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RESUMO 
 
 
Alternativas economicamente vantajosas com exploração completa do conteúdo 

antioxidante de resíduos de frutas tropicais de fábricas de sucos foram estudadas no estado 

de Alagoas, Brasil. Assim, extratos metanólicos de farinhas de resíduos de acerola (FRAC), 

maracujá (FRMA) e abacaxi (FRAB) foram avaliados quanto a sua capacidade antioxidante. 

Para isso, foram analisados o conteúdo total de fenóis, a capacidade antioxidante frente aos 

radicais DPPH •  e ânion radical superóxido e o efeito de proteção à peroxidação da 

membrana lipídica, causada pelo radical peroxila, dos extratos metanólicos das farinhas. No 

ultimo caso, um modelo de membrana bilamelar fosfolipídica com uma sonda fluorescente 

foi usado. Para a análise estatística, foi utilizado o programa epi info versão 6.04d (2001) e o 

Microsoft Excel, usando teste t, análise multivariada e qui-quadrado, considerando um p < 

0,05 como significativo. Os resultados para o conteúdo total de fenóis dos extratos 

metanólicos das farinhas de resíduos de acerola (FRAC), maracujá (FRMA) e abacaxi 

(FRAB) foram 94,6 ± 7,4, 41,2 ± 4,2 e 9,1 ± 1,3 mg de equivalentes de ácido gálico/ g de 

extrato seco, respectivamente. FRAC mostrou o melhor conteúdo de fenóis e capacidade 

antioxidante frente ao radical DPPH • . FRMA mostrou a melhor capacidade antioxidante 

frente ao ânion radical superóxido. Resposta similar foi observada entre FRAC e FRMA 

quanto à proteção frente a peroxidação da membrana lipídica. De modo geral, estes dados 

sugerem que extratos metanólicos de farinhas de FRAC e FRMA podem ser úteis como 

suplementos antioxidantes ou aditivos alimentares, em especial, o extrato de acerola. 

 
 
Palavras-chave: capacidade antioxidante, resíduos de frutas tropicais, DPPH, conteúdo total 

de fenóis, peroxidação lipídica, ânion radical superóxido. 
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ABSTRACT 
 

 
Economically advantageous alternatives to fully explore the antioxidant content of tropical 

fruit residues from juice processor industries have been currently studied in the State of 

Alagoas, Brazil. Thus, flour methanolic extracts of acerola (AC), passion fruit (PF) and 

pineapple (PA) residues were screened for their antioxidant capacity. For this, their total 

phenolic content, antioxidant capacity toward DPPH • and toward the superoxide anion 

radical, together with analysis of their protective effect against membrane lipid peroxidation, 

caused by peroxyl radical, were determined in the flour methanolic extracts. In the last case, 

the phospholipid bilayer biomimetic model with the inclusion of a fluorescent probe was used. 

The statistical analysis employed the epi info version 6.04d (2001) program and Microsoft 

excel, using the test t, multivaried analysis and qui-square, considering p < 0.05 as 

significant. The results of total phenolic content of flour methanolic extracts of AC, PF and PA 

were 94.6 ± 7.4, 41.2 ± 4.2 and 9.1 ± 1.3 mg of gallic acid equivalents/ g of dry extract, 

respectively. AC showed the best total phenolic content and antioxidant capacity toward 

DPPH • . PF showed the best antioxidant capacity to superoxide anion radical. Similar 

indexes of lipid peroxidation protection were observed with both AC and PF residues. 

Altogether, these data suggest that flour methanolic extracts of AC and PF residues may be 

useful as antioxidant supplements or food additives, notably the acerola (AC) extracts.  

 

Key-Words: antioxidant capacity, tropical fruit residues, DPPH, total phenolic content, lipidic 

peroxidation, superoxide anion radical. 
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1.1 CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

Estudos epidemiológicos têm mostrado que dietas ricas em frutas e verduras 

estão associadas a uma menor incidência de doenças crônicas e degenerativas 

(ZIBADE et al., 2007; JOHN et al., 2002; GAZIANO et al., 1995; HARTMAN et al., 

2006; GAZIANO, 1996). Um dos principais aspectos relacionados a este efeito 

protetor tem sido atribuído, em parte, à presença de compostos antioxidantes, dentre 

os quais se destacam os compostos fenólicos, além dos bem conhecidos β-

caroteno, vitamina C e vitamina E (KIM, GIRAUD & DRISKELL, 2007; ZULUETA et 

al., 2007; VASCONCELOS, SILVA & GOULART, 2006). 

A proteção atribuída aos antioxidantes é decorrente da sua ação redutora frente 

a espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (ERON), bem como outras espécies 

reativas, que são moléculas formadas continuamente durante os processos 

metabólicos ou são provenientes de fontes exógenas. Tais espécies atuam como 

mediadores para a transferência de elétrons em várias reações bioquímicas 

(HALLIWELL, 1995). Porém, quando em excesso, podem causar danos celulares, 

atacando membranas lipídicas, proteínas e nucleotídeos, levando a uma série de 

alterações, até o surgimento de algumas doenças (NERI, et al., 2005; NIKI et al., 

2005; THOMAS & BALASUBRAMANIAN, 2004). 

A pesquisa de instrumentos para detecção precoce e prevenção de alterações 

no equilíbrio redox celular e de tecidos específicos constitui-se de forte interesse 

científico atual. Desta forma, buscam-se hoje medicamentos ou alternativas 

nutricionais (alimentos ou nutrientes específicos) que possam diminuir a ação 

deletéria destas espécies reativas sobre a saúde da população humana (MOUSA & 

MOUSA, 2007; BJELAKOVIC et al., 2006; MORIARTY-CRAIGE et al., 2005; 

BALDWIN et al., 2005). 

As indústrias alimentícias brasileiras produzem resíduos que poderiam ter um 

destino muito mais benéfico, favorecendo o homem e o meio ambiente. Muitos frutos 

comestíveis são processados para fabricação de sucos naturais, sucos 

concentrados, doces em conserva, polpas e extratos, os quais possuem sementes e 

cascas, fontes naturais de antioxidantes, que são muitas vezes descartadas, porém, 

poderiam ser utilizadas, evitando o desperdício de alimentos. 
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1.2 ESPÉCIES REATIVAS DE IMPORTÂNCIA PARA OS SISTEMAS 
BIOLÓGICOS 

 

O termo radical livre (RL) é definido como qualquer espécie, de existência 

independente, com um ou mais elétrons livres ou não-pareados ocupando um orbital 

atômico ou molecular. Essas espécies são, geralmente, instáveis, e por esta razão, 

apresentam grande capacidade reativa, tendo tempo de meia vida muito curto. São 

reativos frente a uma grande variedade de compostos que estejam próximos, a fim 

de que a transferência de um elétron deste composto para o radical ou do radical 

para o composto contribua para a estabilização das espécies. Isto pode acontecer 

em diferentes ambientes, por exemplo, na célula, ou em um tecido do organismo, 

através de reações em cadeia, culminando com lesão celular (HALLIWELL & 

GUTTERIDGE, 2007). O ânion radical superóxido (O −•
2 ), o radical hidroxila (OH • ), o 

radical hidroperoxila (HO •
2 ) e o óxido nítrico (NO • ) são exemplos de RLs (GETOFF, 

2007). 

Há, entretanto, compostos igualmente reativos que não possuem elétrons 

desemparelhados na última camada e, portanto, não podem ser classificados como 

RLs (CADENAS & DAVIES, 2000). Essas substâncias são classificadas de maneira 

mais ampla como espécies reativas de oxigênio (EROs) e espécies reativas de 

nitrogênio (ERNs) e incluem o oxigênio molecular (O2), o oxigênio singleto ( 1 O2*), o 

peróxido de hidrogênio (H2O2), o cátion nitrosônio (NO + ), o ânion nitroxila (NO − ) e o 

peroxinitrito (ONOO − ) (GETOFF, 2007). 

Sabe-se que a mitocôndria é a principal fonte intracelular de RLs (HALLIWELL & 

GUTTERIDGE, 2007; MANOLI et al., 2007). Esse fato deve-se à presença da cadeia 

de transporte de elétrons ou fosforilação oxidativa, onde cerca de 95% do oxigênio 

molecular (O2) é reduzido à água (Figura 1), pela enzima citocromo oxidase, e o 

restante é transformado em espécies radicalares. Uma diminuição da atividade da 

citocromo oxidase pode, assim, levar a uma maior formação de RLs a partir da 

cadeia respiratória mitocondrial (NOHL, GILLE & STANIEK, 2005). 
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Figura 1. Redução tetravalente do O2 na mitocôndria até a formação de água. Várias espécies 

reativas de O2 são formadas no processo. 

Fonte: COHEN (1989) apud FERREIRA & MATSUBARA (1997) 

 

Existem outros mecanismos moleculares, além da fosforilação oxidativa, que 

ocorrem na mitocôndria, que podem levar à formação de espécies reativas de 

oxigênio. Dentre os quais, pode-se destacar a conversão enzimática de 

catecolaminas e indolaminas pela monoamina oxidase ou a auto-oxidação não 

enzimática de catecolaminas (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007), como, também, 

a produção por macrófagos e neutrófilos, utilizada na defesa contra bactérias e 

fungos que, por ventura, possam invadir o organismo humano (GRISHAM, 2004).  

 

1.2.1 ÂNION RADICAL SUPERÓXIDO 

                    

O ânion radical superóxido (O −•
2 ) é o primeiro intermediário da redução 

monovalente do O2 até água, com formação das demais espécies reativas (Figura 

1) (PERVAIZ & CLEMENT, 2007). O mesmo apresenta funções vitais para as 
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células de defesa e sem ele o organismo está desprotegido contra infecções 

causadas por vírus, bactérias e fungos (GRISHAM, 2004).  

Isoladamente, este ânion radical é pouco reativo e, portanto, não é altamente 

citotóxico. Já o radical hidroperoxila (HO •
2 ), que é a forma protonada do radical O −•

2 , 

tem uma facilidade maior de iniciar a destruição de membranas (BRAND et al., 

2004). 

1.2.2 RADICAL HIDROXILA 

 

É importante salientar que não existem sistemas eficientes para neutralizar o 

radical hidroxila (OH•), principalmente pelo fato do mesmo apresentar um tempo de 

meia-vida muito curto, o que dificulta o seu seqüestro in vivo (VALKO et al., 2007). 

Ele é considerado um dos mais reativos e mais deletérios ao organismo, capaz de 

tirar átomos de hidrogênio de grupo metileno, adjacentes às duplas ligações de 

ácidos graxos poli-insaturados. Esse processo dá início à peroxidação lipídica, 

provocando, assim, a lise da membrana celular (NIKI et al., 2005).  

O radical OH •  pode ser formado in vivo através de reações entre íons de metais 

de transição, por exemplo, do ferro (Fe (II)) com o peróxido de hidrogênio (H2O2), 

como nas reações de Fenton e Harber-Weiss (LLOYD, HANNA & MASON, 1997; 

HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). 

 

   Reação de Fenton:  

 

           Fe +2  + O2    Fe +3  + O •−
2       

                2 O •−
2  + 2H +             O2 + H2O2 

           Fe +2 + H2O2                      Fe +3  + OH −  + OH •  

 

  Reação de Haber-Weiss: 

 

 Fe +3 + O •−
2                 Fe +2  + O2 

           Fe +2  + H2O2              Fe +3 + OH −  + OH •  

 O •−
2 + H2O2                    O2  + OH −  + OH •  
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1.2.3 PERÓXIDO DE HIDROGÊNIO 

 
  O peróxido de hidrogênio (H2O2), embora não seja um RL, é considerado uma 

ERO, uma vez que pode funcionar como um intermediário na produção de espécies 

mais reativas, como o ácido hipocloroso (HOCl) (formado pela ação das 

mieloperoxidases) e o radical hidroxila (UI et al., 2004), como citado anteriormente. 

Embora o H2O2 possua uma reatividade limitada, o mesmo é capaz de atravessar as 

membranas biológicas, causando dano celular (LIOCHEV & FRIDOVICH, 2007). 

