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RESUMO

Diversos vegetais tém sido estudados como fonte de
antioxidantes naturais em substituicdo aos
sintéticos. Embora muito conhecida e com muitas
propriedades benéficas para a saude, tais como
antiteratogénica, antiproliferativa e acdo anti-
inflamatdria, a roma ainda é pouco consumida no
Brasil. Estudos tém relacionado a roma (Punica
granatum, L) como fonte de substdncias que
apresentam propriedades antioxidantes. As
substancias antioxidantes atuam retardando o
envelhecimento e previnindo doencas cronicas.
Também impedem os efeitos danosos dos radicais
livres e a oxidagdo das moléculas que constituem as
membranas das células. Os antioxidantes sintéticos
sdo potencialmente carcinogénicos quando
consumidos em doses elevadas e por tempo
prolongado. O presente trabalho teve como objetivo
avaliar a atividade antioxidante, em extratos
etandlico e metandlico de polpa de roma Punica
granatum, L, pelo método DPPH, utilizando o BHT
como padrdao de antioxidante sintético e,
adicionalmente as caracteristicas fisico-quimicas da
polpa. Os resultados indicaram que o extrato
metandlico nas concentracdes de 1mg/mL e
0,1mg/mL, obtiveram um porcentual de inibi¢do de
49,02% e 21,57 % respectivamente, o que indica um
resultado muito favordvel por se tratar de um
extrato e ndao de substancia isolada. Ambos os
extratos apresentaram porcentagem de inibicao
menor que o antioxidante sinético BHT. Dos
pardmetros fisico-quimicos encontrados para Polpa
de Roma neste estudo, apenas o valor de pH, se
encontra abaixo do padrdo minimo, descrito no
Decreto n? 50.040/1961 os demais parametros
estdaodeacordo.

Palavras-chave: Roma. Antioxidante. Radicais Livres.

ABSTRACT

Several vegetables have been studied as a source of
natural antioxidants instead of synthetic ones.
Although well-known and with many beneficial
properties for health, such as anti-atherogenic,
antiproliferative and anti-inflammatory action,
pomegranate is still little consumed in Brazil. Studies
have related pomegranate (Punica granatum, L) as a
source of substances that have antioxidant
properties. Antioxidants act by slowing aging and
preventing chronic diseases. They also prevent the
damaging effects of free radicals and the oxidation of
the molecules that make up the cell membranes.
Synthetic antioxidants are potentially carcinogenic
when consumed in high doses for a long time. The
objective of the present work was to evaluate the
antioxidant activity in the ethanolic and methanolic
extracts of pomegranate pulp Punica granatum, L, by
the DPPH method, using BHT as a synthetic
antioxidant standard and, additionally, the
physicochemical characteristics of the pulp. The
results indicated that the methanolic extract at
concentrations of 1mg / mL and 0.1mg / mL,
obtained a percentage of inhibition of 49.02% and
21.57%, respectively, which indicates a very
favorable result because it is an extract and not of
isolated substance. Both extracts had lower
inhibition percentage than the synthetic antioxidant
BHT. From the physical-chemical parameters found
for Pomegranate Pulp in this study, only the pH value
is below the minimum standard, described in Decree
No. 50.040 / 1961, the other parameters are in
agreement.

Keywords: Pomegranate. Antioxidant. Free Radicals.
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INTRODUCAO

O consumo dos alimentos considerados
funcionais, bem como de compostos bioativos
responsaveis pela sua agdo antioxidante e
prevencdo de doencas tém crescido, uma vez que
tem aumentado o conhecimento acerca da relagado
do alimento com a saude e da importancia de se
prevenir enfermidades, ao invés de cura-las. Este
fato ocorre, pois os custos para o tratamento sdo
elevados, além das crescentes comprovacgdes
cientificas sobre as funcionalidades dos alimentos .
Desse modo, os consumidores, a industria
alimenticia e a comunidade cientifica, tém
intensificado a busca por informacdes sobre as
substancias bioativas presentes nos alimentos
funcionais (MORAES e COLLA, 2006).

