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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo determinar a capacidade antioxidante dos
extratos etanolicos das fibras da casca de coco (Cocos nucifera L.) das variedades
ando amarelo, ando verde, gigante e hibrido, visando sua possivel utilizacdo como
antioxidante natural. Para isso, foram analisados o conteudo total de fendis, as
atividades sequestradora do radical DPPH', redutora frente aos ions de ferro
(FRAP), e ions de cobre (CUPRAC) e a inibicdo da lipoperoxidac¢édo utilizando um
sistema de membranas biomimético. Fez-se investigacao eletroquimica utilizando
eletrodo de carbono vitreo e eletrodo de carbono vitreo modificado, assim como a
identificacdo de alguns constituintes quimicos, por meio da técnica de cromatografia
liquida acoplada ao espectrometro UV-Vis (CLAE — UV/DAD). Para o conteudo total
de fendis, os maiores valores foram obtidos para a variedade hibrido (531 + 24 mg
EAG g extrato seco) e o menor foi para a variedade ando verde (58 + 9 mg EAG g
extrato seco). A habilidade dos extratos para sequestrar o radical DPPH" foi
estabelecida na seguinte ordem: gigante > ando amarelo > hibrido > ando verde e os
valores de ICso variaram de 8,6 a 55,9 ug mL?. Todas as variedades mostraram
potencial redutor para os métodos FRAP e CUPRAC, com o menor desempenho
para a variedade ando verde. Através do sistema do uso de membranas
biomiméticas, os extratos etandlicos da fibra da casca de coco mostraram protecao
contra os danos oxidativo lipidicos, independente da variedade. Estudos de
voltametria ciclica dos extratos etandlicos em eletrodo de carbono Vvitreo
confirmaram a presenca de compostos facilmente oxidaveis, e elevada capacidade
antioxidante das variedades. Esta capacidade foi expressa em miligramas
equivalentes de quercetina (Q) por grama de extrato seco e variou de 25,9 — 53,5
mg EQ g* usando um eletrodo de carbono vitreo modificado (ECV/MWCNT/poli-
acido xanturénico). Na investigacdo de compostos fendlicos por CLAE-UV/DAD
verificou-se a presenca de quercetina, acido clorogénico, acidos vanilico, ferulico,
cafeico, gdlico, e catequina. Nosso trabalho sugere que esses extratos podem ser
antioxidantes importantes para o enriguecimento na dieta humana, inddstrias
farmacéuticas e de cosméticos, agregando valor a enorme quantidade de residuos
gerados na industria do coco.

Palavras chaves: Cocos nucifera, Capacidade Antioxidante, Ensaios
eletroquimicos, CLAE-UV/DAD, flavonoides, Compostos
fendlicos.



ABSTRACT

The present study aims to determine the antioxidant capacity of the ethanolic
extracts of husk fiber of four coconut (Cocos nucifera L.) varieties (yellow dwarf,
green dwarf, giant and hybrid), aiming to verify their possible utilization as natural
antioxidants. For this, their total phenolic content, radical DPPH' scavenging activity,
reducing ability towards iron ions (FRAP) and copper ions (CUPRAC) and inhibition
of lipid peroxidation using a biomimetic membrane system were analysed. The
electrochemical investigation using a glassy carbon and a modified glassy carbon
electrode, and the identification of some chemical constituents were performed by
cyclic and differential pulse voltammetry and liquid chromatography coupled with UV-
VIS spectrometry (CLAE-UV/DAD) and mass spectrometry, respectively. The higher
value of total phenolic content was found for the hybrid variety: 531 + 24 mg GAE g
dry extract and the lowest was for the green dwarf with 58 + 9 mg GAE g dry
extract. The ability of the extracts to scavenge DPPH' radicals was in the order giant
> yellow dwarf > hybrid > green dwarf and ICso values varied from 8.6 to 55.9 pgmL™.
All varieties showed reducing potential by the use of FRAP and CUPRAC methods,
with the lowest performance obtained for the green dwarf variety. Through the use of
mimetic biomembranes, ethanolic extracts of coconut husk fibers were shown to
protect lipids against oxidative damage independent of the variety. Cyclic
voltammetric studies of the ethanolic extracts on glassy carbon electrode confirmed
the presence of easily oxidized compounds, and the high antioxidant capacity of the
varieties. This was expressed as mg quercetin equivalents g dry extract and ranged
from 25.9 — 53.5 mg QE g dry extract using a glassy carbon xanthurenic acid
modified electrode (GCE/MWCNT/ poly-Xanthurenic Acid). The investigation of
phenols using CLAE-UV/DAD revealed the presence the catechin, quercetin,
chlorogenic, vanillic, ferulic, caffeic and gallic acids. Our findings suggest that these
extracts can be an important source of natural antioxidants for use in food and
possibly in the pharmaceutical and cosmetic industry, aggregating value to the
enormous amount of waste from the coconut industry.

Keywords: Cocos nucifera, Antioxidant capacity, Electrochemical behavior, CLAE-
UV/DAD, Flavonoids, Phenols.
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1. INTRODUCAO

Uma grande quantidade de residuos € produzida pelas industrias de
alimentos e produtos agricolas, como bagacos, peles, sementes e cascas de frutas
(AYALA-ZAVALA et al.,, 2011; GAYOSSO-GARCIA et al.,, 2011). Alguns desses
residuos sdo considerados subprodutos com certo valor econdmico, ja outros sao
completamente descartados. No entanto, a maioria destes residuos sao fontes
naturais de antioxidantes, compostos estes que inibem a oxidacdo de moléculas,
evitando o inicio ou a propagacédo das reacdes de oxidacdo em cadeia (KARADAG
et al.,, 2009). Segundo HALLIWELL & GUTTERIDGE, (2007) um antioxidante pode
ser definido como quaisquer substancias que, quando presentes em baixa
concentracdo comparada as de um substrato oxidavel, retardam ou previnem
significativamente a oxidacao deste substrato.

Os antioxidantes s&o encontrados em frutas, legumes, bebidas, cereais,
nutracéuticos e medicamentos, e tem recebido atencdo crescente por seu uso
potencial na prevencéao e tratamento de doencas, cuja base bioquimica relaciona-se
ao estresse oxidativo. S&o usados como aditivos para impedir processos de
oxidagdo em alimentos. Eles podem reduzir o risco de disturbios cardiovasculares e
doencas neurodegenerativas. Estes efeitos benéficos geralmente sdo atribuidos a
presenca de niveis elevados de vitaminas, minerais e compostos antioxidantes,
dentre os quais se destacam os polifendis (OLIVEIRA et al., 2009; RENE et al.,
2010; OMENA et al., 2012). Vérios estudos tém demonstrado que as camadas
externas de legumes, frutas e cereais, bem como a pele, cascas e sementes,
contém polifendis em sua composicdo (YU et al., 2005; S. BUTSAT et al., 2010;
WANG et al., 2011; SINGH et al.,, 2011; BASANTA et al.,, 2014). Segundo
BERGAMASCHI, (2010); INFANTE e colaboradores, (2013); ARBOS e
colaboradores, (2013), as cascas de arroz, abacaxi, maracuja, améndoa e manga,
sdo fontes significativas de antioxidantes e atribuem esse efeito a presenca dos
compostos fendlicos. Nesse contexto, as fibras da casca de coco também vém
sendo contempladas nessas investigacoes, visto que alguns estudos relatam que
estas fibras possuem propriedade antioxidante devido principalmente a presenca de
compostos fendlicos (ESQUENAZI et al., 2002; ALVIANO et al., 2004; RINALDI et
al., 2009).
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Cocos nucifera L. (Palmae) é amplamente distribuido na costa do Nordeste
brasileiro e tem importancia mundialmente reconhecida, tanto para o consumo “in
natura” quanto para fins industriais. Neste processo ocorre a geragdo de residuos
gue sao rejeitados pelas industrias. As fibras das cascas de coco apresentam teores
elevados de pentosanas, celuloses e ligninas (ESQUENAZI et al.,, 2002). Estudos
mostraram que o0 extrato aquoso da fibra de casca de Cocos nucifera apresenta
importantes atividades biologicas, tais como atividade antimicrobiana, antiviral,
antiulcerogénica, antineoplasica, anti-inflamatéria e antioxidante (ESQUENAZI et al.,
2002; ALVIANO et al., 2004; RINALDI et al., 2009; AKINYELE et al., 2011; SILVA et
al., 2013). Entretanto, a fibra de casca de coco ainda tem sido pouco explorada,
principalmente em relacdo ao seu potencial antioxidante. Diante disso, esse trabalho
se propbs a avaliar a capacidade antioxidante in vitro, o perfil quimico e
eletroquimico de extratos etandlicos das fibras de cascas de Cocos nucifera L., e,
assim contribuir para sua possivel aplicagdo como fonte de compostos bioativos que
possam ser usados como complemento antioxidante na alimentacdo, visto que,
esses apresentam grande importancia para a dieta diaria humana e ao mesmo
tempo agregar valor a enorme quantidade de residuos gerados pelas industrias de

coco, evitando o desperdicio e a poluicdo do meio ambiente.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cocos nucifera Linnus (Palmae).

O coqueiro (Cocos nucifera L.) € uma palmeira tropical da familia Palmae
(Arecaceae), originaria provavelmente, do sudeste asiatico. No Brasil, essa espécie
é largamente encontrada no litoral do nordeste brasileiro, pois apresenta o solo e as
condi¢cdes climaticas satisfatérias para o seu cultivo (ESQUENAZI et al., 2002;
FIGUEIRA et al., 2013). O género Cocos é constituido apenas pela espécie Cocos
nucifera L., a qual € composta de duas principais variedades: Gigante (Cocos
nucifera L. (Palmae) typica A. popularmente conhecida como ‘Olho de cravo’)
(Figura 1(a)), e Ando (Cocos nucifera L. (nana) (Figura (1b)) que € composta das
cultivares Amarelo, Verde, Vermelho de Camarbes e Vermelho da Malasia
(FONSECA et al., 2009; DEBMANDAL et al., 2011; EMBRAPA, 2011). A variedade
hibrida (Figura (1c)) é obtida a partir do cruzamento das variedades gigante e ando
(CARVALHO et al., 2008; ARAGAO et al., 2009; KUMAR et al., 2011).

A variedade gigante apresenta crescimento rapido e atinge de 20 a 30 m de
altura, inicia a floracdo entre cinco a sete anos, produzindo em meédia 60 a 80
frutos/planta/ano em tempo de vida Gtil por cerca de 60 anos (ARAGAO et al., 2009).

A variedade ando apresenta crescimento lento, atingindo cerca de 8 a 10 m
de altura. A floracao inicial ocorre em torno de dois a trés anos, com vida util por
cerca de 40 anos. Produz em média 200 frutos/planta/ano, considerados pequenos
em relacdo as outras variedades e geralmente sdo destinados para o consumo in
natura de agua do fruto ainda imaturo (ARAGAO et al. 2002; EMBRAPA, 2011). Esta
variedade é composta pelas cultivares, verde, amarelo, vermelha da Malasia e
vermelha de Camardes (CARVALHO et al., 2008). Essa classificacdo é baseada,
principalmente, na cor da plantula, do peciolo, da inflorescéncia e do fruto imaturo
(EMBRAPA, 1999).

A intervarietal hibrido tem o florescimento inicial em torno de trés a quatro
anos e apresenta crescimento intermediario, chegando a uma altura em torno de 20
m. A sua vida util é de 50 a 60 anos, com producao de 120 a 150 frutos/planta/ano.
Seus frutos se encontram entre os tamanhos intermediario/grande, e por serem

maiores, apresentam vantagens sobre seus parentais (ARAGAO et al., 2004).
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Figura 1 - Coqueiros das variedades: gigante (a), anao (b) e hibrido (c).

Fonte: EMBRAPA, 2011.

7

O coqueiro é constituido por raiz, estirpe, inflorescéncia, folhas, frutos e

cascas, seu fruto € uma drupa fibrosa ovoide e quase globosa (Figura 2), constituido
pelas seguintes partes: 1 - epicarpo ou epiderme lisa (é a camada externa chamada
de casca do fruto), 2 - mesocarpo que fica entre o epicarpo e o endocarpo, € uma
camada espessa, constituida de fibras e po, 3 - endocarpo é uma camada lenhosa
gue reveste o albumen e se torna mais dura a medida que o fruto amadurece, é
constituido por 4-albumen sélido ou améndoa (carne do coco) e 5 - albumen liquido
(endosperma) ou polpa branca liquida (dgua de coco) (EMBRAPA, 2011).

A espécie de Cocos nucifera L. é uma arvore cultivada mundialmente por
suas multiplas utilidades, principalmente por seus valores nutricionais e medicinais.
Aproveita-se praticamente quase tudo dessa planta, nada se perde, pois suas partes
como raiz, caule, folha, inflorescéncia e fruto, sdo utilizadas em diversas areas
(DEBMANDAL et al., 2011).

A raiz pode ser utilizada para fins artesanais, como a confeccdo de balaios, e
também para aplicacdo bioldgica, por apresentar atividade antimicrobiana,
antioxidante pela presenca de flavonodides, glicosideos, taninos, carboidratos e
saponinas (SIVAKUMAR et al.,, 2011). De acordo com NASKAR e colaboradores
(2011), a raiz é adstringente e diurética, e pode ser usada como antisséptico em

feridas e em gargarejos bucais.
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Figura 2 - Partes do coco fruto da espécie C nucifera L.

2-endocarpo

1-Epiderme

2-Mesocarpo

4.Albimen
solido

5-Albumen
liquido

Fonte: AUTORA, 2015.

As folhas podem ser utilizadas como forrageiras, na fabricacdo de telhados,
peneiras, chapéus, esteiras. Elas também podem ser aplicadas na area medicinal
devido as suas propriedades terapéuticas. Em estudos realizados por FIGUEIRA,
(2012), os extratos brutos etandlicos das folhas de Cocos nucifera L. na variedade
and verde coletada no Estado de Alagoas, apresentaram atividade antioxidante,
antimicrobiana e auséncia de citotoxicidade.

Segundo RENJITH e colaboradores (2013), na medicina popular indiana, o
suco fresco da inflorescéncia de Cocos nucifera € muito utilizado no tratamento de
diarreia e diabetes.

O fruto é a parte de maior importancia do coqueiro, e suas partes podem ser
utilizadas em diversas areas. A améndoa (carne do coco) € utilizada na agroindustria
alimenticia, na culindria doméstica e no preparo da copra, sendo esta usada
principalmente para a extracéo do 6leo de coco.

A agua de coco contém acuUcar, proteinas, fibras, compostos com acéo
antioxidante, € muita rica em sais minerais, sendo um isoténico natural, e uma fonte
de alimento nutritivo (HOODA et al., 2013). E uma bebida natural, saborosa e

apreciada mundialmente, pode ser usada para 0 consumo in natura ou de maneira
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industrializada. Na area medicinal € utilizada no combate a diarreia, e na protecao
contra infec¢des do trato intestinal (AWUA et al., 2012).

O dleo de coco é um dos principais produtos produzidos a partir da polpa do
coco, e aplicado na industria de cosméticos por ser rico em acido laurico e também
na gastronomia (HOODA et al., 2012).

Além do conhecimento j& produzido das multiplas utilidades do coqueiro, séo
de grande importancia estudos que contemplem outras partes como, por exemplo,
as fibras das cascas de coco, que sdo os residuos obtidos a partir da
industrializacdo desses frutos que também podem apresentar véarias aplicacdes,
principalmente uso medicinal, devido ao grande potencial biolégico que o fruto do

coco possui e que ja foram explorados em diversas pesquisas.

2.2 A cultura do coco: aspectos econdbmicos, geracdo de residuos e
aproveitamento das fibras da casca de coco.

A cultura do coqueiro é considerada como uma das mais importantes culturas
frutiferas nas regides intertropicais, na qual esta planta € nativa, sendo cultivada
aproximadamente em mais de 86 paises (ARAGAO et al., 2004; SIVAKUMAR et al.,
2011; NASIMUISLAM et al., 2014). Esta cultura possui grande importancia
econdbmica e social, pela capacidade de gerar empregos e consequentemente,
renda em varios paises, devido a utilizacdo de seu fruto para o consumo in natura ou
pela industrializacdo (CUENCA et al., 2003; HOODA et al., 2012).