 

1.2.4 OXIGÊNIO SINGLETO 

 

A forma mais deletéria do O2 ao organismo é o oxigênio singleto (1ΔgO2 ou                 

1O *
2 ), intermediário fotoinduzido do oxigênio. O seu tempo de meia-vida depende 

muito do meio onde se encontra: em meio aquoso, é muito pequeno, pois ele colide 

com as moléculas de água (H2O) transferindo sua energia, desativando-se e 

retornando a sua forma menos reativa, oxigênio tripleto (3∑ −
g O2).  Em meio orgânico 

é mais comum a ocorrência de choque com transferência de energia, sem reação 

química, seguida da dissipação dessa energia na forma de calor (RONSEIN et al., 

2006). 
Além destes, existem ainda os radicais derivados dos tióis ou radicais de 

enxofre (RS • ), as espécies reativas de cloro (ERCl), as espécies reativas de 

carbono (ERC) e os íons de metais de transição ferro (Fe), cobre (Cu), manganês 

(Mn) e zinco (Zn), que podem causar danos celulares (NORDBERG &  ARNER, 

2001). 

 

1.2.5 PEROXINITRITO 
 

Atualmente, o óxido nítrico (NO • ) constitui um dos mais importantes 

mediadores de processos intra e extracelulares. Este radical é produzido a partir do 

aminoácido L-arginina, através de uma reação catalisada pelas enzimas NO-sintase 

constitutiva (c-NOS) e induzida (i-NOS). O NO •  apresenta um papel dúbio, às vezes 
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benéfico, outras vezes prejudicial ao organismo. Está envolvido no relaxamento 

vascular e tem um papel de grande importância na proteção do vaso sangüíneo. 

Constitui um importante mediador citotóxico de células imunes efetoras ativadas, 

capaz de destruir patógenos e células tumorais. Possui, ainda, um papel como 

mensageiro/modulador em diversos processos biológicos essenciais. No entanto o 

NO •  é potencialmente tóxico. A toxicidade se faz presente particularmente em 

situações de estresse oxidativo, geração de intermediários do oxigênio e deficiência 

do sistema antioxidante (DUSSE, VIEIRA & CARVALHO, 2003). 

Uma ação tóxica cooperativa de NO •  e ânion superóxido (O −•
2 ) resulta na 

formação de peroxinitrito (ONOO − ) (Equação 1), um poderoso oxidante de 

proteínas. O ONOO −  pode, posteriormente, protonar-se na presença de íon 

hidrogênio (H+), originando um radical altamente reativo e tóxico, o hidroxila (OH • ), 

aumentando efetivamente a ação tóxica do NO •  e do O −•
2  (HALLIWELL & 

GUTTERIDGE, 2007). 
 

NO •  + O −•
2  → ONOO −   Equação 1 

 

1.3 ESTRESSE OXIDATIVO 

 

O desbalanço entre a produção de espécies reativas e a remoção destas 

pelos sistemas de defesa antioxidante, com predomínio dos pró-oxidantes, é 

denominado de estresse oxidativo ou desbalanço redox (RAHMAN, BISWAS & 

KODE, 2006). O mesmo é considerado uma condição celular ou fisiológica de 

elevada concentração de espécies que causa danos moleculares às estruturas 

celulares, com conseqüente alteração funcional e prejuízo das funções vitais, em 

diversos tecidos e órgãos, tais como músculo, fígado, tecido adiposo, vascular e 

cerebral (MULLER et al., 2007). 

Hábitos de vida considerados inapropriados, como o consumo de álcool, 

tabagismo e dieta inadequada; condições ambientais impróprias, tais como a 

exposição à radiação não ionizante ultravioleta (UV) e outras ondas curtas, poluição, 

temperatura elevada, estados psicológicos que provoquem estresse emocional, o 
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envelhecimento e o exercício realizado de forma extrema também estão associados 

ao estresse oxidativo (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). 

 Os sistemas biológicos oferecem condições favoráveis para a ocorrência de 

reações de caráter oxidativo, devido à existência de lipídios insaturados nas 

membranas celulares e pela abundância de reações oxidativas que ocorrem durante 

o metabolismo normal. A susceptibilidade de uma célula ou de um tecido ao 

estresse oxidativo depende de um grande número de fatores que incluem a 

disponibilidade de antioxidantes e a capacidade de inativação ou eliminação dos 

produtos oxidados formados (HALLIWELL et al., 1995). 

 

1.4 SISTEMAS DE DEFESA ANTIOXIDANTE 

 

Existem no organismo sistemas naturais de combate aos RLs, que podem ser 

classificados em enzimáticos ou não-enzimáticos, que, quando não eliminam, 

impedem a transformação dos RLs em produtos mais nocivos às células 

(BUONOCORE & GROENENDAAL, 2007). O efeito prejudicial dos RLs ocorre 

quando os mesmos estão em quantidade excessiva no organismo, ultrapassando a 

capacidade do organismo de neutralizá-los com os seus sistemas naturais 

(BARREIRO & DAVID, 2006).  Os sistemas enzimáticos de defesa são compostos 

pelas seguintes enzimas: glutationa-peroxidase (GPx) (GPx-dependentes e não-

dependentes de selênio), que atua sobre peróxidos em geral, utilizando a glutationa 

como co-fator; catalase (CAT) (heme-enzima), que atua na decomposição de H2O2 a 

O2 e H2O e a superóxido-dismutase (SOD), que catalisa a dismutação do ânion 

radical O −•
2  a H2O2 (Figura 2)  (VALKO et al., 2007).  
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Figura 2. Esquema simplificado dos sistemas oxidantes e antioxidantes que atuam na célula. O 

superóxido é produzido intracelularmente, tanto no citossol como na mitocôndria. Duas moléculas de 

superóxido são rapidamente dismutadas, espontaneamente ou por via de superóxido dismutases, 

sendo que estas permitem o posterior fluxo de EROs entre compartimentos celulares. O peróxido de 

hidrogênio resultante da dismutação do superóxido pode depois ser enzimaticamente metabolizado 

em oxigênio e água, ou convertido no radical hidroxila, através de reações catalisadas por íons 

metálicos.  

Fonte: Adaptado de NORDBERG & ARNER (2001). 

 

 

Já o sistema antioxidante não enzimático tem a glutationa (GSH) em 

destaque, como principal antioxidante intracelular (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 

2007). Outros antioxidantes não enzimáticos que merecem destaque são em sua 

maioria exógenos, ou seja, precisam ser fornecidos pela alimentação (HALLIWELL 

et al., 1995). Dentre os principais, pode-se citar: as vitaminas lipossolúveis (vitamina 

A, β-caroteno e vitamina E), as vitaminas hidrossolúveis (vitamina C e vitaminas do 

complexo B (B12, B2 e B6), os oligoelementos (zinco, cobre, selênio, magnésio, etc.) 

e os polifenóis (derivados de plantas) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007; 

TAKATA, MATSUNAGA & KARUBE, 2002).  
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 1.4.1 ANTIOXIDANTES ENZIMÁTICOS  

1.4.1.1 GLUTATIONA PEROXIDASE (GPx) 

 

Nas células animais, há duas formas de GPx, como citado anteriormente. A 

forma dependente de selênio é capaz de reduzir qualquer hidroperóxido orgânico, 

além do H2O2. Essa forma possui massa molar de 81.000 g mol-1, é uma proteína 

tetramérica e possui um átomo de selênio em cada subunidade. O segundo tipo, 

independente do selênio, tem massa molar de 35.000 g mol-1, é dimérica e está apta 

a reduzir qualquer hidroperóxido orgânico, menos o H2O2. Na maioria dos animais, a 

enzima dependente de selênio é responsável pela maior parte da atividade da GPx, 

mas a proporção entre as duas formas varia muito entre as diferentes espécies, bem 

como de tecido para tecido em uma mesma espécie (DREVET, 2006).  

A GPx apresenta alta atividade no fígado, moderada no coração, pulmão, 

cérebro, e baixa nos músculos. O pH ótimo para a GPx é próximo de 8,0, mas a 

enzima continua ativa com valores elevados. Sua atividade é mínima em pH abaixo 

de 6,0 (SEO et al., 2004). 
 

1.4.1.2 CATALASE (CAT) 

 

A CAT está presente na maioria das células aeróbias, sendo que, em animais, 

se encontra principalmente no fígado, rins e eritrócitos. Órgãos como cérebro, 

coração e músculo esquelético contêm, no entanto, pequenas quantidades da 

enzima. Os nutrientes mais importantes coadjuvantes da catalase são o ferro e os 

oito tocoferóis (vitamina E), que se apresentam distribuídos na membrana celular, na 

fase hidrofóbica. Apresenta massa molar de 240.000 g mol-1 e, quando purificada, 

apresenta quatro subunidades, cada uma contendo um grupamento Fe III – 

protoporfirina, ligado ao seu sítio ativo (VALKO et al., 2007). 

Em relação ao pH, pode-se observar uma diminuição da atividade da enzima 

abaixo de pH 4,0. Na faixa de 4,0 a 8,5, a sua atividade permanece constante, 

sendo que, acima desse valor, volta a diminuir (VALKO et al., 2007).  

Segundo Sies (1999), a CAT é a enzima que se encarrega de fazer a 

conversão de altas concentrações de H2O2 nos peroxissomas em água e oxigênio. 
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Já em outros compartimentos celulares, quando o peróxido de hidrogênio está 

presente em baixas concentrações (condições fisiológicas normais), a glutationa 

peroxidase é que se encarrega de transformá-lo em água. 

 

1.4.1.3 SUPERÓXIDO DISMUTASE (SOD) 

 

A SOD constitui uma das enzimas mais importantes que atuam como 

antioxidantes celulares. Está presente no citoplasma celular (enzima cobre-zinco) e 

nas mitocôndrias (enzima manganês) (PETERSEN & ENGHILD, 2005). 

A forma que contém cobre e zinco, denominada de superóxido dismutase 

dependente de cobre e zinco (CuZnSOD), é muito estável e está presente em 

praticamente todas as células eucarióticas (plantas ou animais). A CuZnSOD tem 

massa molar de 32.000 g mol-1 e é constituída de duas subunidades protéicas 

idênticas, com um átomo de cobre e um de zinco em cada uma delas. O zinco não 

funciona no sítio catalítico, mas aparece para estabilizar a enzima. Essa conclusão 

foi extraída de experiências nas quais os metais foram removidos dos sítios ativos e 

recolocados em outros, sozinhos ou em conjunto (AFONSO et al., 2007). 

 A SOD dependente do manganês (MnSOD) é uma proteína de cor rosa, cuja 

massa molar é de 40.000 g mol-1 e que contém manganês nos sítios ativos. A sua 

atividade diminui em pH alcalino. A atividade da MnSOD em relação à CuZnSOD 

depende do tecido e das espécies onde atuam. A remoção do manganês (Mn) dos 

sítios ativos causa perda da atividade catalítica, não podendo ser substituído por 

qualquer íon de transição, pois a enzima perde a sua atividade funcional. As 

seqüências de aminoácidos de todas as MnSOD, em todas as espécies, são 

parecidas e não estão relacionadas com àquelas da CuZnSOD (KINNULA & 

CRAPO, 2004). 
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1.4.2 ANTIOXIDANTES NÃO-ENZIMÁTICOS 

1.4.2.1 GLUTATIONA 

 
A glutationa é abundante (3-10 mmol L-1) no citoplasma, no núcleo e nas 

mitocôndrias, consistindo no principal antioxidante solúvel destes compartimentos 

celulares. Está presente na maioria das células na sua forma reduzida (GSH) e é o 

tiol (-SH) mais abundante no meio intracelular, onde sua capacidade redutora está 

associada a este grupamento (CNUBBEN et al., 2001).  A glutationa é reconhecida 

como substrato para GSH transferase (GST) e GSH peroxidase (GPx) (Figura 3), 

enzimas que catalisam as reações de destoxificação de compostos xenobióticos e 

de EROs e RLs (JÚNIOR et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3. Interconversão de glutationa nas suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) pela ação 

das enzimas glutationa peroxidase (GPx), glutationa oxidase (GO) e glutationa redutase (GR). 
Fonte: Adaptado de JÚNIOR et al., 2001. 
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A concentração sanguínea de GSH pode ser regulada pela dieta e pelo 

estado nutricional. As informações obtidas da regulação dietética e dos níveis de 

GSH tecidual podem ser clinicamente relevantes, especialmente em relação àquelas 

doenças onde estão envolvidas simultaneamente a diminuição das concentrações 

teciduais de GSH e a ocorrência de estresse oxidativo (SIES, 1999).  