A roma é uma fruta de uma arvore
denominada romazeira (Punica granatum), espécie
do género Punica, dentro da familia Lythracea. O
fruto apresenta grande variedade de compostos
fendlicos e flavondides, o que lhe confere poder de
inibir radicais livres. Faz parte da histéria e cultura de
varias civilizagdes e seu cultivo tem uma longa
historia na Arménia, onde foram encontrados restos
de romds em fosseis datadas de 1000 a.C (ARTIK,
MURAKAMI E MORI, 1998).

O Brasil é um pais que possui grande
numero de espécies vegetais com propriedades
medicinais que sdo usadas pela populagao ha muito
tempo, como no caso da roma (Punica granatum L.).
Os preparos obtidos da romazeira ,seja da flor, fruto
e casca do fruto, sdo popularmente usados para
tratar varios problemas de saude, tais como,
faringites, laringites, bronquites, lesdes e abscessos
de pele e mucosas, diarréias de origem bacteriana e
parasitaria, célicas, hemorréidas, infeccdes de vias
urindrias e genitais, viroses em geral, infeccées por
fungos, conjuntivites, gengivites, glossites,
estomatites aftosas ou aftas (HOLETZ et al., 2002;
RODRIGUES et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2010).

A polpa da roma é bem conhecida por
possuir excelente atividade antioxidante,
antiteratogénica, antiproliferativa e anti-
inflamatéria, por conter substancias bioativas, que
sdo poderosos antioxidantes (FARIA e CALHAU,
2011). Entre estas substancais, se encontram as
antocianinas (delfinidina, cianidina e pelargonidina),
quercetina, acidos fendlicos (caféico, catequinico,
clorogénico, orto e paracumarico, elagico, gdlico e
quinico) e os taninos (punicalagina) (NODA et al.,
2002; SEERAM et al., 2005).

De acordo com o Decreto n250.040, de 24 de
janeiro de 1961, antioxidantes sao substancias que
retardam a alteracdao oxidativa no alimento. Estas
substancias antioxidantes, atuam retardando o
envelhecimento, previnindo doengas crénicas como
cardiovasculares, renais, hepdticas e o cancer.
Também impedem a oxidagdo das moléculas que
constituem as membranas das células (HALLEWELL,
2001) e os efeitos danosos dos radicais livres que sao
moléculas liberadas pelo metabolismo do corpo com
elétrons altamente instaveis e reativos, que podem
causar doencas degenerativas, envelhecimento e
morte celular( VASCONCELQOS, 2014).

O desenvolvimento cientifico possibilitou a
industria cosmética a descoberta de varios ativos e,
consequentemente, a comercializacdo de produtos
anti-sinais, os quais propdem o combate, controle ou
postergacdo do envelhecimento cutaneo, através,
principalmente da acdo antioxidante contra os
radicais livres (BAUMANN, 2004). Muitos cosméticos
anti-idade estdo sendo produzidos com
antioxidantes como vitamina C, vitamina E, acido
lipdico e coenzima Q10 (Ubiquinona), entre outros,
sendo amplamente populares (BAUMANN, 2004).

Do ponto de vista quimico, os antioxidantes
sdo compostos aromaticos que contém, no minimo,
uma hidroxila, podendo ser sintéticos, como o
butilhidroxianisol (BHA) e o butilhidroxitolueno
(BHT), amplamente utilizado na inddustria
alimenticia, ou naturais, como as substancias
bioativas, tais como , organosulfurados, fendlicos e
terpenos, que fazem parte da constituicdao de
diversos alimentos (REVISTA FOOD INGREDIENTS
BRASIL, 2009). Porém, os antioxidantes sintéticos,
sdo potencialmente carcinogénicos quando
consumidos em doses elevadas e por tempo
prolongado (RAMALHO.2006). O BHT pode causar
tumores de figado, pancreas e glandulas (HIROSE
etal.1981), além de, adenomas e carcinogenese em
células hepaticas (ROSSING, KAHL e HILDEBRANDT,
1985). O uso destes antioxidantes em alimentos é
limitado no Canada e na Comunidade Econémica
Européia. No Brasil, o uso destes antioxidantes é
controlado pelo Ministério da Saude que limita
200mg/kg para BHA (butilhidroxianisol) e o TBHQ
(terc butil hidroquinona) e 100mg/kg para
BHT(butilhidroxitolueno), como concentracgao
maxima permitida (REVISTA FOOD INGREDIENTS
BRASIL, 2009).