Segundo dados da EMBRAPA (2011), a Indonésia se destaca como 0 maior
produtor mundial de coco, seguida por Filipinas e india, somando um total em torno
de 45 milhdes de toneladas, numa area colhida de 11,2 de hectares, e o Brasil com
uma producdo em 2,8 milhdes de toneladas, ocupa o quarto lugar.

No Brasil, as maiores plantacdes e producdo de coco estdo concentradas na
faixa litoranea do Nordeste. De acordo com WANDERLEI & LOPES (2010), a area
plantada de coqueiro no pais esta distribuida entre as variedades gigante, ando e 0
hibrido, os quais correspondem em 70, 20 e 10% de exploragdo comercial no Brasil,
respectivamente. Na variedade gigante, o fruto é destinado tanto para o uso in
natura quanto para uso na culinaria e na agroindustria.

As variedades do coqueiro ando verde e amarelo sédo destinadas

principalmente ao consumo de agua de coco, porém, devido a diferenca entre as
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idades de colheitas, a cultivar verde € a mais utilizada comercialmente, tanto para o
consumo in natura da agua do fruto imaturo, quanto ao uso da sua polpa na
industrializacdo de produtos a base de coco (COSTA et al.; 2006). Os frutos dos
coqueiros hibridos sdo empregados na culinaria e na agroindustria (ARAGAO et al.,
2004).

A cocoicultura € bastante representativa no Nordeste do Brasil, no qual a
finalidade é a producdo do coco seco para uso culinario e para as agroindustrias de
alimentos. A aplicacdo do fruto se da mediante a utilizacdo do albumen solido
submetido & secagem (copra) ou fresco, destinados para a fabricacdo de produtos
como leite de coco e coco ralado, empregados na indastria alimenticia de doces,
bolos, bombons, chocolates ou utilizado “in natura”, na culinaria doméstica. Ja nas
outras regifes do Brasil, a cultura destina-se principalmente a producdo do fruto in
natura para o consumo de sua agua (ARAGAO et al., 2001; FONTENELE, 2005).

O processamento industrial do coco e seu uso na forma in natura para o
consumo de agua tém gerado grandes quantidades de residuos como as cascas,
por exemplo, que na maioria das vezes, sao descartados de forma incorreta em
aterros sanitérios e lixdes diminuindo sua vida util, se tornando foco de proliferacédo
de doencas, ou destinadas a queima, produzindo substancias poluidoras ao meio
ambiente (PANNIRSELVAM et al., 2005).

Nos ultimos anos, especial atencdo vem sendo dada para a minimiza¢ao ou o
aproveitamento de residuos gerados nos diferentes processos industriais (SILVA &
JERONIMO et al., 2012). Esta préatica é de grande importancia social e econémica,
pois possibilita a reducdo dos transtornos ambientais e contribui para a geracao de
rendas. Residuos provenientes da cultura do coco resultantes do seu
processamento industrial como a torta ou farelo do coco, o efluente da casca do
coco verde e principalmente as cascas (fibras ou p6 de coco), sdo materiais ideais
para essa pratica de aproveitamento e se apresentam como excelentes matérias-
prima que podem ser utilizados de varias formas e em diversas areas, como por
exemplo, na agricultura, na medicina, na industria téxtil, dentre outras.

Segundo SENHORAS (2003), a torta do coco ou farelo do coco que € um
subproduto da extracdo do Oleo de coco, pode ser empregado na alimentacdo de
animais, por ser uma ragao rica com 20% de proteinas.

Estudos de OMENA e colaboradores, (2010), analisaram os reflexos da

utilizacéo de farelo de coco na alimentacdo do peixe da tilapia-do-Nilo e concluiram
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que este subproduto do coco pode ser usado como fonte alternativa na alimentacao
destes pescados, pois o valor nutricional e a qualidade para o consumo humano nao
foram alterados.

As cascas de coco (verde e maduro) sédo os residuos de maior importancia da
cultura do coco, a partir do processo de prensagem dessas cascas sao obtidos
subprodutos como o efluente denominado de liquido da casca de coco verde (LCCV)
e as fibras (SIQUEIRA, 2012).

O LCCV apresenta acgucares e alto teor de polifendis em sua composicéo e
pode ser utilizado como fonte nutriente de processos de fermentacdo alcoodlica na
producéo de etanol (TEIXEIRA et al., 2007). Recentemente este efluente tem sido
alvo de algumas pesquisas no sentido de possiveis aplicacdes bioldgicas devido as
propriedades farmacoldgicas e biolégicas que eles apresentam como a sua atividade
antiproliferativa em linfécitos e anti-helmintica (KISZBERG, 2003; ROSA et al.,
2007).

As fibras das cascas de coco sdo constituidas de componentes quimicos
como celulose, hemicelulose e ligninas como principais polimeros naturais (SILVA,
2003). Apresentam um consideravel valor agregado, visto que o mercado deste
produto contribui para a economia de varios paises onde o beneficiamento destas
fibras emprega diversas pessoas, gerando renda local.

Em paises como, por exemplo, a india, o Sri Lanka e a Tailandia, que
segundo a FAO (Food and Agriculture Organization) sdo alguns dos maiores
produtores mundiais deste produto, as fibras sdo tradicionalmente utilizadas para
diversas finalidades como na fabricacdo de produtos artesanais como vassouras,
escovas, tapetes, dentre outros (THEBO et al., 2014).

De acordo com SENHORAS, (2003), as fibras podem ser empregadas no
setor agricola como matéria-prima para a protecdo dos solos e como substratos
agricolas. Além das aplica¢cfes ja mencionadas, as fibras da casca de coco também
sdo aproveitadas na medicina popular. Alguns estudos relatam que em paises como
Brasil e india, por exemplo, essas fibras sdo utilizadas para o preparo de cha no
tratamento de diarreia e compressa feita com o liquido para combater artrites e
outros processos anti-inflamatérios (SILVA et al. 2013; ESQUENAZI et al. 2002;
ALVIANO et al., 2004; RINALDI et al., 2009).
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2.3 Propriedades bioldgicas das fibras das cascas de Cocos nucifera L.

Nos ultimos anos, alguns ensaios foram conduzidos para investigar as
propriedades farmacologicas e biolégicas das fibras da casca de coco, que assim
como outros residuos agroindustriais também podem ser utilizadas como fontes de
compostos bioativos, visto que pesquisas com 0s extratos aquosos e de acetato de
etila obtidos a partir das mesmas indicaram a presenca de flavonoides, xantonas e
taninos condensados (ESQUENAZI et al. 2002; SILVA et al., 2009). Estes
constituintes exercem atividades antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatoria,
analgésica, antitumoral, antimalérica e antioxidante (SILVA et al. 2013).

A Tabela 1 apresenta trabalhos encontrados na literatura que descrevem as
propriedades biologicas encontradas em extratos de fibras das cascas de C. nucifera
L..

Tabela 1 - Propriedades biol6gicas encontradas nas fibras das cascas de Cocos
nucifera L.

(continua)
Resultados Indicacéo terapéutica Referéncias
O extrato aquoso da fibra da casca de C.
nucifera e fracdo acetato de etila, foram ativas __ .
contra Staphylococcus aureus. Presenca de Antimicrobiano SiLvAetal., 2013
compostos fendlicos: catequina,
epicatequinas, dimeros de procianidina e
taninos condensados.
O extrato aquoso da fibra da casca do coco Atividade anti- SILVA et al., 2013
gigante apresentou atividade anti-inflamatoria inflamatoria,
por inibigdo da migracéo celular, ativo contra antimicrobiana e
S. aureus e atividade antioxidante. antioxidante.
O extrato hexanico do mestico foi ativo contra Anti- plasmaédica, ADEBAYO et al.,

o P. falciparum e ndo apresentou toxicidade. hemolitica e citotoxica. 2012
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Tabela 1 - Propriedades biolégicas encontradas nas fibras das cascas de Cocos

nucifera L.

(concluséo)

Resultados

Indicacéo terapéutica

Referéncias

O extrato hexanico foi ativo contra 30 e 0 aquoso
contra 29 diferentes cepas de Listeria.

Ratos tratados com o extrato acetato de etila do
liquido da fibra de C. nucifera demonstraram
auséncia de estimulo imunolégico, porém
apresentaram melhoras.

Ratos tratados com extratos butanoélicos do
liquido da casca do coco verde mostraram
reducdo da carga parasitaria.

Extrato aquoso e fracdes de baixo e alto peso
moleculares da fibra da casca de C. nucifera
agiram como analgésico e inibiram o edema de
pata induzido em ratos.

Os extratos metandlicos do mesocarpo do C.
nucifera foram ativos contra S. aureus e
apresentaram atividade antioxidante.

Fracdes de baixos e altos pesos moleculares

obtidas a partir do extrato aquoso da fibra da

casca de C. nucifera apresentaram atividade
antitumoral.

No tratamento topico de coelhos com o extrato
aquoso indicou auséncia de irritagdo dérmica e
ocular. In vitro teve ac¢ado anti radicalar.

A concentragdo inibitéria minima do extrato
aquoso da fibra de casca de Cocos nucifera inibiu
o0 crescimento do parasita em camundongo.

O extrato aquoso da fibra da casca de C. nucifera
mostrou atividade contra S. aureus.

Antilisterial

Controle da L.
braziliensis

Controle de nematoides
intestinais

Analgésico e  anti-

inflamatério

Antimicrobiano e
antioxidante

Antineoplésico.

Atéxico para a pele e
mucosa ocular. E anti
radicalar.

Potencial leishmanicida

Antimicrobiano

AKINYELE et al.,
2011

FREITAS et. al.,
2011

COSTAetal,, 2010

RINALDI et al., 2009

CHAKRABORTY et
al., 2008

KOSCHEK et al.,
2007

ALVIANO et al., 2004

MENDONCA-FILHO
etal., 2004

ESQUENAZI et al.,
2002

Fonte: Adaptado de FIGUEIRA et al. ( 2013).

De acordo com os dados apresentados na tabela acima, observa-se que a

maioria dos estudos realizados demonstrou que as fibras das cascas de C. nucifera
apresentam diversas atividades biolégicas no tratamento de diversas doencas.
Entretanto, a determinacdo da capacidade antioxidante, ainda é um assunto pouco
explorado. Ha necessidade de mais estudos que determinem o potencial
antioxidante das fibras da casca de coco, visto que o0s antioxidantes sdo essenciais

no combate aos efeitos prejudiciais das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio.
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2.4 Espécies reativas geradas através do metabolismo e as defesas
antioxidantes

Os radicais sé@o espécies quimicas constituidas de um atomo ou associagao
de atomos, possuindo um ou mais elétrons livres ou ndo pareados na sua Orbita
mais externa. Estas espécies, na sua maioria, sdo altamente instaveis, tendo tempo
de meia vida curta, e, quimicamente muito reativas, capazes de reagir com uma
grande variedade de compostos que estejam proximos da sua Orbita externa,
passando a ter uma funcdo oxidante ou redutora (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
2007; COTINGUIBA et al.,, 2013). Sao exemplos de radicais, o anion radical
superoxido (O2*), o radical hidroxila (HO®) e o 6xido nitrico (NO®) (VASCONCELOS
et al., 2006; FRANCA et al., 2013).

Existe um conjunto dos agentes quimicos patogénicos que possuem
reatividade semelhante aos radicais, mas que ndo apresentam elétrons
desemparelhados na ultima camada (CAVALCANTE et al., 2009). Os termos mais
apropriados para classificar esses agentes quimicos s&8o espécies reativas de
oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNS) e incluem o peroxido de
hidrogénio (H202), o anion nitroxila (NO") e o peroxinitrito (ONOO") (VASCONCELOS
et al., 2006; FRANCA et al., 2013).

Entretanto, as EROs sdo as espécies que possuem maior destaque. Elas sao
geradas nas mitocéndrias, membranas celulares e no citoplasma, sendo que a
mitocondria por meio da cadeia transportadora de elétrons € a principal fonte
geradora dessas especies. Podem ser formadas de diferentes maneiras, dentre elas,
durante a reducédo tetravalente do oxigénio a agua, na cadeia de transporte de
elétrons na mitocéndria (BARBOSA et al., 2010; CONTIGUIBA et al., 2013). Durante
este processo, ocorre a formacdo de compostos intermediarios reativos como 0s
radicais O2*", HO®* e o H202. Essas espécies reativas apresentam a capacidade de
reagirem com um grande nimero de compostos que estejam proximos ao local de
sua geracdo (ANDRADE et al. 2010), assim, podem causar danos ao DNA, oxidar
proteinas e lipidios, atacar a membrana celular, gerando lipoperoxidacéo,
acarretando alteracdes na sua estrutura, fluidez e permeabilidade.

A Tabela 2 apresenta as espécies reativas de oxigénio mais importantes e

algumas caracteristicas.
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Tabela 2 - Espécies reativas de oxigénio (ERO) e algumas de suas caracteristicas.

Espécies reativas Caractéristicas

Anion radical superéxido (O2*) Gerado nas mitocdndrias, em solugcdo aquosa é um agente
P 2 oxidante fraco. Pouco reativo.
Radical hidroxila (HO®) E o mais reativo e deletério do organismo, uma vez formado
ndo existe mecanismo de defesa. Modifica o DNA, causa
danos as protéinas e gera peroxidacao lipidica.

Perdxido de hidrogénio (H2032) Formado no organismo humano via amplo numero de
reacdes, formando radicais potentes como HO®.

. . . Reativo e formado a partir de lipidios, proteinas, DNA e

Radical peroxila (RO2*) , b
acucares durante a peroxidagéo lipidica.

Oxigénio singleto (102°) Altanjente ,reatlvo, produzido por reacfes fotoquimicas e
reacdes quimicas.

Produzido no ar atmosférico poluido, é lesivo para o pulméo

Oz6nio (Os) e oxida proteinas, lipidios e DNA.

Fonte: Adaptado de VASCONCELOS et al., (2006); FRANCA et al., (2013); HALLIWELL, (2007).

Espécies reativas de oxigénio/nitrogénio, de cloro, de carbono, de enxofre, e
0s metais de transicdo Fe, Cu, Mn e Zn, sao parte integrante do metabolismo
humano e estdo presentes em condicdes normais, observadas nos processos
fisiolégicos envolvidos na producdo de energia, regulacdo do crescimento celular,
fagocitose, sinalizacdo intracelular e sintese de substancias importantes, tais como
hormbénios e enzimas (VASCONCELOS et al.,, 2014). Porém, quando essas
espécies sdo produzidas em concentracdo excedente ao normal, podem causar
efeitos prejudiciais no organismo.

Para contrabalancear essa producéo e seus efeitos negativos, o organismo
dispde de um eficiente sistema antioxidante que consegue controlar e restabelecer o
equilibrio. O desbalanco entre a producédo descontrolada dessas espécies reativas
ou a deficiéncia do potencial antioxidante do organismo, com predominio dos proé-
oxidantes é denominado estresse oxidativo e nesta situagdo, a presenca das
espécies reativas em excesso pode causar serios danos moleculares, tais como a
lipoperoxidagcdo de membrana, oxidagédo de proteinas, de enzimas, de carboidratos
e de DNA. Por este motivo, as espécies reativas estdo relacionadas com a etiologia
de varias doencas cronicas incluindo doencas cardiovasculares, cancer,
aterosclerose e doencas neurodegenerativas (VASCONCELOS et al., 2007; RAHAL
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et al., 2014; ONDEI et al., 2014). Além de causar sérios danos a saude, essas
espécies reativas interferem de maneira negativa nos processos tecnoldgicos
alimentares por atuarem na deterioracdo, na oxidacdo de Oleos e gorduras,
causando odores e sabores rancosos, diminuindo a qualidade sensorial e o valor
nutricional.

A exposicado do organismo a radicais livres promoveu o desenvolvimento de
varias estratégias de defesa antioxidante, para tolerar ou reparar danos causados
em diversas estruturas celulares.

