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1. RESUMO

O cubiu é uma hortalica da familia Solanaceae, nativa da Amaz6nia, largamente
distribuida através das regibes Gmidas equatoriais do Brasil, Peru e Colémbia. E
considerada uma excelente fonte nutritiva de sabor e aroma agradaveis, usada como
alimento, medicamento e cosmético pelas populages tradicionais. Pesquisas tém
mostrado que o extrato de cubiu possui atividade antioxidante e, seguindo a proposta de
que os antioxidantes sdo substancias extremamente importantes nos meios bioldgicos,
buscou-se realizar a triagem fitoquimica, para identificar os grupos quimicos principais
que poderiam conferir a atividade antioxidante, e os testes antioxidantes in vitro (DPPH
e ABTS) para avaliar a capacidadede de sequestro dos radicais livres. O extrato
hidroalcodlico a 70% foi preparado por meio de maceragdo da farinha do cubiu, assim
como o extrato aquoso. Para o extrato hidroalcodlico foram realizadas as pesquisas para
0s seguintes grupos de substancias: alcaloides, &cidos organicos, fendis, heterosideos
flavénicos, cumarinas, antraquinonas, esterOis e triterpenos. No extrato aquoso 0s
grupos foram: heterosideos antocianicos, saponinicos e cianogenéticos; gomas, taninos
e mucilagens; taninos; aminogrupos; acidos volateis e acidos fixos. Para os testes in
vitro, utilizou-se o extrato hidroalcodlico a 70% nas concentragdes de 62,5, 125, 250,
500 e 1000 pg/mL. Os resultados obtidos mostraram que o fruto apresentou positividade
para fendis, heterosideos flavonicos e antocianicos e taninos. Nos testes in vitro a
atividade antioxidante, avaliada pela Clso (Capacidade Inibitéria de 50%) do extrato,
ndo foi satisfatdria. Os valores obtidos foram de 649,93 pg/mL para o DPPH (a
substancia de referéncia apresentou uma Clso de 4,4 pg/mL) e no ABTS os resultados
foram negativos. Portanto, apesar de conter inUmeras substancias com potencial
antioxidante em sua polpa, o Cubiu ndo possui uma alta acdo redutora de radicais livres,
pois quanto maior € a Clso do extrato, menor € a sua capacidade antioxidante

Palavras chaves: Cubiu, antioxidante, triagem fitoquimica, DPPH, ABTS



2. INTRODUCAO

O Cubiu ( Solanum sessiliflorum Dunal), também chamado em paises de lingua
espanhola de “tupiro”, “topiro”, “cocona” e conhecido como “Orinoco apple” e “peach
tomato” em paises de lingua inglesa, ¢ uma hortali¢a da familia Solanaceae, nativa da
Amazodnia (SILVA FILHO, 1999) e largamente distribuida atraves das regides umidas
equatoriais do Brasil, Peru e Colémbia. Sua domesticacdo foi feita pelos indios da
Amazonia Ocidental (SCHULTES, 1984).

A fruta pode pesar entre 20 e 450 gramas e conter entre 200 e 500 sementes
ovais e achatadas. Os frutos possuem as mais diversas formas. Naqueles com forma
cilindrica ha geralmente 4 locus e nos cordiformes, redondos e achatados de 6 a 8,
embora esse valor possa ser diferente em frutos da mesma planta. A cor do fruto é
alterada conforme vai amadurecendo, variando de verde quando ndo estd maduro para
amarelo-alaranjado quando amadurece e finalmente para vermelho-café quando esta
pronto para ser consumido. S&o cobertos por pelos curtos que sdo facilmente removidos
quando o fruto é esfregado nas méaos. Possuem uma polpa de cor que varia de amarelo
claro a creme amarelado, medindo entre 0,2 a 2,5cm de espessura. (SILVA FILHO,
1998)

A polpa ¢ a parte comestivel do fruto. Como alimento, ¢ consumido “in natura”,
como tira-gosto de bebidas alcéolicas, geleias, doces, compotas, sucos e molhos
(SILVA FILHO et al., 1993; Andrade, 1977).

As folhas maceradas da planta sdo utilizadas pelos indios peruanos e brasileiros
para evitar a formacdo de bolhas no caso de queimaduras por fogo ou agua fervente e
como medicamento para cicatrizar ferimentos por picadas de aranha O suco da cavidade
locular do fruto é utilizado para amenizar o prurido (SALICK, 1989). O suco puro é
utilizado para controlar colesterol, diabetes, excesso de &cido Urico e outros
acometimentos causados pelo mau funcionamento dos rins e do figado, além de ser
utilizado para eliminar piolhos que parasitam o ser humano. (SALICK, 1989). Como
cosmetico pode ser utilizado para dar brilho aos cabelos (SILVA FILHO et al.,1997).

Trata-se de uma fruta suculenta com umidade entre 88 e 93%. Possui um
conteido de solidos soluveis (oBrix) variavel entre 5 e 8, sendo na sua maioria de
acucares redutores (ANDRADE et al., 1997). A relacdo entre oBrix e a acidez da fruta é

baixa, ou seja, ela é acida. Isso garante um fator de diluicdo elevado (6timo para a



producdo de sucos) e pouca preferéncia pelo consumo in natura (fruto azedo). A

composi¢do de compostos fendlicos também é baixa (ANDRADE et al., 1997).