 A maior parte da glutationa livre in vivo está sob a forma de GSH ao invés de 

glutationa oxidada (GSSG); porém, mais de 2/3 de tiois totais pode estar presente 

em outras formas, tais como cisteína e coenzima A (CNUBBEN et al., 2001; SEO et 

al., 2004).  

 

 1.4.2.2 VITAMINA E 

 

  Vitamina E (Figura 4) é um termo genérico que se refere aos tocoferóis e 

tocotrienóis (α, β, δ, γ tocoferol e α, β, δ, γ tocotrienol). Todos estes compostos 

consistem de um núcleo cromanol com uma cadeia alifática lateral. Esta vitamina é 

considerada o antioxidante lipossolúvel mais importante presente nas regiões 

hidrofóbicas, e, portanto, é capaz de atuar na proteção contra a peroxidação de 

membranas. Dentre os tipos de tocoferóis, o α-tocoferol é considerado o de maior 

poder antioxidante (NIKI et al., 2005).   

A vitamina E protege os fosfolipídios insaturados da membrana da 

degeneração oxidativa causada por espécies de oxigênio altamente reativas e 

outros RLs. Ela desempenha esta função através de sua capacidade de reduzir tais 

radicais a metabólitos não prejudiciais - um processo chamado de “varredura de 

radicais livres” (NIKI et al., 2005). 

A vitamina E pode reagir diretamente com uma série de oxirradicais, como o 

O •−
2 , OH • , etc., e, também, com o 1O *

2 . A reação in vivo deste antioxidante consiste 

em sua oxidação primeiramente, à tocoferil quinona, biologicamente inativa, e, em 

seguida, pode ser reduzida à tocoferil hidroquinona (CHOW, 1991; WOLF, WOLF & 

RUOCCO, 1998).    
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Figura 4. Estrutura química da Vitamina E. As setas indicam o sítio de oxidação (OH fenólico) 

Fonte: Adaptado de CERQUEIRA, MEDEIROS & AUGUSTO (2007). 

 

1.4.2.3 VITAMINA A 

 

Vitamina A é o termo genérico usado para descrever todos os compostos com 

atividade biológica de retinol, que foi originalmente isolado da retina, onde faz parte 

da molécula dos pigmentos visuais responsáveis pela visão (RAO & RAO, 2007).  

Devido às suas similaridades com o retinol, os compostos são chamados de 

retinóides. Os retinóides ativos da vitamina A são encontrados, na natureza, em três 

formas: álcool (retinol); aldeído (retinal ou retinaldeído) e ácido (ácido retinóico). Os 

pigmentos vegetais, chamados carotenóides (Figura 5), podem produzir retinóides 

no metabolismo, sendo assim chamados de pró-vitaminas A. O licopeno não 

apresenta tal atividade, visto que, não apresenta o anel β-ionona em sua estrutura. 
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O mais ativo destes é o β-caroteno, um dímero de retinol (KRINSKY & JOHNSON, 

2005).  
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Figura 5. Estrutura química de alguns carotenóides. 
 

 

A vitamina A apresenta pequena ação antioxidante, mas seu precursor, o β-

caroteno, é mais eficiente, podendo, desta forma, agir como antioxidante, em 

especial, sobre o 1O *
2  (YOUNG & LOWE, 2001; MORTENSEN, SKIBSTED & 

TRUSCOTT, 2001).  

A atividade antioxidante de um carotenóide (Car) sobre espécies reativas 

(ROO•) pode ocorrer via três possibilidades mecanísticas: transferência de elétrons a 

partir de seu carbono central (Equação 2) e/ou abstração do hidrogênio alílico 

(Equação 3) e adição radicalar (Equação 4). 

 

Car + ROO• Car +• + ROO −                        Equação 2 

Car + ROO• Car •  + ROOH                       Equação 3 

Car + ROO• ROOCar •                               Equação 4 
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1.4.2.4 VITAMINA C 

 

A vitamina C é essencial ao ser humano, visto que o mesmo não é capaz de 

sintetizá-la pela via da glicose, como acontece com as plantas e outros animais, 

necessitando, assim, ser obtida através da dieta (SILVA & COZZOLINO, 2006).  

Em pH fisiológico (7,4), 99,95% da vitamina C (AscH2) encontra-se na forma 

de ascorbato (AscH−), que é a forma que atua como antioxidante, ao doar um H •  ou 

H +  + e −  para um RL. O ascorbato (AscH−) atua como antioxidante sobre EROs e 

ERNs, em ambiente biológico aquoso, resultando na formação do ânion radical 

semidesidroascorbato (Asc −• ), ou ascorbila, que é pouco reativo (Equação 5) 

(HAMRE et al., 1997). 

 

 

AscH−+ OH •  Asc −• + H2O                            Equação 5 

2 AscH − + O −•
2     2 Asc −•  + H2O2                               Equação 6 

AscH − + H2O2  + H +            Asc −• + 2H2O                Equação 7 

AscH − + ROO •        Asc −• + ROOH                    Equação 8 

 

 A vitamina C é considerada o mais importante antioxidante em fluídos 

extracelulares, pois o ascorbato atua eficientemente sobre o O −•
2  (Equação 6), sobre 

o H2O2 (Equação 7), sobre o OH •  (Equação 5) e o ROO •  (Equação 8) e ainda 

sobre o 1 O2*. O ascorbato pode atuar diretamente nas membranas celulares, por 

impedir o início da peroxidação lipídica ou indiretamente por regenerar a vitamina E, 

que atua como antioxidante na fase lipofílica da membrana (Figura 6) (HAMRE et 

al., 1997). 
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Figura 6. Ação antioxidante das vitaminas E e C na peroxidação lipídica das membranas celulares: 

(a) Abstração de H •  do lipídio da membrana celular devido ao ataque do radical livre X • ; (b) Em 

presença de O2, ocorre formação do radical peroxila R–OO • ; (c e d) A vitamina E remove o radical 

peroxila; (d e e) O ascorbato (AscH − ) pode reciclar vitamina E; (e) Enzimas PLA2 (Fosfolipase A2) 

GSH-Px (Glutationa Peroxidase) PhGSH-Px (Fosfoidrolipídio glutationa peroxidase) em presença de 

FA-CoA (Fatty Acyl-Acilgraxo – Coenzima A) podem reparar o dano ao ácido graxo. 
Fonte: Adaptado de BUETTNER (1993). 

 

1.4.2.5 POLIFENÓIS 

 
Polifenóis, em especial os flavonóides, possuem estrutura ideal para o 

seqüestro de radicais e são antioxidantes mais efetivos que as vitaminas C e E in 

vitro (DIMITRIOS, 2006).  A atividade dos flavonóides depende de sua estrutura 

(Figura 7) e pode ser determinada por cinco fatores: reatividade com agente doador 

de H• e elétrons, estabilidade do radical flavanoíla formado, reatividade frente a 

outros antioxidantes, capacidade de quelar metais de transição e solubilidade e 

interação com as membranas (WALLE, 2004). 
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Figura 7. Estrutura química básica do flavonóide. A estrutura básica do flavonóide é o núcleo flavona 

que consiste de 15 átomos de carbono arranjados em 3 anéis (C6-C3-C6) classificados em A, C e B. 
 

 

Outro fator relacionado com o poder antioxidante de um flavonóide é a 

quantidade de hidroxilas (OH) presentes em sua estrutura; sendo assim, quanto 

maior o número de grupos - OH, maior a atividade com agente doador de H• ou de 

elétrons + H+. Entre os flavonóides diidroxilados, destacam-se aqueles que possuem 

o sistema catecol (3’,4’-diidroxi) no anel B. Os flavonóides com múltiplas hidroxilas 

como a miricetina, quercetina, luteolina, fustina, eriodictiol e taxifolina possuem forte 

atividade antioxidante quando comparados ao α-tocoferol, ácido ascórbico, β -

caroteno, glutationa, ácido úrico e bilirrubina (CAO, SOFIC & PRIOR, 1997). 

O último fator importante que influencia a atividade antioxidante dos 

flavonóides é a sua interação com as biomembranas. A lipofilia do flavonóide indica 

a incorporação deste pela membrana, que é alvo da maioria das EROs e ERNs. 

Assim, deve haver uma concentração mínima do flavonóide por ácido graxo, de 

modo a assegurar a presença de uma de suas moléculas próxima ao sítio de ataque 

do radical. Flavonóides que possuem uma cadeia de açúcares ligada em sua 

estrutura são muito polares, não sendo assimilados pela membrana; porém, nesta 

forma, eles podem ser armazenados em vesículas, possuindo um tempo maior de 

permanência no organismo. Os flavonóides que são assimilados pelas membranas 

exercem a função de moduladores de fluidez. Ao restringir essa fluidez, os 

flavonóides geram um impedimento físico para a difusão das EROs e ERNs, de 

modo que decresce a cinética (ERLUND, 2004). 

Existe, ainda, uma série de outros antioxidantes não enzimáticos que 

participam da defesa contra RLs nos sistemas biológicos como, por exemplo, a 

melatonina, a ubiquinona, a ceruloplasmina, o ácido úrico e a taurina (VALKO et al., 

2007). 
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1.5 FONTES NATURAIS DE ANTIOXIDANTES  

 
Os antioxidantes, como a vitamina C, vitamina E, carotenóides e flavonóides, 

estão presentes como constituintes dietéticos (MOURE et al., 2001). Por exemplo, 

antioxidantes com importante atividade têm sido encontrados em frutas vermelhas 

(PANTELIDIS et al., 2007); frutas obtidas de um supermercado em Singapura 

(LEONG & SHUI, 2002); frutas tropicais silvestres (KUSKOSKI et al., 2006); em 

sucos de frutas como, laranja, maça, abacaxi e uva (GARDNER et al., 2000), como 

também em polpas de frutas congeladas (KUSKOSKI et al., 2006). Estudos 

mostram, ainda, a influência do processamento e do tempo de armazenamento 

sobre o conteúdo de polifenóis em morangos (AYALA-ZAVALA et al., 2004). Outros 

estudos têm analisado o potencial antioxidante de uma larga variedade de vegetais 

(ISMAIL, MARJAN & FOONG, 2004).  

Vinhos contêm uma variedade de compostos polifenólicos, em especial 

resveratrol e seus derivados (NIKFARDJEM, LÁSZLÓ & DIETRICH, 2006). Beer et 

al (2005) avaliaram o conteúdo de fenóis, ácido ascórbico e a inibição da 

peroxidação lipídica in vitro de vinhos tinto e branco produzidos no sul da África.  

Além de vinhos, estudos registram a atividade antioxidante em outros tipos de 

bebidas alcoólicas, como o licor (ALAMPRESE, POMPEI & SCARAMUZZI, 2005).  

Chá verde e chá preto têm sido extensivamente estudados quanto às suas 

propriedades antioxidantes frente a uma variedade de espécies reativas 

(THIAGARAJAN et al., 2001). Luczaj & Skrzydlewska (2005) também revisaram as 

propriedades antioxidantes do chá-preto. Já Turkmen, Sari & Velioglu (2006) 

estudaram o efeito do tipo de solvente utilizado no processo de extração sobre o 

conteúdo de fenóis e capacidade antioxidante de chá preto e chá mate na Turquia.  

 Muitos dos princípios ativos em plantas medicinais são compostos fenólicos. 

Existe um grande número de trabalhos na literatura que descrevem a atividade 

antioxidante de ervas, plantas medicinais e temperos. Por exemplo: Silva et al. 