Diante do exposto, diversos vegetais tem
sido estudados como fontes de antioxidantes
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naturais em substituicdo aos sintéticos, e aroma esta
entre esses vegetais, por conter compostos bioativos
gue sdao poderosos antioxidantes

O problema dos compostos naturais, além
da instabilidade, é a interferéncia nas propriedades
sensoriais, sendo um desafio tecnoldgico para as
maiores industrias de alimentos do mundo que,
pesquisam formas de evitar o uso dos antioxidantes
artificiais.

Tendo em vista a problematica inerente ao
consumo de antioxidantes sintéticos, no sentido de
encontrar produtos naturais com atividade
antioxidante, o presente trabalho teve como
objetivo, avaliar atividade antioxidante pelo método
DPPH e adicionalmente, as caracteristicas fisico-
quimicas, em diferentes extratos de polpaderoma
(Punicagranatum, L).

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

As romas utilizadas experimento foram
adquiridas na Cidade de Campos dos Goytacazes —
RJ, no Distrito de Guarus, nos meses de maio e junho
de 2018, a partir de planta¢do caseira sem uso de
aditivos e em estado maduro.

Obtencdo do extrato

As frutas foram lavadas, abertas e o
conteudo interno (sementes) colocado em um gral
de porcelana e pressionado com um pistilo a
temperatura ambiente (+ 232C), peneirado em
peneira de plastico, separando o suco. Os carogos e
cascas foram descartados. Uma parte do suco
extraido foi reduzido em banho-maria a +402 C até
evaporagao e em seguida foram feitos diferentes
extratos (etandlico e metandlico) a partir de 500mg
dapolpae 100mLde solvente, removendo a parte
soluvel a qual foi utilizado nos testes. Em seguida,
estes extratos foram evaporados naturalmente.

Avaliagao Fisico-Quimica

Determinag¢dao do pH

A determinacdo do pH foi realizada em um
potencidmetro pH Marte, (MB - 10) calibrado com
solucdo padrdo pH 4,0 e 7,0, apds imersado direta do
eletrodo na polpa in natura (AOAC, 1997- proc.
920.151).

Determinagdo da Acidez Total Tituldvel (ATT)

A acidez foi determinada, pipetando-se 2ml
da amostra de polpa em 50 ml de dgua destilada e
titulada com solucao de NaOH 0,1N padronizada,
utilizando-se 3 gotas de fenolftaleina. A identificagdo
do ponto de viragem do indicador foi acompanhada
com pHmetro até o valor de 8,2. Os resultados foram
expressos em porcentagem de acido citrico. O
calculo foi efetuado de acordo com a férmula abaixo:
(CECCHI, 2000).

% acido citrico=VxNx FxP” x 100
P

Onde:

V =volume de NaOH gasto na titulacao
N =normalidade corrigida do NaOH
F=fator dasolugao NaOH

P” =miliequivalente do dcido citrico
P=pesoamostra(g)

Determinagdo de Sélidos Soluveis Totais (°Brix)

Para esta determinacdo foram colocadas 2
gotas da amostra, previamente filtrada em papel de
filtro, sobre o prisma do refratbmetro de bancada.
Os resultados foram expressos em graus °Brix
(AOAC, 1997- proc.920.151).

Atividade Antioxidante

A avaliacdo espectrofotométrica da
atividade antioxidante, foi realizada pelo método
1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH). Esse método
consiste em avaliar a atividade sequestradora de
radical livre DPPH, de coloracao violeta que absorve
em 515nm na regido do Ultravioleta Visivel,
conforme descrito a seguir.