Tabela 1. Composicdo quimica do cubiu (Solanum sessiliflorum) em 100g de polpa
integral (Pahlen, 1977; Andrade et al.,1996; Villachica, 1996; Yuyama et I.,

1997,1998)
Componente Villachica Pahlen Andrade Yuyama
Umidade (g) 89 91 93 90
Energia (kcal) 41 33 31 45
Proteina (g) 0,9 0,6 - 0,9
Lipidios (9) - 1,4 - 1,9
Extrato livre de N (g) - 5,7 - 4,7
Fibra (g) 0,2 0,4 - 0,9
Cinzas (g) 0,7 0,9 - 0,9
Acucares totais (%) - - 4,6 -
Acucares redutores (%) - - 3,9 1
Acucares ndo-redutores - - 1,8 1
(%)
Sélidos Soluvéis (°Brix) % - 5 8 -
Acido Citrico % - - 0,8 -
Brix/Acidez - - 5,93 -
Compostos fendlicos (mg) - - 14,4 -
Tanino (mg) - - 142 -

Um fato importante observado nos valores nutricionais do Cubiu é que ele é

altamente dietético, devido a seu baixo aporte calérico e alto teor de fibras. Isso sugere

sua indicacdo na dieta de pacientes hipercolesterolémicos e hiperglicémicos.

(YUYAMA et al., 1997).
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Tabela 2 Composigdo vitaminica e mineral do cubiu (Solanum sessiliflorum) em
100g de polpa integral (Pahlen, 1977; Andrade et al., 1996; Villachica, 1996;
Yuyama et al., 1997, 1998) e porcentagem da recomendac¢do diaria da National
Research Council (1989)

Componente Villachica Pahlen Andrade Yuyama %NCR
Ac. Ascorbico (mg) 45 - 13,9 - 15,3
Niacina (mg) 2,3 2,5 - - 141
Caroteno (mg) 0,2 0,2 - - -
Tiamina (mg) 0,1 0,3 - - 15,4
Riboflavina (mg) 0,1 - - - 6,6
Calcio (mg) 16 12 - - 1,2
Magneésio (mg) - - - 23,7 7,5
Fosforo (mg) 30 14 - - 1,8
Potéssio (mg) - - - 385,4 19,3
Sédio (mg) - - - 371 74,2
Cobre (mg) - - - 329 14,6
Ferro (mg) - - - 324 2,6
Zinco (mg) - - - 157 1,1
Manganés (mg) - - - 97 2,8

Em um estudo realizado na Universidade Particular Norbert Wiener em Lima
(Peru), constatou-se que a administracdo de 40 ml/dia, durante trés dias, de extrato de
cubiu diminui o nivel de LDL, triglicerideos, colesterol e glicose séricos, além de elevar
os valores séricos de HDL em 100 pessoas voluntarias de ambos os sexos (PARDO,
2004).

Além disso, foi encontrado nesse fruto um composto fendlico, denominado
tanino. Os compostos fenolicos sdo originados do metabolismo secundario das plantas,
sendo essenciais para seu crescimento e reprodugdo. Formam-se em condicOes de
estresse como infecgdes, ferimentos, radiagdes UV (NACZK, 2004) e funcionam como
antioxidantes naturais de segunda classe (MOREIRA, 2004).

De acordo com seu modo de acdo, os antioxidantes podem ser classificados em

primarios e secundarios. Aqueles atuam interrompendo a cadeia da reacdo através da
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doacdo de elétrons ou de hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em produtos
estaveis e/ou reagindo com os radicais livres, formando o complexo lipidio-antioxidante
que pode reagir com outro radical livre. Os antioxidantes secundarios atuam retardando
a etapa de iniciacdo da auto-oxidacdo por diferentes mecanismos que incluem:
complexacdo de metais, sequestro de oxigénio, decomposicdo de hidroperdxidos para
formar espécie ndo radical, absorcdo da radiacdo ultravioleta ou desativacdo de oxigénio
singlete (ADEGOKE, 1998).

Os antioxidantes fenolicos interagem, preferencialmente, com o radical peroxil
devido a sua prevaléncia na etapa de auto-oxidacdo (DECKER, 1998). Esse mecanismo
de acdo, presente em extratos de plantas, possui um papel importante na reducdo da
oxidacdo lipidica em tecidos, vegetal e animal, pois quando incorporado na alimentagdo
humana conserva a qualidade do alimento e também reduz o risco de desenvolvimento
de patologias, como arteriosclerose e cancer (RAMARATHNAM, 1995 e NAMIKI,
1990).

Devido a grande importancia dos antioxidantes na medicina atual, viu-se a
necessidade de pesquisar o potencial antioxidante do cubiu e, assim, elucidar o

importante papel dessa fruta na dieta de inlmeras pessoas.



12

3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Verificar a atividade antioxidante do extrato de Cubiu (Solanum sessiliflorum
Dunal) e de suas fracoes.

3.2 Especificos
1. Elaboragéo da farinha do Cubiu.

2. Elaborar um extrato hidroetanélico da farinha do Cubiu.

3. ldentificar e verificar a presenca de compostos fenolicos no extrato.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Matéria Prima

O fruto do cubiu cresce em regido de clima quente e Umido, com temperatura
média entre 18° a 30° e um relativo de 85% no decorrer do ano.