(2006) estudaram a correlação entre o conteúdo de fenóis de extratos de própolis 

brasileiro com a atividade antimicrobiana e capacidade antioxidante. Ainda no Brasil, 

Silva et al. (2007) avaliaram a capacidade antioxidante de quinze espécies de 

plantas selecionadas provenientes da região da Amazônia e Sousa et al. (2007) 

determinaram o conteúdo de fenóis totais e a capacidade antioxidante de folhas, 
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cascas e raízes de  cinco diferentes espécies de plantas medicinais. Também foi 

estudada a capacidade antioxidante de vinte e seis extratos de temperos (SHAN et 

al., 2005). 

 Sementes são outras fontes naturais de antioxidantes. Jayaprakasha, Singh & 

Sakariah (2001) estudaram a capacidade antioxidante de sementes de uva frente ao 

modelo de peroxidação lipídica in vitro. Já Sidduraju (2007) avaliou a atividade 

antioxidante de compostos fenólicos de sementes de tamarindo. Além disso, Soong 

& Barlow (2004) avaliaram o conteúdo total de fenóis e a capacidade antioxidante de 

sementes de frutas selecionadas, como: abacate, manga e jaca. Trevisan et al. 

(2006) caracterizaram alquilfenóis de líquido da castanha de caju (Anacardium 

occidentale) e determinaram a sua capacidade antioxidante. 

 A capacidade antioxidante de outras fontes naturais também tem sido testada. 

Recentemente, Ferreira et al. (2007) estudaram o poder redutor de duas espécies de 

cogumelos do nordeste de Portugal. Estudos também mostraram a capacidade 

antioxidante de alguns tipos de dieta seguidas por populações; a capacidade 

antioxidante da dieta do Mediterrâneo, por exemplo, que presa por uma alimentação 

rica em frutas e verduras, foi avaliada por Saura-Calixto & Goñi (2006), em Madri, na 

Espanha. Além disso, foi estudada a capacidade antioxidante de extratos voláteis de 

produtos da reação de Maillard (OSADA & SHIBAMOTO, 2006), que é decorrente 

de uma reação não enzimática entre açúcares redutores e aminoácidos ou proteínas 

em alimentos, após processo de aquecimento a altas temperaturas (FRIEDMAN, 

2003). A atividade antioxidante e anti-radicalar da L-carnitina, que é considerada um 

transportador celular de ácidos graxos de cadeia longa (STEIBER, KERNER & 

HOPPEL, 2004), foi pesquisada (GÜLÇIN, 2006). Trevisan et al. (2006) 

caracterizaram os óleos essenciais de uma série de plantas da família Ocimum 

usados como temperos e aromatizantes em nutrição e analisaram sua capacidade 

antioxidante. 

 Resíduos da agricultura e da indústria alimentícia são fontes naturais atrativas 

de antioxidantes. Lafka, Sinanoglou & Lazos (2007) observaram uma elevada 

capacidade antioxidante de compostos fenólicos provenientes de produtos 

desperdiçados após o processamento de vinho. Já Aldini et al. (2006) estudaram a 

atividade antioxidante de polifenóis provenientes de resíduos sólidos de azeitona e   

Shui & Leong (2006) avaliaram a capacidade antioxidante de resíduos de 
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carambola. A capacidade antioxidante de bagaços de frutas como de uva (LU & 

FOO, 1999) e de maçã (LU & FOO, 2000) também foi estudada. Peschel et al 

.(2006) estudaram a capacidade antioxidante e o conteúdo total de fenóis de 

resíduos de maça, pêra e alcachofra. Farhoosh, Golmovahhed & Khodaparast 

(2007) encontraram elevada capacidade antioxidante em folhas de chá e resíduos 

de chá preto. Já Prakash et al. (2007) avaliaram a capacidade antioxidante de 

sementes e resíduos agrícolas de soja. A Tabela 1 apresenta os principais 

resultados encontrados nos estudos citados no presente item. 

 
Tabela 1. Fontes naturais de antioxidantes. 
 

Fontes naturais de 
antioxidantes Principais resultados Referência 

Frutas e derivados 
  

Framboesa, amora preta, 
groselha vermelha, groselha 
espinhosa e cereja. 

Dentre as frutas estudadas, a cereja é 
considerada aquela com maior fonte de 
antioxidantes, podendo ser empregada 
como aditivo alimentar. 

Pantedilis et al., 
2007 
 

Ameixa, morango, carambola, 
goiaba, uva, maçã, manga, kiwi, 
melão, mamão, abacate, coco, 
melancia, banana, laranja, 
sapoti rambutan, entre outras 

A capacidade antioxidante das frutas 
estudadas variou de acordo com a espécie, 
de 0,06% para sapoti até 70,2% para 
rambutan. 

Leong & Shui, 
2002 

Baguaçu e jambolão 

O extrato metanólico do baguaçu 
apresentou elevado conteúdo de fenóis 
(896,7 mg 100g -1) quando comparado com 
outros frutos em bagas e, também, com o 
jambolão (229,6 mg 100g -1) 

Kuskoski et al., 
2006 

Laranja, maçã, abacaxi e uva 

A vitamina C foi responsável por grande 
parte da capacidade antioxidante no suco 
de laranja e menos que 5% no suco da 
maçã e abacaxi. Nestes últimos, a maior 
contribuição foi decorrente da quantidade 
de fenóis. 

Gardner et al., 
2000 
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Polpa congelada de amora, uva, 
açaí, goiaba, acerola, morango, 
abacaxi, manga, graviola, 
cupuaçu e maracujá 

As polpas congeladas de acerola, açaí e de 
morango foram a que apresentaram os 
maiores valores de fenóis: 580,1 mg 100g -

1, 136,8 mg 100g -1 e 132,1 mg 100g -1, 
respectivamente. 

                     
Kuskoski et al., 
2006 

 
 
 
Morangos 

Morangos estocados entre 5 ou 10°C 
mostraram elevada capacidade 
antioxidante, conteúdo total de fenóis e 
antocianinas, quando comparados com 
aqueles estocados a 0°C. 

Ayala-Zavala et al., 
2004 

Vegetais  
  

Couve, espinafre, cenoura e 
cebola 

Cebola e espinafre apresentaram a maior 
capacidade antioxidante quando comparados 
com os outros vegetais estudados.  

Ismail, Marjan & 
Foong, 2004 

Bebidas  
  

Vinho tinto e branco 

Foi observado que o vinho vermelho 
apresenta uma proteção maior à 
peroxidação lipídica, e isto foi atribuído 
principalmente ao conteúdo de fenóis das 
amostras analisadas. 

Beer et al., 2005 
 

Licor de noz verde 

A capacidade antioxidante do licor 
analisado apresentou direta correlação com 
o conteúdo total de fenóis, total de taninos e 
não taninos. O estudo mostrou ainda não 
haver diferença significativa entre licores 
com tempos de armazenamento diferentes. 

Alamprese, Pompei 
& Scaramuzzi, 
2005 

Chá-preto e chá-verde 

Extratos aquosos de chá-preto e verde 
mostraram ação capturadora de espécies 
reativas de oxigênio, como o oxigênio 
singleto, ânion superóxido e radical 
hidroxila. 

Thiagarajan et al., 
2001 

Chá- preto 

O chá-preto mostra ações de inibição da 
geração de espécies reativas, como 
também neutralização das mesmas e 
quelação de metais de transição, ações 
essas atribuídas, em grande parte, ao 
conteúdo de catequinas 

Luczaj & 
Skrzydlewska, 
2005 

Chá-preto e chá mate 

Uma mistura contendo 15% do extrato 
etanólico do chá mate e 50% do extrato de 
chá-preto em acetona apresentou grande 
atividade antioxidante. Os resultados 
mostraram que solventes com diferentes 
polaridades apresentam efeito significativo 
sobre o conteúdo de fenóis e a capacidade 

Turkmen, Sari & 
Velioglu, 2006 
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antioxidante das amostras analisadas.  

Ervas, plantas medicinais e 
temperos 

 
 
 

 

Própolis brasileiro 
Foi observada uma grande influência dos 
flavonóides na atividade antioxidante dos 
extratos de própolis estudados. 

Silva et al., 2006 

15 espécies de plantas da 
Amazônia  

Foi observada elevada correlação entre a 
capacidade antioxidante dos extratos 
destas plantas com o conteúdo total de 
fenóis. 

Souza et al., 2006 

Plantas medicinais 

Todos os extratos apresentaram altos 
teores de compostos fenólicos quando 
comparados a dados de outras espécies 
descritas na literatura. 

Sousa et al., 2007 

Grão de pimenta, orégano, noz-
moscada, entre outros 

Os resultados encontrados sugerem que 
muitas das espécies analisadas apresentam 
alto teor de compostos fenólicos e 
demonstram boa capacidade antioxidante. 

Shan et al., 2005 

Sementes  
  

Sementes de uva 

Os extratos de sementes de uva analisados 
apresentaram bom poder redutor frente ao 
método que envolve o ferrocianato de 
potássio e que os mesmos devem ser 
explorados para uma futura utilização na 
preservação de produtos alimentícios.  

Jayaprakasha & 
Sakariah, 2001 

 

Sementes de tamarindo 

Todos os extratos analisados apresentaram 
boa atividade antioxidante (64,5-71,1%) 
frente ao sistema de emulsão que envolve o 
ácido linoléico e melhor do que o padrão 
BHA (Hidroxianisol butilado). 

Siddhuraju, 2007 

Semente de abacate, manga, 
jaca e tamarindo 

As sementes apresentaram atividade 
antioxidante e conteúdo total de fenóis 
maior do que a porção comestível das 
respectivas frutas. Está contribuição foi 
sempre maior que 70%. 

Soong & Barlow, 
2004 

Produtos derivados da castanha 
de cajú 

Foi observada correlação significativa (p < 
0,05) entre a capacidade antioxidante e a 
concentração de alquilfenóis nos extratos 
estudados.   

Trevisan et al., 
2006 

Outras fontes naturais   
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Cogumelos  

As duas espécies estudadas (Lactarius 
deliciosus (L) Gray e tricholoma 
portentosum (Fr.)) apresentaram potencial 
antioxidante, mas a L. deliciosus mostrou-
se mais ativa.  

Ferreira et al., 2007 

Dieta do mediterrâneo 

Foi encontrado uma quantidade de 
vitaminas C e E que corresponde a 10%das 
recomendações diárias de consumo.  O 
conteúdo total de fenóis foi estimado em 
1171 mg EAG/ pessoa/ dia. 

Saura-Calixto & 
Goñi, 2006 

Extratos voláteis de produtos da 
reação de Maillard  

A atividade antioxidante de cada composto 
presente no extrato analisado não foi 
elevada. O alto poder antioxidante mostrado 
pelo extrato foi decorrente da ação 
sinérgica destes compostos da reação de 
Maillard. 

Osada & 
Shibamoto, 2006 

L-carnitina 

A L-carnitina apresentou alta atividade 
antioxidante frente aos radicais livres 
DPPH, anion radical superóxido e peróxido 
de hidrogênio.  

Gülçin, 2006 

Óleos essenciais de uma série 
de plantas da família Ocimum 

Os resultados sugerem que os óleos 
essenciais obtidos de várias plantas e 
temperos podem ser empregados na 
quimioprevenção do câncer e como 
alimentos funcionais. 

Trevisan et al., 
2006 

Resíduos da agroindústria  
  

Resíduos da vinicultura 

O extrato etanólico dos resíduos estudados 
exibiu elevada atividade antioxidante, 
quando comparado com os extratos em 
outros solventes, contra o antioxidante 
sintético BHT, o palmitato de ascorbila e a 
vitamina E. Não foi observada correlação 
positiva entre atividade antioxidante e 
conteúdo total de fenóis. 

Lafka, Sinanoglou 
& Lazos, 2007 

Resíduos sólidos de azeitona 

O extrato (1–20 μg/ml) analisado foi pré-
incubado em células endoteliais e preveniu 
a peroxidação lipídica e a morte celular. Os 
resultados indicam uma grande capacidade 
antioxidante dos extratos estudados. 

Aldini et al., 2006 

Resíduos de carambola 

A alta quantidade de fenóis e a elevada 
capacidade antioxidante dos resíduos 
estudados indicam que os mesmos 
poderiam ser empregados como aditivos 
alimentares. 

