementes de maracuja-roxo proveniente do Porto em
extratos obtidos com diferentes solventes de extracdo (média + desvio padrao).

Observou-se também que o extrato metanolico apresenta maiores valores de
absorvancia do que os outros extratos, ou seja, mais uma vez é o extrato de metanol o
que exibe maior atividade antioxidante. Curiosamente, 0 extrato acetonico mostrou um
poder superior ao etanolico, perfil diferente do obtido com os outros parametros (efeito
bloqueador de radicais de DPPH e capacidade redutora total), o que também foi seguido
no indicador ECs, (Tabela 8). Esta diferenca pode ter acontecido devido aos compostos
antioxidantes extraidos pela acetona terem maior poder redutor do que de inibicdo de
radicais livres e o contrario ter sucedido com o etanol. Outro facto que possa ter
ocorrido é que talvez os compostos blogueadores de DPPH" desta amostra, sejam menos
polares que os compostos com poder redutor, visto que a polaridade dos solventes tem
uma relacdo direta com a polaridade dos compostos extraidos (Chew et al., 2011).

A Tabela 8 detalna 0 ECso do poder redutor obtido em cada extrato -
concentragdo efetiva em que se observa uma absorvancia de 0,5 nos extratos. Os
resultados revelam existir diferengas muito significativas nos valores de ECs

(p<0,001), mostrando a influéncia dos solventes na extracdo de compostos redutores do
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ferro férrico. Os extratos metandlicos mostraram mais uma vez ter maior atividade
bioldgica, (ECso = 1,03 mg/mL).

4.3.2. Atividade antioxidante dos extratos metanoélicos das sementes

Depois de perceber que o metanol foi o melhor solvente de extragdo para os
compostos antioxidantes presentes nas sementes de maracuja-roxo do Porto, aplicou-se
entdo 0 mesmo método de extracdo nas sementes de Barcelos e fez-se o estudo
comparativo entre diferentes origens.

O rendimento de extracdo de ambas as amostras encontra-se detalhado na Tabela
9, e mostra que existem diferencas muito significativas entre as duas amostras
(p<0,001). O rendimento de extracdo foi superior na amostra do Porto, obtendo-se uma
percentagem de 4,68%, enquanto na de Barcelos a percentagem foi de 3,79%.

Apesar de ndo existirem diferencas significativas entre as amostras (p=0,420)
quanto a capacidade redutora total, esta mostrou ser mais elevada nas sementes do Porto
do que nas sementes de Barcelos (64,01 e 62,69 mg GAE/g extrato, respetivamente)
(Tabela 9). Todavia, observa-se claramente na Figura 14 que o extrato das sementes do
Porto tém globalmente maior atividade antioxidante. Esta amostra tem maior poder
bloqueador de radicais livres de DPPH, apresentando sempre percentagens superiores
em todas as concentragfes. No extrato de sementes do Porto, a uma concentracdo de
0,75mg/mL notou-se uma percentagem de inibicdo na ordem dos 90%, indicando assim
que estas sementes inibem fortemente radicais livres de DPPH. A mesma concentragio,
a amostra de Barcelos exibiu uma percentagem de inibi¢do apenas na ordem dos 30% e
s6 a 3mg/mL apresentou uma percentagem na ordem dos 80%. Viu-se também um
aumento da atividade bloqueadora de radicais DPPH' a medida que aumentou a

concentracdo, mostrando haver atividade biolégica nas amostras.
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Tabela 9. Rendimento de extracdo (%), valor de ECsy' de DPPH", valor de ECso? do
poder redutor (mg/mL) e capacidade redutora total (mg GAE/g extrato) de extratos
metandlicos das sementes de maracuja-roxo provenientes do Porto e de Barcelos
(médiatdesvio padréo).

Barcelos Porto Valor de p
Rendimento de extracao (%) 3,79+0,12° 4,68+0,29" <0,001**
Capacidade redutora total

*
(Mg GAE/q extrato) 62,69+3,59 64,01+3,13 0,420
DPPH (ECsoY) 1,18+0,13° 0,41+0,03 <0,001**
Poder redutor (ECsy?) 1,67+0,10° 1,03+0,06° <0,001*

Y ECso (mg/mL): concentragdo efetiva a 50% de inibigao de radicais de DPPH.

2 ECs (mg/mL): concentragdo efetiva a 0,5 de absorvancia.

a-b Os valores médios apresentados em cada linha, com letras diferentes diferem significativamente, p < 0,05.

*Os valores de p foram obtidos a partir da analise one-way ANOVA ap06s se terem verificado os pressupostos de
normalidade e homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o
teste post-hoc de Tukey (p>0,05 pelo teste de Levene).

**Qs valores de p foram obtidos a partir da analise one-way Welch ANOVA, uma vez que ndo se verificou uma
homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o teste de Dunnett
T3’s (p<0,05 pelo teste de Levene).

Quanto aos valores de ECsp, 0 valor mais baixo foi de 0,41 mg/mL nas
sementes do Porto, enquanto as de Barcelos apresentaram um valor de ECsy de 1,18

mg/mL (Tabela 9), vindo ao encontro dos resultados dos parametros anteriores.
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Figura 14. Efeito bloqueador de radicais livres de DPPH de extratos metanolicos de
sementes de maracuja-roxo provenientes de Barcelos e do Porto (médiatdesvio padréo).

No poder redutor, o resultado foi idéntico (Figura 15). A medida que
aumentaram as concentracfes, aumentou a absorvancia das amostras, sendo sempre
superior na amostra do Porto. A amostra do Porto mostrou maior poder redutor porque a

uma concentra¢do de 2 mg/mL esta amostra teve quase o dobro de absorvancia que a
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amostra de Barcelos. Os valores de ECsy foram de 1,03 e 1,67 mg/mL para as amostras
do Porto e Barcelos, respetivamente, indicando mais uma vez maior poder redutor das

sementes do Porto (ECso mais baixo) (Tabela 9).
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Figura 15. Poder redutor de extratos metanolicos de sementes de maracuja-roxo
provenientes de Barcelos e do Porto (médiatdesvio padrao).

O facto das sementes de Barcelos exibirem menor atividade antioxidante que as
sementes do Porto neste estudo, apesar da idéntica capacidade redutora total, pode
dever-se principalmente a diferengas na composicdo, descritas anteriormente como
devidas a area geografica onde se encontra 0 maracujazeiro, a fatores genéticos, fatores
ambientais como humidade, solo e temperatura, a época do ano em que se encontram no
momento da colheita e ao grau de maturacdo (Martinez et al., 2012; Jaacola e Hohtola,
2010; Kumazawa et al., 2004). Além disso parte dos compostos antioxidantes que se
encontram nos Oleos das sementes poderdo também ter um papel decisivo nos

resultados verificados.

4.3.3. Efeito do solvente de extracdo nas varias partes de maracuja-roxo e sua

atividade antioxidante.

Neste ponto foi comparada a atividade antioxidante de sementes, polpa, cascas,
flores e folhas do maracuja-roxo. A fim de perceber qual o melhor solvente na extragédo
de compostos antioxidantes das varias matrizes estudadas, foram entdo utilizados trés

solventes de polaridade diferente (acetona, etanol a 96% e metanol).
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Ja se tinha verificado que para as sementes, 0 melhor solvente de compostos
antioxidantes era 0 metanol, as sementes com maior atividade eram as sementes do
Porto, por isso, no final, a comparacgéo da atividade antioxidante das diversas partes do
maracuja-roxo estudadas foi feita com o extrato metanolico das sementes do Porto.

E de referir também que n&o foi possivel comparar extratos acetonicos das flores
nos trés métodos de analise da atividade antioxidante, tendo sido apenas possivel obter
o rendimento de extragdo. Este facto deveu-se ao rendimento de extragdo com acetona
ser muito baixo e de ndo se dispor de flores em quantidade suficiente para a elaboragéo

destas analises.

4.3.2.1. Rendimento de extracéo

O rendimento dos extratos obtidos nas diferentes partes estudadas do
maracujazeiro esta representado na Tabela 10. Observaram-se diferencas muito
significativas relativamente ao rendimento obtido com os diferentes solventes utilizados
em cada parte do maracuja (p<0,001), mostrando assim diferencas nos compostos
extraidos e provavelmente na composicdo dos seus extratos. Observando a Tabela 10,
repara-se que os melhores rendimentos de cada amostra foram obtidos na extragao
metandlica, variando de 8,58 a 44,63% (cascas e polpa, respetivamente). Os
rendimentos mais baixos na polpa, cascas, flores e folhas foram os das extracfes

acetonicas e oscilaram de 0,56 a 2,88%.