Para este trabalho utilizamos o fruto do cubiu que foram provenientes da Estacao
Experimental de Hortalicas Alejo von der Pahlen (EEH) do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (INPA), localizada no km 14 da Rodovia AM 010 em Manaus,
AM.

Os frutos foram transportados em caixas de isopor até o Laboratério de
Alimentos e Nutricdo (INPA) onde foram processados para obtencdo da farinha de

cubiu utilizamos a metodologia proposta por SILVA FILHO et al., (2005).

4.2 Preparacao da farinha do cubiu

Apds o recebimento dos frutos, 0s mesmos passaram por uma selecdo, onde 0s
frutos maduros de aparéncia intacta (isentos de cortes, furos e outros defeitos) foram
separados, visando a selecdo de frutos saudaveis adequados ao processamento.

Posteriormente os frutos foram lavados e escovados, seguidos de sanitizacdo em
solucéo de hipoclorito a 200 ppm por 30 minutos, e enxaguados em agua corrente. Ap4s
esse processo, foram desprovidos de suas polpas e tiveram a placenta (parte interna do
fruto que contem as sementes e 0 suco da cavidade locular) e o epicarpo retirados com
uma faca de aco inoxidavel. A seguir foi feito o branqueamento térmico, a temperatura
de 90°C por 3 minutos e choque térmico em banho de gelo por 3 minutos. Continuando
0 processo, os frutos foram acondicionados em sacos de polietileno de 2 kg cada e
congelados a temperatura de -15°C até 0 momento da secagem.

Os frutos foram secos em estufa com circulacdo de ar forcada a 60°C por 48
horas. Apds este periodo foram liquidificados, homogeneizados e acondicionados em
sacos de polietileno de 2 kg e congelados a temperatura de -15°C até 0 momento da
moagem em triturador doméstico para obtencao da farinha.

A farinha foi acondicionada em sacos plasticos, contendo 30 gramas cada.
Depois de embalada, a farinha foi armazenada em freezer com temperatura -16° C, até o

momento da preparagéo do extrato (figura 1).
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‘ Frutos H Selecdo H Lavagem l—v-‘ Sanitizacio ‘

‘ Lavagem ‘

l

‘ Brangqueamento ‘

‘ Despolpa }——‘ Casca/Semente

l

‘ Secagem (65 °C) ‘

)

‘ Moagem ‘

)

‘ Embalagem ‘

)

‘ Armazenamento ‘

Figura 1- Processamento dos frutos para obten¢do da farinha
Fonte: YUYAMA et al., 2010 (modificada)

4.3 Preparac0es dos extratos da farinha do cubiu

Os solventes organicos utilizados para a preparacdo dos extratos brutos a partir
da farinha do cubiu, foram obtidos da Sigma, sendo de grau comercial.

O extrato foi preparado a partir de 2Kg da farinha do cubiu. Para verificar o grau
de inibicdo da atividade enzimatica foi utilizado o extrato hidroetandlico.

Primeiramente, foi pesado 2Kg da farinha do cubiu, adicionado 2L do solvente
hidroetandlico. O solvente hidroetandlico foi preparado utilizando-se 500ml de agua
destilada mais 1.500mL de alcool etilico.

Posteriormente, cada mistura foi colocada no ultrassom (Unique Ultrasonic
Cleaner) por 15 minutos para uma completa homogeneizacdo e posterormente foi
filtrada em papel de filtro descartavel através de um funil de vidro. Esse processo foi
realizado 3 vezes. Apds isso o extrato foi filtrado a vacto utilizando-se o funil de
Buchner e o kitassato.

Posteriormente, as massas e volumes conhecidos de extratos foram colocados
em um baldo de fundo redondo e levados ao rotaevaporador com banho termotatizado a
25°C ate atingir massa constante. Os extratos na forma viscosa foram postos novamente
na capela, e depois liofilizados no liofilizador. Apds isso, foram mantidos em freezer a -
11° para uso posterior (ROGERIO, 2006).
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4.4 Delineamentos do experimento
O presente projeto investigou a presenca de compostos fendlicos no extrato
obtido a partir da farinha do cubiu para isto foi realizado:

4.5 AvaliacOes da capacidade antioxidante
4.5.1 Método DPPH

O método DPPH baseia-se na reducdo dos radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPHe) através da doagdo de um &tomo de hidrogénio do composto em estudo
(polifenol) & molécula do radical (ARUOMA et al., 1997). Para essa anélise utiliza-se
uma solucdo alcodlica de DPPH, que absorve no comprimento de onda proximo de
517nm, e a medida que seu elétron deixa de ser desemparelhado a absorcdo decresce e
ocorre a mudanca de coloracdo frente as moléculas antioxidantes testadas (DI
MAMBRO et al., 2005).