Shui & Leong, 
2006 
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Bagaço de uva Foram encontrados 17 tipos de compostos 
polifenólicos diferentes, dentre eles: ácido 
gálico, catequina, epicatequina, quercetina, 
entre outros. 

Lu & Foo, 1999 

Bagaço de maçã Todos os compostos antioxidantes 
encontrados apresentaram elevada 
atividade antioxidante, sendo a atividade 
sequestradora de radicais DPPH 2 a 3 
vezes e a do anion radical superóxido 10 a 
30 vezes maior do que a das vitaminas C e 
E. 

Lu & Foo, 2000 

Resíduos de maça, pêra e 
alcachofra 

Extratos com elevado conteúdo de fenóis e 
elevada capacidade antioxidante foram 
encontrados. 

Peschel et al., 2006 

Folhas de chá velho e resíduos 
de chá-preto 

O resíduo de chá-preto apresentou maior 
capacidade antioxidante quando 
comparado com a folha de chá velho. Os 
mesmos podem ser utilizados como fontes 
naturais de antioxidantes. 

Farhoosh, 
Golmovahhed & 
Khodaparast, 2007 

Sementes e resíduos agrícolas 
de soja 

 Os extratos das sementes estudadas 
mostraram variações no conteúdo de fenóis 
(6,4 a 81,7 mg EAG/g), de flavonóides (3,5 
a 44,6 mg QE (quercetina)/g) e  atividade 
antioxidante (7,5% a 74,7%.).  

Prakash et al., 
2007 

 

 Este item mostrou a diversidade de estudos sobre a capacidade antioxidante 

de várias fontes naturais, fortalecendo, assim, o incentivo a uma alimentação 

equilibrada e diversificada, levando em consideração alimentos de origem vegetal, 

principalmente aqueles que são fontes de antioxidantes. 

 

1.6 ANTIOXIDANTES NA PRÁTICA NUTRICIONAL 

 

O interesse crescente na utilização de nutrientes antioxidantes numa série de 

condições, incluindo a melhora geral da saúde e o retardo no processo de 

envelhecimento, tem atraído a atenção da população em geral, que deseja saber 

quais são os benefícios da ingestão de quantidades elevadas de suplementos 

antioxidantes. Vários estudos na literatura descrevem o uso de suplementos de 

antioxidantes em diversas patologias (NERI et al., 2005; BALDWIN et al., 2005; 

DRISKO, CHAPMAN & HUNTER, 2003).     
Quanto ao uso de vitaminas antioxidantes, há um vasto e controverso campo 

de descoberta. As vitaminas C, E e o β-caroteno têm sido apontados como atuantes 
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na prevenção de doenças crônicas, em especial doenças cardiovasculares (DCV) e 

câncer (KALIORA, DEDOUSSIS & SCHMIDT, 2006; LOPACZYNSKI & ZEISEL, 

2001). Porém, a literatura nessa área se destaca por resultados controversos em 

experimentos semelhantes; talvez, em alguns casos, a ânsia em encontrar 

resultados positivos comprometa o necessário rigor científico das investigações 

(FUHRMAN, 2000). 

Dentre todas as doenças em que o estresse oxidativo causa complicações, as 

DCV são as que contam com maiores evidências. Supõe-se que as vitaminas E e o 

β-caroteno possam inibir a oxidação das LDLs (low-density lipoprotein ou 

lipoproteínas de baixa densidade) para a sua forma mais aterogênica e, assim, 

preservar o endotélio (KALIORA, DEDOUSSIS & SCHMIDT, 2006). Contudo, faltam 

mais estudos publicados que substanciem a noção de que consumindo mais 

vitamina C, vitamina E ou β-caroteno (ou outros carotenóides) se reduza o risco de 

DCV. 

Para as vitaminas C e E, foram estabelecidas as recomendações nutricionais 

diárias considerando a atividade antioxidante além da atividade nutricional, as quais 

são de 90 mg para homens e 75 mg para mulheres de vitamina C e 15 mg para 

homens e mulheres de vitamina E (US NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES 

(USA), 2000). 

Em relação aos carotenóides, os estudos existentes ainda não foram 

suficientemente conclusivos para o estabelecimento de recomendações nutricionais, 

apesar de se saber que tais substâncias influenciam as reações bioquímicas do 

sistema oxidativo (US NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES (USA), 2000).     

         Para os flavonóides, discute-se, ainda, se os mesmos são nutrientes. Isto, 

porém, não implica em desconsiderar a relevância de tais substâncias na dieta, bem 

como sua atividade antioxidante (US NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES (USA), 

2000). 

De acordo com a “American Dietetic Association” (Associação Dietética 

Americana (1996)), a melhor estratégia nutricional para promover a saúde e reduzir 

o risco de doenças crônicas é a obtenção de nutrientes de uma grande variedade de 

alimentos, onde os suplementos vitamínicos e de minerais só seriam apropriados 

quando bem aceitos pelo paciente e prescritos sob evidências científicas que 

comprovem sua eficácia e segurança. 
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1.7 MÉTODOS EMPREGADOS NA DETERMINAÇÃO DO CONTEÚDO TOTAL DE 
FENÓIS E DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO 

1.7.1 CONTEÚDO TOTAL DE FENÓIS   

1.7.1.1 MÉTODO DE FOLIN – CIOCAULTEU 

 

 A quantificação de compostos fenólicos é realizada por meio de uma 

variedade de métodos, todavia, o que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu (RFC) é o 

mais extensivamente utilizado (ABDILLE et al., 2005; BANERJEE, DASGRUPTA & 

DE, 2005; STRATIL, KLEJDUS & KUBÁN, 2007; DASTMALCHI et al., 2007).  

 O RFC consiste de mistura dos ácidos fosfomolibídico e fosfotungstico, no 

qual o molibdênio e o tungstênio encontram-se no estado de oxidação 6+ (VI); 

porém, em presença de certos agentes redutores, como os compostos fenólicos, 

formam-se os chamados molibdênio azul e tungstênio azul, nos quais a média do 

estado de oxidação dos metais está entre 5 (V) e 6 (VI) e cuja coloração permite a 

determinação da concentração das substâncias redutoras, que, não 

necessariamente, precisam ter natureza fenólica (HUANG, OU & PRIOR, 2005; 

SINGLETON, ORTHOFER & LAMUELA-RAVENTÓS, 1999). 

 A Figura 8 mostra que em meio básico os compostos fenólicos (no exemplo, 

o padrão ácido gálico) são desprotonados gerando ânions fenolato. A partir daí, 

ocorre uma reação de oxirredução entre o ânion fenolato e o RFC, onde, segundo 

Singleton, Orthofer & Lamuela-Raventós (1999) o molibdênio (Mo), componente do 

reagente de Folin, sofre redução, e o meio reacional muda de coloração amarela 

para azul. 

 

HO
OH

HO O
O

HO
O-

OH

COOH

OH
+ 2 Mo+6 +

COO-

Na2CO3 2e, -H+

COO-

2 Mo+5- 

Ácido gálico Anion fenolato  
Figura 8. Reação do ácido gálico em presença do molibdênio, componente do reagente de Folin - 

Ciocaulteu. 
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1.7.2 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE 

1.7.2.1 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE FRENTE AO RADICAL DPPH• 

 

 Vários métodos são utilizados para determinar a capacidade antioxidante de 

extratos e a atividade antioxidante de substâncias isoladas; um dos mais usados 

consiste em avaliar a atividade seqüestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-

hidrazila (DPPH • ), de coloração púrpura, que absorve em um comprimento de onda 

de 516 nm. Por ação de um antioxidante ou uma espécie radicalar (R • ), o DPPH • é 

reduzido formando difenil-picril-hidrazina (DPPH-H) (Figura 9), de coloração 

amarela, com conseqüente desaparecimento da absorção, sendo a mesma 

monitorada pelo decréscimo da absorbância. A partir dos resultados obtidos, 

determina-se a porcentagem de atividade antioxidante (quantidade de 

DPPH • consumida pelo antioxidante) ou seqüestradora de RLs e/ou a porcentagem 

de DPPH • remanescente no meio reacional (HUANG, OU & PRIOR, 2005). 
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Figura 9. Ação antioxidante do BHT frente ao radical DPPH •  

 

1.7.2.2 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE FRENTE AO RADICAL SUPERÓXIDO 

 

 A enzima antioxidante SOD catalisa a conversão do ânion radical superóxido 

em peróxido de hidrogênio e água (VALKO et al., 2007). Técnicas que utilizam a 

SOD não são simples, e, além disso, apresentam custo elevado. Diante disto, Ewing 
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& Janero (1995) desenvolveram um método enzimático indireto de geração de 

superóxido em microplacas, que se apresenta rápido e econômico. A reação que 

ocorre neste método está representada na Figura 10. Esta reação tem inicio com a 

adição de NADH (nicotinamida adenina dinucleotídeo) à mistura de PMS (fenazina 

metassulfato) e NBT (azul de nitrotetrazônio). A partir daí, há geração do ânion 

radical superóxido. Em seguida, dois ânions radicais superóxido gerados são 

capazes de doar cada um 1 elétron para o NBT que se reduz a formazan, que é 

monitorado em um comprimento de onda de 560 nm, em espectofotômetro. Quando 

algum antioxidante é adicionado no meio, o mesmo é capaz de reagir com o ânion 

radical superóxido, diminuindo, dessa forma, a redução do NBT e, 

consequentemente, a formação de formazan. 
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Figura 10. Representação esquemática da geração do ânion radical superóxido e ação de um 

antioxidante presente no meio. AO = antioxidante; NBT = azul de nitrotetrazônio; PMS: fenazina 

metassulfato; NADH = nicotinamida adenina dinucleotídio. 
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1.7.2.3 INIBIÇÃO DA LIPOPEROXIDAÇÃO 

 

 Todos os componentes celulares são suscetíveis à ação das EROs, porém, a 

membrana é um dos mais atingidos, o que acarreta alterações na sua estrutura e 

permeabilidade. Conseqüentemente, há perda da seletividade na troca iônica e 

liberação do conteúdo de organelas, como as enzimas hidrolíticas dos lisossomas, e 

formação de produtos citotóxicos (como o malonaldeído), culminando com a morte 

celular. A lipoperoxidação também pode estar associada aos mecanismos de 

envelhecimento, de câncer e à exacerbação da toxicidade de xenobióticos (NIKI, 

2005).   

A lipoperoxidação é uma reação em cadeia, representada pelas etapas de 

iniciação, propagação e terminação (Figura 11) (LIMA, CARATIN & SOLIS, 2002). 

A fase de iniciação representa o início da peroxidação, onde o ácido graxo poli-

insaturado sofre ataque de uma espécie que é suficientemente reativa para abstrair 

um átomo de hidrogênio a partir de um grupo metileno, formando um radical de 

carbono. Este radical é estabilizado por um rearranjo molecular para formar um 

dieno conjugado, duas duplas ligações intercaladas por uma ligação simples. Em 

meio aeróbio, o radical de carbono se combina com o oxigênio formando o radical 

peroxila, o qual pode abstrair um hidrogênio alílico de um outro ácido graxo, 

gerando outro radical de carbono e promovendo a etapa de propagação. O dieno 

também pode se combinar com o átomo de hidrogênio abstraído para formar um 

hidroperóxido lipídico ou atacar uma dupla ligação na mesma cadeia, gerando 

peróxidos cíclicos. A terceira e última etapa da reação, a fase de terminação, dá-se 

pela aniquilação dos radicais formados por ação de antioxidantes lipossolúveis, ou 

pela reação de dois radicais lipídicos, originando produtos não radicalares 

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). 
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Figura 11. Reações de Peroxidação Lipídica. 