Tabela 10. Rendimento de extracdo (%) de varias matrizes de maracuja-roxo com
extracdo por diferentes solventes (médiatdesvio padrao).

Matriz Acetona Etanol Metanol Valor de p
Sementes 19,57+1,45° 12,62+0,39" 4,68+0,29% <0,001**
Polpa 2,20+0,21° 18,15+2,59"  44,63+2,88° <0,001*
Cascas 0,56+0,12° 3,46+0,25" 8,58+0,33° <0,001**
Flores 1,39+0,01° 15,82+0,83" 30,40+1,51° <0,001**
Folhas 2,88+0,09° 10,33+2,20° 18,58+0,37¢ <0,001*

a-c Os valores médios apresentados em cada linha, com letras diferentes diferem significativamente, p<0,05.

*QOs valores de p foram obtidos a partir da analise one-way ANOVA ap0s se terem verificado os pressupostos de
normalidade e homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o
teste post-hoc de Tukey (p>0,05 pelo teste de Levene).

**Qs valores de p foram obtidos a partir da analise one-way Welch ANOVA, uma vez que ndo se verificou uma
homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o teste de Dunnett
T3’s (p<0,05 pelo teste de Levene).
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Relativamente aos rendimentos maximos, a polpa foi a que apresentou maior
rendimento (44,63%) seguindo-se as flores (30,40%). O menor rendimento foi obtido na
casca (8,58%). As diferentes partes do maracuja-roxo mostraram diferengcas muito
significativas em relacdo ao rendimento de extracdo obtido (p<0,001). O elevado
rendimento da polpa e das flores pode estar associado a presenca de quantidades
elevadas de acucares sollveis que normalmente estdo associadas a estas partes das
plantas. Janzantti et al (2012), por exemplo, relata uma quantidade de 5,23 a 5,26 g

glucose/100 mL de polpa de maracuja.

4.3.2.2. Capacidade Redutora Total

A capacidade redutora total dos extratos obtidos de cada parte do maracuja-roxo
encontra-se detalhada na Tabela 11. A extracdo com diferentes solventes revelou
diferencas muito significativas na capacidade redutora total em quase todas as amostras
(p<0,001) e significativas nas flores (p<0,05), mostrando haver diferencas nos extratos
(Tabela 11). O melhor solvente de extracdo de compostos redutores totais nas cascas e
polpa (141,43 e 13,68 mg GAE/g extrato, respetivamente) foi o metanol. Nas flores, o
melhor resultado foi obtido no extrato etandlico (22,21 mg GAE/g extrato), em
comparagdo apenas com 0s extratos metanolicos, uma vez que ndo foi possivel fazer
esta analise em extratos acetonicos. Nas folhas foi o etanol a mostrar-se o melhor
solvente de extracdo (178,45 mg GAE/g extrato).

Alothman et al. (2009), j& tinham estudado os compostos fendis totais de polpas
de vérias frutas extraidas com diferentes solventes, nomeadamente metanol, etanol e
acetona, a varias concentracdes, tendo observado que em banana e em goiaba, o melhor
solvente destes compostos era a acetona a 90%, enquanto em ananas, o melhor solvente
de extracdo era o etanol a 70%.

Em cascas e folhas de Tamarindos indica L., o metanol mostrou ser o melhor
solvente destes compostos em comparacao ao acetato de etilo e ao hexano (Razali et al.,
2012). Arabhahi-Delouee (2007), obteve 0 mesmo resultado em folhas de amoreira,
comparativamente a acetona e agua. Ja Oliveira et al. (2009), mostrou que nas folhas de

medronheiro o melhor solvente de compostos fendlicos totais era o etanol.
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Liu et al. (2009), concluiu no seu estudo que em flores de Passiflora incarnata,
a acetona extraiu mais compostos fendlicos totais que o metanol e a &gua. Mas

Masteikova et al. (2008), obteve melhor resultado com etanol comparativamente a agua.

Tabela 11. Capacidade redutora total (mg GAE/g de extrato) de extratos obtidos por
diferentes solventes em diferentes matrizes de maracuja-roxo (médiatdesvio padrao).

Matriz Acetona Etanol Metanol Valor de p
Sementes 29,34+0,64°  29,52+224*  64,01+3,13" <0,001*
Polpa 5,34+0,07° 6,70+0,17" 13,68+0,67° <0,001*
Cascas 110,29+2,12°  106,62+3,99* 141,43+11,23"  <0,001*
Flores - 22,21+0,52° 21,18+0,80° 0,026*
Folhas 178,45+14,91°  74,89+0,88*  105,69+2,86" <0,001**

a-c Os valores médios apresentados em cada linha, com letras diferentes diferem significativamente, p<0,05.

*Os valores de p foram obtidos a partir da analise one-way ANOVA ap06s se terem verificado os pressupostos de
normalidade e homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o
teste post-hoc de Tukey (p>0,05 pelo teste de Levene).

**Qs valores de p foram obtidos a partir da analise one-way Welch ANOVA, uma vez que ndo se verificou uma
homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o teste de Dunnett
T3’s (p<0,05 pelo teste de Levene).

Comparando os teores mais altos de cada amostra, as folhas foram as que
apresentaram maior capacidade redutora total (178,45 mg GAE/g extrato), seguido das
cascas (141,43 mg GAE/g extrato). A polpa foi a amostra que apresentou menor valor
(13,68 mg GAE/g extrato). As amostras apresentaram diferencas muito significativas
entre si (p<0,001).

Pabdn et al. (2011), obteve uma capacidade redutora total na ordem dos 136,684
mg GAE/100 g de extrato em polpa de maracuja-roxo. Noutro estudo, Rudnicki et al.
(2001), obtiveram uma capacidade redutora total ainda mais baixa para a mesma
variedade (92,5 pg acido tanico/mg extrato).

Oliveira et al. (2009), relataram, tal como nds, teores elevados em folhas de
medronheiro, que variaram entre 14,93 e 192,66 mg GAE/g de extrato. Por outro lado,
da Silva et al. (2013), obtiveram um teor de 8,3 mg GAE/g de extrato para folhas de
Passiflora edulis, valor muito inferior aos alcangados aqui.

Kuskoski et al. (2005), encontraram um teor de 20,0 mg GAE/100g, em polpa de
Passiflora sp., sendo mais baixo que o teor encontrado na polpa do maracuja estudado
no presente trabalho.

Este estudo esta também de acordo com alguns estudos anteriores que relatam

que a capacidade redutora total nas folhas é superior a outras partes da planta como em
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Cucumis melo, Arbutus unedo L., Tamarindus indica L. e Passiflora, a excecdo de um
estudo em que as folhas de Cassia fistula L. foram a segunda parte com maior teor,
sendo a primeira a casca do tronco (matriz ndo estudada neste trabalho). Nos trabalhos
em que também foi estudada a polpa do fruto, esta foi sempre a matriz que apresentou
menor capacidade redutora total (Razali et al., 2010; Ismail et al., 2010; Mendes et al.,
2011; Sddhuraju et al., 2002, Pabon et al., 2011, Mendes et al. 2011).

4.3.2.4. Efeito bloqueador de radicais livres de DPPH

A utilizagdo de diferentes solventes resultou em diferengas muito significativas
(p<0,001) na inibicdo de radicais DPPH" na maioria das partes de maracuja-roxo
estudadas, mostrando assim diferencas na composicao dos extratos. A excecdo foram as
flores, que ndo apresentaram diferencas significativas entre os dois extratos estudados
(p>0,05). Na Tabela 12 estd representado 0 ECsy das amostras extraidas com o0s
deferentes solventes. Pode notar-se que o extrato metanodlico foi aquele onde se
obtiveram melhores resultados, apresentando valores de ECsy (polpa, folhas, flores)
mais baixos do que com os restantes solventes. Na polpa, o valor de ECsy da extracdo
metanolica (12,09 mg/mL) praticamente ndo diferiu do valor de ECs, do extrato
acetonico (12,87/mL) enquanto nas cascas 0 melhor resultado foi alcancado na extracao
etanolica (0,29 mg/mL), apesar de ndo ser significativamente diferente do resultado
obtido na extracdo metandlica (0,31 mg/mL).

As matrizes que apresentaram melhor capacidade de inibicdo, por ordem
decrescente, foram as cascas, as folhas e as sementes, atingindo ECsy a 0,29, 0,35 e
0,41mg/mL, respetivamente. O menor efeito blogueador de radicais livres de DPPH foi
obtido na polpa, onde se obteve um ECsq = 12,09 mg/mL (Tabela 12).