A medida da atividade sequestrante do radical DPPHe foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por MOLYNEUX (2004) com algumas modificaces.
Inicialmente foi pesado 2 mg de DPPH e dissolvido em 12 mL de etanol absoluto. Em
uma placa de 96 pocos de fundo chato foi adicionado 270 pL da solugdo etandlica de
DPPH mais 30uL de etanol. Esta solucdo foi monitorada pela leitura em 492 nm no
leitor de microplaca (DTX 800, Beckman) até obter absorbancia aproximadamente 1,00
(£0,1). Em seguida, o ensaio consistiu de 270 pL da solugdo etantlica de DPPH mais 30
puL dos compostos triterpendides nas concentracdes de 62,5, 125, 250, 500 e 1000
pug/mL. A reacdo foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente e na auséncia de
luz. Apds a incubacdo foi feita a leitura em 492 nm. Para expressar a atividade
antioxidante foi calculado a CI50, ou seja, a concentracdo minima necessaria para o
antioxidante reduzir em 50% o DPPH inicial da reagcdo. Como padrdes desse ensaio foi
utilizado como antioxidante de referéncia a quercetina.

A atividade antioxidante sera calculada pela formula:

% inibicdo = 100-(abs amostra/abs controle) X 100

4.5.2 Método ABTS

O método é baseado na reducdo do ABTS (&cido 2,2'-azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) e foi realizado conforme descrito por RE et al. (1999)
com modificacdes. Foi preparada uma solugdo cationica de ABTS, misturando em
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partes iguais (v:v) 5 mL de solu¢cdo ABTS 7,0 mM e 5 mL de solucdo de persulfato de
potéssio 5 mM que reagiu por 12 horas, em temperatura ambiente e auséncia de luz.
depois de formado o radical ABTSe+, foi adicionado etanol a solucéo (dilui¢do 1:7). Em
uma placa de 96 pocos de fundo chato foi adicionado 270 pL da solucdo etanodlica de
ABTS mais 30uL de etanol. Esta solucdo foi monitorada pela leitura em 714 nm no
leitor de microplaca (DTX 800, Beckman) até obter absorbancia aproximadamente 1,00
(£0,1). Em seguida, o ensaio consistiriu de 270 pL da solucdo etandlica de ABTS mais
30 pL dos compostos triterpendides nas concentragdes de 62,5, 125, 250, 500 e 1000
pug/mL. A reacdo foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente e na auséncia de
luz. Ap6s a incubacdo foi realizada a leitura no leitor de microplaca (DTX 800,
Beckman) em 714 nm. Para expressar a atividade antioxidante foi calculado a CI50 e
como padrdes desse ensaio foram utilizados como antioxidantes de referéncia o trolox.

A atividade antioxidante sera calculada pela formula:

% inibicdo = 100-(abs amostra/abs controle) X 100

4.5.3 Ensaio Sistemético de Andlise em Fitoquimica

Este ensaio analisa todas as caracteristicas qualitativas dos princiais grupos
quimico que contituem os principios ativos das drogas vegetais, utilizando em cada caso
reacOes de coloracdo e ou precipitacéo.

O ensaio sistematico de analise em fitoquimica foi realizado de acordo com
MOREIRA (1979) pelo método de maceracao, extrato aquoso a 20% (vinte por cento) e

extrato hidroalcoolico a 20% (vinte por cento) do vegetal em estudo.

5.5.4 Preparo do extrato hidroalcodlico a 70%

A extracdo foi realizada por maceracdo de 40 g do p6 de frutos secos de
Solanum sessiliflorum em 200 mL de alcool etilico a 70% (setenta por cento). A mistura
sera, posteriormente, colocada em aparelho de ultrasom a 50° C por 10 min. O
macerado serd filtrado por meio de papel de filtro e volume completado com 0 mesmo
solvente até 200 mL. O extrato serd mantido sob refrigeracdo até a realizacdo dos

ensaios fitoquimicos.

4.5.5 Preparo do extrato aquoso
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A extracdo serd realizada por maceracdo de 40 g do pd de frutos secos de
Solanum sessiliflorum em 200 mL de de &gua destilada. A mistura serd, posteriormente,
colocada em aparelho de ultrasom a 50° C por 10 min. O macerado sera filtrado por
meio de papel de filtro e volume completado com o mesmo solvente até 200 mL. O

extrato serd mantido sob refrigeracédo até a realizagdo dos ensaios fitoquimicos.

4.5.6 Ensaios para extrato hidroetandlico

4.5.6.1 Pesquisa de alcaldides

Esta pesquisa foi realizada utilizando-se os reativos gerais de alcaléides (Mayer,
Dragendorff, Bouchardart e Berthrand) da seguinte forma: levar a secura 50 mL de
extrato hidroalcodlico em banho-maria a 70%, seguido de dissolugdo do residuo em 1
mL de etanol e 20 mL de acido cloridrico a 1%. Transferir o extrato cloridrico em 5
tubos de ensaio (1 mL em cada tubo) e adicionar em cada um os reativos mantendo o
quinto tubo como branco. O aparecimento de precipitado indica reagdo positiva. Para
contra-prova, 15 mL do extrato hidroalcoolico devem ser transferidos para um funil de
separacdo e alcalinizados com hidroxido de aménio até pH 10. Efetuar extracdo com a

mistura éter/cloroformio (3:1) e submeter o extrato as mesmas reacoes de alcalodides.

4.5.6.2 Pesquisa de &cidos organicos

O excedente da solucdo etérea da pesquisa de alcaldides foi levado a secura e
redissolvido em 5 mL de agua destilada. O pH &cido desta solugdo indica a presenga de
acidos organicos.