Fonte: Adaptado de HALLIWELL & GUTTERIDGE (2007) 
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  Análises que utilizam a membrana lipídica como alvo de oxidação por 

espécies reativas têm sido feitas em grande extensão (MAKRIGIORGOS, 1997; 

ALDINI et al., 2006). Dos diversos modelos de biomembranas desenvolvidos, os 

lipossomas (Figura 12) e as micelas (Figura 13) são as estruturas que mostram ser 

mais adequadas, uma vez que, esses micro-agregados, e em especial, os 

lipossomas, apresentam o ambiente químico e anisotrópico observado nas 

membranas biológicas. Além disso, o seu manuseio é mais fácil e mais reprodutível 

do que a utilização de células ou tecidos animais, já que as micelas e os lipossomas 

podem ser fácil e homogeneamente preparados e as suas propriedades físicas, 

bem caracterizadas (MORIGAKI & WALDE, 2007). 

 
                                     
Figura 12. Lipossomas. A: Lipossoma unilamelar. B: Lipossoma multilamelar. 

Fonte: FERREIRA et al. (2005) 

 

  
 

Figura 13. Micelas. 

Fonte: FERREIRA et al. (2005) 

 

 

A escolha dos surfactantes que formam os lipossomas é mais restrita, pois, 

embora usem fosfolipídios sintéticos, a preferência vai para os compostos de origem 
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natural. Os fosfolipídios contendo colina (fosfatidilcolina), geralmente denominados 

lecitinas, são os mais abundantes na natureza (encontram-se na gema dos ovos e 

na soja) e constituem o maior componente das membranas naturais, sendo, 

portanto, muito utilizados na formação de lipossomas para as mais variadas 

aplicações. Exigem, apenas, alguns cuidados na preparação das vesículas, como 

evitar exposição à luz e ao oxigênio, uma vez que, os fosfolipídios são sensíveis à 

temperatura, ao oxigênio/luz e aos agentes oxidantes (LOPES et al., 2006). 

Técnicas fluorométricas são frequentemente utilizadas na medida da 

lipoperoxidação. O método se fundamenta no decaimento da fluorescência emitida 

por uma sonda acoplada ao lipossoma (Figura 14), através do ataque de uma 

espécie reativa. Após a adição de uma espécie redutora, ou seja, o antioxidante, é 

observado um menor decaimento da fluorescência. Isto significa que a membrana foi 

protegida e o antioxidante foi atacado pelas espécies reativas presentes no meio 

(NAGUIB, 1998). 

 

 
 

Figura 14. Lipossoma com sonda acoplada em cor verde. 

Fonte: FERREIRA et al. (2005) 

 

 

 É cada vez mais intensa a busca por alimentos que apresentem, além do 

valor nutritivo básico, aspectos funcionais (como os antioxidantes) que possam 

auxiliar na proteção ou tratamento de doenças. Assim, resíduos de frutas que são 
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desperdiçados no dia-a-dia podem ser uma fonte alternativa na alimentação 

cotidiana. Porém, antes de serem incorporados ao consumo diário, são necessários 

estudos que apontem estes aspectos funcionais. Diante do exposto, foram 

elaborados os objetivos deste trabalho. 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                2. OBJETIVOS 
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2.1 GERAL 

 

Avaliar a capacidade antioxidante de farinhas provenientes de resíduos de 

frutas tropicais de uma fábrica de suco localizada em Alagoas. 

 

2.2 ESPECÍFICOS 

 

 Determinar o conteúdo total de fenóis de farinhas de resíduos de acerola, 

abacaxi e maracujá de uma fábrica de suco de Alagoas; 

 

  Determinar a capacidade redutora das farinhas de resíduos de acerola, 

abacaxi e maracujá de uma fábrica de suco de Alagoas, frente ao radical 

DPPH • ; 

 

  Determinar a capacidade redutora das farinhas de resíduos de acerola, 

abacaxi e maracujá de uma fábrica de suco de Alagoas frente ao anion 

radical superóxido gerado não enzimaticamente; 

 

  Determinar o poder de inibição da peroxidação lipídica in vitro de farinhas de 

resíduos de acerola, abacaxi e maracujá de uma fábrica de suco de Alagoas. 
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3.1 MATERIAL 

 

Reagente de Folin-Ciocaulteu, BHT (butil-hidroxitolueno), fosfatidilcolina de 

soja e AAPH (2,2 – azobis amidinopropano) da Sigma Aldrich (Brasil); Trolox® 

(ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxílico), EDTA (ácido 

etilenodiaminotetraacético), NBT (azul de nitrotetrazônio), PMS (fenazina 

metassulfato) e NADH (nicotinamida adenina dinucleotídio) da Acros Organics 

(Brasil); bicarbonato de sódio da Merck (Brasil); ácido gálico da Vetec Química 

Fina Ltda (Brasil); DPPH •  (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) da Fluka (Brasil); sonda 

Bodipy C11581/591 da Molecular Probes (Canadá) e demais reagentes de grau 

analítico. As vidrarias utilizadas foram de uso exclusivo, sendo lavadas com 

acetona, antes e após a sua utilização.  

A Figura 15 mostra a rota experimental simplificada utilizada no presente 

trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 15. Rota experimental simplificada utilizada neste trabalho 
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3.2 MÉTODOS 

3.2.1 COLETA DAS AMOSTRAS 

 

Os resíduos (casca, semente e polpa) de acerola (Malpighia emarginata), 

abacaxi (Ananas comosus) e maracujá (Passiflora alata) foram coletados na fábrica 

de suco da Cooperativa Pindorama, no mês de novembro de 2006, e armazenados 

sob refrigeração até o preparo das farinhas. 

A Cooperativa Pindorama, localizada na região sul do estado de Alagoas, é 

uma cooperativa comandada por pequenos produtores, onde todos os cooperados, 

além de fornecedores de matéria-prima, são donos do negócio e participam dos 

lucros. Inaugurada em 1956, é considerada a maior cooperativa agroindustrial do 

nordeste, com uma área de 32 mil hectares entre os municípios de Feliz Deserto, 

Penedo e Coruripe (http://www.cooperativapindorama.com.br). 

A Fábrica de Sucos da Cooperativa Pindorama, René Bertholet, produz sete 

sabores – abacaxi, goiaba, caju, uva, acerola, maracujá e manga – uma completa 

linha de produtos derivados do coco, a exemplo do leite de coco em embalagens de 

500 mL e 200 mL e do coco ralado em sachês de 50 g e 100 g.  

Os sucos de abacaxi, acerola e maracujá são os que apresentam a maior 

quantidade de resíduos após o processo de fabricação 

(http://www.cooperativapindorama.com.br/produtos.htm). 

 

3.2.2 PREPARO DAS AMOSTRAS 

 

Os resíduos coletados na fábrica de suco Pindorama foram encaminhados ao 

laboratório de Solos e Adubação, localizado no Centro de Ciências Agrárias da 

Universidade Federal de Alagoas (UFAL), onde se procedeu ao processamento das 

farinhas estudadas, sob a supervisão do Prof. Cícero Alexandre da Silva.  

Os resíduos das frutas foram lavados com água destilada. Em seguida, 

colocados em estufa a 60 °C por 72 h e depois triturados em moinho. Por fim, as 
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respectivas farinhas foram colocadas em sacos plásticos e armazenadas à 

temperatura ambiente. 

 

3.2.3 EXTRAÇÃO DAS AMOSTRAS 

 

Os extratos das farinhas de resíduos de frutas foram feitos no Laboratório de 

Eletroquímica da UFAL, através da técnica de extração em aparelho do tipo Soxhlet 

(Figura 16), como descrito por AOAC (“Association of Official Analytical Chemists” 

ou Associação de Químicos Analíticos Oficiais) (1990). A extração foi feita utilizando 

solventes apolares (hexano) até polares (acetato de etila, clorofórmio e metanol), 

com o objetivo final de obtenção de um extrato solúvel em água sem interferentes, 

como, por exemplo, ácidos graxos de cadeia longa, que poderiam formar emulsões. 

Foram pesados 22 g de cada farinha estudada e colocados em um cartucho 

poroso de celulose na câmara do extrator. Em seguida, foram medidos 150 mL de 

hexano e colocados em um balão de fundo chato, que foi acoplado ao extrator.  A 

extração foi seguida por 4 h a 60 °C. O material extraído foi colocado em um rota-

evaporador a 60 °C, para eliminação do solvente.  Após esta etapa, 10 mL de 

hexano foram adicionados ao extrato seco, presente no balão, e com o auxílio de 

uma pipeta de Pasteur, o mesmo foi retirado e colocado em um vidro âmbar. O 

extrato hexânico foi seco novamente em nitrogênio gasoso e armazenado sob 

refrigeração. Este mesmo procedimento foi repetido, utilizando a mesma amostra de 

farinha, para o clorofórmio, acetato de etila e metanol, em sequência. 



Oliveira, A.C.                                                                                                                   Metodologia 

 
 
Dissertação de mestrado 
 

41

 
Figura 16. Aparelho de Soxhlet. 
Fonte: http://www.qmc.ufsc.br/organica/exp7/solido.html  

 
 
 

3.2.4 DETERMINAÇÃO DO CONTEÚDO TOTAL DE FENÓIS 

 

3.2.4.1 MÉTODO DE FOLIN – CIOCAULTEU 

 

 A determinação do conteúdo total de fenóis das amostras foi feita no 

laboratório de Eletroquímica da UFAL. 

A concentração dos compostos fenólicos dos extratos metanólicos das 

farinhas de resíduos de frutas foi determinada utilizando o método do reagente de 

Folin-Ciocaulteu (RFC), como descrito por Singleton, Orthofer & Lamuela-Raventós 

(1999), com algumas modificações.  Os extratos foram diluídos em água Milli Q (0,5 

mg mL-1). Uma amostra de 0,5 mL de cada solução de extrato ou de água Milli Q 

(branco) foi misturada vigorosamente com 0,5 mL de RFC, em um balão volumétrico 

de 5 mL. Após 3 minutos, 0,5 mL de bicarbonato de sódio (Na2CO3) saturado (20%) 

foi adicionado à mistura e o volume foi completado com água milli Q. Então, o balão 

foi deixado no escuro, à temperatura ambiente, por 2 h, para que a reação ocorresse 

na ausência de luz. Em seguida, uma alíquota de 1 mL do produto reacional foi 

colocado em uma cubeta de quartzo (capacidade = 1 mL; caminho óptico = 1 cm) e 
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medida a absorbância a 760 nm, usando espectofotômetro (UV-vis modelo Mutispec 

- 1501 Shimadzu, Japão). O teor de fenóis totais foi obtido a partir de uma curva de 

calibração realizada com ácido gálico (0,01- 0,4 mmol L-1) (Figura 17) e expresso 

como massa de equivalentes de ácido gálico por massa de extrato seco (mg de 

EAG/g).  
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Figura 17. Curva de calibração com o ácido gálico. Medidas em absorbância, λ = 760 nm, do 

complexo formado entre o reagente de Folin-Ciocaulteu e o padrão ácido gálico. Experimento 

realizado em triplicata. 

 

3.2.5 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE FRENTE AO RADICAL DPPH• 

 

 O poder redutor das amostras analisadas frente ao radical DPPH• foi 

determinado no laboratório de Eletroquímica da UFAL. 

A avaliação da capacidade antioxidante dos extratos metanólicos das farinhas 

estudadas foi feita de acordo com Saânchez-Moreno, Larrauri & Saura-Calixto 

(1999), com algumas modificações. A capacidade antioxidante foi determinada 
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monitorando-se a reação entre o radical livre DPPH• e as amostras, através da 

medida do decréscimo da absorbância a 516 nm em espectofotômetro (UV-vis 

modelo Mutispec - 1501 Shimadzu, Japão). 