Esses sistemas de defesas naturais podem ser classificados como
enzimaticos e ndo enziméaticos. Os sistemas enziméticos sdo capazes de bloquear a
iniciacdo da oxidacdo, ou seja, essas enzimas removem as espécies reativas de
oxigénio e sao representados por enzimas produzidas no organismo tais como,
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), superéxido dismutase (SOD). Os
sistemas antioxidantes ndo enzimaticos sdo moléculas que interagem com as
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e sao consumidas durante a reacédo, e
incluem compostos de origens endogena e/ou dietética como a glutationa-reduzida
(GSH), &cido urico, acido ascorbico, acido lipdilco, vitaminas C e E, vitaminas do
complexo B, minerais (Zn, Se) e o0s polifenéis derivados das plantas
(VASCONCELOS et al., 2014).

Os antioxidantes agem nos organismos vivos por meio de diferentes
mecanismos de acdo, tais como: complexacdo dos ions metalicos, captura de
radicais livres, decomposicdo de peroxidos, inibicdo de enzimas responsaveis pela
geragdo de EROs e ERNs (OLIVEIRA et al.,, 2009), como as NADPH-oxidases e
outras, estimulo a expressdo de genes antioxidantes, por ativacdo de fatores de
transcricdo como NrF2 (Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like)2 e outros
mecanismos mais complexos (KUMAR et al., 2011).

De acordo com o mecanismo de acgao, eles podem ser classificados como
primarios e secundarios. Os primarios reagem com ions metélicos, que catalisam o
processo de formacdo de *OH, impedem a geracdo ou sequestram as espeécies
reativas, bloqueiam a etapa de iniciagdo da peroxidacao lipidica, cedem hidrogénio a
um radical lipidico e assumem a forma de radical estavel. Os secundarios diminuem
a taxa de oxidacédo, repdéem atomo de hidrogénio para os primarios, decompdem

hidroperoxidos em espécies ndo radicalares. Este grupo se apresenta subdividido



em sinergistas,

removedores de oxigénio, biolégicos,

antioxidantes mistos (RAMALHO et al., 2006).

A Tabela 3 apresenta os tipos de antioxidantes primarios e secundarios, a

funcdo e exemplos.
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agentes quelantes e

Tabela 3 - Antioxidantes primarios e secundérios funcdo e exemplos.

Tipo de antioxidantes

Funcéo

Exemplos

PRIMARIOS

SECUNDARIOS

Sinergistas

Removedores de
oxigénio

Bioldgicos

Agentes quelantes

Mistos

Promovem a remog¢é&o ou
inativacdo das EROs e ERNSs,
formados na iniciacdo ou
propagacéo da reagéo.

Aumentam as atividades dos
antioxidantes primarios.

Capturam O2 por reagBes quimicas
estaveis.

Removem compostos reativos dos
sistemas alimenticios.

Complexam ions metdlicos que
catalisam a oxidac¢éo lipidica

(Fe?* e Cu™).
Compostos de plantas e animais

usados como antioxidantes em
alimentos.

Polifendis:
Butil-hidroxi-anisol (BHA)
Butil-hidroxi-tolueno(BHT)

Acidos citrico, ascorbico, tartarico.

Acido ascérbico e seus isémeros.

Enzimas: glucose oxidase,
superoxido dismutase e catalase.

Acido citrico e sais de acido
etilenodiaminotetraacético
(EDTA).

Proteinas hidrolisadas,
flavonoides.

Fonte: adaptado de FIGUEIRA, (2012).

2.5 Compostos fendlicos

Compostos fendlicos ou polifendis sdo comumente encontrados em plantas,

nas quais sdo amplamente distribuidos. Polifendis sdo produtos do metabolismo
secundario de plantas e, geralmente estdo envolvidos na defesa contra organismos
patogénicos e radiacdes no ultravioleta. S&o caracterizados por uma estrutura
aromatica, com uma ou mais hidroxilas ligadas ao anel benzénico e classificados de
acordo com o numero de anéis fendlicos em sua estrutura, e podem ser divididos em
classes, tais como: acidos fenolicos, flavonoides, estilbenos e taninos (ARCHELA et
al., 2013).
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Os polifendis tém recebido muita atencdo nos ultimos anos, sdo conhecidos
como antioxidantes de ocorréncia natural e sdo encontrados em alimentos (frutas,
legumes, bebidas, cereais), em cascas de frutas, bagacos, sementes, residuos da
agroindustria, nutracéuticos, medicamentos, e sdo comumente usados como aditivos
para prevengao do processo de oxidagdo em alimentos (OLIVEIRA et al., 2009;
RENE et al., 2010). A sua atividade antioxidante deve-se principalmente as suas
propriedades redutoras e a estrutura quimica. Desempenham papel importante na
neutralizacdo ou sequestro de espécies reativas e quelacdo de metais de transicao,
agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacao do processo oxidativo, em
cadeia (SOUZA et al., 2007).

Os principais compostos fendlicos presentes na dieta humana séo o0s
flavondides e os acidos fendlicos. Os flavonoides séo distribuidos amplamente no
reino vegetal e se encontram presentes em frutas, folhas, sementes e em outras
partes da planta na forma de glicosideos ou agliconas. Possuem como subclasses
especiais os flavandis (catequinas, epicatequinas), flavonadis (miricetina, quercetina),
flavanonas (naringina) e flavonas (apigenina), antocianidinas (cianidina) (Tabela 4)
(ARCHELA et al., 2013), e a sua atividade antioxidante é devida a sua capacidade
de sequestrar espécies reativas em ambientes lipofilico e hidrofilico, atuam como
doadores de &tomos de hidrogénio, inibindo as rea¢des em cadeias e quelam metais
de transicdo, (OLIVEIRA, 2008). Os acidos fendlicos podem ser divididos em

derivados dos acidos hidroxibenzoico e hidroxicinamico (OLIVEIRA et al., 2011).



Tabela 4 - Subclasses especiais de flavondides.

Compostos fendlicos
Classes Compostos Estruturas Fontes
naturais
] ~.OH
(+)-Catequina |
Flavandis Hom‘ Z0H
OH 5 s
OH Mac4, ché verde,
- vinho tinto e chi
HO. o} O preto
(-)-Epicatequina O or
'OH
OH
Flavonéis Pitanga, caju,
Miricetina ma(;éi7 ameixa1
uva, cebola,
oo cascas de frutas,
acerola e cascas
) de frutas,
Quercetina
Flavanonas Naringina HO o oH Frutas citricas
OH O
Flavonas Apigenina Ho o Casca de mac3,
pig aipo
oH O
Antocianidina Cianidina OH Cereja, uva,

OH

morango, amora,

repolho roxo e acai

Fonte: AUTORA, 2015.
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2.6 Residuos agroindustriais como fontes naturais de antioxidantes

As frutas tropicais, verduras, vegetais e cereais apresentam em sua
constituicdo compostos com acao antioxidante dos quais se destacam os fendlicos,
carotendides, tocoferéis, acido ascorbico (INFANTE et al., 2013). Estudos tém
mostrado que uma dieta rica nesses alimentos tem contribuido para a prevencéo de
doencas cronicas e degenerativas (OLIVEIRA et al., 2009). A crescente demanda
social por produtos naturais, biologicamente ativos dentre os quais 0s antioxidantes
naturais, de baixo custo e que contribuam para a melhoria da qualidade de vida, tem
gerado atualmente um elevado interesse de pesquisadores em explorar novas
fontes que apresentem essas caracteristicas como os residuos de processamento
agroindustriais (ALVES et al., 2013; DAIUTO et al., 2014).

Dentre os residuos agroindustriais mais comumente encontrados destacam-
se as cascas, sementes e bagacos, que na maioria das vezes sdo desperdicados de
maneira inadequada causando danos ao meio ambiente ou destinados para a
alimentacéo de animais. De acordo com HUBER e colaboradores (2012) e ARBOS e
colaboradores, (2013), a maior parte destes residuos sao ricos em fibras, vitaminas,
minerais e compostos fendlicos que sao antioxidantes, e podem ser utilizados como
fontes alternativas de compostos bioativos, visto que os antioxidantes possuem larga
aplicacao nos setores farmacéutico, cosmético e nutricional, além de servirem como
aditivos naturais em alimentos.

A Tabela 5 apresenta alguns estudos realizados para a avaliacdo da
capacidade antioxidante e a presenca de compostos fendélicos em residuos

agroindustriais e vegetais.

Tabela 5 - Avaliagcédo da capacidade antioxidante e presenca de compostos fendlicos
em residuos agroindustriais e vegetais.

(continua)

Residuos da
agroinddstria e de Principais resultados Referéncias

vegetais.

Os extratos hidroalcodlico das cascas apresentaram
Residuos de manga elevada atividade antioxidante quando comparado com os HUBER et al.,
uba antioxidantes sintéticos butil-hidroxianisol — BHA, buti- 2012
hidroxitolueno — BHT
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Tabela 5 - Avaliacdo da capacidade antioxidante e presenca de compostos fendlicos
em residuos agroindustriais e vegetais.

(concluséo)

Residuos da

agroinduistria e de Principais resultados Referéncias
vegetais.
Bagacos de uvas Os extratos aquosos exibiram elevada capacidade MELO et al.,
Isabel, Verdejo e de antioxidante e a presenca dos compostos fendlicos: acido 2011
goiaba galico, quercetina e epicatequinas nos trés extratos.
Farinhas de residuos de Os extratos metandlicos apresentaram capacidade OLIVEIRA et
acerola, maracuja e antioxidante, sendo 0s mais promissores 0s extratos da al., 2008
abacaxi farinha de acerola e maracuja.

Fonte: AUTORA, (2015).

Outros estudos demonstram que os residuos gerados pelas agroindustrias e
de uso doméstico, como as cascas, sementes, polpas, de frutas e vegetais como,
por exemplo: abacate (Persea americana Mill), jaboticaba (Myrciaria cauliflora),
gabiboraba (Campomanesia sp.), noni (Morinda citrifolia Linn.), sementes do mamé&o
(Carica papaya L.), sdo fontes naturais de antioxidantes (DAIUTO et al, 2014;
GURAK et al., 2014; ALVES et al., 2013; COSTA et al., 2013; JORGE et al., 2008)

KIAT e colaboradores (2014) avaliaram a capacidade antioxidante e o perfil
quimico dos extratos hidrometandlicos das cascas e sementes de abdbora,
améndoa e damasco. Os resultados mostraram que todos 0s extratos possuem
atividade antioxidante e nas andlises do perfil quimico revelaram compostos
fenolicos como os acidos cafeico e vanilico nos extratos de damasco e acido
vanilico em sementes de abdbora. Os autores sugerem que estas amostras podem
ser fontes naturais de antioxidantes.

KHONKARN e colaboradores, (2010) avaliaram a atividade antioxidante das
fracOes acetato de etila e metanol das cascas de rambotd (Nephelium iappaceum),
coco (Cocos nucifera) e mangostdo (Garcinia mangostana), utilizando os métodos
de ABTS e FRAP. Os resultados mostraram que 0s extratos possuem elevada
capacidade antioxidante, considerada maior que a vitamina E, e o0s autores
atribuiram isso a presenca de compostos fendélicos nas amostras.

SOONG e colaboradores (2004) determinaram a atividade antioxidante e o

total de fendis dos extratos de sementes de abacate, manga, jaca e tamarindo.



34

Todas as sementes apresentaram capacidade antioxidante e o teor total de fendis se
mostrou maior que na parte comestivel das frutas.

Neste contexto, residuos gerados da cultura do coco como as cascas,
também podem ser aproveitadas por apresentar um grande potencial bioldgico,
mencionado anteriormente no contexto deste trabalho. Alguns estudos com extratos
obtidos a partir de fibras das cascas de coco detectaram através de técnicas
cromatograficas que estes residuos possuem flavonoides, acido ferdlico e
compostos fenolicos (ESQUENAZI et al., 2002; DEY et al., 2003; SILVA et al., 2013),
esses compostos podem capturar radicais livres, conferindo-lhes potentes
caracteristicas antioxidantes.

Esses dados despertaram interesse no grupo em avaliar a capacidade
antioxidante e analisar o perfil quimico dos extratos etandlicos das fibras da casca
de coco de quatros variedades, visto que a utilizacdo dessas amostras surge como

uma fonte alternativa de antioxidantes.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Determinar a capacidade antioxidante, potencial redox e perfil quimico dos

extratos etandlicos da fibra da casca de coco (Cocos nucifera L. (Palmae)),
provenientes do estado de Alagoas.

3.2

Objetivos Especificos

Avaliar o conteudo total de fendis e a capacidade redutora dos extratos
etandlicos da fibra da casca de coco das variedades ando amarelo, ando verde,
gigante e hibrido, utilizando os métodos de Folin-Ciocaulteu, DPPH', FRAP e
CUPRAC;

Determinar o poder de inibicdo da peroxidacéo lipidica in vitro dos extratos
etandlicos da fibra da casca de coco das variedades ando amarelo, ando verde,
gigante e hibrido como indice de protecdo de membranas celulares frente ao
radical peroxila;

Determinar o potencial redox das amostras por meio de investigacdo
eletroquimica;

Identificar compostos fendlicos dos extratos etandlicos da fibra da casca de
COCO e suas respectivas fragoes.
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4.1 Reagentes, solventes e equipamentos

Para o presente trabalho foram utilizados os seguintes reagentes e solventes

(Tabela 6).

Tabela 6 - Reagentes e solventes utilizados no trabalho.

Reagentes e solventes

Marca

Quercetina, epicatequina, acidos cafeico, ferdlico,
clorogénico, vanilico, e ascorbico, resveratrol,
reagente de Folin-Ciocalteu, DPPH* (2,2- difenil-1-
picril-hidrazila), TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-5-tiazina),
tris (hidroxi — metil) aminometano, Trolox® (acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico), cloreto
de cobre (1), 4cido cloridrico, neocuproina (2,9-
dimetil-1,10-fenantrolina), acetato de amonio,
MWCNT (nanotubos de carbono de paredes
multiplas) e acido xanturénico.

Sonda Bodipy C11 581591 (4cido 4,4-difluoro-5-(4-
fenil-1,3-butadienil)-4-bora-3a,4a-diaza-sindaceno-3-
undecandico).

Acetonitrila para HPLC, EDTA.

Metanol, Etanol, Hexano, acetato de etila, acido
galico e &cido acético glacial.

Cloreto férrico hexa-hidratado e acetato de sodio.

Carbonato de sodio anidro

Sigma Aldrich Brasil Ltda.

Molecular Probes (Ontario, Canada)

Acros Organics (Brasil)

Vetec Quimica Fina Ltda (Brasil).

CRQ (Cromato Produtos Quimicos Ltda)

Reagen Quimibras Industrias Quimicas
S.A (Brasil)

Fonte: AUTORA, 2015.

Todos os reagentes sdao de grau analitico e os tampdes foram preparados

com agua purificada (18 MQ cm) de um sistema de purificacdo Milli — Q da Millipore

Inc. As vidrarias utilizadas foram de uso exclusivo, sendo lavadas com etanol a 70%

(v/v), antes e apds a sua utilizagao.

A Tabela 7 apresenta a lista de equipamentos utilizados no presente trabalho.



Tabela 7- Equipamentos utilizados.
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Equipamentos

Marca

Espectrofotbmetro UV-vis
Espectrofluorimetro
Rotaevaporador
Balanga analitica (0,01mg/ 0,1mg)
Agitador de solugbes
Ultrassom
Aquecedor
pH metro (0,001 pH e 0,1 mV)
Potenciostato
Estufa
HPLC

Bomba de vacuo

Mutispec - 1501 Shimadzu, Japao.
Spex Fluorolog - 1681®
BUCHI R-210
Mettler Toledo AG 245
Phoenex AP-56
Cristofoli
BiomiXer 78 HW-1

Quimis Aparelhos Cientificos LTDA

PGSTAT — 30 Eco Chemie da AUTOLAB

TECNAL — TE — 394/1

Shimadzu modelo 20A

Emerson — Motor Division ST Louis, MO. USA

— CASSKXDJW — 2137 CAT

Fonte: AUTORA, 2015.

Os experimentos foram realizados no laboratério de Eletroquimica do Instituto

de Quimica e Biotecnologia (IQB) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL),

exceto as analises de peroxidacédo lipidica que foram realizadas no Laboratério de

Radicais Livres e Bioluminescéncia, localizado no Departamento de Bioguimica da

USP.
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A Figura 3 mostra a rota experimental utilizada no presente trabalho.