4.5.6.3 Pesquisa de fendis
Utilizar 2 mL da solucdo obtida na pesquisa de acidos organicos adicionando 2
gotas de solucdo aquosa de cloreto férrico 1%. O desenvolvimento de coloragédo

confirma a presenca de fenais.

4.5.6.4. Pesquisa de heterosideos flavbnicos
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4.5.6.4.1 Reacdo de Taubock ou oxalo-bdrica
Levar a secura em banho-maria 10 mL de cada uma das fracGes. Ao residuo
seco, adicionar 5 gotas de acetona e 30 mg de uma mistura de &cido bdrico e acido
oxalico, na proporcado de 1:1. Agitar e levar a secura. Ao residuo, adicionar 5 mL de éter
etilico, transferindo entdo para tubos de ensaio. Visualizar sob ultravioleta (UV).
Considera-se reagcdo com resultado positivo quando observada fluorescéncia

amarelo-esverdeada.

4.5.6.4.2 Reacdo de Pacheco

Em capsulas de porcelana, colocar 10 mL de cada fracdo e levar a secura em
banho-maria. Adicionar ao residuo seco alguns cristais de acetato de soédio (AcONa) e
0,1 mL de anidrido acético, aquecendo em banho-maria. Em seguida, adicionar 0,1 mL
de HCI concentrado.

A reacdo serd considerada positiva quando houve aparecimento de coloracéo

roxa.

4.5.6.4.3 Reacdo de Shinoda ou Reacéo de Cianidina
Em um tubo de ensaio transferir 5 mL de extrato hidroalcoodlico e adicionar 200

mg de limalha de magnésio e 1 mL de &cido cloridrico fumegante pelas paredes do tubo.

A formacdo de cor alaranjada indica presenca de flavonais.

4.5.6.4.4 Pesquisa de cumarinas

Transferir para um béquer 30 mL de extrato hidroalcodlico e acidificar até pH
1, concentrar em banho-maria a 60°C até 10 mL. Adicionar ao residuo 5 mL de agua
deionizada e extrair em funil de separacdo com éter etilico em 3 por¢des de 10 mL.
Reduzir o volume do extrato organico para 5 mL em banho-maria a 60°C. Colocar 3
gotas do extrato etéreo em 2 pontos de um papel de filtro previamente marcado, deixar
secar e adicionar 1 gota de hidroxido de s6dio 1N em cada mancha. Cobrir uma das
manchas com moeda e observar sob luz UV de ondas longas. A fluorescéncia azul ou

verde-amarelada indica reagdo positiva.

4.5.6.4.5 Pesquisa de antraquinonas
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Foi levado a fervura 20 mL do extrato alcodlico por 15 minutos sob refluxo
adicionando 3 mL de acido sulfrico 10%. Apds o resfriamento transferir para um funil
de separacdo junto com 30 mL de &gua destilada e extrair 3 (trés) vezes com 10 mL de
tolueno. O extrato toluénico é concentrado a 10 mL e transferido para um tubo de
ensaio. Agitar com 10 mL de solucdo reagente de hidroxido de sodio. O aparecimento
de coloracgdo rdésea ou avermelhada indica a presenga de hidroxiantraquinonas e

naftoquinonas.

4.5.6.4.6 Pesquisa de esterais e triterpenos

Foram evaporados 20 mL do extrato alcodlico e extrair com 3 (trés) vezes
sucessivas de 5 mL de diclorometano. Concentrar os extratos obtidos a um volume de 3
mL e transferir para um tubo de ensaio, onde foram adicionados 2 mL de anidrido
acético. Cautelosamente adicionar 3 gotas de &cido sulfurico. O desenvolvimento de
coloracdo azul passando a verde demonstra a presenca de esterdides e /ou triterpenos.

4.5.6.5 Ensaio para extrato aquoso

4.5.6.5.1 Pesquisa de heterosideos antocianicos

Separar 3 porg¢des de 5 mL do extrato aquoso em 3 tubos de ensaio e neutraliza-
los com solucdo de hidréxido de potassio 5% até obter os pHs 5,5 (pH do extrato
aquoso), 7,0 (neutro) e 9,5 (basico). Mudanca na coloracdo das por¢des neutralizadas

indica presenca de heterosideos antocianicos.

4.5.6.5.2 Pesquisa de heterosideos saponinicos
Agitar os 3 tubos obtidos no ensaio de heterosideos antocianicos energicamente
durante 5 minutos. Espuma persistente em um dos tubos indica a presenca de saponinas,

confirmada pela adicao de solu¢do aquosa de acido cloridrico 1%.

4.5.6.5.3 Pesquisa de heterosideos cianogenéticos
Transferir 15 mL do extrato aquoso para um tubo de ensaio, com o cuidado, para
ndo umedecer as paredes superiores. Adicionar 1 mL de &cido sulfdrico 1N e entdo

prender com auxilio de uma rolha uma tira de papel picro-sédico dentro do tubo. Levar
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0 tubo de ensaio ao banho Maria em temperatura de 60°C por 30 minutos. A formacéo

de cor vermelha no papel indica a presenca de heterosideos cianogenéticos.

4.5.6.5.4 Pesquisa de gomas, taninos e mucilagens
Em 2 porgdes de 5 mL do extrato aquoso adicionar 5 gotas de solugéo de acetato
basico e acetato neutro de chumbo 10%. A formacdo de precipitado é indicativa da

presenca de gomas, taninos e mucilagens.