Em grande parte, os resultados obtidos estdo relacionados com a elevada
capacidade redutora total obtida nos extratos das folhas e cascas e ao valor bastante
menor encontrado na polpa.

Apesar de ter um efeito bloqueador baixo, a polpa de maracuja estudada (12,09
mg/mL) mostra ter um efeito bloqueador idéntico a polpa de meloa estudada por Ismail
et al. (2010) (11,9 mg/mL). Por outro lado, apresenta menor efeito bloqueador do que
por exemplo o fruto do medronho estudado por Mendes et al. (2011) (0,79 mg/mL).
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Tabela 12. Valores de ECs,* do efeito blogueador de radicais livres de DPPH (mg de
extrato/mL) em extratos obtidos com diferentes solventes de vérias matrizes de
maracuja-roxo (mediatdesvio padréo).

Amostra Acetona Etanol Metanol Valor de p

Sementes 2,24+0,11° 1,57+0,14° 0,41+0,03% <0,001*
Polpa 12,87+1,29° 15,60+0,97" 12,09+0,61° <0,001**
Cascas 0,43+0,06" 0,29+0,04* 0,31+0,04% <0,001**
Flores - 2,42+0,01 2,35%0,09 0,232**
Folhas 0,58+0,03° 0,46+0,02° 0,35+0,02% <0,001*

TECs, (mg/mL): concentracéo efetiva a 50% de inibicao de radicais de DPPH.

a-c Os valores médios apresentados em cada linha, com letras diferentes diferem significativamente, p<0,05.

*Qs valores de p foram obtidos a partir da analise one-way ANOVA apo6s se terem verificado os pressupostos de
normalidade e homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o
teste post-hoc de Tukey (p>0,05 pelo teste de Levene).

**Qs valores de p foram obtidos a partir da analise one-way Welch ANOVA, uma vez que ndo se verificou uma
homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o teste de Dunnett
T3’s (p<0,05 pelo teste de Levene).

Relativamente as cascas, podemos comparar o valor ECsy obtido com o de um
estudo recente em que se compararam cascas de maracuja-amarelo saudavel com cascas
de maracuji-amarelo com sintomas de contaminacdo com o virus do maracuja (Zeraik
et al., 2012), e se atingiu, para cascas saudaveis, um valor ECs de 25,93 mg/mL, o que
é bastante mais elevado do que o destas cascas de maracuja-roxo. Ou seja, as cascas da
variedade roxa poderdo ser mais ricas em compostos com efeito anti-radicalar.

Ja quanto as flores, Masteikova et al. (2008), conseguiram uma consideravel
percentagem bloqueadora de radicais livres tanto de DPPH" (na ordem dos 70%) como
de ABTS’ (na ordem dos 60%) em extratos etandlicos de flores de Passiflora incarnata,
enguanto nos extratos aquosos, a percentagem de inibicdo foi menor, na ordem dos 30%
e 20%, para bloqueio de radicais DPPH" e ABTS’, respetivamente.

Quanto as folhas de Passiflora edulis, da Silva et al. (2013), tinham obtido ECs
de 1,10 mg/mL, correspondendo a menor atividade que nas folhas estudadas neste
trabalho.

As diferencas relativamente aos resultados aqui apresentados poderdo dever-se a
diferente metodologia de obtencdo dos extratos, incluindo o solvente utilizado, que,

como ja se constatou neste estudo, origina composicoes de extrato diversas.
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Figura 16. Percentagem de bloqueio de radicais livres de DPPH nos extratos com maior
efeito de inibicdo nas matrizes estudadas (meédia + desvio padrao).

A Figura 16 mostra que houve atividade bioldgica em todas as matrizes, uma
vez que aumentou a percentagem de inibicdo a medida que aumentou a concentragao
dos extratos. E de notar que as sementes, as folhas e as cascas foram as amostras que
tiveram melhor atividade, tendo atingido percentagens de inibicdo na ordem dos 80 a
90% a uma concentracdo de 1 mg/mL. A polpa, uma concentragdo de 5 mg/mL apenas
tinha alcangado percentagens de inibi¢do na ordem dos 20%.

4.3.2.4. Poder Redutor

Os solventes mostraram influenciar significativamente o poder redutor de todas
as amostras (p<0,001), resultado de diferencas na composi¢do com os extratos obtidos
dos diferentes solventes. Nas flores, so foi possivel comparar entre extratos etandlicos e
metanolicos. Na Tabela 13 estdo detalhados os valores de ECs para o poder redutor nas
amostras consideradas. Os valores de ECs, mais baixos foram obtidos nos extratos
metandlicos, a excecdo das folhas, em que a acetona se mostrou o melhor solvente de
compostos redutores do ferro (0,75 mg/mL), nd&o muito longe do valor de ECsy do
extrato metandlico (0,82 mg/mL). Os resultados mais elevados foram obtidos com
etanol, mostrando ser de entre os trés, o solvente mais fraco na extragdo de compostos

com poder redutor nas varias partes de maracuja-roxo.
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As cascas, as folhas e as sementes foram as amostras que apresentaram, por
ordem decrescente, melhor poder de reducdo, com valores de ECsy na ordem dos 0,70,
0,82 e 1,03 mg/mL, respetivamente. O valor mais elevado foi de novo observado na
polpa, com um ECs de 4,70mg/mL, mostrando baixo poder de reducao (Tabela 13).

Os valores de ECsp da inibi¢ao de radicais DPPH" foram mais baixos do que o
ECso do poder redutor, a exce¢do da polpa, o que pode significar que os extratos
apresentam mais compostos que inibem os radicais livres do que compostos capazes de
reduzir o ferro ferroso. Na polpa era de esperar que este facto acontecesse uma vez que
esta fruta é conhecida por possuir um elevado teor de Vitamina C (agente redutor) e de

acucares, podendo ser agucares redutores como a frutose.

Tabela 13. Valores de ECso* do poder redutor (mg de extrato/mL) de extratos obtidos
com diferentes solventes de varias matrizes de maracuja-roxo (mediatdesvio padréo).

Matriz Acetona Etanol Metanol Valor p
Sementes 2,25+0,11° 4,04+0,09° 1,03+0,06% <0,001**
Polpa 10,33+0,82" 22,16+0,75° 4,7+0,23° <0,001*
Cascas 0,75+0,03 1,05+0,11° 0,70+0,03? <0,001*
Flores - 3,770,17° 2,49+0,05° <0,001**
Folhas 0,750,062 1,24+0,04° 0,82+0,05° <0,001**

TECs (mg/mL): concentracéo efetiva a 0,5 de absorvancia.

a-c Os valores médios apresentados em cada linha, com letras diferentes diferem significativamente, p<0,05.

*QOs valores de p foram obtidos a partir da analise one-way ANOVA ap6s se terem verificado os pressupostos de
normalidade e homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o
teste post-hoc de Tukey (p>0,05 pelo teste de Levene).

**Qs valores de p foram obtidos a partir da analise one-way Welch ANOVA, uma vez que ndo se verificou uma
homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o teste de Dunnett
T3’s (p<0,05 pelo teste de Levene).

Em estudos anteriores com maracujas de diferentes variedades verificou-se que
as polpas apresentavam maior poder redutor do que efeito bloqueador de radicais
DPPH’, tal como no presente estudo (Martinez et al., 2012, Pabon et al., 2011).

Apesar de se ter obtido um rendimento elevado na extracdo metandlica da polpa,
a atividade antioxidante foi a mais baixa de todas as matrizes. Este facto pode estar
associado aos acucares normalmente presentes na polpa, nomeadamente mono e
dissacarideos, 0s quais podem gerar agentes pré-oxidantes; o mesmo poderia ter

acontecido com as flores (Barthaukur et al, 1995; Siddhauraju et al., 2002).
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Figura 17. Poder redutor dos extratos com poder redutor mais elevado nas matrizes
estudadas, e o respetivo solvente (médiatdesvio padréo).