Figura 3 - Rota experimental simplificada utilizada neste trabalho.

Coleta das amostras
|
Po dafibrade cascade
Coco
|
Extracdo
|
Secagem
Fenois DFPH Estudo eletroquimico Partic&o
totais FRAP Woltametria Ciclica |
CUPRAC
Teste de Lipoperoxidacio CLAE

Fonte: AUTORA, 2015.

42 Métodos

4.2.1 Coleta das amostras e preparo dos extratos etandlicos

As fibras da casca das quatro variedades de Cocos nucifera L. ando amarelo
(maduro), ando verde (fase jovem), gigante (maduro) e hibrido (maduro) foram
coletadas em Maceid, Alagoas, Nordeste do Brasil. As plantas foram identificadas
pela botanica Rosangela P. L. Lemos e as amostras foram depositadas no herbario
do Instituto do Meio Ambiente, Estado de Alagoas, Brasil. As cascas foram
processadas (40 °C), secas e transformadas em pd, separadamente. Os extratos
etandlicos deste p6 (400 g) (Figura 4 (a)) foram preparados por percolacdo com 6 L
de etanol por 72 h, por duas vezes (Figura 4(b)). Os extratos etandlicos foram
concentrados, utilizando-se o rotaevaporador (Buchi Rotavapor R-114) (Figura 4 (c))

a 35°C e armazenados em recipiente de vidro e mantidos em refrigeragéo a 4°C.
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Figura 4 - P6 da fibra de casca de coco (a), P6 da fibra em percolador (b) e

concentracdo do extrato em rotaevaporador (c).

(@)

Fonte: AUTORA, (2015).

4.2.2 Determinacao do contetdo de fendis totais

4221 Método de Folin — Ciocaulteu

O reagente de Folin-Ciocaulteu (RFC) consiste de mistura dos acidos
fosfomolibidico e fosfotungstico, no qual o molibdénio e o tungsténio encontram-se
no estado de oxidacdo (VI) (cor amarela), porém, em presenca de certos agentes
redutores, como 0s compostos fendlicos, formam-se os chamados molibdénio azul e
tungsténio azul, nos quais a média do estado de oxidacdo dos metais esta entre 5
(V) e 6 (VI) e cuja coloragdo permite a determinagdo da concentragdo das
substancias redutoras.

A Figura 5 mostra que, em meio basico, o acido géalico (composto fendlico) é
desprotonado gerando o anion carboxilato. Em uma reagéo de oxirredugédo entre o
anion e RFC, o metal sofre redugcéo a Mo (V) e o meio reacional muda de coloragéo
amarela para azul (SINGLETON, ORTHOFER & LAMUELA-RAVENTOS, 1999;
HUANG, Ou & PRIOR, 2005; MACDONALD-WICKS, 2006).
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Figura 5 - Reacdo do acido gélico em presenca do molibidato, componente do
reagente de Folin-Ciocaulteu

COOH [olale)
MNa l!(.‘(]_]
HO OH HO H
OH OH
=nal COO-
+2 Mo (V1) _h._ +2 Mo (V) +2 H+
OH o

Fonte: Adaptado de Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventds (1999).

A concentracdo dos compostos fenolicos dos extratos etandlicos de fibra de
casca de coco nas variedades ando amarelo, ando verde, gigante e hibrido, foi
determinada utilizando método do reagente de Folin-Ciocaulteu (RFC), como
descrito por CICCO e colaboradores (2009) com algumas modificacdes. As amostras
foram diluidas em etanol (10 yg mL?). Em tubos de ensaio foram colocadas
aliquotas de 120 pL dos extratos com 180 pL de agua Milli Q. Em seguida, foram
adicionados, 300 puL de RFC e, apds 2 min, 2,4 mL de carbonato de sodio a 5%
(m/v) totalizando um volume de 3 mL. Os tubos foram agitados em um vértex e
mantidos no escuro em banho-maria a uma temperatura de 40°C por 20 min. Em
seguida, uma aliquota de 3 mL da amostra foi colocada em cubeta de quartzo
(capacidade = 3 mL; caminho 6ptico = 1 cm) e medida a absorvéncia a 760 nm,
usando um espectrofotémetro (UV-vis modelo Mutispec-1501 Shimadzu, Japéo). O

mesmo procedimento foi realizado utilizando 120 uL de etanol como branco.

4.2.2.2 Preparo da curva analitica com o acido galico

Foi preparada uma curva analitica a partir da solugédo etandlica do padréo de
acido galico (1,12 — 10,53 mgl L), a partir de aliquotas de diferentes volumes de

concentragdes estabelecidas. A curva analitica foi construida a partir do programa
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Origin 8.0 (UFAL), onde foi efetuada a regresséao linear e obtida a equacéo da reta [y
= a + b.x], relacionando a concentracdo de acido galico e absorvéncia de cada
medida a 760 nm. O conteudo de fendis totais foi obtido a partir da curva de
calibracdo (Figura 6) e expresso como massa de equivalentes de acido galico por

grama do extrato (mg de EAG/q).

Figura 6 - Curva de analitica com acido galico. Medidas em absorvéncia, A = 760 nm,
do complexo formado entre o reagente de Folin-Ciocaulteu e o padrdo acido galico.
Experimento realizado em triplicata (N = 3).

12 A760=-0,02523 Cpg +0,11133
{ R®=0,9087

1,0 1

0.8

A 06 -

0.4

0,2

OVO T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Concentragao de Acido Galico mg L™

Fonte: AUTORA, 2015.

4.2.3 Capacidade antioxidante frente ao radical DPPH'’

Este método consiste em avaliar a capacidade sequestradora do radical 2,2-

difenil-1-picril-hidrazila (DPPH'). A molécula de DPPH' é caracterizada como um
radical livre estavel em virtude da deslocalizacdo do elétron desemparelhado por
toda a molécula e esse fato confere a esta molécula uma coloracdo purpura que
absorve em comprimento de onda de 516 nm (OMENA et al., 2012; ALAM et al.,
2013). Por acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar (R*), o DPPH* é
reduzido formando 2,2-difenil-picril-hidrazina (DPPH-H) (Figura 7), de coloracao
amarela, com o consequente desaparecimento da banda de absorgcéo, sendo a
mesma monitorada pelo decréscimo da absorvéncia (BERTONCELJ et al.,2007:
OLIVEIRA et al., 2009).
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Figura 7 - Reacdo de reducdo de DPPH' por um antioxidante.
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Fonte: Adaptado de FERREIRA, 2013.

A determinacdo da capacidade antioxidante dos extratos etandlicos de fibra
de casca de coco nas variedades ando amarelo, ando verde, gigante e hibrido, foi
feita de acordo com SAANCHEZ-MORENO e colaboradores 1999 com algumas
modificacdes.

A capacidade antioxidante foi determinada monitorando-se a reagao entre o
radical livie DPPH' e os extratos, através da medida do decréscimo da absorvéncia
a 516 nm, em espectrofotbmetro (UV-vis modelo Multispec — 1501 Shimadzu,
Japao). O metanol PA foi utilizado como branco.

4.2.3.1 Medidas da capacidade antioxidante das amostras

Solucdes etandlicas dos extratos etandlicos de fibras de cascas de coco nas
variedades ando amarelo, ando verde, gigante e mestico foram preparadas na
concentragdo de 10 ug mL1. No preparo das misturas reacionais foram utilizados 0,3
mL da solucdo da amostra e 2,7 mL da solucdo metandlica de DPPH', na
concentracdo de 40 pg mL* e suas medidas de absorvéncia foram feitas a 516 nm.
Primeiramente, fez-se um branco com 0,3 mL da solucdo do extrato da amostra ou

do padrao e 2,7 mL de metanol.
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A percentagem da capacidade sequestradora de radicais do DPPH (% RSA -

DPPH') de cada extrato foi calculada da seguinte forma, equacéo 1:

% de RSA = (1-Ac/ Ap) x 100, Equacéo 1

Onde: Ac € a absorvéncia da solu¢cdo quando o extrato foi adicionado a uma

concentragéo particular em 30 min, Ap € a absorvéncia da solugédo de DPPH'. Todas
as reacoes foram realizadas em triplicata.

A 1Cso (concentragdo da amostra ou padrdo que causa 50% de inibicdo da
concentracdo inicial de DPPH) foi obtida graficamente usando uma curva de
calibracdo na faixa linear pela plotacdo da concentracdo versus o efeito
sequestrante correspondente. A ICsoou 1% (porcentagem de inibicdo) durante 30 min

foi calculada segundo Scherer e Godoy (2009), utilizando a equacéao 2:

1% = [(Abso - Abs1) / Abso] x 100, Equacéao 2

Onde: Abso é a absorvéncia do controle e Absi é a absorvéncia na presenca do

composto de teste. Todas os ensaios foram realizadas em triplicata.

4.2.4 Capacidade antioxidante pelo método de reducéo de ferro — FRAP.

O método se baseia na medida direta da habilidade dos antioxidantes
(redutores) da amostra em reduzirem em meio acido (pH = 3,6) (BENZIE et al.,
1999; RUFINO et al., 2006; SUCUPIRA et al., 2012) o complexo [Fe (Ill) (TPTZ)2%]
para formar Fe (Il), coloracdo azul, em comprimento de onda de 595 nm. A equacao
relativa ao processo pode ser vista na Figura 8.
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Figura 8 - Reducéo do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe (llI).
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Fonte: HUANG et al., 2005.

Para a determinacdo da capacidade antioxidante por reducdo do ferro em
extratos etanodlicos de fibra de casca de coco nas variedades ando amarelo, ando
verde, gigante e hibrido, foi utilizado o procedimento descrito por (BENZIE et al.
1996), com algumas modificacdes.

Foram transferidos para um tubo de ensaio uma aliquota de 90 pL de cada
diluicdo das amostras dos extratos etandlicos (10 ug mL1), 270 yL de agua destilada
e 2,7 mL do reagente FRAP, que foi preparado no momento da andlise através da
mistura de 25 mL de tampéo acetato (300 mmol L%, pH 3,6), 2,5 mL solugéo TPTZ
(10 mmol Lt em HCI 40 mmol L) e 2,5 mL da solucéo de FeCls.6H20 (20 mmol L),
Em seguida, agitaram-se os tubos com tampas em um vortex e estes foram
mantidos em banho-maria a 37 °C durante 30 minutos. As medidas de absorvéncia
foram realizadas em um espectrofotometro a 595 nm. Utilizou-se o reagente FRAP
como branco para calibrar o equipamento.

A curva de analitica (Figura 9) foi preparada com o padrédo Trolox (0,15 - 30
pumol L) e os resultados foram expressos em pumol de equivalentes trolox (ET)/ g do

extrato seco.
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Figura 9 - Curva de analitica de FRAP, Medida em absorvéncia a A = 595 nm.
Experimento realizado em triplicata. (N = 3)
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4.2.5 Capacidade antioxidante pelo método de reducdo de cobre — CUPRAC

0 5 10 15 20 25 30

Concentragao de Trolox (umol L™)

O metodo se baseia na transferéncia de elétrons que ocorre na reducédo de

Cu(ll) a Cu(l) por redutores (antioxidantes), e a capacidade antioxidante é

mensurada com base na medicdo da absor¢cdo do quelato formado Cu(l) e

neocuproina (Nc) como resultado da reacao redox entre o antioxidante e o reagente

CUPRAC, Cu(ll) e neocuproina (Nc), medindo a absorvéncia no comprimento
méaximo de 450 nm, (HUANG et al., 2005; APAK et al., 2007; OZYUREK et al., 2011;

OMENA, 2012); A Figura 10 representa a reacao que ocorre em solucao.
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Figura 10 - Reduc¢éo do Cu (ll) para Cu (I).
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Fonte: OZYUREK et al., 2011.

Para a determinacdo da capacidade antioxidante por reducdo do cobre em
extratos etanodlicos de fibra de casca de coco nas variedades ando amarelo, ando
verde, gigante e hibrido foi determinada segundo (APAK et al.,2004), com algumas
modificacdes.

No preparo das misturas reacionais, colocou-se em um tubo de ensaio 1 mL
de CuCl2 (solugdo aquosa) (1,0 x 102 mol.Lt ), 1 mL de neocuproina (solucédo
etandlica) (7,5 x 102 mol L?), 1 mL de tampdo NHiAc (1 mol L%, pH = 7,0) e
homogenizou-se em voértex. Em seguida, adicionou-se 500 puL das amostras de
extratos etanolicos de fibra de casca de coco (10 ug mL?) e 600 pL de agua.

As medidas foram realizadas em um espectrofotdmetro UV-vis a 450 nm apds
ter aguardado 1 hora a reagcao acontecer em temperatura ambiente.

A curva de analitica (Figura 11) foi preparada com trolox (0,6 - 73 pmol L?)
como padrao, e os resultados foram expressos em pumol equivalentes de trolox / g de

extrato seco.
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Figura 11 - Curva de calibracdo CUPRAC. Medida em absorvéncia a A = 450 nm.
Experimento realizado em triplicata.
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Fonte: AUTORA, 2015.
4.2.6 Avaliacdo das amostras como inibidoras da lipoperoxidacao

A capacidade antioxidante dos extratos etandlicos de fibras de cascas de
coco foi avaliada através de um modelo de peroxidacédo lipidica mediada por um
radical peroxila gerado pelo azo composto AAPH, utilizando uma membrana
biomimética (lipossomas unilamelares de lecitina de soja) acoplada a sonda
fluorescente C11 — BODIPY 58591 que apresenta sensibilidade ao radical peroxila,

(OLIVEIRA et al. 2009).

4.2.6.1 Preparacao das vesiculas unilamelares

Vesiculas unilamelares de fosfatidilcolina de soja (1 mmol L?%) foram
preparadas por extrusdo em 10 mL de tampéao fosfato (50 mmol L, pH 7,4), como
descrito por (MACDONALD et al.,, 1991), com a incorporacdo adicional da sonda
fluorescente C11 — BODIPY 581591 (107 mol.L'Y) em DMSO (DRUMMEN et al., 2002).
Durante esta etapa ocorre a formacao dos lipossomas multilamelares. A disperséo
multilamelar foi obtida através de sistema de extrusdo (Figura 12) de membrana
tendo 100 nm de diametro de poros, a 25°C. Os lipossomas multilamelares foram
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passados por 15 vezes no sistema de extrusdo, para produzir lipossomas
unilamelares marcados com a sonda Ci11 — BODIPY 581591 com diametro com 100 nm
de didmetro. O tamanho das particulas foi confirmado por modelo Nanotrac-Zetatrac,
NPA 151-31A — D30-10M.

Figura 12 - Sistema de extrusdo de membrana

Fonte: AUTORA, 2015.

4.2.6.2  Monitoramento da inibicdo da peroxidacéo lipidica usando amostras de
coco

Este monitoramento foi feito a 37 °C usando um espectrofluorimetro Fluorolog
Spex 1681®. Em uma cubeta de quartzo de 1 mL foram misturadas quantidades
adequadas de vesiculas unilamelares, tampéao fosfato pH 7,4 e amostra do extrato
de coco (concentracao final de 10 pg mL? ) ou controles positivos (Trolox - 10 pmol
L, vitamina C - 100 pumol L*? e resveratrol — 100 pmol L1). O tampéo e o etanol
foram usados como controle negativo. A reacao foi iniciada com adicdo de 100 pL de
AAPH (100 mmol L1). A medida do decaimento da fluorescéncia (Aexcitacago = 580 nm,
Aemisssgo = 600 nm) foi realizada em uma cinética de 30 minutos. Foi utilizada como
branco, uma solucdo de 800 uL do lipossoma com a sonda, 100 uL do tampé&o e 100
uL do AAPH.
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4.2.7 Métodos eletroquimicos

Os experimentos eletroquimicos foram realizados utilizando a técnica de
voltametria ciclica (VC) Os experimentos foram realizados em uma cela
eletroquimica com um sistema de trés eletrodos sendo o eletrodo de referéncia, um
de Ag/AgCI (KCI saturado), um fio de platina como eletrodo auxiliar e um eletrodo de
carbono vitreo (BAS, diametro 3,0 mm) como eletrodo de trabalho ou um eletrodo de
carbono vitreo modificado com &cido poli-xanturénico / nanotubos de carbono de
paredes multiplas, (do inglés multi-walled carbon nanotubes, MWCNT). As medidas
eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato modelo PGSTAT — 30 Eco
Chemie da AUTOLAB (Utrecht, Holanda) acoplado a um microcomputador utilizando
o software GPES 4.9, e o tratamento posterior dos dados foi realizado por meio do

programa Origin 6.0. Tais medidas foram realizadas a temperatura ambiente.