4.5.6.5.5 Pesquisa de taninos

Adicionar a 5 mL de extrato aquoso, 5 gotas de cloreto férrico 1%. Na formacéo
de precipitado escuro, transferir 5 mL do extrato aquoso para um baldo de fundo chato
de 100 mL e nele acrescentar 5 gotas de formaldeido a 37% e 4 mL de &cido cloridrico.
Levar a mistura para o refluxo por 1 hora. Apos seu resfriamento, filtrar a solucéo e
lavar o material retido com agua destilada e alcool. Se no material retido no filtro
houver a formacdo de coloracdo pela adicdo de algumas gotas de solucdo aquosa de
hidroxido de potéssio 5%, indica a formacdo de taninos condensados. Se no filtrado,
pelo excesso de acetato de sodio e a adi¢do de 10 gotas de cloreto férrico 1%, houver

formacéo de precipitado escuro ou azul, indica a presenca de taninos hidrolisaveis.

4.5.6.5.6 Pesquisa de aminogrupos

Concentrar 10 mL de extrato aquoso a metade sob temperatura de 50°C. Em um
papel de filtro depositar 5 gotas do extrato concentrado e ap0Os secar, nebulizar com
solucdo butandlica de ninhidrina. Aquecer em estufa a 90-100°C por 15 minutos. Se

houver o aparecimento de cor azul-violacea indica a presenca de aminogrupos.

4.5.6.5.7 Pesquisa de acidos volateis
Acidificar 10 mL do extrato aquoso com acido sulfarico 1N e ferver em um tubo
de ensaio em banho-maria. Com papel indicativo de pH medir a acidez dos vapores. A

coloracéo &cida indica a presenca de acidos volateis.

4.5.6.5.8 Pesquisa de &cidos fixos
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Transferir 20 mL de extrato para um baldo de destilacdo juntamente com 2 mL
de solucdo aquosa de hidroxido de sodio 1IN. Levar o conteudo ao refluxo por 30
minutos, resfriar e acidular com &acido sulfarico 1N e extrair 3 vezes com 10 mL de éter
etilico. Reunir os extratos etéreos, filtrar e levar a secura. Aquecer o residuo durante 10
minutos a 100°C e apds, adicionar 5 mL de solucdo de hidroxido de amonio 1N, filtrar
novamente e transferir para um papel de filtro 3 gotas de modo a obter uma mancha de
1 cm de didmetro. Secar o papel em estufa a 100°C por 10 minutos e entdo trata-lo com
0 Reagente de Nessler. O desenvolvimento de coloracdo indica a presenca de acidos

fixos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do Ensaio Sistematico de Analise em Fitoquimica podem ser

observados na tabela 3 e na tabela 4.

Tabela 3. Ensaios para o extrato hidroetandélico a 70% do fruto de Solanum

sessiliflorum Dunal

CLASSES DE COMPOSTOS POSITIVO NEGATIVO

ALCALOIDES
Reativo de Mayer: -
Reativo de Dragendorff ++

Reativo de Bouchardat -

Reativo de Bertrand: ++

Reacao de confirmacéo Dragendorff e Bertrand
ACIDOS ORGANICOS ++ pH=55a6
FENOIS +++
HETEROSIDEOS FLAVONICOS

Reacdo de Taubock ou oxalo-bérica +++

Reacéo de Pacheco -
Reacéo de Shinoda +

CUMARINAS +
ANTRAQUINONAS -
ESTEROIS E TRITERPENOS -

+++ Fortemente positivo / ++ positivo / + tracos / - negativo
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Nesse primeiro ensaio, notou-se positividade para a presenca de alcaldides e a
maioria deles se precipita em meio neutro ou levemente acido, como mostrado na figura
2. Deve-se ressaltar que esses precipitados também podem ser causados por proteinas,
purinas, alfa-pironas, algumas cumarinas, hidroxi-fenois e lignanas. Assim resultados
negativos com estes reagentes sdo indicativos da auséncia de alcaldides, enquanto a
formacdo de precipitados pode ser considerada apenas como provavel presenca dos
mesmos. (SIMOES, 2003)

RGA Composicéo Cor do precipitado
1. Mayer lodo bismuto de potassio Alaranjado
2. Dragendorff lodo mercurato de potassio Branco
3. Bertrande Acido silico-tingstico Branco
4 Bouchard/Wagner lodo-iodeto de potéssio Marrom

Figura 2 - A reacdo foi positiva em relagdo ao controle em todos os tubos de ensaio. Controle a esquerda

na foto sem precipitagdo. No teste de confirmacdo, apenas nos tubos 2 e 4 houve precipitacao
FONTE: Propria

Constatou-se também uma forte positividade para fenois (figura 3), contrariando
0 proposto por Andrade (1997) que relatou uma quantidade relativamente baixa de
compostos fendlicos (14,4mg) em 100g de polpa integral de Cubiu. Segundo Moreira
(2004), compostos fendlicos sdo antioxidantes naturais de segunda classe ou
secundarios. Essa classe de antioxidantes atuam retardando a estapa de iniciacdo da
auto-oxidacdo por diferentes mecanismos, como por exemplo, decomposi¢do de
hidroperdxidos para formar espécie ndo radical (ADEGOKE, 1998). Esse dado

corrobora com uma possivel atividade antioxidante presente no Cubiu.