 

3. 2.5.1 CURVA DE CALIBRAÇÃO  

 

 A curva de calibração do DPPH• foi construída numa faixa de concentração 

de 1 a 40 μg mL -1. Primeiramente, foram preparados 25 mL de solução estoque de 

DPPH• em metanol (40 μg mL -1), que foi mantida sob refrigeração e protegida da 

luz.  Em seguida, foram feitas diluições de 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 μg mL-1.  O 

metanol foi utilizado como branco. A curva de calibração (Figura 18) foi construída 

segundo valores de absorbância a 516 nm das soluções preparadas nas diferentes 

concentrações estabelecidas.  
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Figura 18. Curva de calibração do DPPH
•
. Medida em absorbância a λ = 516 nm. Experimento 

realizado em triplicata. 
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3.2.5.2 MEDIDAS DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DAS AMOSTRAS 

 

 Soluções metanólicas dos extratos metanólicos das farinhas de resíduos de 

frutas e dos controles positivos (BHT e ácido gálico) foram preparadas nas 

concentrações de 25, 50 e 100 μg mL-1. As medidas das absorbâncias das misturas 

reacionais (0,3 mL da solução da amostra ou do controle positivo e 2,7 mL da 

solução estoque de DPPH •  na concentração de 40 μg mL -1) foram feitas a 516 nm, 

no 10, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400 e 500 minuto. Para cada amostra e padrão 

analisados foi primeiramente feito um branco com 0,3 mL do extrato metanólico da 

amostra ou do padrão e 2,7 mL de metanol. 

 A partir da equação da curva de calibração e dos valores de absorbância no 

tempo t para cada concentração testada, foram determinados os percentuais de 

DPPH• remanescentes (% DPPHREM), conforme a Equação 9:  

 

% DPPHREM = [DPPH] T= t / [DPPH] T= 0 x 100     Equação 9 

 

Onde, [DPPH] T= t corresponde à concentração de DPPH• no tempo t após a reação 

com o extrato e como os padrões e [DPPH] T= 0  é referente à concentração inicial de 

DPPH•, ou seja, 40 μg mL -1 (HUANG, OU & PRIOR, 2005). 

 A atividade antioxidante (AA) em percentagem foi calculada através da 

Equação 10, para um tempo de 30 minutos. 

 

%AA = [(Abs controle – Abs amostra)/ Abs controle] x 100     Equação 10 

 

Onde, Abs controle é a absorbância inicial da solução metanólica de DPPH• e Abs 

amostra é a absorbância da mistura reacional (DPPH• + amostra) (GULÇIN et al., 

2006). 
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3.2.6 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE FRENTE AO RADICAL SUPERÓXIDO 

 

 A capacidade antioxidante das amostras estudadas frente ao radical 

superóxido foi feita no Laboratório de Radicais Livres e Bioluminescência, localizado 

no Departamento de Bioquímica da Universidade de São Paulo (USP), sob a 

supervisão do Prof. Etelvino Bechara. 

A determinação da capacidade antioxidante dos extratos metanólicos das 

farinhas de resíduos de frutas foi determinada segundo Ewing & Janero (1995), com 

algumas alterações. O sistema reacional completo (volume total de 250 μL) consistiu 

em tampão fosfato pH 7,4 (0,1 M), contendo 0,1 mmol L-1 de EDTA, 50 μmol L-1  

NBT, 78 μmol L-1  de NADH e 3,3 μmol L-1 de PMS (concentrações finais).  Para isto, 

primeiramente, foi preparada uma solução, denominada de solução A, contendo 

13,1 mg de NBT e 1,2 mg de EDTA, diluídos em 40 mL de tampão fosfato pH = 7,4 

(0,1 mol L-1). Em seguida, foram pesados 1,4 mg de NADH e dissolvidos em 10 mL 

de tampão fosfato pH = 7,4 (0,1 mol L-1). Por fim, foram pesados 2,5 mg de PMS e 

dissolvidos em 500 μL de tampão fosfato 7,4 (50 mmol L-1). Desta solução, foi 

retirada uma alíquota de 100 μL e adicionada a 9,9 mL de tampão fosfato pH = 7,4 

(50 mmol L-1). Foram adicionados em microplacas, 150 μL da solução A, 25 μL de 

metanol (branco) ou 25 μL de amostra e 25 μL de PMS. A reação foi iniciada com a 

adição de 50 μL de solução de NADH. A absorbância foi monitorada continuamente 

através do surgimento de formazan, produto formado da redução do NBT, a 560 nm, 

em um tempo de 5 minutos, usando leitor de microplacas (Spectra Max 250®/ 

Molecular Devices), no modo cinético. 

 

3.2.7 AVALIAÇÃO DAS AMOSTRAS COMO INIBIDORAS DA LIPOPEROXIDAÇÃO 

 

 A presente técnica foi feita no Laboratório de Radicais Livres e 

Bioluminescência, localizado no Departamento de Bioquímica da USP, sob a 

supervisão do Prof. Etelvino Bechara. 

Neste experimento, realizado segundo Drummen et al. (2002), lipossomas de 

fosfatidilcolina de soja (6 – 8 % de insaturações) foram preparados, com o intuito de 
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simular uma membrana celular. Nesta preparação, foi adicionada uma sonda 

fluorescente, que, através de seu monitoramento, fornece informações sobre a 

integridade da membrana.   

O azo composto AAPH foi utilizado como gerador de radical peroxila. Através 

deste estudo, mediu-se a capacidade das amostras em inibir a peroxidação lipídica 

frente ao radical peroxila. 

 
3.2.7.1 PREPARO DO LIPOSSOMA COM A SONDA FLUORESCENTE 

 
 Em um tubo de ensaio, foram pesados 7,5 mg de fosfatidilcolina de soja e 

adicionados 2 mL de tampão fosfato pH 7,4 e 77 μL da sonda C11- Bodipy581/591 e, 

então, agitado com o auxílio de um agitador de tubos de ensaio. Nesta etapa, ocorre 

a formação dos lipossomas multilamelares. O volume do tubo de ensaio foi 

completado para 10 mL com tampão fosfato. Em seguida, foi montado um extrusor 

com poros de 100 nm de diâmetro da Avanti Polar Lipids®, e os lipossomas 

multilamelares formados foram colocados em uma seringa que foi acoplada ao 

extrusor. Os lipossomas foram passados por 15 vezes pelo extrusor, formando 

assim os lipossomas unilamelares com 120 nm de diâmetro. Por fim, os lipossomas 

unilamelares foram colocados em vidro âmbar e armazenados sob refrigeração. 

 

3.2.7.2 MONITORAMENTO DA PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA 

 
 Foram preparadas soluções aquosas das amostras dos extratos metanólicos 

das farinhas (0,5 mg mL-1), do trolox (controle positivo) (1, 3 e 5 μmol L-1) e do AAPH 

em tampão fosfato (100 mmol L-1) e mantidas protegidas da luz, sob refrigeração. 

Em seguida, foram adicionados, em uma cubeta, 800 μL dos lipossomas com a 

sonda, 50 μL de tampão fosfato pH 7,4 e 50 μL da amostra ou trolox. A cubeta foi, 

então colocada em um fluorímetro (Spex Fluorolog - 1681®) acoplado a um banho 

maria à 37 °C. Para o início da reação, 100 μL do AAPH foram adicionados, 

completando o volume para 1 mL. A medida do decaimento (λexcitação = 580 nm, 

λemissão = 600 nm) da fluorescência foi feita em uma cinética de 30 minutos. Foi 
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utilizada como branco uma solução de 800 μL do lipossoma com a sonda, 100 μL do 

tampão e 100 μL do AAPH. 

 

3.2.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 
 Os resultados mostrados no presente trabalho correspondem à média de três 

repetições (n=3) ± desvio - padrão da média ou porcentagem (%). Foram 

considerados estatisticamente diferentes, os resultados do conteúdo de fenóis e da 

capacidade antioxidante que apresentaram probabilidade de ocorrência da hipótese 

de nulidade menor que 5% (p < 0,05). Foi utilizado o qui-quadrado para comparação 

de freqüências ou porcentagens e o Teste-t ou análise multivariada para 

comparação de duas ou mais de duas médias, respectivamente. Todas as análises 

foram realizadas com o auxílio do programa Microcal Origin® 7.0 e do Epi Info® 

version 6.04d (2001). 
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 A eficiência antioxidante de compostos bioativos em alimentos de origem 

vegetal depende de sua estrutura e da sua concentração no alimento. Por sua vez, a 

quantidade destas substâncias em vegetais é amplamente influenciada por fatores 

genéticos, condições ambientais, além do grau de maturação e variedade da planta, 

entre outros aspectos. Sabe-se, ainda, que a atividade antioxidante é influenciada 

pelo substrato utilizado no ensaio, pelo solvente e pela técnica de extração utilizada, 

bem como pelo binômio tempo-temperatura. No que se refere aos solventes 

orgânicos, o metanol, por conseguir extrair elevada quantidade de compostos 

bioativos, tem sido apontado como o mais efetivo (NACZK & SHAHIDI, 2004; 

MOURE et al., 2001). 

 Em decorrência da grande diversidade química existente, em especial entre 

os compostos fenólicos, vários ensaios têm sido desenvolvidos para avaliação da 

capacidade antioxidante de amostras. Alguns deles determinam a habilidade dos 

antioxidantes em seqüestrar espécies reativas geradas no meio reacional. Outros 

avaliam a eficiência dos antioxidantes em inibir a peroxidação lipídica por meio da 

quantificação dos produtos da reação, como dienos conjugados e hidroperóxidos, 

bem como dos produtos da decomposição da peroxidação lipídica, ou ainda, 

medindo a inibição da oxidação do lipídio do sistema pelo antioxidante a ser testado. 

Não obstante a diversidade de métodos para avaliar a capacidade antioxidante, não 

existe um procedimento metodológico universal (HUANG, OU & PRIOR, 2005; 

HALLIWELL, 1995; NIKI et al., 2005). Este fato impõe a necessidade de avaliar a 

capacidade antioxidante por diferentes ensaios, com fundamentos e mecanismos de 

ação diferentes. 

 

4.1 CONTEÚDO TOTAL DE FENÓIS 

 

Sabe-se que os compostos fenólicos são importantes constituintes de 

vegetais como as frutas (DIMITRIOS, 2006). O conhecimento de alimentos fontes 

destes compostos pode direcionar a uma melhor orientação nutricional, 

principalmente em pacientes que apresentam patologias associadas ao desbalanço 

redox ou na prevenção, em populações sadias. Por isso, é importante analisar o 
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conteúdo total de fenóis das farinhas de resíduos de frutas, já que as mesmas 

poderão ser incorporadas à alimentação cotidiana, adicionadas, por exemplo, a 

farinha de mandioca, que faz parte do hábito alimentar da população nordestina ou 

sendo utilizadas como aditivos alimentares, aumentando a vida de prateleira de 

alimentos. 

A Tabela 2 apresenta os resultados do conteúdo total de fenóis dos extratos 

metanólicos da farinha de resíduos de acerola (FRAC), farinha de resíduos de 

abacaxi (FRAB) e farinha de resíduos de maracujá (FRMA). Estes resultados estão 

expressos em miligramas de equivalentes de ácido gálico/ grama de extrato seco 

(mg EAG/ g de extrato seco) e em miligramas de equivalentes de ácido gálico/ 100 

gramas de farinha (mg EAG/ 100g de farinha). O ácido gálico é o padrão comumente 

utilizado para o teste do reagente de Folin-Ciocaulteu (RFC). 

 
Tabela 2. Rendimento (%) do processo de extração e conteúdo total de fenóis em extratos 
metanólicos de farinhas de resíduos de acerola, abacaxi e maracujá. 
 

Extratos 

metanólicos das 

farinhas 

Rendimento 

(%) 

Total de fenóis  

(mg EAG/ g  de extrato 

seco) 

Total de fenóis  

(mg EAG/ 100 g de 

farinha) 

FRAC 7,1 94,59 ± 7,44a 681,02 ± 53,55b 

FRAB 30,2 9,10 ± 1,26a 274,91 ± 37,97b 

FRMA 2,5 41,24 ± 4,16a         103,10 ± 10,4b 

 
Médias com mesma letra apresentam diferença significativa (p < 0,05, ANOVA). 