4.2.7.1 Limpeza do eletrodo de carbono vitreo (ECV)

O eletrodo de carbono vitreo passou por uma limpeza manual de polimento
para eliminar possiveis impurezas adsorvidas na superficie do eletrodo antes das
analises. Este eletrodo foi polido com pasta de diamante Fortel (1/4 micron) e lavado
com &gua; posteriormente foi levado ao ultrassom por 30 s em etanol para remoc¢ao
das particulas residuais. Ap6s o procedimento de limpeza do eletrodo de carbono
vitreo, realizou-se o teste com solucdo padrdo de ferricianeto de potassio
(K3[Fe(CN)g])/ ferrocianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s].3H20) 1,0 x 102 mol L' em KCI
0,1 mol L%, para verificar a area eletroativa do eletrodo. Em seguida, o eletrodo foi
utilizado para avaliar o comportamento eletroquimico dos extratos etandlicos de fibra

de casca de coco.

4.2.7.2  Analises dos padrées e amostras usando ECV

Apo6s o procedimento de limpeza, o ECV foi utilizado para avaliar o
comportamento eletroquimico de diferentes padrbes com capacidade antioxidante e

dos extratos etandlicos das fibras da casca do coco.
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As solucdes etandlicas dos padrées fendlicos foram preparadas na
concentracdo de 2,5 mmol L, imediatamente antes de sua utilizagdo no estudo
eletroquimico em meio proético, para evitar eventuais instabilidades de fendis. Destas
solugdes, retirou-se uma aliquota de 200 uL ajustando o volume final para 4,8 mL
com solucéo tampéo pH 7,0 (0,2 mol L1), resultando na concentracédo de 0,10 mmol
L1 na cela eletroquimica.

Para os extratos etandlicos das fibras da casca do coco, uma solucéo estoque
foi preparada em concentracdo de 470 ug mL! em etanol. A partir desta solucéo,
uma aliquota de 200 pL foi misturada com 4,8 mL de tampéo fosfato pH 7,0,
resultando em uma concentracédo final de 18,8 ug mL* na célula eletroquimica. Para
as medidas de VC, a faixa de potencial variou de -0,2 a +1,20 V vs. Ag|AgCI|CI- (0,1
mol L1), e a velocidade de varredura foi de 100 mV s,

4.2.7.3 Preparacao do eletrodo de carbono vitreo modificado (ECV/MWCNT)

O ECV foi polido manualmente com alumina (¢ = 1 um), lavado com agua
Milli-Q, levado ao ultrassom por 30 segundos em etanol e lavado novamente com
agua. Apés o procedimento de limpeza do eletrodo de carbono vitreo, realizou-se o
teste com solucdo padrao de ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s])/ ferrocianeto de
potassio (Ka[Fe(CN)s].3H20) 1,0 x 10 mol L't em KCI 0,1 mol L, para verificar a

area eletroativa do eletrodo.

Para a modificacdo do eletrodo de carbono vitreo com MWCNT, em um
eppendorf foram pesados 2 mg de MWCNT e adicionado 1 mL de DMF, agitado e
deixado por 2 h no ultrassom para a completa disperséo, 10 puL da dispersao de
MWCNT em DMF foram depositadas sobre a superficie do ECV em aliquotas de 1
uL, sempre esperando secar a 80°C em estufa para adicdo da aliquota seguinte
(SILVA et al., 2010).

Antes do procedimento de ativacdo do ECV/MWCNT com acido xanturénico
(AX), primeiramente foi feita uma solugdo do acido xanturénico onde 6,1 mg do
mesmo foram misturados com 450 pL de NaOH (0,1 mol L) e 550 pL de agua Milli-
Q. Apbs essa etapa, o eletrodo de ECV/IMWCNT preparado, foi lavado com agua
Milli-Q e colocado numa cela eletroquimica em uma solucdo tampéo fosfato pH 5,5

(0,1 mol L) onde foram realizadas varreduras sucessivas utilizando a técnica de
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voltametria ciclica a 50 mV s numa faixa de potencial -0,5 a 1,0 V vs Ag|AgCI|CI-
(0,1 mol L1), este resultado foi chamado de branco. Antes da etapa de
polimerizacao, a solugdo tampéao foi desaerada por 10 min. Apés esta etapa 100 pL
de AX foram adicionados nesta célula (resultando em uma concentracdo de 120
umol L2, desaeragdo por 3 min), e 10 ciclos foram feitos nas condicdes ja
mencionadas, esta etapa foi chamada de polimerizacdo do A, obtendo assim o
ECV/MWCNT/poli-AX.

4.2.7.3.1 Andalise das amostras usando eletrodo de carbono vitreo modificado
(ECV/IMWCNT)

Antes da andlise das amostras foi realizado um branco do eletrodo de
carbono modificado em 5,0 mL de tampéao fosfato 0,1 mol L, pH 7,0 numa faixa de
potencial -0,2 a +1,2 V vs Ag|AgCI|CI- (0,1 mol L') a 100 mV s. 200 pL da solucéo
estoque da amostra foram misturados com 4,8 mL de tampao fosfato pH 7,0,
resultando numa concentracdo de 190 pg mLt na célula eletroquimica. Para as
medidas de VC, a faixa de potencial variou de -0,2 a +1,20 V vs. Ag|AgCI|CI- (0,1 mol
L-1).

Uma curva padrdao de AUC (area under the curve) vs concentracdo de
Quercetina (2,5 - 62,5 umol L) foi feita utilizando ECV/IMWCNT/poli-AX, numa faixa
de potencial de -0,25 a +0,80 V a 50 mV s, (Figura 13) visando expressar 0S
resultados dos extratos etanodlicos da fibra da casca de coco como mg de

equivalentes de quercetina (EQ) por g de extrato seco (mg EQ g extrato seco).
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Figura 13 - Curva de calibracédo de valores de AUC obtido para quercetina via VC (2,5 -
62,5 umol L) em (ECV/IMWCNT/poli-AX) em 50 mV s* em tampéo fosfato 0,2 mol L,
pH 7,0. Insert: VC em diferentes concentracdes de Quercetina.
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Fonte: AUTORA, 2015.

4.2.8 ldentificacdo de compostos fendlicos

428.1 Fracionamento dos extratos etanolicos das fibras das cascas do coco

Os extratos etandlicos das fibras das cascas de coco das variedades anéo
verde, ando amarelo, hibrido e gigante, foram solubilizados em metanol e seus
componentes foram submetidos a um fracionamento utilizando a técnica de extracdo
liquido - liquido com solventes de polaridades diferentes. A particédo foi realizada em
um funil de separacéo, utilizando os solventes hexano e acetato de etila, obtendo-se
as fracdes hexanica (Fr-Hex), acetato de etila (Fr-Aceot) e hidrometandlica (Fr-
Hmet). Todas as fracbes foram concentradas em um rotaevaporador, a 50 °C.

A Figura 14 apresenta o fluxograma com a rota experimental do
fracionamento dos extratos etandlicos das fibras da casca de coco de quatro

variedades.
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Figura 14 - Rota experimental do fracionamento dos extratos etandlicos da fibra da

cascade coco.
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Fonte: AUTORA, 2015.

4.2.8.2 Anélise das amostras usando CLAE — UV/DAD

As analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram
realizadas de acordo com PENG et al., 2001, com algumas modificacbes. Neste
trabalho, a técnica de CLAE foi utilizada para a identificacdo de compostos fenélicos
nos extratos etanodlicos das fibras da casca de coco ando amarelo, ando verde,
gigante, hibrido e nas fracfes das variedades de coco ando amarelo (aa), anao
verde (av), gigante (gi) e hibrido (hi) obtidas a partir do fracionamento mencionado
anteriormente. Apés estabelecer a metodologia utilizada com os extratos etandlicos,
foram feitos varios testes com as fracdes e observou-se que as fracdes acetato de
etila (Fr-Aceot) das quatro variedades de coco, dentre as outras, foram as que
apresentaram melhores separagdes. Entdo se resolveu usar estas fracdes como as

de trabalho. A identificacdo foi realizada a partir da comparacdo dos tempos de
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retencdo dos padrbes fendlicos (&cidos cafeico, clorogénico, galico, ferulico e
vanilico, catequina, epicatequinas, epigalocatequina, quercetina) e amostras.

Nos procedimentos, primeiramente foi preparado o solvente A da fase movel:
(dgua purificada Milli-Q acidificada com acido acético a 0,1% (v/v)), filtrado em
bomba de vacuo e armazenado em recipiente de vidro, o solvente B utilizado foi a
acetonitrila grau CLAE.

Para o preparo das amostras, solu¢des dos extratos etandlicos e Fr-Aceot das
quatro variedades de coco em concentracdo de 4 mg / 0,5 mL foram solubilizadas
em 250 pL do solvente A e 250 puL do solvente B da fase movel. Em seguida foram
filtradas com o auxilio de microfiltro e seringa de vidro. Para o preparo das solucdes
dos padrbes fendlicos (0,10 mg / 0,5 mL) os procedimentos foram 0s mesmos
mencionados para as amostras. Apos esta etapa 20 pL de cada solucédo (amostras e
padrdes) foram injetados em Cromatdgrafo Shimadzu, modelo — 20A, em triplicata.

A Tabela 8 apresenta as condi¢fes utilizadas para as analises das amostras e

padrdes fendlicos por CLAE.

Tabela 8 - Condi¢des de analises por CLAE — UV/DAD.

(continua)
Dados Condicéo
Coluna RP C18 (250 mm x 4,6 mm)
Vazao 0,4 min/mL
Temperatura 30°C
Comprimento de onda 280 nm
Detector Uv — vis
Volume de injecéo 20 L

e gradiente A: 4gua purificada Milli-Q
Fase movel acidificada com acido acético a 0,1% (v/v)

e gradiente B: acetonitrila



Tabela 8 - CondicBes de analises por CLAE — UV/DAD.
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(concluséo)

Dados

Condicao

Sistema de gradiente

15 min — 15% de B
40 min —17% de B
55 min — 20% de B
60 min — 15% de B

Fonte: AUTORA, 2015.

4.2.9 Andlises estatisticas

Os ensaios foram realizados em triplicata para cada amostra e os resultados

foram expressos como médias e seus desvios padrées. Foram realizadas analises

de variancia e teste de média usando teste de Tukey para comparacdo das

amostras estudadas. Teste de correlacdo de Pearson foi realizado para determinar

as correlacdes entre os métodos. A analise estatistica foi realizada utilizando SAEG

9.1 (Sistema para Andlise Estatistica, MG, Brasil).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Conteudo de fendis totais (CFT) e metodos de avaliagcdo de capacidade
antioxidante DPPH", FRAP e CUPRAC.

Acidos fendlicos, flavonoides e outros compostos de origem vegetal e animal,
apresentam atividade antioxidante e estdo largamente distribuidos na natureza.
Estes compostos bioativos também estdo presentes em residuos gerados na
agroindustria e podem ser utilizados como fontes naturais atrativas de antioxidantes
(CONTRERAS-CALDERON et al., 2011).

Devido a natureza estrutural complexa e diversificada dos fitoquimicos, a
atividade antioxidante do fruto, extrato de semente, polpa e casca ndo pode ser
avaliada por um Unico método, visto que ndo existe um procedimento metodoldgico
universal. Varios ensaios tém sido desenvolvidos para a avaliagdo da capacidade
antioxidante in vitro de substancias biologicamente ativas, envolvendo desde
ensaios gquimicos com substratos lipidicos a ensaios mais complexos utilizando as
mais diversas técnicas instrumentais (ALVES et al., 2010).

Em nossos experimentos, foi avaliado o conteudo total de fendis (CTF),

usando o método do reagente Folin Ciocalteu (FC), a determinacédo da capacidade

antioxidante por métodos DPPH", FRAP, CUPRAC, juntamente com a estimativa de
inibicdo da peroxidacao lipidica em um sistema de membrana biomimético e ainda a
determinacao do potencial redox por meios de ensaios eletroquimicos.

A Tabela 9 mostra os resultados de CTF, DPPH, FRAP e CUPRAC obtidos a
partir de extratos etandlicos da fibra de casca de coco nas variedades andao amarelo,
ando verde, gigante e hibrido.

A quantificacdo de compostos fendlicos foi realizada por meio do método de
Folin-Ciocalteu. Dentre uma variedade de métodos para a quantificacdo desses
compostos, o0 méetodo de Folin-Ciocalteu € o mais empregado, por ser simples e
reprodutivel (OLIVEIRA et al., 2009). De acordo com a Tabela 9, o conteldo total de
fendis para os extratos etandlicos das fibras de casca de coco variou de 58 a 531mg
EAG g'em extrato seco.

Os extratos das variedades hibrido e ando amarelo foram os que mais se

destacaram com valores de 531 e 501 mg EAG g de extrato seco, respectivamente.
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A variedade gigante apresentou um valor intermediario entre as amostras com 420 +
20 mg EAG/ g de extrato seco, enquanto que a variedade ando verde foi a que
apresentou o valor mais baixo dentre as variedades estudadas com 58 + 9 mg EAG/

g em extrato seco.

Tabela 9 - Contelido total de fenéis (CTF), DPPH ", FRAP e CUPRAC dos extratos
etanodlicos da fibra de casca de coco das quatro variedades de C. nucifera L.

Variedades CTF DPPH' FRAP CUPRAC
mg EAG*g—l RSAY*+* ICso (umol ET/g (umol ET/g
extrato seco (ug mLY) extrato seco)  extrato seco)

Ané&o 501 + 292 72,3+5,6% 86+0,4 2687 + 154b 4445 + 126°
Amarelo

Ané&o 58 + 9¢ 18,2 +1,6¢ 59,7+ 0,5 125 + 4d 507 + 22

Verde
Gigante 420 + 20 81,7+ 4,22 11,0+0,8 3286 + 382 5416 + 1492
Hibrido 531 £ 242 67,3 +0,4° 91+0,5 2464 + 21° 4989 + 38

*Equivalentes de acido galico. ** Percentagem de habilidade em sequestrar radical DPPH radical em 30 min. ***
equivalente de Trolox (ET). Médias com letras diferentes em uma mesma coluna séo diferentes
significativamente (p< 0,05) pelo teste de Tukey

A discrepancia entre o valor encontrado para a variedade ando verde em
relacdo as outras variedades presentes (Tabela 9) pode ser explicada pelo fato de
qgue diversos fatores podem influenciar na composicdo dos frutos tais: como
crescimento, maturidade, condicdo de colheita, e também os fatores climéticos
(temperatura e umidade) e regido de cultivo (KIM et al., 2003).

DEY e colaboradores (2003) avaliaram o conteudo total de fenois do extrato
etandlico da casca de coco maduro e encontraram um valor de cerca de 13 mg
EAG/ g de extrato seco. Nota-se que este valor é considerado baixo em relacdo aos
valores descritos na Tabela 9. Isto pode estar relacionado com o tipo de
processamento realizado para a obtencdo da amostra. Yu e colaboradores (2005)
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demonstraram os efeitos dos métodos de remocdo (descamacdo direta,
branqueamento e torrefacdo) e os solventes de extragdo (agua, etanol, metanol)
sobre os compostos fendlicos de pele de amendoim, encontrando uma variagao de
90 - 125 mg total de fendlicos g'. ANDRADE e colaboradores (2012) analisaram o
teor de fendis totais em extratos da casca de café obtidos por extracdo com fluido
supercritico com CO2 e com COz e co-solvente, e observaram valores maiores para
0s extratos obtidos pelo segundo processo de extracdo com (61 — 151 mg EAG g+
extrato seco).

Para fins de comparagao, a Tabela 10 apresenta alguns estudos realizados
para determinar o conteudo total de fendis em residuos de casca de frutas, polpas e

sementes e cereais, no sentido de obter novas fontes desses compostos.