24

Confirmou-se a caracteristica acida da fruta, que nesse ensaio mostrou um pH
entre 5,5 — 6 e que no trabalho proposto por Andrade (1997) foi evidenciada pela
relagdo entre oBrix (contetdo de solidos sollveis) e a acidez da fruta. O resultado dessa

divisdo foi baixo, mostrando seu potencial acido.

Figura 3 - Mudanga de coloracdo = A coloragdo de fenois varia de amarelo até preto.
FONTE: Propria

No ensaio também foi evidenciado a presenca de heterosideos flavonicos (figura
4). Ensaios biol6gicos usando combinagdes isoladas revelam que os flavonoides exibem
uma grande acdo sobre os sistemas bioldgicos demonstrando efeitos antimicrobiano,
antiviral, antiulcerogeénico, citotoxico, antineoplasico, antioxidante,
antihepatotdxico,antihipertensivo, hipolipidémico, antiinflamatério, antiplaquetéario.
Também demonstrou aumento na permeabilidadecapilar, inibicdo da exudacao protéica
e migracdo de leucdcitos (PELZER et al., 1998). Estes efeitos podem estar relacionados
as propriedades inibitérias que os flavondides desempenham nos varios sistemas
enzimaticos incluindo hidrolases, isomerases, oxigenases, oxidoredutases, polimerases,

fosfatases, proteinas, fosfoquinases e aminoacido oxidases (FERGUSON, 2001).

Apos a adicdodo
Mg e do HCL

—1

Figura 4 - Apo6s a adicdo de Mg, a coloragdo mudou de um amarelo escuro para um bem claro.
FONTE: Propria
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Ja no segundo ensaio (tabela 4), notou-se a presenca de heterosideos
antocianicos, taninos, acidos (volateis e fixos) e em maior quantidade, aminogrupos e o
grupo composto por gomas, taninos e mucilagens.

Os heterosideos antocianicos ou antocianinas, sdo substancias pertencentes a
familia dos flavonoides. S&o pigmentos que conferem cor a flores, frutos, folhas, caules
e raizes de plantas (MARKAKIS, 1982). Em estudos posteriores, foi constatada sua
acdo inibitoria sobre a peroxidagdo lipidica (NARAYAN, 1999) e sua acdo protetora em
células epiteliais vasculares contra espécies reativas de oxigénio, principalmente ao
H>0O> induzido por perda da viabilidade celular (YOUDIM, 2000).

Tabela 4. Ensaios para o extrato aquoso do fruto de Solanum sessiliflorum Dunal

GRUPO QUIMICO POSITIVO NEGATIVO

HETEROSIDEOS ANTOCIANICOS ++
HETEROSIDEOS SAPONINICOS -
HETEROSIDEOS CIANOGENETICOS -

GOMAS, TANINOS E MUCILAGENS +++
PESQUISA DE TANINOS +
PESQUISA DE AMINOGRUPOS +++
PESQUISA DE ACIDOS VOLATEIS ++
PESQUISA DE ACIDOS FIXOS +

+++ Fortemente positivo / ++ positivo / + tragos / - negativo

Os aminogrupos, como 0 home ja sugere, sdo compostos ligados a um radical
NHo., sdo estrututalmente semelhantes aos alcaldides e ndo possuem atividade oxidante,
devido aos poucos radicais redutores presentes nas suas estruturas (SIMOES, 2003).
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Figura 5 - Coloracdo indicando a presenca de aminogrupos
FONTE: Propria

As gomas, de um modo geral, sdo consideradas produtos patoldgicos resultantes
de uma acdo fisica sofrida pelos tecidos vegetais, pela acdo de micro-organismos que
parasitam as plantas ou devido a condicOes desfavoraveis, tais como a seca. Mucilagens
possuem carateristicas semelhantes as gomas, sendo produzidas fisiologicamente.
Ambos ndo  possuem  caracteristicas  antioxidantes.  (Disponivel  em:
<http://sbfgnosia.org.br/Ensino/Gomas.html> Acesso em 02/03/2013).

Os taninos, como ja citado anteriormente, sdo compostos fendélicos que atuam
como antioxidantes secundarios, retardando a etapa de iniciacdo da auto-oxidacdo do
organismo (MOREIRA, 2004).

Figura 6 — foramacao de precipitado branco a direita e a esquerda esta o controle. Indicativo da presenca
de gomas, taninos e mucilagens
FONTE: Propria


http://sbfgnosia.org.br/Ensino/Gomas.html

27

Na segunda etapa do trabalho foi avaliada a atividade antioxidante do extrato
hidroetanolico do cubiu utilizando testes in vitro: DPPH e ABTS.