A Figura 17 mostra claramente que existe atividade bioldgica em todas as
matrizes estudadas, havendo um aumento do poder redutor a medida que aumenta a
concentracdo dos extratos das amostras. As cascas destacaram-se com o melhor poder
redutor com absorvancia superior a 1,5 na concentracdo de 2 mg/mL, seguido das flores
e sementes que a mesma concentracdo apresentaram uma absorvancia perto de 1. A
polpa foi a matriz com menor poder redutor pois na concentracdo de 5 mg/mL a

absorvancia foi cerca de 0,5.
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4.3. CONCLUSAO

Neste capitulo ficou claro que a atividade antioxidante dos extratos obtidos das
varias partes do maracuja € muito influenciada pelo tipo de solvente utilizado na
extracdo. As informacdes acerca de estudos anteriores, mostram que ndo existe nenhum
solvente que seja 0 melhor a extrair compostos antioxidantes, nem nenhum solvente
especifico para extrair compostos antioxidantes de alguma fracdo de um produto
vegetal. A atividade antioxidante dos extratos obtidos por solventes, depende da
polaridade destes e da polaridade dos compostos presentes no extrato, bem como da
afinidade do solvente para com esses compostos, sendo cada extrato diferente do outro,
mesmo em matrizes idénticas.

Em geral, o metanol mostrou ser o melhor solvente de extracdo de compostos
antioxidantes nas amostras estudadas. Os resultados obtidos demostram que Passiflora
edulis Sims edulis tem boas propriedades antioxidantes. O maior poder antioxidante foi
apresentado pelo extrato das cascas, seguindo-se as folhas, sementes, flores e por dltimo
a polpa. A elevada capacidade antioxidante dos extratos de cascas e folhas e sementes
mostram que estas tém potencial para serem usadas como antioxidantes naturais,
podendo fortemente tornar-se huma alternativa aos antioxidantes sintéticos, bem como
no uso de medicamentos para combater o stress oxidativo. O resultado dos extratos das
flores e polpa foram menos encorajadores, talvez pela presenca nestas partes da planta
de alguns acUcares que poderiam ter reduzido a atividade antioxidante dos compostos
presentes nos extratos.

As sementes com origens distintas (Porto e Barcelos), vieram corroborar os
resultados de outros autores, na atividade antioxidante, pese embora serem da mesma
variedade de planta e da mesma matriz (sementes), 0 que pode ser resultado de varios
fatores como, por exemplo, a area geografica, 0 modo de cultivo, fatores ambientais, o
grau de maturacgéo, entre outros.

No futuro é importante isolar os compostos bioativos presentes nas varias partes
do maracuja roxo, a fim de determinar o potencial antioxidante de cada composto,
nomeadamente compostos fendlicos, vitaminas C e E, carotendides, antocianinas, entre

outros.
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CAPITULO5

Comparacao da atividade
antioxidante de polpa
fresca e de polpa

comercial de maracuja
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5.1. INTRODUCAO

O consumo de frutas e legumes na dieta humana é considerado um fator
relevante para manter um estilo de vida saudavel, apresentando propriedades funcionais
que trazem beneficios para a protecdo da saude. Este consumo tem sido associado a
prevencéo de certo tipo de doencas, como o cancro, doencas cardiovasculares e outras
doencas graves, devido a presenca de substdncias antioxidantes, em especial dos
compostos fenolicos (Steinmetz e Potter, 1996).

No entanto, existem varios produtos de origem vegetal que sdo sazonais ou
crescem apenas em determinadas zonas do globo e em condi¢Bes especificas de
humidade e temperatura, e, muitos desses produtos, tém vida Gtil de poucos dias,
tornando-se indesejaveis e impréprios para consumo (Rickman et al., 2007).

O maracuja, para além de possuir excelentes propriedades organoléticas, € rico
em minerais, vitaminas e compostos fenolicos, incluindo flavonoides e antocianinas,
tornando este fruto uma boa fonte natural de antioxidantes (Wenlkam, 1990; Casimir, et
al., 1981; Suntornsuk, et al., 2002; Dhawan, et al., 2004).

Embora este fruto se consiga produzir em certas regides de Portugal
sazonalmente, os frutos encontrados no mercado s@o importados e, para além do seu
custo elevado, muitas vezes os frutos chegam ja deteriorados, tornando-se indesejaveis e
inseguros para consumo. No entanto, existem alternativas que podem levar este fruto a
todo a mundo, independentemente da sua sazonalidade, com seguranca e maior tempo
de vida util, como o congelamento, a desidratacdo e a conservagdo (Rickman et al.,
2007).

Neste tipo de transformacdes, 0s alimentos passam por processos indispensaveis
que visam preservar a frescura e a integridade fisica do produto, bem como a seguranca
do seu consumo, de modo a que o produto tenha uma qualidade superior. No entanto,
estes processos podem, de certa forma, ser prejudiciais no que toca a manter a qualidade
do produto fresco (Schmidt et al., 2005; Rickman et al., 2007).

O branqueamento e a esterilizacdo sdo processos térmicos, utilizados no
processamento de produtos vegetais. Nos produtos congelados, o branqueamento é
utilizado para inativar enzimas que possam continuar ativas no produto congelado, visto
que a temperatura de congelamento geralmente utilizada durante o armazenamento (-18

°C) ndo inibe totalmente a atividade enzimatica. Nas frutas, este processo nao é
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utilizado, visto que podia ser destruida a qualidade e frescura. Em vez disso, antes de
congelar o produto, a fruta é envolvida numa calda de agucar leve, ou, noutros casos,
em &cido ascoérbico, acido citrico ou dioxido de enxofre. Em produtos de conserva, 0
branqueamento é feito antes do fecho, de modo a retirar o ar do produto e do espaco
livre das embalagens, melhorando o empacotamento (Rickman et al., 2007). A
esterilizacdo nos produtos enlatados, é utilizada para inativar todos 0s microrganismos
patogénicos, organismos deterioradores e enzimas enddgenas que possam crescer sob
condi¢cdes normais de armazenamento. Os alimentos comercialmente estéreis podem
conter um pequeno ndmero de esporos bacterianos termorresistentes, que nao se
multiplicam no alimento. A maior parte dos alimentos enlatados é comercialmente
estéril, tendo uma vida de prateleira de pelo menos dois anos. A deterioracdo destes
produtos, ocorre, geralmente, devido a alteracdes ndo microbiologicas (Potter e
Hotckiss, 1995).

O brangueamento e a esterilizacdo, sendo processos térmicos, e a acidificacao de
frutas congeladas, sdo especialmente prejudiciais para compostos bioativos sensiveis,
como compostos fenolicos, vitamina C e tiamina, fazendo com que haja alteracdo ou
reducdo desses compostos (Hamama e Nawar, 1991; Rickman et al. 2007; Campbell e
Padilla-Zakour, 2013; Seybold et al., 2004; Durance, 1997). Para além das alteraces
que possam ocorrer com o branqueamento, 0 processo de armazenamento e transporte
sdo também responsaveis pela oxidacdo dos compostos bioativos presentes nos
produtos, quer transformados, quer nao-transformados.

Neste capitulo, levou-se a cabo um estudo comparativo entre polpas e sementes
comerciais de maracuja e as polpas e sementes frescas de maracuja provenientes do
norte de Portugal e utilizadas nos estudos anteriores, designadamente ao nivel da
respetiva atividade antioxidante, pH, solidos sollveis totais e humidade. Desta forma
tenta-se verificar o possivel efeito dos processamentos tecnolégicos da industria

transformadora na polpa e sementes de maracuja.
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5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Padroes e Reagentes

Os reagentes e padrdes metanol, 2-2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) e acido
gélico e cloreto de ferro (II) adquiridos a Sigma (St. Louis, MO, EUA). Di-
hidrogenofosfato de sodio hidratado hexacianoferrato de potéssio (I11), é&cido
tricloroacético e reagente de Folin-Ciocalteu foram obtidos da Merck (Darmstadt,
Alemanha). Os reagentes acido cloridrico, carbonato de sodio anidro e hidrogenofosfato

dissédico desidratado foram obtidos a partir de Panreac (Barcelona, Espanha).

5.2.2. Amostras

Neste estudo, as amostras consistiram em Vvérias latas de polpas de maracuja de
conserva, de cinco marcas comerciais distintas e adquiridas em supermercados de
Braganca, as quais foram identificadas como amostra 1, 2, 3, 4, e 5.

O rotulo destas polpas apresentava algumas informacges relevantes a considerar neste
estudo:
e Amostra 1 — Ingredientes: Polpa de maracuja (89,5%) e aclcar; Origem:
Tailandia.

e Amostra 2 — Ingredientes: Polpa de maracuja, acUcar, agua e goma guar;
Origem: Tailandia.

e Amostra 3 — Ingredientes: Polpa de maracuja, agua, acucar e espessante E-
415 (goma xantana); Origem: Tailandia.

e Amostra 4 — Ingredientes: Polpa de maracuja e actcar; Origem: Tailandia.

e Amostra 5 — Ingredientes: Polpa de maracuja, agua, acucar e espessante E-
415 (goma xantana); Origem: Tailandia.