Tabela 10 - Valores para conteludo total de fendis em pele, cascas, sementes, e
residuos de frutas registrados na literatura.

Valores de CTF o
Amostras Referéncias
(mg EAG/ g de extrato seco)

Extrato hidrometanolico de

. . 30,24 +1,37 GURAK et al., 2014
casca de jabuticaba
Extrato hidrometanolico de 43,39 + 4,45 GURAK et al., 2014
bagaco de Jabuticaba
Extrato hidroetanélico da casca 635472 DIAUTO et al., 2014
de abacate
Extrato hldroetanollcq da casca 2.40 + 0,06 INFANTE et al., 2013
de abacaxi
Extrato hldroetanol|_qo cascas 3341024 INFANTE et al., 2013
de maracuja
Extrato metanolico de cascas 5251459 OMENA et al. 2012
de umbu

OMENA et al. 2012
Extrato metanolico de cascas

L. 187,7 £ 11,3
de jenipapo
Extrato metano_llco de cascas 1122 +13.2 OMENA et al. 2012
de seriguela
Extrato metanol|co~de residuos 5218 + 4,80 PERCHEL et al., 2006
de maca
Extrato m(?tanohco de farinhas 94.50 + 7.44 OLIVEIRA et al, 2009
de residuos de acerola
Extrato metanolico farinhas de 41.24 + 416 OLIVEIRA et al, 2009

residuos de maracuja

Fonte: AUTORA, 2015
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A partir da comparagcdo entre os valores dos trabalhos mencionados
realizados com cascas, sementes e residuos de frutas, observou-se que os valores
encontrados para a maioria dos extratos das fibras das cascas de coco foram
superiores e que essas fibras possuem grande potencial para servirem como fontes
de compostos bioativos. Entretanto, vale ressaltar que o reagente de Folin-Ciocalteu
nao é seletivo para compostos fendlicos, pois este pode sofrer acao de interferentes,
como compostos nao fendlicos, tipo o acido ascorbico. Diante disso faz-se
necessaria a aplicacdo de outros métodos para a confirmacdo da capacidade

antioxidante.

O ensaio de DPPH" é comumente empregado na verificacdo da habilidade de
sequestro de radicais por antioxidantes presentes em frutas, vegetais, bebidas
dentre outros (PRIOR et al., 2005). Este ensaio foi utilizado na determinacdo da

capacidade antioxidante das presentes amostras. Os resultados observados para a

atividade sequestradora de radical DPPH" dos extratos etandlicos das fibras das
cascas de coco de quatros variedades (Tabela 9), mostraram uma variacdo de (18,2
- 81,7%). Diferenga significativa (p < 0,05) foi observada entre os extratos
analisados, e a ordem de capacidade de sequestro do radical pelos extratos
etandlicos foi de gigante > ando amarelo > hibrido > anéo verde.

Os valores de capacidade antioxidante necessarios para diminuir a

concentracao inicial de DPPH" em 50 % denominado (ICso), dos extratos etandlicos
das fibras de cascas de coco de quatros variedades, mostraram variacdo de 8,6 —
55,7 ug mL, e se apresentaram na seguinte ordem de potencial antioxidante: ando
amarelo > hibrido > gigante > an&o.

E possivel inferir que os extratos etandlicos de quatros variedades de coco

apresentam alta eficacia como sequestradores de radicais livres, pois, de acordo

com RODRIGUES, (2012) quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra
menor sera seu ICso e maior sera a sua capacidade antioxidante.

A Tabela 11 apresenta os valores de ICso obtidos nesse trabalho em

comparacido com alguns estudos encontrados na literatura utilizando o DPPH" para

determinacao de ICso em extrato de fibra da casca de C. nucifera.
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Tabela 11 - Valores de ICspdo presente trabalho e de alguns estudos encontrados na
literatura para as fibras de casca de C. nucifera.

Amostras Valores de ICsg .
1 Referéncias
(vg mL™)
Ando amarelo 8,6+0,4 Presente trabalho
Anao verde 59,7+0,5 Presente trabalho
Gigante 11,0+0,8 Presente trabalho
Hibrido 91405 Presente trabalho

Extrato aquoso da casca da
fibra da casca de Cocos 10,0+ 0,7 ALVIANO et al., 2004
nucifera (variedade typica)

Extrato etandlico mesocarpo
de Cocos nucifera na

Fase jovem 32,3+0,6 CHAKRABORTY et al., 2008

CHAKRABORTY et al., 2008

Fase madura 454 +0,4 CHAKRABORTY et al., 2008
Fase avancado 90,2+0,3

Fonte: AUTORA, 2015.

A partir de comparagéo entre os valores de ICso obtidos no presente trabalho,
e dos trabalhos encontrados na literatura, observou-se que os extratos do presente
trabalho obtiveram maior capacidade antioxidante, pois apresentaram menores
valores de ICso.

NASIMUNISLAM e colaboradores (2013) determinaram a atividade
antioxidante com o método de DPPH do extrato aquoso da casca de C. nucifera L.,
em concentracdes entre 0,1 - 5 mg mL! e compararam com o padrdo &cido

ascorbico. Obtiveram 100% de inibicdo na concentracdo de 1 mg mL™.

Silva e colaboradores (2013) utilizaram o método de DPPH " .para a avaliagéo
da atividade antioxidante em extrato aquoso de C. nucifera L. variedade typica
(conhecida como gigante) e compararam os valores obtidos de ICso com o0s padrbes
quercetina, rutina e acido ascoérbico. Observaram que o extrato aquoso de C.
nucifera apresentou um potencial antioxidante proximo a atividade antioxidante dos
padrdes acido ascorbico e rutina, e um valor maior comparado ao padrao quercetina.

No presente trabalho as amostras que apresentaram alto conteudo de fendis

totais puderam mostrar baixos valores de ICso, confirmando que os fendis séo
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susceptiveis a ter uma contribuicdo importante para a capacidade antioxidante dos
extratos.

A capacidade antioxidante dos extratos etandlicos das fibras da casca de
coco de quatros variedades, também foi avaliada usando os métodos de FRAP e
CUPRAC. A capacidade antioxidante dos extratos variou com o tipo de extrato
analisado e a metodologia aplicada. Os resultados expressos na Tabela 9 mostram
os valores obtidos para o ensaio FRAP que variaram de 125 — 3286 pumol trolox/ g
de extrato seco e os valores obtidos para o ensaio CUPRAC apresentaram uma
variacdo de 507 — 5416 pumol trolox/ g de extrato seco. Os dados revelam que dentre
0s extratos etandlicos analisados, o extrato da variedade gigante foi o que se
destacou com a maior capacidade para reduzir Fe (1) a Fe (ll) e Cu (ll) para Cu (I).
O extrato da variedade ando amarelo apresentou potencial redutor intermediario
para o ensaio FRAP, enquanto que para o ensaio de CUPRAC foi o extrato da
variedade hibrido; a variedade anédo verde foi a que apresentou o menor poder
redutor em ambos os métodos.

Ambos os métodos sdo baseados no poder de reducdo de metais, entretanto
observa-se que a maioria dos valores obtidos com o CUPRAC sao maiores que
agueles obtidos com FRAP (realizado em meio neutro). Isto pode ter ocorrido devido
ao método de CUPRAC apresentar sensibilidade para medir simultaneamente
antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos (APAK et al., 2008) e ser realizado em pH
neutro, onde as caracteristicas antioxidantes ficam mais evidentes. Quanto maior o
valor do pH, maior a tendéncia de dissociacéo de acidos e fenois, com o0 aumento da
carga negativa e facilitacdo da saida de elétrons (oxidagao).

Trabalhos com extratos de cascas, sementes, polpas de frutas, e farinhas
alimenticias tém utilizado estes métodos para a determinacdo da capacidade
antioxidante dessas amostras. Ambos os métodos apresentam vantagens para as
suas aplicagdes tais como: simples execucédo e ndo necessidade de equipamentos
sofisticados, dentre outros.

A Tabela 12 apresenta valores de FRAP e CUPRAC encontrados na literatura

para amostras de cascas, sementes, polpas de frutas e farinhas alimenticias.
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Tabela 12 - Valores de FRAP e CUPRAC para cascas, sementes, polpas de frutas e
farinhas alimenticias encontrados na literatura.

Valores de FRAP Valores de CUPRAC
Amostras (umol ET / g extrato (umol ET / g extrato Referéncias
seco) seco)
Extrato metandlico de 710 + 0,06 1320 + 0,05 OMENA et al. 2012
casca de jenipapo
Extrato metanolico de 280 + 0,09 370 + 0,01 OMENA et al. 2012
polpa de seriguela
Extrato metandlico de 1020 + 0,11 1040 + 0,13 OMENA et al. 2012
polpa de jenipapo
Extrato metanolico de 43+1 325 + 74 HERCULANO, 2014
farinha de linhaca
Extrato metandlico de 99 + 1 583 + 44 HERCULANO, 2014
farinha de milho
Extrato metanglico de 102 + 6 597 + 14 HERCULANO, 2014
farinha de soja - - '
e 1242 + 34 1668 + 42 HERCULANO, 2014

farinha de girassol

Extrato metandlico de
farinha de Agafrao 945 + 60 1738 + 51 HERCULANO, 2014
(Curcuma longa)

Fonte: AUTORA, 2015.

A partir da comparacéao entre os valores de FRAP e CUPRAC obtidos para as
amostras do presente trabalho apresentados na Tabela 9 com os valores dos
trabalhos encontrados na literatura (Tabela 12), observa-se que o0s extratos do
presente trabalho apresentaram valores superiores aos residuos de frutas e de
farinha alimenticias.

De modo geral, baseado nos resultados obtidos para estes extratos com 0s
métodos descritos, observa-se que as variedades hibrido, ando amarelo e gigante
foram as que apresentaram os maiores teores de fendis totais, visto que a presenca
dos compostos fendlicos em uma amostra estd relacionado ao seu poder
antioxidante. Verificou-se que os extratos dessas variedades também foram os que
apresentaram a maior capacidade antioxidante, alternando apenas a ordem entre
eles no poder de reducéo que variou com o tipo de método aplicado. O extrato ando
verde foi o que apresentou o menor teor de fendis total, e consequentemente a

menor capacidade antioxidante dentre as amostras.
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5.2 Inibicéo da lipoperoxidacao

A capacidade antioxidante das amostras foi também avaliada usando uma
membrana (lipossomas unilamelares de lecitina de soja) como modelo para
peroxidacao lipidica mediada por radical peroxila. Uma sonda fluorescente sensivel
a este radical foi usada, a C11-BODIPY5%8Y591 (OLIVEIRA et al., 2009). Este sistema
de quebra de lipossoma induzida por radicais € (til para estudar danos oxidativos e
protecdo por antioxidantes.

A Figura 15 mostra a protecao a peroxidacao lipidica (%) em funcéo do tempo
(total 30 min) dos extratos etandlicos da fibra da casca do coco das quatro

variedades (10 pg mL1) e em comparacdo com os controles positivo e negativo.

Figura 15 - Protecdo a peroxidacéo (%) fornecida pelos extratos etandlicos das quatro
variedades (10 ug mL™) e controles positivos em varias concentragdes (trolox 10 umol
L%, vitamina C 100 pmol L e resveratrol 100 umol L™?). Controles negativos foram
tampdo fosfato e etanol. Lipossoma mais Ci1;-BODIPY®%859! foram adicionadas em

todos os experimentos.

—&— Tampao fosfato
—e— Etanol

—A— Trolox

—w— Vitamina C
—<«4— Resveratrol
—p»—Anao amarelo
—&— Anao verde
—a— Gigante

—&— Hibrido

protecao a peroxidagao lipidica (%)

O 5 10 15 20 25 30 35
Tempo (min)

Fonte: AUTORA, 2015.

Os resultados indicaram que todos o0s extratos etandlicos de quatro
variedades do coco protegeram a membrana, fornecendo mais que 95% de protecéo
em 30 min. Este resultado foi melhor do que aqueles obtidos com os controles
positivos (Trolox - 10 umol L%; vitamina C - 100 pmol L? e resveratrol - 100 pmol

L'Y). E possivel observar também que a variedade ando verde apresentou um
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desempenho similar aos das outras variedades, em contraste com o0s resultados

obtidos para os métodos DPPH', FRAP e CUPRAC. Assim, compostos
antioxidantes diferentes podem contribuir para a capacidade antioxidante total em
uma amostra complexa.

Uma tendéncia semelhante foi observada em casca de soja. TYUG e
colaboradores, (2010) determinaram a composicdo aproximada, capacidade
antioxidante, teor de fendlicos totais, isoflavonas e compostos fendlicos livres no
subproduto da soja, leite em p6 da soja A (GASP), leite em p6 da soja B (GBSP) e
da casca de soja em po (SHP). Eles observaram que a SHP exibiu uma das maiores
capacidades antioxidantes para o ensaio de (B-caroteno, e o pior desempenho para
0s ensaios de ABTS e FRAP e o principal composto fendlico, na forma livre, foi o

acido ferulico, predominante em todos os extratos.

5.3 Meétodos eletroquimicos

As amostras contendo antioxidantes, por exemplo, compostos fendlicos,
podem ser analisadas utilizando os métodos eletroquimicos. Estes métodos séo
capazes de medir a habilidade de uma determinada amostra em doar elétrons,
desde que tais amostras sejam espécies eletroativas. Na voltametria ciclica (VC), o
antioxidante é caracterizado pela relacdo corrente-potencial frente a um eletrodo
(KILMARTIN, 2001). A VC pode ser utilizada para determinar a forca redutora de
antioxidantes por meio do potencial de pico anddico (Epa). Quanto mais préximo de
zero este potencial, maior a habilidade do composto de doar um elétron, ou seja, de
ser oxidado. A corrente de pico anddico (Ipa) pode ser usada como um indicador da
concentracdo do composto no meio. No entanto, se mais de um agente redutor
estiver na mistura, entdo a &rea sob a curva refletira o total de antioxidantes
presentes (RAGUBEER et al., 2010).

A Figura 16 apresenta os voltamogramas ciclicos dos padrbes fendlicos
guercetina (a), catequina (b), epicatequinas (c), acidos galico (d), vanilico (e),
ferulico (f), cafeico (g), trolox (h), acidos ascoérbico (i), clorogénico (j) (0,1 mol LY) em
eletrodo de CV, 100 m V s, vs Ag|AgCI|CI,, tampéo fosfato 0,2 mol L, EtOH) pH
7,0 (5% de EtOH)
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Figura 16 - Voltamogramas ciclicos de quercetina (a), catequina (b), epicatequinas (c),

acidos galico (d), vanilico (e), ferulico (f), cafeico (g), trolox (h), acidos ascorbico (i),

clorogénico (j) = 0,1 mol L%, eletrodo de (CV, 100 m V s, Ag|AgCI|Cl;, Tamp&o fosfato
0,2 mol L%, pH 7,0.
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Fonte: AUTORA, 2015.

Na Figura 16 (a) observa-se que o voltamograma ciclico da quercetina
apresentou trés ondas anddicas, sendo a primeira em Epai + 0,163 V, e a segunda
e terceira ondas em +0,430 V e +0,860 V, e uma onda catodica em +0,114 V,
indicando processo reversivel ou quase reversivel. Na segunda varredura (- - -), foi
possivel observar a presenca da primeira onda anddica de menor intensidade de
corrente, e a auséncia da segunda e terceira ondas anddicas, 0 que pode estar
relacionado com processos de adsor¢cdo, comportamento tipico de compostos
fendlicos. Comportamentos semelhantes ao da quercetina podem ser observados
nas (Figuras 16 (b), (c), (e), (f), (h) e (j)), nos voltamogramas da (z)-catequina e
(-)-epicatequina, acidos vanilico e ferdlico, trolox e acido clorogénico,

respectivamente. Entretanto a (f)-catequina apresentou apenas duas ondas
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anddicas, sendo a primeira em +0,342 V e a segunda em +0,647 V, e uma onda
catodica em 0,037 V. Na segunda varredura, observou-se a auséncia da primeira
onda anddica, mas ainda é possivel verificar a presenca da segunda onda anddica
de menor intensidade de corrente. O voltamograma da (-)-epicatequina apresentou
duas ondas anddicas, sendo a primeira em +0,205 V, e a segunda em + 0,579 V e
uma onda catodica em +0,430 V. Na segunda varredura, ainda foi possivel verificar
as presenca da primeira e segunda ondas anodicas, porém com menor intensidade
de corrente. O voltamograma ciclico do acido vanilico apresentou uma onda anddica
em +0,663 V e uma onda catddica em +0,013 V. Na segunda varredura ciclica,
observou-se uma diminui¢do na corrente de pico anddica. Para o voltamograma do
acido ferulico foi possivel observar um pico em +0,524 V e a presenca de um pico
catédico em +0,149 V. Na segunda varredura, ainda foi possivel verificar a presenca
da onda anddica, porém com menor intensidade de corrente. O voltamograma
ciclico do trolox apresentou uma onda anodica em +0,217 V e uma onda catddica
em +0,149 V. Na segunda varredura, observou-se uma diminuicdo na corrente de
pico anddica. No voltamograma ciclico do &cido clorogénico pode ser observada
uma onda anddica, em +0,464 V e uma onda catodica em +0,149 V. Na segunda
varredura, observou-se uma diminuicdo da corrente de pico, devido ao processo
adsortivo na superficie do eletrodo.