Nesse estudo, a capacidadede de sequestro do extrato hidroetandlico a 70% do
cubiu foi expressa como concentragdo final do extrato necessaria para inibir a oxidacéo
do radical DPPH em 50% (Figura 7). As substancias antioxidantes presentes no extrato
reagem com o DPPH, que € um radical estavel, e convertem-no em 2,2-difenil-1-picril
hidrazina. O grau de descoloracdo indica o potencial antioxidante do extrato (Figura 8).
Um extrato que apresenta alto potencial antioxidante possui baixo valor de ICso
(JAYAPRAKASHA,2007). A Clso do Cubiu foi de 649,93 pg/mL, um valor alto
comparada com a quercetina (Clsp de 4,4 pug/mL), substancia de referéncia utilizada.
Em um estudo que compara a atividade antioxidante de frutas do cerrado, 0s menores
valores de ICso foram obtidos pelo acido galico (1,38 pg/mL), extrato etanolico e
aquoso de casca de pequi (9,44 e 17,98 pg/mL, respectivamente), extrato etandlico de
semente de cagaita (14,15 pg/mL), extrato etandlico de semente e casca de araticum
(30,97 e 49,18 pg/mL, respetivamente) (ROESLER, 2007). Em um outro estudo,
avaliaram a capacidade antioxidante de varios tipos de laranja e para tanto, utilizou-se
500 pL de suco da amostra diluido para a realizacdo do método de DPPH. As laranjas
com melhor atividade antioxidante foram a Laranja lima (66,24%) e a Laranja bahia
(60,32%) (COUTO, 2010).
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Figura 7 — Gréfico da Clso do Cubiu
FONTE: Propria
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Figura 8 — Placa de 96 pocos utilizada no teste de DPPH. Notar a auséncia de inibigcdo do cubiu com Cl s
de 649,93 pg/mL (roxo) nas 3 colunas centrais comparado a quercetina com Cl 5o de 4,4 pg/mL
(amarelo).

FONTE: Propria

A atividade antioxidante de difrentes amostras é dificil de ser comparada, pois 0s
autores utilizam diferentes diluicGes das amostras para a realizacdo da analise, j& que
cada amostra apresenta um poder antioxidante diferente. Além disso, as andlises e
formas para expressar os resultados sao diversas. Stratil (2007) relata que a comparacao
de resultados referentes a capacidade antioxidante publicados nos métodos individuais e
entre populacdes do mesmo método é frequentemente problematica.

Com relacdo aos resultados obtidos pelo método de ABTS (Figura 9), os valores
foram negativos, impossibilitando a confeccdo da reta da Clso. 1SS0 nos mostra que a
capacidade antioxidante foi tdo pequena que ndo foi detectada. Em um estudo realizado
em Cingapura, 0 método do ABTS foi utilizado para avaliar a Capacidade Antioxidante
Equivalente ao L-Acido Ascorbico (CAEA) e os resultados foram expressos em mg de
acido ascorbico (AA) por 100g do homogeneizado contendo o extrato da fruta. No
estudo, a fruta com maior capacidade antioxidante foi o sapoti (3396 mg/100g),
seguidos pelo morango (472 mg/100g), ameixa (312 mg/100g) e carambola (278
mg/100g) (LEONG, 2002). Dos Santos (2008) avaliou a capacidade antioxidante de
polpas comerciais de agai e para tal foi utilizado o método do ABTS, sendo o0s
resultados expressos como TEAC (Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox). O

TEAC das polpas de agai variou de 10,21 a 52,47 uM de Trolox/g de amostra. 1sso
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confirma a dificuldade de comparar a atividade antioxidante relatada nos trabalhos, pois
cada um utiliza um método diferente para avalia-la.

Os resultados desse estudo foram conflitantes quando comparados com os de
outros estudos sobre o fruto. Nascimento e Pereira (2011) utilizaram o método DPPH e
afirmaram que os extratos obtidos com metanol continham a fracdo de maior atividade
antioxidante de todas as partes da fruta (entre 100 e 200 mE de BHT/g de material
liofilizado), o que explica o fato de que no presente estudo a atividade tenha sido baixa,
pois o extrato utilizado foi hidroalcodlico. Outro dado interessante do estudo é que de
todos os extratos, a casca se destacou com maior atividade antioxidante do que as outras
partes do fruto, parte que normalmente é descartada nas preparacdes alimentares.
LEDUR, et al. (2012) utilizou o extrato hidroalcodlico a 70%, utilizou o0 método DPPH
para avaliar a capacidade antioxidante do extrato e os resultados obtidos foram de que o
extrato da casca do cubiu apresentou 0 menor potencial de inibicdo 50% (P150%)
quando comparado ao extrato da semente e da polpa (278,7 pg/mL e 309,98 ug/mL,
respectivamente), resultados inferiores aos obtidos no presente trabalho, mas que

corroboram o fato do cubiu ter uma pequena atividade antioxidante.

Figura 9 — Placa de 96 pogos utilizada no teste de ABTS. Notar a auséncia de atividade antioxidante nas 3
Ultimas colunas a direita (azul escuro), comparada as colunas centrais com Trolox (transparente).
FONTE: Propria.
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6. CONCLUSAO

Seguindo os objetivos desse trabalho, foi confeccionada a farinha do fruto do
Cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal), houve a preparacdo do extrato hidroetandlico a
70% para as analises fitoquimicas e para os testes antioxidantes e foram realizadas as
analises fitoquimicas do extrato hidroetanolico.

Notou-se, através dos testes fitoquimicos, a presenca de compostos fenolicos e
flavdnicos no extrato. Tais substancias sdo reconhecidas na literatura por seu grande
potencial antioxidante.

Contudo, apesar dessas caracteristicas, o extrato do cubiu mostrou uma atividade
antioxidante muito inferior a outras frutas como sapoti, morango, laranja, acerola e

tantas outras conhecidas pelo seu grande efeito antioxidante.
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