Em laboratdrio, foram separadas as sementes da polpa respetiva, exceto na
amostra 2, uma vez que o conteldo da lata ndo apresentava sementes. Ambas as
matrizes foram congeladas para posterior liofilizagdo, retirando antes uma parte da

polpa para avaliagdo do pH e do teor de sélidos sollveis totais.
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Parte da polpa e das sementes que mostraram melhor atividade antioxidante no
capitulo anterior, foram utilizadas para comparacdo e identificadas como amostra
controlo.

Ana Alves, 2011

Figura 18. A — Polpas em conserva estudadas; B — Aspeto de uma das polpas em
conserva com sementes.

5.2.3. Caracterizacdo das amostras

5.2.3.1 Teor de humidade

O teor de humidade foi feito em triplicado e determinado a partir do rendimento

de liofilizacdo.

5.2.3.2. pH

A determinacdo do pH foi efetuada em triplicado por potenciometria, utilizado
um potenciémetro com elétrodo de penetracdo, modelo pH 210, HANNA Instruments,
Rhode Island, USA. A calibracdo do equipamento foi realizada com solu¢bes tampéao

comerciais de pH=7,01 e pH=4,01 a temperatura ambiente.
5.2.3.3. Solidos soluveis totais
O teor de soélidos sollveis totais (SST), expressos em °Brix, corresponde a

percentagem, de solidos dissolvidos num produto (agucares, polissacarideos, proteinas,

minerais), tendo sido determinado nas diversas polpas de maracuja. Os SST foram
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determinados por refratometria, num refratdbmetro de Abbe. Primeiramente ajustou-se o
aparelho ao valor zero da escala Brix. Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur
colocaram-se algumas gotas das polpas sobre o prisma inferior, limpo e seco. O prisma
foi fechado, e procurou-se na ocular a linha de separacdo entre a regido iluminada e a
regido escura, e quando a linha de separacdo se posicionou a divisdo entre as duas

regides, exatamente no centro do reticulo, procedeu-se a leitura.

5.2.4. Preparacao dos extratos e extracdo metandlica

A extracdo das sementes e da polpa das amostras comerciais foi levada a cabo de
acordo com a metodologia descrita na sec¢cdo 4.2.3. do Capitulo 4, sendo usado o
metanol como solvente de extracdo uma vez que tanto polpa como sementes
demonstraram maior capacidade redutora total e atividade antioxidante com este

solvente (Capitulo 4).

5.2.5. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante das amostras, foi analisada por diferentes métodos
quimicos: avaliagdo do poder redutor, avaliacdo do efeito bloqueador de radicais livres
de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) e determinacdo da capacidade redutora total

pelo método Folin-Ciocalteu.

5.2.5.1. Determinacéo da capacidade redutora total

A metodologia seguida foi a ja descrita anteriormente no ponto 3.2.5.1., no
capitulo 3.

5.2.5.2. Determinacéo do efeito bloqueador de radicais livres 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH")

A metodologia seguida foi a ja descrita anteriormente no ponto 3.2.5.2., no

capitulo 3.
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5.2.5.3. Poder Redutor

A metodologia seguida foi a ja descrita anteriormente no ponto 3.2.5.3., no

capitulo 3.

5.2.6. Anélise estatistica

Para levar a cabo este estudo comparativo entre as polpas e sementes comerciais
e as polpas e sementes frescas provenientes do norte de Portugal e utilizadas nos
estudos anteriores, designadamente ao nivel da respetiva atividade antioxidante, pH,
SST e humidade das matrizes estudadas, recorreu-se a analise de variancias one-way
ANOVA, seguida do teste post-hoc HSD de Tukey quando os pressupostos da
normalidade e homogeneidade de variancias se verificaram, ou com correcdo de Welch,
no caso do requisito da homogeneidade de variancias ndo ser cumprido, como descrito
em Maroco (2010). Nesta situagdo quando se observou um efeito significativo (p<0,05)

foi aplicado o teste de Dunnett T3’s.
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5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Caracterizacéo das polpas e sementes comerciais

A Tabela 14 mostra que nos parametros avaliados — teor de humidade das
sementes e das polpas, teor de solidos sollveis totais e pH das polpas — foram
observadas diferengcas muito significativas entre as diversas amostras (p<0,001).
Comparativamente a percentagem média de humidade das sementes controlo (2,52%),
verificou-se que as sementes da amostra 4 apresentaram um teor médio de humidade
proximo (5,32%). As sementes da amostra 5 foram as segundas com mais humidade
(15,74%), seguindo-se as da amostra 1 (9,37%), e, com a menor percentagem, as da
amostra 3 (8,50%).

O diferente grau de maturacdo dos frutos no momento em que foram colhidos,
pode ser uma influencia na quantidade de dgua que a semente apresenta, visto que que
as sementes tém tendéncia a perda de humidade a medida que vdo amadurecendo. Sabe-
se que os fatores atmosféricos sdo importantes no que toca a humidade da semente,
influenciando a maturacao e por consequéncia a humidade (Stein et al., 1974). O modo
de cultivo pode também influenciar na diferenca do teor de humidade, bem como a
variedade do maracuja. Alguns autores (Malacrida e Jorge, 2012; Kobori e Jorge, 2005;
Giuffré, 2007; Ferrari et al., 2003; Liu et al., 2008), estudaram, entre outros parametros,
0 teor de humidade de sementes de maracuja de varias variedades e de varios locais,
incluindo a P. edulis Sims edulis, onde obtiveram resultados superiores as sementes
controlo, mas idénticos as amostras 1 e 3 e inferiores as amostras 4 e 5, variando de
7,38 a 10,80%.

Relativamente a polpa, apesar de ter havido diferencas muito significativas entre
amostras na percentagem média de humidade, esta diferenca néo foi tdo grande quanto a
das sementes. A polpa controlo apresentou a maior percentagem média, nao
apresentando diferencas em relacdo a polpa da amostra 4 (83,56 e 83,77%,
respetivamente). As restantes polpas apresentaram valores que variaram entre 68,71 e
78,00%, sendo a menor percentagem média a da amostra 5. Jiménez et al. (2011)
estudaram este parametro em Passiflora edulis Sims edulis provenientes da Coldombia

durante a maturagéo, onde as percentagens médias de humidade variaram entre 82,1 e
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85,3%, estando assim em consonancia com as polpas controlo e da amostra 4 estudadas

no presente trabalho.

Tabela 14. Humidade (%) das sementes e das polpas controlo e comerciais, teor de
solidos soluveis totais (°Brix) e pH das polpas comerciais (media + desvio padrao).

Sementes Polpa
Amostra Humidade (%) |Humidade (%)  SST (°Brix) pH
Controlo 2,52+0,032 83,56+0,58 14,37+0,06° 2,61+0,012
9,37+0,23¢ 78,00£0,20° 20,20+0,36° 3,44+0,01¢
n.c. 72,40£0,04° 32,90+0,00 3,34+0,00°
8,50+0,41° 77,01%0,24° 21,07+0,06" 3,45+0,00
5,32+0,43" 83,77+0,02¢ 14,93+0,06° 3,20+0,00°
15,74+0,02° 68,71+0,80° 30,80+0,00° 3,76+0,00°
Valor de p <0,001* <0,001** <0,001** <0,001*

n.c. ndo continha.

a-f Os valores médios apresentados em cada coluna, com letras diferentes diferem significativamente, p < 0,05.

*QOs valores de p foram obtidos a partir da anélise one-way ANOVA ap6s se terem verificado os pressupostos de
normalidade e homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o
teste post-hoc de Tukey (p>0,05 pelo teste de Levene).

**Qs valores de p foram obtidos a partir da analise one-way Welch ANOVA, uma vez que ndo se verificou uma
homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o teste de Dunnett
T3’s (p<0,05 pelo teste de Levene).