Nas (Figura 16 (d) e 16(i)), os voltamogramas ciclico dos acidos galico e
ascorbico apresentaram comportamentos semelhantes com caracteristicas de
processos irreversiveis pela auséncia do pico catodico, porém o voltamograma do
acido galico apresentou duas ondas anddicas em + 0,485 V e 0,667 V. Na segunda
varredura ciclica foi possivel observar a presenca da primeira onda, em menor
intensidade e o desaparecimento da segunda onda. J& o voltamograma ciclico do
acido ascorbico s6 apresentou uma onda anddica em +0,337 V. Na segunda
varredura observou-se uma diminuicdo na corrente de pico anddica.

Os comportamentos voltamétricos dos extratos das fibras da casca de coco
das variedades ando amarelo, hibrido, gigante e ando verde podem ser observados
na (Figuras 17 (a), (b), (c) e (d)), respectivamente. O voltamograma ciclico da
variedade ando amarelo apresentou trés picos anodicos em +0,232 V, +0,498 V, e
+0,782 V e uma onda catédica em +0,081 V. O voltamograma do extrato etanélico
da variedade hibrido também apresentou trés picos andédicos, 0 primeiro apareceu

em torno de +0,224 V, o segundo em torno de +0,505 V e o terceiro em +0,809 e um
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catédico em +0,115 V. O cromatograma da variedade gigante apresentou trés ondas
anddicas em + 0,264 V, + 0,542 V e + 0,777 V e, uma onda catddica em + 0,046 V.
A variedade ando verde apresentou um voltamograma com duas ondas anddicas em
+0,229 V, +0,467 V e uma onda catodica em +0,117 V. Na segunda varredura, todos
mostraram auséncia das ondas anddicas. Este comportamento € tipico de processo
de adsorcao, o que pode estar relacionado aos compostos fendlicos presentes nas

amostras.

Figura 17 - Voltamogramas dos extratos etandlicos da fibra da casca do coco anéo
amarelo, hibrido, gigante e ando verde. Tampéo fosfato 0,2 mol L?, pH 7,0 (5% de
EtOH); 18,8 ug mL?, eletrodo de CV. 0,100 V s, Ag|AgCI|CI-.
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Fonte: AUTORA, 2015.

Valores de potencial e de corrente para estes picos dependem da composicéo
da fibra da casca de coco e da concentragcdo dos antioxidantes e podem ser

diferentes para as outras variedades. Polifendis presentes podem ser oxidados no




69

eletrodo de carbono vitreo em determinado potencial e a corrente gerada esta
diretamente relacionada a concentracdo de cada um deles, em picos separados ou
em conjunto, a depender de suas estruturas e facilidade de oxidacéo.

Em termos de comparacao, a Tabela 13 mostra os parametros eletroquimicos
dos padrbes fendlicos estudados e extratos etandlicos das fibras da casca de coco
de quatro variedades determinados por voltametria ciclica (VC), em um eletrodo de
carbono vitreo (CV), a 0,100 V st vs. Ag|AgCI|CI-, em tampéo fosfato 0,2 mol L, pH
7,0.

Tabela 13 - Parametros eletroquimicos dos padrdes fenélicos (0,1 mmol L) e extratos
etandlicos das fibras da casca de coco de quatro variedades (18,8 pg mL™),
determinados por voltametria ciclica (VC), em um eletrodo de carbono vitreo (CV) a
0,100 V s, vs. Ag|AgCI|CI- (0,1 mol L) em tampé&o fosfato 0,2 mol L, pH 7,0.

(continua)

':r?qdorgt?;se (Enpq)\a/; Epa;(mV) Epasz(mV) Epci(mV) AEp (mV) Ipai (pA)
Quercetina 163 430 860 114 49 1,234
Trolox 212 104 108 3,270
(-)-Epicatequina 205 579 43 162 2,988
(x)-Catequina 342 647 37 305 2,067
Acido vanilico 663 13 650 3,203
Acido ascorbico 387 1,.258
Acido cafeico 340 30 310 2,722

Acido galico 485 667 - - — 4,439



70

Tabela 13 - Parametros eletroquimicos dos padrdes fendlicos (0,1 mmol L) e extratos
etandlicos das fibras da casca de coco de quatro variedades (18,8 ug mL™?),
determinados por voltametria ciclica (VC), em um eletrodo de carbono vitreo (CV) a
0,100 V s, vs. Ag|AgCI|CI- (0,1 mol L) em tampé&o fosfato 0,2 mol L, pH 7,0.

(conclusao)

'zr"’r‘]dor:t‘:zse (Ergf;; Epaz(mV) Epas(mV) Epci(mV) AEp (mV)  Ipai (pA)
Acido ferulico 524 149 375 2,637
Acido clorogénico 464 41 423 1,686
Anéo amarelo 232 498 782 81 151 0,662
Anéo verde 229 467 117 112 0,350
Gigante 264 542 770 46 218 0,715
Hibrido 224 505 809 115 109 0,558

Fonte: AUTORA, 2015.

De acordo com os dados da Tabela 13, os potenciais anddicos dos fendis
mostraram valores de Epai variando de 163 — 663 mV, sendo 0 menor Epax para a
quercetina e o valor mais alto para o &cido vanilico. Valores baixos de potencial
anodico correlacionam-se a um alto poder antioxidante. Dentre os padrdes
utilizados, a quercetina apresentou o0 menor potencial de pico anddico de todos os
compostos testados. Isto significa que ela pode ser considerada um agente redutor
mais potente. Quanto mais préximo de zero este potencial, maior a habilidade do
composto em doar um elétron. O processo redox da quercetina apresentou
caracteristicas de um processo quase-reversivel, isto é essencial para o
prolongamento das propriedades antioxidantes e para possiveis efeitos sinérgicos. A
mesma caracteristica foi observada para a catequina, trolox e acidos cafeico, fertico

e vanilico. O perfil irreversivel foi verificado para os acidos ascorbico e galico.
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Os potencias anddicos dos extratos mostraram valores variando de 224 - 264
mV, sendo o menor potencial para o extrato da variedade hibrido. Os extratos tém
uma boa habilidade em doar elétrons quando comparada com quercetina, trolox, e
(-)-epicatequina. Segundo BORDONADA e colaboradores, (2012), valores de Epa
menores que 0,400 V vs. Ag|AgCI|CI- indicam compostos com alta capacidade
antioxidante. A presenca de picos catddicos nos extratos ando amarelo, gigante e
hibrido indica o processo de reversibilidade ou quase reversibilidade das reacdes
redox dos extratos, enquanto que o anao verde s6 apresentou dois picos andadicos.

Segundo YAKOVLEVA e colaboradores (2007), fendis simples ou acidos
mono-hidroxifenélicos apresentam um potencial de pico anddico em torno de +0,600
V. Ja os polifendis com substituintes metoxila apresentam potencial de oxidacéo
entre 0,400 — 0,600 V. Flavondides e acidos fendlicos com dois grupos hidroxila em
posicdo orto, entre si, apresentam potencial de oxidac&o abaixo de 0,400 V. Assim,
potenciais anddicos (< +264 mV) obtidos para as variedades de coco podem estar
relacionados com a presenca de flavondides. Isto esta consistente com as analises

feitas neste trabalho para a determinacéo da capacidade antioxidante das amostras.

5.3.1 Andlise das amostras com (ECV/MWCNT/poli-AX)

Sabe-se gque alguns polifendis tem tendéncia de se adsorver na superficie de
ECV (CONTRAS-CALDERON et al., 2011), e uma das alternativas para minimizar
esses efeitos é o uso de eletrodos modificados. Silva e colaboradores, (2010),
relataram que a oxidacdo de fendis como o acido xanturénico na presenca do
nanotubos de carbono n&o ocorre com bloqueio da superficie do eletrodo. Este
composto apresenta versatilidade estrutural, representada por grupo hidroxila na
posicdo 8 que pode ser ativado in situ para um sistema redox quinondide (QRS),

A eletropolimerizacédo do acido xanturénico (Figura 18 (A)) inicialmente se da
pela ativacdo in situ, a partir do grupo fendlico, com a posi¢do para livre do acido
xanturénico, gerando espécies eletroativas estaveis na superficie eletrodica (poli-AX)
(Figura 18 (B)), ap0s sucessivas varreduras numa faixa de potencial entre -0,5 a 1,0
V vs Ag|AgCI|CI- (0,1 mol L) em tampéo fosfato pH 5,5, a v 0,05V s. O processo
de eletropolimerizagcdo de AX foi otimizado com 10 ciclos aplicados ao eletrodo,
concentracdo de AX (120 uM) nas condi¢cdes mencionadas (Figura 18(C)), e durante

as sucessivas varreduras, observou-se a diminuicdo na intensidade do pico andédico
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(a) em torno de 0,6 V vs Ag|AgCl, (Figura 18 (C)), e o aparecimento do par redox
b/c em torno de 0,0 V (Figura 18 (C) confirmando a polimerizagdo, indicando um
sistema reversivel necessario para servir de sensor. A voltametria ciclica do
ECV/MWCNT/poli-AX em tampéo fostato pH 7,0 e v = 0,05 V s, permitiu verificar a
presenca do par redox (Figura (d)).

Figura 18 - Estrutura do AX (A); Sistema redox quinonoidico (B); voltametria ciclica de
eletropolimerizacdo do AX em ECV/IMWCNT. Condi¢cdes experimentais: AX 120 uM em
0,1 mol L% pH 55 e v 0,05 V st 10 varreduras; voltametria ciclica do
ECV/MWCNT/poli-AX em tampéo fosfato 0,1 mol L, pH7,0ev =0,05V s™.

=R FET] (1Y a
[ IS .H!'E
1

LI F
E 43 0.0 1.2 LB 0.a 1.2 1.5

E{V}vs. AglagCl
Fonte: SILVA et al., 2010.

ApoOs o processo de polimerizacdo realizado de acordo com SILVA et al.,
(2010), o ECV/MWCNT/poli-AX, foi utilizado neste experimento para obter o
conteudo de quercetina nos extratos etandlicos das quatro variedades de coco,
sendo expresso como mg EQ g?' de extrato. A escolha deste padrdo para a
quantificacdo nas amostras esta relacionada ao fato dela ter apresentado a melhor

capacidade antioxidante entre os padrdes utilizados nos experimentos com ECV.
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A Figura 19 apresenta o comportamento voltamétrico dos extratos etanoélicos
de fibra da casca do coco no ECV/MWCNT/poli-AX para as quatro variedades de
coco (ando amarelo, ando verde, gigante e hibrido). Dois picos anddicos foram
observados, o primeiro em +0,290 V e o segundo em torno de +0,540 V. O terceiro
pico identificado para as amostras néo foi observado, porque a faixa de potencial foi
menor (-0,25 até +0,80 V), tal como descrito por SILVA et al. 2010.

Figura 19 - Voltametria ciclica dos quatros extratos etanolicos de fibra da casca de
coco (Cocos nucifera L.), (190 pg mL?) (ECV/IMWCNT/poli-AX) a 50 mV s, em tampéo
fosfato, 0,2 mol L, pH 7,0

80 -
1 Tampao fostato pH 7,0
60 4 —— Anao amarelo
| = Anao verde
| Gigante I
40 | — Hibrido /
20
<(1 ]
= 0
-20 -
-40-
'60 T T T 1

04 -02 00 02 04 06 08
E /V vs. Ag|AgCI|CI (sat.)

Fonte: AUTORA, 2015.

O eletrodo modificado foi efetivo para a quantificacdo de quercetina e uma
relacdo linear foi encontrada entre AUC do voltamograma ciclico (UC) e
concentracdo que variou de 2,5 — 62,5 umol L. Os resultados em relacdo ao
conteudo de quercetina para 0s extratos etandlicos das fibras das cascas de coco
das diferentes variedades obtidos a partir da equacao da reta se encontram na
Tabela 14.
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Tabela 14 - Conteudo de quercetina em extratos etanélicos de fibras de cascas de
coco de 4 variedades.

Variedades mg EQ g ( extrato)
Ando amarelo 492+ 4,6
Anéo verde 27,8+18
Gigante 535+3,1
Hibrido 259+6,4

Fonte: AUTORA, 2015.
Em relacdo ao contetdo de quercetina, as variedades gigante e ando amarelo

apresentaram os maiores valores, ja as variedades anao verde e hibrido mostraram
valores mais baixos. Estes resultados estdo de acordo com aqueles obtidos
utilizando os métodos de FRAP e CUPRAC, mostrando que a variedade gigante tem
uma capacidade antioxidante mais elevada que a variedade anéo verde.

Pode-se afirmar que o ECV/MWCNT/poli-AX foi eficiente para a determinagao
da capacidade antioxidante utilizando quercetina como padréo.

Em outros estudos realizados por SILVA e colaboradores, (2012), utilizando o
ECV/IMWCNT/poli-AX para determinagdo simultdnea de acido ascorbico (AA) e 4cido
arico (AU) em amostras de urina, os autores relataram que o eletrodo modificado
exibiu uma excelente atividade eletrocatalitica para a oxidacdo de AA em baixo

potencial.

5.4 Correlagcdo entre o CTF e os métodos de avaliagdo da capacidade
antioxidante DPPH, FRAP, CUPRAC e parametros eletroquimicos.

A analise de correlacdo de Pearson foi realizada entre todos os métodos
utilizados para determinar a capacidade antioxidante.
Na Tabela 15, encontram-se os resultados da analise de correlacdo de

Pearson entre as diversas variaveis.



75

Tabela 15 - Correlacéo de Pearson entre as varidveis CFT e os métodos DPPH', FRAP
e CUPRAC.

Variavel 1 Variavel 2 Correlacéo
CTF FRAP 0,8908**
CTF DPPH 0,9090**
CTF CUPRAC 0,9351**

DPPH FRAP 0,9963**
DPPH CUPRAC 0,9811**
FRAP CUPRAC 0,9814**

** Significativo a p<0,01.

Fonte: AUTORA, 2015.

Em geral, houve correlagéo fortemente positiva (p<0,01) entre o contetudo
total de fendis e variaveis DPPH, FRAP e CUPRAC, entre DPPH e as variaveis
FRAP e CUPRAC e entre FRAP e CUPRAC. Correlagcbes positivas entre as
capacidades antioxidantes e o teor de fendis totais indicam que 0s compostos
fendlicos tem um papel importante na capacidade antioxidante dos extratos
estudados. Esta andlise sugere que todos 0s ensaios sdo recomendaveis para
avaliar a capacidade antioxidante dos extratos etandlicos da fibra da casca de coco
das 4 variedades.

Alguns autores tém demonstrado que existe uma forte correlacdo positiva

entre o teor de fendis totais e a capacidade antioxidante frente ao DPPH", FRAP e
CUPRAC. OMENA e colaboradores 2012 encontraram correlacées positivas entre o
total de fendis e a capacidade antioxidante em cascas, sementes e polpas de

jenipapo, umbu e seriguela. HERCULANO, 2014 encontrou uma correlagao

fortemente positiva entre CTF e DPPH’ para amostras de farinhas alimenticias,
sugerindo que os compostos fendlicos estejam relacionados, em grande parte, com
a atividade antioxidante. Do mesmo modo OLIVEIRA, 2008 relatou uma correlagéo
positiva entre a quantidade de fendis dos extratos das farinhas de residuos de
acerola, abacaxi e maracuja.