O método consiste em adicionar 1mL do extrato
em concentrac¢des que variam de 0,1 - 1000 pg/mL.
A este serda adicionado 1 mL de uma solugao
metandlica de DPPH — 0,1mM (1,1-difenil-2-
picrilhidrazila), processando-se a reacdo em 1h em
ambiente escuro a temperatura ambiente.
Imediatamente, a absor¢do do DPPH é verificada em
515 nm em um espectrofotdmetro UV-Vis (em
triplicata). A atividade antioxidante de cada extrato é
expressa pela relagdo da absor¢ao de DPPH,
baseado na solugdo de DPPH ausente do extrato
(controle negativo) e uma solugdo de um padrao de
substancia aromatica (controle positivo), o 2,6-di-
(tert-butil)-4-metilfenol (BHT). Apds o percentual
sequestrador (PS%) de radicais livres é calculado. A
capacidade de sequestrar radicais livres é expressa
como percentual de inibicdo da oxidacdo do radical e
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sera calculada mediante a seguinte férmula (YEN e
DUH, 1994).

% de inibi¢do = ((A DPPH—A Extrator)/A DPPH)x100
Onde ADPPH é a absorbéancia da solugdo de DPPH e
AExtr é aabsorbanciadaamostraem solugao.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagdo Fisico-quimica

Os resultados médios encontrados para a
caracterizagdo fisico-quimica da polpa de roma
encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 — Andlises fisico-quimicas da polpa de roma .

PARAMETROS FISICO-QUIMICOS RESULTADOS
pH 3,11
Acidez Total Titulavel (g/100g &cido 0,74
citrico)
Solidos soldveis (°Brix) 13,03

A determinacdo do pH é de sumaimportancia
para controlar processos de deterioracdo de
alimentos, devido ao crescimento microbiano e
atividades enzimaticas, reten¢do de sabor e odore a
escolha da embalagem, de forma a preservar a vida
util do alimento (MADIGAN et al., 2008). Estudos a
respeito da caracterizagdo fisico-quimica da Rom3,
ndo sdo muito comuns, no entanto, pesquisas
realizadas por Al-Maiman e Ahmad (2002),
avaliaram as mudancas nas propriedades fisicas e
guimicas durante o processo de maturagdo.

Os Padroes de Identidade e Qualidade (P1Q)
para polpas de frutas, determinam que o valor de pH
da polpadeveserde 3,30a4,50 (PORTARIAN294, de
30 de agosto de 2016). AL-MAIMAN e AHMAD
(2002) relatam que a média de pH em polpa de roma
é de 3,48, com desvio padrao de £ 0,11. A polpa da
roma analisada neste estudo, apresentou valor de
pH inferior, provavelmente, devido ao estagio de
maturacgao.

Quiroz (2009) classifica a roma de acordo
com o teor de acido citrico do suco. Sdo
consideradas 'doces' as variedades com teor de
acido citrico < 0,9 % e 'acidas' as com teor > 2 %. As
variedades com teor de acido citrico inferior a 0,9 %
sdo utilizadas, principalmente, para consumo in
natura e as variedades com teor acima de 1,0 % sao
mais apropriadas para finsindustriais.

Neste estudo o valor de acidez foi abaixo de
0,9%, indicando boa qualidade para consumo in
natura. Durante a maturacdo ha um acumulo de
aclcares e uma reducdo na acidez total (JARDIN

2007). Os principais agucares sdo frutose e glicose,
cujas concentracdes no momento da colheita variam
entre 3 e 8%, dependendo do cultivo, com
concentragdes de sélidos soluveis variando de 10 a
18% (FADAVI et al, 2005; OZGEN et al, 2008).

A polpa de roma apresentou baixo pH e
baixa acidez. Esta é uma caracteristica desejavel para
aindustrializacdo. O pH baixo dispensa a acidifica¢do
durante o processamento. Além disso, teor de acidez
contribui para o sabor acentuado da polpa
(ANDRADE et al, 1993).

A andlise de Sélidos Soluveis revelou que o
fruto é rico em acgucares, uma vez que o valor
encontrado para esta varidvel foi de 13,03 °Brix. Este
resultado é compativel com Santos et al. (2010), em
estudo sobre a composi¢do fisico-quimica
dos frutos da roma (Punica granatum L.), a polpa de
roma apresentou, o valorde 12,89 °Brix.