Quanto aos SST, a polpa controlo apresentou teor médio mais baixo,14,37 °Brix,
comparativamente as polpas comerciais. Destas, a polpa da amostra 4 foi a que
apresentou 0 menor valor de SST (14,93 °Brix), seguida da polpa da amostra 1 (20,20
°Brix), a polpa da amostra 3 (21,07 °Brix), e, com 0s teores mais elevados, a polpa da
amostra 5 (30,80 °Brix) e a polpa da amostra 2 (32,90 °Brix). Estas diferencas podem ter
relacdo com o diferente grau de maturagdo dos frutos processados, uma vez que,
normalmente, em industrias transformadoras de géneros alimenticios produtoras de
polpas de frutas, sumos, néctares, concentrados de frutas, entre outros, os produtos de
origem vegetal utilizados encontram-se no pico da maturagédo, e ao longo da maturagédo
os frutos tendem a apresentar maior teor de sélidos solUveis totais. Jiménez et al.
(2011), por exemplo, verificaram que o teor em solidos solUveis totais era proporcional
ao grau de maturacdo, aumentando o primeiro a medida que aumentou o estadio de
maturacgdo. Eles atribuiram este fato ao comportamento dos hidratos de carbono durante
0 amadurecimento, ao ocorrer a hidrolise do amido em agUcares.

O modo de cultivo é também um fator a considerar no teor de solidos soluveis

totais. A maioria das polpas de frutas comerciais processadas por industrias alimentares,
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sdo produzidas a partir de frutas cultivadas de modo convencional, de maneira a
maximizar a produgdo e os lucros. Vérios estudos apontaram o cultivo convencional
como sendo aquele que resulta num maior teor de SST comparativamente ao modo de
producdo biologico, tendo variado o primeiro de 13,49 a 15,42 °Brix e 0 segundo de
11,90 a 13,80 °Brix (Amaro e Monteiro, 2001; Janzantti et al., 2012; Macoris et al.,
2011). No presente estudo, a polpa controlo e a polpa da amostra 4 estiveram de acordo
com os valores de SST obtidos pelos mesmos autores para o cultivo convencional,
apesar de a polpa controlo ter sido obtida de maracujas produzidos em modo de cultivo
bioldgico. Este resultado pode ser influéncia de um conjunto de fatores. A época do ano
¢ apontada como fator condicionante deste pardmetro (Amaro e Monteiro, 2001;
Medeiros et al., 2009), bem como a variedade e gen6tipo do maracuja (Medeiros et al.,
2009). Medeiros et al. (2009), verificaram no seu estudo que o teor de sélidos soluveis
totais foi superior nos frutos de maracuja-roxo do que nos frutos de maracuja-amarelo
havendo diferencas também nos diferentes genotipos dentro da mesma variedade, e,
como ja foram referidos, o grau de maturacéo a regido de cultivo e por consequéncia, 0
tipo de solo e clima, sdo também importantes na avaliacdo deste parametro. Na polpa
das amostras 1, 2, 3 e 5 os valores de SST foram bastante superiores mesmo em relacéo
aos valores alcangados por outros autores no cultivo convencional do maracuja (Amaro
e Monteiro, 2001; Janzantti et al., 2012; Macoris et al., 2011). O teor de SST elevado na
maioria das polpas comerciais, pode ter relacdo com a adicdo de agucar. Outro facto a
considerar, € a adicdo de espessantes na polpa das amostras 2, 3 e 5, que foram as
polpas com maior teor de SST, levando possivelmente ao seu incremento.

O pH da amostra controlo, com um valor médio de 2,61, mostrou ser mais baixo
do que o de qualquer outra polpa comercial. As polpas enlatadas apresentaram valores
médios que variaram entre 3,20 (polpa da amostra 4) e 3,76 (polpa da amostra 5). A
polpa das amostras 1 e 3 ndo variaram significativamente entre si, tendo valores médios
de 3,44 e 3,45, respetivamente.

Algumas diferencas neste parametro podem estar relacionadas com fatores como
a maturacdo, visto que as frutas utilizadas para conserva apresentam normalmente um
elevado grau de maturacéo, apresentando assim maior pH que as frutas com menor grau
de maturagdo. Jiménez et al. (2011), confirmaram no seu trabalho que a polpa de P.
edulis Sims edulis apresentou menor pH quando mais verdes (2,45), comparativamente

aos mais maduros (2,77). Amaro e Monteiro (2001) obtiveram uma concluséao idéntica.
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A adicdo de agua referida em alguns nos rotulos das polpas comerciais, pode também
ter ocasionado estas diferencas de pH, fazendo com que este subisse, como foi o caso da
amostra 5. No entanto, na amostra 3, apesar de também ter sido adicionada a agua a
polpa, o pH foi idéntico ao da polpa da amostra 1, onde ndo foi adicionada a agua. Esta
contradicdo, pode estar relacionada com outros fatores com o mesmo nivel de
importancia, que, tal como influenciam os SST, podem também influenciar o valor do
pH das polpas. Esses fatores podem ser o0 modo de cultivo, a variedade, o gendtipo e a
época do ano, influenciado talvez pelas diferencas climaticas.

No modo de cultivo, embora alguns autores apontem o convencional como
sendo aquele que apresenta maior valor de pH comparativamente a0 modo de cultivo
biologico (Macoris et al., 2011; Janzantti et al., 2012), outros autores alcancaram
resultados contrarios (Amaro & Monteiro, 2001). No entanto, os resultados mesmo
estando de acordo em relacdo ao modo de cultivo, variam de estudo para estudo.
Enquanto os primeiros autores revelaram valores médios que variaram de 3,29 a 3,53 na
polpa de maracuja cultivado convencionalmente e entre 3,16 e 3,36 cultivado de acordo
com o modo de producdo bioldgico, os segundos autores, apesar de ter sucedido o
contrario, obtiveram valores de pH mais baixos, que variaram de 2,63 a 2,76 em cultivo
convencional e de 2,64 a 2,95 em cultivo biolégico. Assim sendo, torna-se dificil
comparar 0s nossos resultados com os destes autores porque para além de ndo haver
informacBes acerca do modo de cultivo dos maracujds das polpas enlatadas, o0s
resultados sdo muito diversos e contraditorios.

Medeiros et al. (2009), verificaram também diferencas nos varios genétipos das
variedades de maracuja-roxo e maracuja-amarelo, tendo os valores médios oscilado
entre 2,74 e 3,44. Apesar destes autores nao terem verificado diferencas do valor de pH
em diferentes épocas, Amaro e Monteiro (2001), constataram que, em geral, a polpa de
maracujés-amarelos provenientes de So Paulo, Brasil, no més de maio, apresentou
maior valor de pH comparado com o0 més de abril e junho.

Um facto também a considerar, é que em algumas polpas foram adicionados
espessantes, como a goma xantana na polpa da amostra 3 e da amostra 5, e a goma guar,
na polpa da amostra 2. Estes espessantes podem perder a sua estabilidade em pH muito
baixo obrigando assim ao acerto do pH nas polpas em que é adicionado espessante. Por
exemplo, a estabilidade da goma xantana é afetada a pH < 2,5 (Pettitt, 1982).
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5.3.2. Atividade antioxidante

5.3.2.1. Rendimento de extracéo e capacidade redutora total

5.3.2.1.1. Sementes

Na Tabela 15 encontram-se detalhadas as percentagens médias de rendimento de
extracdo relativamente as sementes das polpas controlo e comerciais. Foram observadas
diferencas muito significativas no rendimento de extracdo das varias sementes
(p<0,001), que variaram entre 3,90 e 5,42%, sendo a menor percentagem
correspondente aos extratos das sementes da amostra 3 e a maior nas sementes da
amostra 5. O rendimento de extrato das sementes controlo encontrou-se dentro do

intervalo do das sementes comerciais, com uma percentagem de 4,68%.

Tabela 15. Rendimento de extracdo (%) e valores da capacidade redutora total (mg
GAE/g de extrato) das sementes e polpas controlo e comerciais (médiatdesvio padrao).

Sementes Polpa
Rendimento Capacidade redutora Rendimento Capacidade redutora
Amostras (%) total (%) total
(mg GAE/g de extrato) (mg GAE/g de extrato)
Controlo  4,68+0,29° 64,01+3,13° 44,63+2,88° 13,68+0,67'
1 4,34+0,19" 42,24%0,81° 83,45+1,18° 2,50+0,02¢
2 n.c. n.c. 78,85+1,15° 1,26+0,03?
3 3,90+0,16° 44,76+1,25" 83,98+0,27¢ 1,89+0,01°
4 4,29+0,34° 58,63+1,41° 72,38+1,93° 7,03+0,05°
5 5,42+0,13° 43,58+1,34%" 78,65+1,44° 1,37+0,02°
Valor de p <0,001* <0,001* <0,001* <0,001**

n.c. ndo continha.

a-e Os valores médios apresentados em cada coluna, com letras diferentes diferem significativamente,
p<0,05.

*QOs valores de p foram obtidos a partir da analise one-way ANOVA ap0s se terem verificado os pressupostos de
normalidade e homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o
teste post-hoc de Tukey (p>0,05 pelo teste de Levene).