Além disso, foram realizadas correlacdes entre as variaveis Epa (mV) em
eletrodo de carbono vitreo e equivalentes de quercetina (eletrodo modificado), com
CTF, DPPH, FRAP e CUPRAC (Tabela 16).
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Tabela 16 - Correlacéo Epa (ECV), e equivalentes de quercetina em eletrodo
modificado com métodos de capacidade antioxidante.

Variavel 1 Variavel 2 Correlacéo
Epa em (ECV) FRAP 0, 5317*
mg EQ g (ECM) DPPH 0,7368**
mg EQ g (ECM) CUPRAC 0,7435%*
mg EQ g (ECM) FRAP 0,7359%*

*p<0,05e* p<0,01.

Fonte: AUTORA, 2015.

5.5 Obtencéo e fracionamento dos extratos etanoélicos das fibras das cascas
de coco de 4 variedades

Os extratos etanolicos das fibras de cascas de coco ando amarelo (aa), anao
verde (av), gigante (gi) e hibrido (hi) foram submetidos a um fracionamento liquido-

liquido. A Tabela 17 apresenta os resultados com os rendimentos das fragoes

Tabela 17- Rendimentos das fracOes obtidas dos extratos etanélicos da fibra da casca
de coco de quatro variedades.

Fracdes Rendimento
Hexanica (Fr-Hex aa) 17,6%
Acetato de etila (Fr-Aceot aa) 28,3%
Hidrometandlica (Fr-Hmet aa) 37,6%
Hexanica (Fr-Hex av) 10,1%
Acetato de etila (Fr-Aceot av) 29,6%
Hidrometandlica (Fr-Hmet av) 38,5%
Hexanica (Fr-Hex gi) 15,1%
Acetato de etila (Fr-Aceot gi) 31,9%
Hidrometandlica (Fr-Hmet gi) 35,1%
Hexanica (Fr-Hex hi) 18,6%
Acetato de etila (Fr-Aceot hi) 29,8%
Hidrometandlica (Fr-Hmet hi) 32,1%

Fonte: AUTORA, 2015.
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A partir dos resultados obtidos na Tabela 17, pode-se observar que o0s
maiores rendimentos no processo de fracionamento dos extratos de quatro
variedades de coco foram encontrados nas fracfes hidrometandlica e acetato de

etila.

5.6 Identificacdo de compostos organicos usando CLAE-UV/DAD

Neste trabalho, a técnica de CLAE foi utilizada para a identificagdo dos
compostos fendlicos nos extratos etanolicos da fibra da casca de coco das
variedades ando amarelo, ando verde, hibrido, gigante e em suas fracdes acetato de
etila Fr-Aceot (aa), Fr-Aceot (av), Fr-Aceot (hi) e Fr-Aceot (gi). A identificacdo dos
compostos fendlicos nas amostras foi feita por comparacéo direta dos tempos de
retencdo dos padrdes fendlicos analisados (acidos cafeico, clorogénico, galico,
fertlico e vanilico, catequina, epicatequinas, epigalocatequina, quercetina) e

amostras.

A Tabela 18 apresenta os compostos fendlicos utilizados nas andlises de

CLAE, suas estruturas, concentracdo usada na analise e Tempo de retencao (Tr).
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Tabela 18- Padrdes fendlicos utilizados nas analises de CLAE, estruturas,
concentracdo de anélise e Tempo de retencgao (Tr).

Padrées Estruturas Concentracéao Tr (min)
Fendlicos
Quercetina B 0,1mg/0,5mL 9,225
HO. ol |J
Acido galico Oy, OH 0,1 mg/0,5mL 10,341
HO OH
OH
Epigalocatequina it - 0,21 mg/0,5mL 13,563
HO. 0. -
Qo
OH
Catequina . OE 0,21mg/0,5mL 17,826
=HO. ; SR
Epicatequina OH 0,21mg/0,5mL 24,792
HO! O o O S
'OH
OH
Acido cafeico r\\x/“ 0,1 mg/0,5mL 25,764
\
°\\1H“ -GN U
Acido vanilico o on 0,1 mg/0,5mL 26,263
i
Acido fertlico 0 0,1 mg/0,5mL 53,445

Fonte: AUTORA, (2015).

ApoOs verificar os tempos de retencdo dos padrdes fendlicos, os extratos
etandlicos e as fracbes em acetato de etila de quatro variedades de coco foram

submetidos as andlises de CLAE.


http://commons.wikimedia.org/wiki/File:(+)-epicatechin.PNG
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As (Figuras 20 (a) e (b), 21 (a) e (b), 22 (a) e (b) e 23 (a) e (b)) apresentam os
cromatogramas dos extratos etandlicos das fibras de cascas de coco de quatro

variedades e suas respectivas fracdes acetato de etila.

Figura 20 - Cromatograma do extrato etandlico da fibra da casca de coco anéo

amarelo - (a) e sua fracéo acetato de etila Fr-Aceot (aa) - (b).
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Fonte: AUTORA, (2015).

De acordo com a (Figura 19 (a) e (b)), os cromatogramas do extrato etandlico
da fibra da casca de coco ando amarelo e Fr-Aceot (aa) apresentaram picos de
retencdo majoritadrios em torno de Tr = 9,248 e 22,536 min. proximos aos
observados nos padrdes Quercetina Tr = 9,225 min. e acido clorogénico Tr = 22,997
min. Também foi possivel observar a presenga de um pico no cromatograma da
fracdo em menor intensidade em Tr = 53,534 com tempo de retencdo proximo ao
padrao acido ferulico Tr = 53,445 min.
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Figura 21 - Cromatograma do extrato etandlico da fibra da casca de coco anao verde -

(a) e sua fracéo acetato de etila Fr-Aceot (av) - (b).
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Fonte: AUTORA, (2015).

De acordo com a Figura 20 (a) e (b), os cromatogramas do extrato etandlico
da fibra da casca de coco ando verde e Fr-Aceot (av) apresentaram picos de
retencdo em torno de Tr = 9,363, 22,513 e 26,012 min, préximos aos observados
nos padrfes: quercetina Tr = 9,225 min., acido clorogénico Tr = 22,997 min e &cido
vanilico Tr = 26,012 min, respectivamente. Foi possivel notar a presenca de um pico
de menor intensidade no cromatograma da fracdo Tr = 53,445 min. sendo este
mesmo tempo observado para o padrao acido feralico Tr = 53, 445 min. Observa-se
gque o0 pico majoritario na amostra com Tr = 29,777 min, ndo foi verificado em
nenhum dos tempos de retencéo dos padrdes utilizados neste trabalho. Entretanto &
necessario investigacao adicional no sentido de elucidar qual é a natureza deste

composto nas diferentes amostras.
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Figura 22 - Cromatograma do extrato etandlico da fibra da casca de coco
gigante - (a) e sua fracao acetato de etila Fr-Aceot (gi) - (b).
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Fonte: AUTORA, (2015).

De acordo com a (Figura 21 (a) e (b)), os cromatogramas do extrato etandlico
da fibra da casca de coco gigante e Fr-Aceot (gi) apresentaram picos de retencao
em torno de Tr = 9,586, 17,221, 22,577, 25,834 e 53,753 min. proximos aos
observados nos padrdes: quercetina Tr = 9,225 min, catequina Tr = 17,826 min,
acidos clorogénico Tr = 22,997 min e ferdlico Tr = 53,445 min. A Fr-Aceot (gi)
também apresentou um pico em torno de Tr = 10,256 min, préximo ao composto
acido galico Tr = 10,341 min. Houve perfil semelhante em relacéo a variedade anéo
verde que apresentou um pico majoritario que nao foi identificado, também foi
possivel observar um pico majoritario com Tr = 14,482 min, ndo foi verificado em
nenhum dos tempos de retencdo dos padrdes utilizados neste trabalho.

Novos experimentos s&80 necessarios para a identificacdo de outros

constituintes presentes nas amostras.
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Figura 23 - Cromatograma do extrato etandlico da fibra da casca de coco hibrido - (a)

e sua fracdo acetato de etila Fr-Aceot (hi) - (b).
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Fonte: AUTORA, (2015).

De acordo com a (Figura 23 (a) e (b)), os cromatogramas do extrato etandlico
da fibra da casca de coco hibrido e Fr-Aceot (hi) apresentaram picos de retencdo em
torno de Tr = 9,271 e 22,536 min. proximos aos observados nos padrdes: quercetina
Tr = 9,225 min e &cido clorogénico Tr = 22,997 min. No cromatograma (a) foi
possivel observar a presenca de um pico com Tr = 6,048 min. ndo sendo identificado
pois nenhum padrao fendlico analisado apresentou tal tempo de retencéo.

No cromatograma (b) verificou-se a presenca de picos de menor intensidade
em Tr=10,934, 17,420, 26,481 min proximos aos padrdes acido galico Tr = 10,341,
catequina Tr = 17,221 e acido vanilico Tr = 26.263 min.

Para fins de comparagcdo a Tabela 19 mostra os tempos de retencdo dos

padrdes fendlicos e das fragbes em acetato de etila de quatro variedades de coco.
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Tabela 19 - Tempos de retencao dos padrdes e fragcbes de acetato de etila de quatro
variedades de coco.

Tr (min)
Amostras
Compostos Fr — Fr—
fendlicos Padrao i —Qcoet Acoet Acoet a —r,?\icoet
av gi
Acido cafeico 25,764 25.938 - 25.834 i
Acido clorogénico 22.997 22,536 22,513 22 577 22,536
Acido Gélico 10,341 - - 10,256 10,934
Acido ferdlico 53,445 53534 53445 53753 ]
Acido vanilico 26,263 - 26,012 - 26,481
Catequina 17,826 ] ] 17,221 17,420
Epicatequina 24,792 24,370 i ) )
Epigalocatequina 13,563 ) ) ) _
Quercetina 9,225 9,248 9,363 9,586 9,271

Fonte: AUTORA, (2015).

Diante dos resultados observa-se que as fibras das cascas de coco de quatro
variedades apresentaram tempos de retencdo proximos aos dos padrdes utilizados
neste trabalho, indicando a presenca de compostos fendlicos nessas amostras.
Pode ser notar a presenca da quercetina e do acido clorogénico em todas as
fracOes.

Em trabalhos realizados por SILVA e colaboradores, (2013), com fracao
acetato de etila da fibra da casca de coco (Cocos nucifera) utilizando tecnicas de
CLAE, os mesmos encontraram compostos fendlicos como acido elagico, catequina,
epicatequina, procianidinas dimero 1(4), procianidinas dimero 1(6), procianidinas
poliméricas (7). ESQUENAZI e colaboladores, (2012), encontraram catequina,
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epicatequina, procianidina polimérica em fracdes de acetato de etila da fibra da
casca do coco. Em estudos de DEY e colaboladores, (2003), encontraram oS
compostos 4-hidroxibenzoéico (4-HBA) como principal componente fendlico no
mesocarpo do coco maduro e em menor quantidade, acido ferdlico. DEY e
colaboradores, (2005), identificaram em Cocos nucifera o0 acido 4-cumarico e em
quantidade menor, o &cido vanilico. De modo geral, todos estes compostos fendlicos
sdo conhecidos por atribuir atividade antioxidante em extratos de plantas, vegetais,
frutas e em residuos da agroindustria. Em trabalhos realizados por OMENA e
colaboradores, (2012), por meio de UPLC-MS, identificaram a quercetina como
componente predominante em cascas de jenipapo, siriguela e umbu.

A capacidade antioxidante dos extratos do presente trabalho foi avaliada por
diferentes metodos, e observou-se que estes extratos apresentaram uma potente
capacidade antioxidante, e isto pode estar relacionada principalmente a presenca
desses compostos, como a quercetina e acido clorogénico, presentes em todos 0s

extratos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Com relacdo ao conteudo de fendis totais, os extratos etandlicos das fibras
das cascas de coco hibrido e ando amarelo foram os que mais se destacaram,
apresentando os maiores valores, o extrato etandlico da variedade ando verde foi 0
que apresentou o menor valor.

Sobre a atividade sequestradora do radical DPPH', todos os extratos
mostraram habilidade para sequestrar este radical, sendo os extratos etandlicos das
fibras das cascas de coco gigante, anao amarelo e hibrido os que apresentaram a
maior habilidade de sequestro do radical, e o extrato etandlico da variedade anao
verde 0 que menos se destacou. Em relacdo aos valores de ICso 0s extratos
etandlicos das variedades ando amarelo, hibrido e gigante foram os que
apresentaram 0s menores valores e 0 maior potencial antioxidante, enquanto o
extrato etanodlico da variedade ando verde foi o que apresentou o menor potencial
antioxidante.

Em relacdo ao poder redutor dos extratos, determinados por FRAP e
CUPRAC, todos apresentaram tal acdo, porém o extrato etandlico da variedade
ando foi o que apresentou o menor poder de reducao dentre todos.

No método que simulou a membrana lipidica, onde a capacidade dos extratos
em inibir a peroxidagdo lipidica induzida por radicais peroxila foi medida, foi
observado que todos os extratos protegeram a membrana deste ataque fornecendo
elevada protecdo no tempo estabelecido.

Em relacdo aos estudos eletroguimicos, as analises de voltametria ciclica dos
extratos etandlicos em eletrodo de carbono vitreo confirmaram a presenca de
compostos facilmente oxidaveis.

As analises com eletrodo modificado demonstraram ser o método eficiente na
qguantificacdo de quercetina nos extratos etandlicos, onde os maiores valores foram
para a variedade gigante e ando amarelo, sendo os menores valores para 0s
extratos do coco anéo verde e hibrido.

Em relacdo as analises estatisticas, observou-se que h& uma correlacdo
elevada entre o conteudo total de fendis dos extratos etandlicos estudados, com 0s
meétodos utilizados para medir a capacidade antioxidante dos mesmos, significando
gue os compostos fendlicos podem contribuir em grande parte para a capacidade

antioxidante destes extratos. Observou-se também uma correlagdo positiva entre
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estudos eletroquimicos com eletrodo de carbono vitreo e a técnica de FRAP, e
eletrodos de carbono vitreo modificado com as técnicas de DPPH, FRAP e
CUPRAC.

Nas analises de CLAE-UV/DAD foi possivel identificar compostos fendlicos
nos extratos de quatro variedades através de comparagdo com 0s tempos de
retencdo dos padrdes utilizados. Porém estudos adicionais serdo necessarios, visto

gue os extratos apresentaram compostos que nao foram identificados.
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7 CONCLUSAO

A relacdo da capacidade antioxidante dos extratos etandlicos de quatro
variedades de coco e o potencial redox usando diferentes métodos foi positiva.

As variedades do coco gigante, hibrido e ando amarela exibiram os melhores
desempenhos na maioria dos testes enquanto a variedade ando verde foi a que
apresentou o menor desempenho.

Esses resultados fornecem informagOes valiosas sobre a atividade
antioxidante e composi¢do fendlica das fibras de cascas de coco. As fibras
apresentam grande potencial antioxidante e podem ser usadas no enriguecimento
de dietas, principalmente animais, para a industria farmacéutica e cosmética no
desenvolvimento de diferentes produtos que podem retardar ou prevenir a acao de
EROs, agregando valor econdbmico para a enorme quantidade de residuos da

industria do coco, usado principalmente para fins de queima.
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PERSPECTIVAS

» Estudos de caracterizacdo quimica das fibras da casca de coco serdo
realizados, por meio de técnicas cromatograficas (HPLC, UPLC) e anadlise por
espectrometria de massas, visando a identificacdo e quantificacdo dos principais
compostos bioativos presentes nessas amostras.

> Realizar andlise dos extratos por RMN 1H e de 13C, para investigacédo
metabolomica.

» Investigar um procedimento cromatografico para a separacdo dos produtos
principais.

» Realizar analise de toxicidade, bem como de biodisponibilidade destas fibras
antes de uma aplicacéo dietética, no intuito de obter um bioproduto, de interesse
nutracéutico ou farmacéutico.

» ldentificar marcadores quimicos para o controle de qualidade, caso seja

gerado um bioproduto.
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