De acordo com Regulamento Técnico para
Fixacdo dos Padrbes de Identidade e Qualidade
descrito no Decreto n2 50.040/1961, a polpa de
roma deve obedecer as caracteristicas fisico-
quimicas descritas natabela 2.

Tabela 2 - Padrdes de ldentidade e Qualidade para Polpa de Roma.
(Decreto n° 50.040/1961)

Parametros Minimos:

Sdlidos solUveis em °Brix, a 20° C 12,00

pH 3,50

Acidez Total expressa em acido 0,60
citrico (g/100g)

De acordo com os parametros fisico-
qguimicos encontrados para Polpa de Roma neste
estudo, apenas o valor de pH, se encontra abaixo do
padrdao minimo, descrito no D.0.U 2016, os demais
parametros estdo de acordo.

Atividade Antioxidante

A capacidade de sequestrar o radical DPPH
expressa em percentual de inibicdo (% DPPH
consumido), exibida pelos extratos etandlico e
metandlicos de polpa de rom3, nas concentragdes
de 1mg/mL, 0,1mg/mL e 0,01mg/mL, utilizadas
neste estudo, assim como o de BHT nas mesmas
concentragdes, podem ser observadas nafigura 1.

O método DPPH é baseado na captura do
radical DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazil) por
antioxidantes, produzindo um decréscimo da
absorbancia a 515 nm. A porcentagem de atividade
antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de
DPPH consumido pelo antioxidante. Quanto maior o
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71,95

21,57

Percemual de inibigdo
(DPPH consumido)

17,54

—
21,57

1mg/mL 0,1mg/mL 0,01mg/m

= MW B W@
S & 8 & &

Concentrgdo dos Extratos
B BHT EtOH mMeOH

Figura 1- Atividade antioxidante do extrato de polpa de roma em
diferentes solventes

consumo de DPPH por uma amostra, maior a sua
atividade antioxidante (SOUSA et al, 2007).

Todos os extratos de polpa de roma3,
avaliados neste estudo, apresentaram menor
poder de inibicdo de acordo com o decréscimo da
concentracgao utilizada.

O BHT apresentou maior eficiéncia em
comparacao com os dois extratos analisados. Porém
por se tratar de uma substdncia isolada sendo
comparada com um extrato de substancias mistas, a
inibicao obtida pelos extratos foi muito expressiva,
salientando o étimo resultado do solvente metanol.

Verificou-se que o percentual de inibicdo do
extrato metandlico, em todas as concentragdes
testadas, foi maior que os resultados obtidos com o
extrato etandlico, provavelmente, devido a
polaridade do metanol ser superior ao etanol, oque
permite o solvente dissolver substancias polares
como fenois. Diversos métodos e sistemas de
solventes vém sendo utilizados para a extragdo de
polifendis de matérias vegetais (CHAVAN; SHAHIDI;
NACZK, 2001), visando determinar a capacidade
antioxidante (GOLI; BARZEGA; SAHARI, 2004;
PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). O tipo de solvente e a
polaridade podem afetar a transferéncia de elétrons
e de atomos de hidrogénio, que é aspecto-chave na
medida da capacidade antioxidante. A presencade
compostos ndo antioxidantes nas solucdes testadas
também pode afetar os resultados (PEREZ-JIMENEZ;
SAURA-CALIXTO, 2006).

O poder antioxidante, dos extratos
avaliados, pode ser atribuido ao conteudo de
substancias fendlicas em virtude dos solventes
utilizados de alta polaridade ( metanol e etanol). As
substancias fendlicas sao incluidas na categoria de
interruptores de radicais livres, sendo muito
eficientes na prevencdo da autoxidacdo. Sao
originados do metabolismo secunddrio das plantas,

sendo essenciais para o seu crescimento e
reproducdo, além disso, se formam em condicdes de
estresse como, infec¢des, ferimentos, radiacdes UV,
dentre outros. (ANGELO e JORGE, 2007).

Autores como PEREZ-JIMENEZ e SAURA-
CALIXTO (2006) encontraram diferencas
significativas na atividade antioxidante pelo método
ABTS, influenciadas pela polaridade e pelo pH do
solvente, com valores maiores em solventes mais
polares e pHs maiores.