**Qs valores de p foram obtidos a partir da analise one-way Welch ANOVA, uma vez que ndo se verificou uma
homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o teste de Dunnett
T3’s (p<0,05 pelo teste de Levene).

A capacidade redutora total destes extratos mostrou ter diferengas muito
significativas entre si (p<0,001). Na Tabela 15, detalham-se os teores meédios dos

extratos das sementes das polpas enlatadas. As sementes controlo foram as que

101



apresentaram maior capacidade redutora total com 64,01 mg GAE/g de extrato,
seguindo-se as sementes da amostra 4, com um teor médio de 58,63 mg GAE/g de
extrato. Os teores médios foram conseguidos, por ordem decrescente, nos extratos das
sementes das amostras 3, 5 e 1, com valores que ndo diferiram muito entre si (44,76;
43,58e 42,24 mg GAE/g de extrato, respetivamente).

5.3.2.1.2. Polpa

Nas polpas, tanto no rendimento como na capacidade redutora total, as
diferencas entre amostras foram muito significativas (p<0,001) (Tabela 15). O maior
rendimento foi obtido na extragdo da polpa da amostra 3 (83,98%), que ndo se
diferenciou do rendimento de extracdo da polpa da amostra 1 (83,45%), seguido da o da
amostra 2, (78,85%), da amostra 5 (78,65%) e da amostra 4 (72,38%).

O facto de as amostras das polpas exibirem um rendimento de extrato muito
elevado, pode estar relacionado com a elevada quantidade de acucares sollveis
presentes nas polpas que, serd ainda maior nas polpas em conserva uma vez que lhes é
adicionado acucar. A adicdo de espessantes nas polpas das amostras 2, 3 e 5, ajudou
também ao aumento do rendimento.

As polpas comerciais apresentaram capacidade redutora total entre 7,03 e 1,26
mg GAE/g extrato, o que foi muito inferior ao teor médio da amostra controlo (13,68
mg GAE/g extrato). Para além disso, nas polpas constata-se que apesar do rendimento
de extracdo ser muito menor na polpa controlo (ndo processada), a capacidade redutora
total € muitissimo superior & das polpas comerciais. A explicacdo para tal deve prender-
se com o facto de o processamento térmico afetar os compostos com propriedades
antioxidantes das polpas comerciais, alterando ou reduzindo esses compostos (Rickman
et al., 2012) enquanto na polpa fresca (controlo) os extratos serdo mais ricos nestes
compostos.

A capacidade redutora dos extratos de sementes e polpas podem variar mesmo
dentro da mesma espécie. Algumas diferencas podem estar relacionadas com diversos
fatores como a variedade, grau de maturacdo, época do ano, modo de cultivo, tipo de
solo, clima, fatores genéticos e 0 modo de processamento industrial (Martinez et al.,
2012; Campbell e Padilla-Zakour, 2013). A baixa quantidade de compostos redutores na

polpa, talvez esteja também relacionada com a presenca de pro oxidantes gerados pela
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elevada quantidade de acgucares presentes na polpa dos frutos, particularmente mono e
dissacarideos (Barthakur et al., 1995; Siddhuraju et al., 2002).

5.3.2.2. Efeito bloqueador de radicais livres 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH")

5.3.2.2.1. Sementes

O efeito blogueador de radicais livres de DPPH dos extratos das sementes das
varias amostras aumentou com a concentracdo de extrato, mostrando a sua atividade
bioldgica (Figura 19). Em todas as concentragdes 0s extratos das sementes enlatadas
apresentaram inibi¢c6es mais baixas do que a polpa controlo. As sementes das amostras
1 e 3 foram as que mostraram melhores percentagens de efeito inibicdo. Pelo contrario,

as sementes da amostra 5 foram as que apresentaram menor percentagem.

==@==Controlo =ll=Amostra 1 Amostra 3
== Amostra 4 == Amostra 5
100

(%)

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Concentragdo (mg de extrato/mL)

Efeito bloqueador de radicais DPPH’

Figura 19. Valores do efeito bloqueador de radicais livres de DPPH obtidos para
diferentes concentracGes de extratos preparados a partir das diferentes amostras de
sementes de maracuja (médiatdesvio padréo).

Quanto aos ECsy obtidos, foram observadas diferengcas muito significativas
(p<0,001) entre as diferentes amostras de sementes (Tabela 16). As sementes controlo
apresentaram um valor de ECsg bastante mais baixo (0,41 mg/mL), tendo por isso maior

efeito blogueador.
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As sementes das amostras 1 e 3 ndo diferiram significativamente, e foram, das
amostras comerciais, as que apresentaram melhor efeito bloqueador, tendo o valor de
EC50 mais baixo (1,30 e 1,33 mg/mL, respetivamente). As sementes com maior EC50 e
portanto com menor efeito bloqueador foram, as das amostras 4 e 5 com valores
respetivos de 1,77 e 2,19 mg/mL.

Tais resultados indicam que as sementes contidas nas polpas enlatadas tém

menor efeito bloqueador que as sementes in natura.

Tabela 16. Valores de ECs, (Mg de extrato/mL) do efeito bloqueador de radicais livres
de DPPH e do poder redutor das sementes de maracuja e valores de ECys (mg de
extrato/mL) do efeito bloqueador sobre os radicais livres de DPPH e do poder redutor
das polpas de maracuja, em extratos obtidos com diferentes solventes (médiatdesvio
padrdo).

Sementes Polpa
Amostras DPPI—ll Poder regutor DPPI;| Poder requtor
(ECso) (ECso) (EC2) (EC2)
Controlo 0,41+0,03? 1,03+0,062 5,28+0,22° 2,25+0,11°
1 1,30+0,03° 1,98+0,02° 24.27+0,47° 17,92+1,00°
2 n.c. n.c. 49,54+0,64 34,57+1,42f
3 1,33+0,03" 2,31+0,02° 27,01+1,36¢ 19,96+0,29"
4 2,19+0,04¢ 1,760,07° 6,59+0,12" 3,17+0,24°
5 1,77+0,07° 2,17+0,07¢ 31,48+0,41° 23,82+0,43°
Valor de p <0,001** <0,001** <0,001** <0,001**

LECq, (mg/mL): concentragdo efetiva a 50% de inibicao de radicais de DPPH.

2 ECso (Mg/mL): concentragdo efetiva a 0,5 de absorvancia.

®EC,s (mg/mL): concentragdo efetiva a 25% de inibicio de radicais de DPPH.

*EC,s (mg/mL): concentragdo efetiva a 0,25 de absorvancia.

n.c. ndo continha.

a-f Os valores médios apresentados em cada coluna, com letras diferentes diferem significativamente, p<0,05.

*QOs valores de p foram obtidos a partir da analise one-way ANOVA ap0s se terem verificado os pressupostos de
normalidade e homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o
teste post-hoc de Tukey (p>0,05 pelo teste de Levene).

**Qs valores de p foram obtidos a partir da analise one-way Welch ANOVA, uma vez que ndo se verificou uma
homogeneidade de variancias. Quando se observou um efeito significativo (p<0,05) foi aplicado o teste de Dunnett
T3’s (p<0,05 pelo teste de Levene).

5.3.2.2.2. Polpa

As amostras das polpas estudadas mostraram ter atividade bioldgica, uma vez
que quando aumentou a concentra¢do, aumentou também a percentagem de inibicéo.
Mais uma vez, a polpa controlo foi aquela que melhor percentagem de inibicéo teve. A
polpa da amostra 4 foi a que se aproximou mais das percentagens da polpa controlo,

enquanto as das amostras 1, 3, 5 e 2 apresentaram percentagens de inibi¢cdo muito baixas
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em concentracdes mais elevadas. Enquanto que a 20 mg/mL as polpas controlo e da
amostra 4 apresentaram percentagens na ordem dos 70 e 60%, respetivamente, as
restantes amostras apresentavam a mesma concentragdo percentagens na ordem dos 5 a
20%.

=—¢—_Controlo =fll=Amostral Amostra 2
== Amostra 3 === Amostra 4 Amostra 5
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Concentragdo (mg de extrato/mL)

Efeito bloqueador de radicais DPPH’
(%)
D
o

Figura 20. Efeito bloqueador de radicais DPPH" obtidos para diferentes concentracdes
de extratos preparados a partir das diferentes amostras de polpa de maracuja
(médiatdesvio padréo).