JARDIN et al. 2007 relatou que a atividade
antioxidante em extrato metandlico + da polpada
romad em baixas concentragdes apresentou
capacidade naredugao do radical DPPH.

Segundo o relatério da FAO (Food and
Agriculture Organization of the United Nations), os
alimentos organicos apresentam maiores niveis de
antioxidantes (FAO, 2000). A fruta orgdnica detém
maior capacidade antioxidante, comparativamente
as frutas que foram cultivadas pelo método
convencional.

E necessario a utilizacdo de diferentes
metodologias para obter uma melhor visdao da
atividade antioxidante foi discutida por GIADA e
MANCINI-FILHO (2008). O método colorimétrico
TBARS( tiobarbituric acid reactive species) basea-se
na reacdo entre o acido tiobarbiturico e o
malonaldeido (MDA), decorrente da quebra dos
acidos graxos insaturados na reacdo de oxidacao
(SANCHES et al. 1998). H4 também o método
desenvolvido por Marco (1968) e modificado por
Miler (1971) que é baseado na técnica de co-
oxidacdo dos substratos acido linoleico e do -
caroteno, em um meio emulsionato. O método de
radical ABSTS consiste na producdo do radical ABTS a
partir de seu precursor, o acido 2,2azino-bis-
(3etibenzolin)-6sulfonico (SCALFI et al. 2000;
MAZZA et al. 2002). O Método ORAC desenvolvido
por Cdo, Alessio, e Culter (1993), se fundamenta no
decréscimo da fluorecéncia das proteinas, como
consequencia da perda da sua coformidade ao sofrer
odano oxidativo (PRIOR e CAO, 1999). Entretanto, na
reducdo do DPPH afracdo de acido fendlico ligados a
ésteres insoluveis foi mais eficiente na reducdo de
radical que tosdos as metodologias citadas.

O conteldo de compostos fendlicos totais e
capacidade antioxidante realizada pelos métodos
ABTS+ e ORAC em frutos de romas de diferentes
tipos de cultivos (convencional e organico) em
extrato etandlico, sdo apresentadas na Tabela 3
(CARMO et al,2016).



Revista Cientifica da FMC. Vol. 14, n2 2, 2019
[AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DE POLPA DE ROMA (PUNICA GRANATUM, L)] - Faria M.T. et al

A capacidade antioxidante de romas
variaram de forma consideravel devido ao sistema

Tabela 3 - Contetudo de compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante
em frutos de romas de diferentes tipos de cultivos.
Metodologia Organico Convencional
Fendlicos Totais 8,123 + 0,225 6,815 + 0,121
(mg GAE/g de Polpa)

Ativ.Antioxidante por ABTS+ 43,151 + 0,652 31,786 + 0,326
(umolTE/g de Polpa)

Ativ. Antioxidante por ORAC
(umolTE/g de Polpa) 68,78 + 4,94 60,77 + 3,565

empregado em seu cultivo (organico ou
convencional), sendo o fruto do cultivo organico o
gue apresentou maiores valores dessas varidveis
(CARMO et al,2016) e também maior teor de
Fendlicos Totais.

CONCLUSAO

O extrato metandlico da polpa de roma, na
concentracdo de 1mg/mlL, foi mais eficaz no
sequestro de radicais livres, pois apresentou
percentual de inibicdo, proximo de 49,02%,
enquanto o extrado etandlico na mesma
concentracdo, apresentou percentual de inibicao
21,57 %.

Mesmo o BHT tendo apresentado valores
superiores, os resultados da ativiade antioxidante
obtido, tanto no extrato de metanol como de etanol
foram de grande eficiéncia por nao se tratar de
substacia isolada como o BHT. Revelando a alta
atividade antioxidade que a polpa da roma possui,
qguando extraida em solventes de alta polaridade.

De acordo com os parametros fisico-
quimicos encontrados para Polpa de Roma neste
estudo, apenas o valor de pH, se encontra abaixo do
padrdo minimo, descrito no Decreto n?@
50.040/1961, os demais parametros estdo de acordo
com esta legislacao.
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