Relativamente aos valores de ECys, as amostras apresentaram diferengas muito
significativas (p<0,001) entre si (Tabela 16). A polpa controlo apresentou maior
atividade antioxidante, tendo o valor de EC,s mais baixo (5,28 mg/mL). A polpa da
amostra 4 apresentou um EC,s proximo da polpa controlo (6,59 mg/mL) e foi, das
polpas enlatadas, a que mostrou ter melhor efeito bloqueador. Pelo contrério, a polpa
das amostras 1, 3, 5 e 2 foram por ordem decrescente as que apresentaram menor efeito
bloqueador de radicais DPPH’, tendo entdo maiores valores de ECys (24,27; 27,01;
31,48 e 49,54, respetivamente).

5.3.2.3. Poder Redutor

5.3.2.3.1. Sementes

Na Figura 21 podemos observar que o0 aumento da concentracdo das solucbes
implicou um aumento do poder redutor, mostrando haver atividade biol6gica em todos

0s extratos das sementes estudadas. O poder redutor do extrato das sementes controlo
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foi superior aos restantes extratos. Relativamente as sementes das diferentes amostras, o
poder redutor ndo foi muito variavel. O extrato de sementes que revelou ter maior poder
redutor foi o da amostra 4, enquanto 0 menor mostrou ser o da amostra 3. No entanto,

ndo se verificaram grandes alteracGes entre as diferentes amostras estudadas.
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Figura 21. Poder redutor das diferentes concentracdes de extratos preparados a partir
das diferentes amostras de sementes de maracuja (médiatdesvio padréo).

Os valores de ECs, dos diferentes extratos variaram significativamente
(p<0,001). Estes valores, vieram confirmar que o extrato das sementes controlo foi o
aquele que mostrou ter o maior poder redutor pois teve o valor mais baixo de ECs (1,03
mg/mL). Dos restantes, o extrato da amostra 4 teve o menor valor entre eles (1,76
mg/mL), sendo mais uma vez, dos comerciais, 0 extrato com melhor atividade
antioxidante avaliada por este indicador, e a pior, a amostra 5 (2,17 mg/mL). Com o0s
valores de ECs, obtidos, verificamos que 0s extratos das sementes das varias amostras

comerciais ndo mostraram ter um forte poder redutor.

5.3.2.3.2. Polpa

Verificou-se que as amostras 1, 2, 3 e 5 apresentaram um poder redutor
semelhante, ndo se detetando grandes variagdes entre elas. Mesmo em concentragoes
elevadas, os extratos da polpa destas marcas mostraram ter um poder redutor baixo,
onde a 25mg extrato/mL, ndo tinham ainda atingido a absorvéncia de 0,5 aos 700nm. O
extrato da polpa da amostra 4, revelou valores mais interessantes em relagdo as amostras

anteriormente referidas. A uma concentracdo de 7,5 mg extrato/mL, o extrato desta
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amostra ja tinha atingido a absorvancia de 0,5 a 700 nm e, as 25 mg extrato/mL a sua
absorvancia foi na ordem dos 1,5, sendo bastante superior em relagdo as outras
amostras. O extrato da polpa da amostra 4, foi também o mais proximo do extrato da
polpa controlo, a uma concentracdo de 20 mg/mL apresentavam diferencas de

aproximadamente 0,5 Abs. (Figura 22).

=¢—_Controlo =fll=Amostral Amostra 2

e Amostra 3 === Amostra 4 Amostra 5

Abs (700 nm)

0 5 10 15 20 25
Concentragdo (mg de extrato/mL)

Figura 22. Poder redutor das diferentes concentracdes de extratos preparados a partir
das diferentes amostras de polpas de maracuja (médiatdesvio padréo).

Os valores de ECso determinados para as diferentes amostras de polpa (Tabela
16), verificou-se que o valor conseguido na amostra 4 (3,17 mg/mL) foi mais proximo
do da polpa controlo (2,25 mg/mL). As restantes amostras apresentaram valores de ECys
muito superiores, logo com um poder redutor muito mais baixo variando de 17,92
mg/mL, na amostra 1, a 34,57 mg/mL, na amostra 2.

Como ja foi referido, as polpas comerciais passam por processos térmicos que
sdo bastante prejudiciais ao nivel da destruicdo e reducdo dos compostos bioativos dos
frutos. O maracuja é uma fonte de vitamina C, que, como sendo um composto muito
termolabil, provavelmente foi um dos antioxidantes destruidos durante o processamento

térmico, e por isso, o poder redutor das polpas foi baixo.
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5.4. CONCLUSAO

Este estudo mostrou que as sementes de maracujid estudadas, apesar de
processadas, apresentam uma fracdo significativa de compostos antioxidantes em
relacdo as sementes frescas. No entanto, o teor de humidade foi mais elevado, e talvez
tenha sido alterado com o0s processos de conservagdo. A polpa enlatada, indicou ser
bastante diferente da polpa fresca tanto em relagcdo aos SST e pH, como em relagédo aos
compostos antioxidantes, ndo sendo observada uma atividade antioxidante relevante. As
polpas enlatadas sofreram processos térmicos que resultam em perdas significativas dos
seus compostos bioativos. O transporte e armazenamento destas frutas podem ter
também contribuido na oxidacdo dos mesmos compostos. No entanto, a polpa da
amostra 4 foi, em geral, a mais proxima da polpa controlo, sendo por possivel que haja
polpas de varias amostras, ndo estudadas aqui, que podem estar bastante proximas da
polpa fresca a nivel de antioxidantes, tornando-se por isso uma alternativa ao seu
consumo. Quanto as sementes, as da amostra 3 foram as que tiveram valores mais
préximos das sementes frescas.

Existe uma diversidade enorme de polpas enlatadas no mercado, ndo s6 pelos
diferentes ingredientes, mas também se pode comprovar com as diferencas de SST, pH
atividade antioxidante. Nesse sentido, as diferencas podem estar relacionadas ndo so6
com o tipo de processamento e ingredientes, como também com a variedade, modo de
cultivo, maturacdo dos frutos, regido de cultivo, solo e clima.

No futuro, seria importante realizar um estudo idéntico, mas com maracujas
colhidos ao mesmo tempo e do mesmo maracujazeiro, de modo a poder-se comparar de
uma forma mais precisa estes parametros, visto que existem diversos fatores que podem
afetar a composicdo quimica do maracuja. Outra andlise importante, seria estudar a
melhor forma de processamento de modo a que a polpa ndo perdesse as suas

caracteristicas originais.
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6.1. CONCLUSOES GERAIS

Este estudo mostrou que 0 maracuja apresenta caracteristicas que podem ser
bastante benéficas a saude humana. O Oleo de sementes é rico em acidos gordos
polinsaturados, onde predomina a presenca de &cido linoleico, acido oleico e &cido
palmitico, sendo também fonte de vitamina E e de esterdis, principalmente de B-
sitosterol, mostrando ter potencial para uso na industria cosmética, alimentar e
farmacéutica. O Oleo apresenta ainda uma atividade antiradicalar relativa. No entanto, a
capacidade redutora total do 6leo € baixa, bem como a sua estabilidade oxidativa.

Dos solventes utilizados para extrair compostos antioxidantes, o metanol
mostrou, em geral, ser o melhor na extracdo destes compostos. Os extratos das cascas,
das folhas e das sementes demonstraram que na sua composi¢do existe uma quantidade
consideravel de compostos redutores, e uma notavel capacidade de bloqueio de radicais
livres. Tal ndo aconteceu nos extratos de flores e polpa, que apresentaram uma atividade
antioxidante baixa.

Este trabalho permitiu compreender que a polpa enlatada apresenta
caracteristicas diferentes da polpa fresca, nomeadamente no teor de humidade, sélidos
soluveis totais e valor de pH. Em relacdo & atividade antioxidante, a polpa in natura
apresenta uma atividade antioxidante bastante mais elevada do que as polpas enlatadas.
No entanto, existe uma grande variedade de polpas enlatadas, e, pelo menos uma delas
aproximou-se bastante da polpa fresca em relacdo a quantidade de compostos fenolicos
e a capacidade blogueadora de radicais livres, mostrando que é possivel haver polpas
enlatadas com propriedades muito préximas as polpas in natura. Em relacdo as
sementes que estavam envolvidas nas polpas enlatadas, notou-se que conservaram uma
fracdo muito significativa de compostos antioxidantes, porém, o teor de humidade foi
bastante diferente.

Por altimo, torna-se evidente que ainda sdo necessarios mais estudos sobre 0s
constituintes quimicos das diversas partes dos frutos do maracuja, bem como do 6leo

das sementes.
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