 

Observa-se que o conteúdo total de fenóis do extrato metanólico (mg EAG/ g 

extrato seco) da FRAC foi duas vezes maior do que o do extrato metanólico da 

FRMA e dez vezes maior do que o da FRAB (p < 0,01) (Tabela 2, coluna 3). Quando 

estes valores foram convertidos para 100g de farinha de cada fruta (Tabela 2, 
coluna 4), levando-se em consideração o rendimento do processo de extração 

(Tabela 2, coluna 2), foi observado que a FRAB superou o conteúdo total de fenóis 

da FRMA. Este aspecto se torna importante na hora de uma prescrição dietética 

dessas farinhas, visto que a FRAB seria mais recomendada, em detrimento da de 

maracujá. Aspectos importantes como biodisponibilidade destes fenóis no organismo 

humano devem ser investigados. 
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Existem outros agentes redutores que poderiam promover a redução do 

molibdênio presente no RFC, como, por exemplo, o ácido ascórbico, que apesar de 

não ser um “fenol”, é um enol, com propriedades semelhantes. Isso poderia 

justificar, em parte, o alto conteúdo de “fenóis” no extrato da FRAC, visto que a 

casca desta fruta é rica em tal constituinte (CHAVES et al., 2004). Segundo Philippi 

(2002), dados de composição química de vitamina C destas frutas seguem a 

seguinte ordem: 1.677,5 mg/ 100 g de acerola; 30,0 mg/ 100g de maracujá e 15,4 

mg/ 100 g de abacaxi. Assim, como a FRAC é composta, em grande parte, da casca 

da fruta, isto poderia justificar o maior valor encontrado neste estudo. Li et al. (2006) 

avaliaram a quantidade total de fenóis da polpa, casca e sementes da fruta romã e 

encontraram a casca como maior fonte dos mesmos. Este fato poderia também 

explicar os valores encontrados para a farinha de acerola.  

Além da vitamina C, outros compostos não fenólicos, como os glicídios, 

podem ser capazes de reduzir o RFC (STRATIL, KLEJDUS & KUBÁN, 2007). Os 

frutos carnosos, como a acerola, têm como característica comum sua riqueza em 

açúcares (OLIVEIRA, BASTOS & FEITOSA, 1999). As pentoses e, mais 

concretamente, as riboses são açúcares redutores mais reativos. As hexoses 

(glicose, frutose) são um pouco menos reativas e os dissacarídeos redutores 

(lactose, maltose), menos ainda (HARRIS, 2002).  

Para fins de comparação, a Tabela 3 mostra o conteúdo total de fenóis de 

extratos metanólicos de resíduos de maça, morango, pêra, carambola, uva e das 

frutas acerola e abacaxi, bem como das respectivas polpas das duas últimas frutas e 

também da polpa de maracujá. 

Como pode ser visto na Tabela 3, os valores encontrados para o conteúdo 

total de fenóis de resíduos de diferentes frutas foram significativamente menores (p 

< 0,05) do que o do extrato seco da FRAC do presente estudo. Já o extrato seco da 

FRMA apresentou conteúdo de fenóis maior do que o extrato seco de resíduo de 

pêra (p = 0,000047) e o extrato seco de resíduo de carambola (p = 0,000000). Em 

relação às frutas abacaxi e acerola (resultados expressos em mg EAG/ 100 g da 

fruta fresca), pode-se observar que a FRAB apresentou valores maiores (p < 0,01) 

do que os da sua respectiva fruta e polpa, enquanto que a FRAC superou apenas os 

valores referentes à polpa da mesma fruta. Não foi encontrado na literatura dados de 
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conteúdo total de fenóis da fruta maracujá, apenas da sua polpa, que apresentou 

valores significativamente menores (p < 0,01) do que os da farinha de resíduo de 

maracujá do presente estudo.  

 
Tabela 3. Conteúdo total de fenóis em resíduos, frutas e polpas. 
 
 
Resíduos, frutas e polpas Total de fenóis  

 

Referência 

Resíduos de maça 52,18 ± 4,80* Peschel et al . 2006 

Resíduos de morango 59,77 ± 4,24* Peschel et al . 2006 

Resíduos de pêra 18,41 ± 2,12* Peschel et al . 2006 

Resíduos de carambola 32,2 ± 3,6* Shui & Leong, 2006 

Resíduos de uva 2,77 ± 0,23* Lafka, Sinanoglou & Lazos, 2007 

Abacaxi 2,58 ± 0,05** Gorinstein et al., 1999 

Abacaxi 40,4 ± 1,0** Sun et al., 2002 

Acerola 896 – 1888** Lima et al., 2005 

Polpa de abacaxi 21,7 ± 4,5** Kuskoski et al., 2006 

Polpa de acerola 580,1 ± 4,6** Kuskoski et al., 2006 

Polpa de maracujá 20,0 ± 2,6** Kuskoski et al., 2006 
*  mg EAG (equivalentes de ácido gálico)/ g de extrato seco 
** mg EAG (equivalentes de ácido gálico)/ 100 g da fruta fresca 
 

Esta análise mostrou que, mesmo após a técnica de extração utilizada e o 

processamento para fabricação das farinhas, ainda existem espécies com 

capacidade redutora para o RFC. Isto evidencia que resíduos da agroindústria 

podem ser aproveitados, evitando o grande desperdício, que é comum no setor da 

indústria de sucos. 

 Como citado, o conteúdo total de fenóis obtido pelo método de Folin-

Ciocaulteu não é específico, porque este pode sofrer a ação de interferentes 

contidos nas amostras analisadas. Diante disto, outros métodos são importantes 

para confirmação da capacidade antioxidante in vitro de amostras de produtos 

naturais.   
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4.2 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE FRENTE AO RADICAL DPPH •  

 

O método de captura de radicais sintéticos DPPH •  é comumente empregado 

na verificação da habilidade de seqüestro de RLs por antioxidantes. O uso do RL 

DPPH •  é vantajoso na análise da eficiência de um antioxidante porque ele é mais 

estável do que os radicais hidroxila e superóxido (HUANG, OU & PRIOR, 2005). 

Os resultados da avaliação quantitativa da capacidade antioxidante de 

soluções metanólicas dos extratos das farinhas provenientes dos resíduos das frutas 

acerola (FRAC), abacaxi (FRAB) e maracujá (FRMA) e dos controles ácido gálico e 

BHT, nas concentrações 25, 50 e 100 μg mL-1, determinada pelo ensaio do DPPH • , 

estão apresentados na Figura 19.  
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Figura 19. Porcentagem da capacidade antioxidante do extrato metanólico de farinhas provenientes 

das frutas acerola (FRAC), abacaxi (FRAB) e maracujá (FRMA) e atividade antioxidante dos controles 

ácido gálico e BHT, nas concentrações 25, 50 e 100 μg mL-1. Tempo de reação: 30 min. Experimento 

realizado em triplicata. 

 

 Os resultados mostram que todos os extratos metanólicos das farinhas têm 

atividade seqüestradora do radical DPPH • . Os extratos de FRAB e FRMA 

apresentaram capacidade antioxidante abaixo de 25% nas três concentrações 
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estudadas, e a capacidade antioxidante aumentou significativamente (p < 0,05) com 

o aumento da concentração de extrato; entretanto, este aumento não foi de forma 

acentuada. Para o extrato de FRAC, a capacidade antioxidante aumentou de forma 

considerável com o aumento da concentração de extrato no meio, alcançando um 

valor de 81,6% para a concentração de 100 μg mL-1. Nota-se que nesta 

concentração, a capacidade antioxidante do extrato de FRAC se aproxima da 

atividade antioxidante do padrão BHT, porém com diferença significativa (p = 

0,000000), em um tempo de reação de 30 minutos. O BHT é um composto fenólico 

sintético amplamente utilizado na indústria de alimentos como aditivo alimentar 

lipossolúvel. Entretanto, não se sabe o quanto este antioxidante é seguro com 

relação à saúde da população consumidora. Alguns estudos (WILLIAM, 

IATROPOULOS & WHYSNER, 1999) mostraram efeitos carcinogênicos em ratos 

após a sua administração. Por isso, tem-se investigado antioxidantes de fontes 

naturais que possam ser utilizados na conservação de alimentos pela indústria, 

principalmente, os de natureza hidrossolúvel. Por exemplo, Ribeiro, Bernardo-Gil & 

Esquível (2001) avaliaram a capacidade antioxidante in vitro do fitoterápico Melissa 

officinalis, visando tal substituição. 

 Em resíduos de frutas, Shui & Leong (2006) estudaram resíduos de 

carambola de uma fábrica de suco em Singapura e observaram que os mesmos têm 

um poder de proteção, com relação ao processo de rancificação, de óleos de soja, 

superior ao BHT. Este resultado abre possibilidades futuras de uso das presentes 

farinhas como aditivos alimentares. 

 Outro ponto que é importante para avaliação de um antioxidante é o 

comportamento cinético da reação do DPPH • com cada extrato estudado. As 

Figuras 20, 21 e 22 mostram o percentual de DPPH •  remanescente (%) em função 

do tempo (min) da reação do DPPH •  com as amostras e os controles, nas 

concentrações de 25, 50 e 100 μg mL-1, respectivamente. 

A Figura 20 mostra que no primeiro minuto de reação em uma concentração 

de 25 μg L-1, o ácido gálico consome mais de 80% do DPPH •  presente no meio, 

enquanto que o BHT alcançou este percentual após 25 minutos. De acordo com a 

literatura, este resultado já era esperado (FUJISAWA, KADOMA & YOKOE, 2004). 
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Para as amostras estudadas, observa-se que os extratos das FRMA e FRAB 

consumiram em torno de 10% de DPPH •  no primeiro minuto e mantiveram-se 

constantes até o final do experimento. Já o extrato da FRAC apresentou um 

consumo acima de 20% de DPPH •  para este mesmo período de tempo (p < 0,05). 
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Figura 20. Comportamento cinético dos extratos metanólicos (25 μg mL-1) frente ao DPPH • . FRAC = 

farinha de resíduo de acerola; FRAB = farinha de resíduo de abacaxi; FRMA = farinha de resíduo de 

maracujá e BHT = Butil-hidroxitolueno. Experimento feito em triplicata. 

 

A mesma análise foi feita para a concentração de 50 μg L-1 e é mostrada na 

Figura 21. Nesta reação, o ácido gálico consome quase que 100% de DPPH •  no 

primeiro minuto da cinética e o BHT alcança um pouco mais de 80% de consumo de 

DPPH • , em torno dos 20 minutos de reação e permanece constante até o final do 

tempo estabelecido. Em relação aos extratos de farinhas estudados, os de resíduo 

de abacaxi e de maracujá consumiram em torno de 20% do DPPH •  presente no 

meio e o extrato de FRAC quase 50%, para os 50 minutos de reação. Nesta 

concentração estudada, também pode ser observado que não houve diferença 
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significativa entre os extratos de FRAB e FRMA (p > 0,05) no tempo de cinética 

estudado. 
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Figura 21. Comportamento cinético dos extratos metanólicos (50 μg mL-1) frente ao DPPH • .  FRAC = 

farinha de resíduo de acerola; FRAB = farinha de resíduo de abacaxi; FRMA = farinha de resíduo de 

maracujá e BHT = Butil-hidroxitolueno. Experimento feito em triplicata.  

 

  O comportamento cinético da reação do DPPH •  com cada extrato e controle, 

na concentração de 100 μg L-1, é mostrado na Figura 22. Para o padrão ácido gálico 

não houve aumento da ação antioxidante frente ao radical DPPH • , como também 

para o padrão BHT e os extratos de FRAB e FRMA (p > 0,05), quando comparados 

com a concentração de 50 μg mL-1. Para o extrato de FRAC foi observado que, em 

tempos mais curtos, por exemplo, 10 minutos, o mesmo apresenta capacidade 

antioxidante um pouco menor que a atividade antioxidante do BHT (p < 0,01), que se 

iguala após os 40 minutos de reação (p > 0,05).  
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Figura 22. Comportamento cinético dos extratos metanólicos (100 μg mL-1) frente ao DPPH • .  FRAC 

= farinha de resíduo de acerola; FRAB = farinha de resíduo de abacaxi; FRMA = farinha de resíduo 

de maracujá e BHT = Butil-hidroxitolueno. Experimento feito em triplicata.  

 

 Foi observada uma correlação positiva entre a quantidade de fenóis totais dos 

extratos estudados e a capacidade antioxidante frente ao DPPH • , conforme 

mostrado na Figura 23. Esta análise sugere que os fenóis, determinados pelo 

método de Folin e expressos em EAG, podem está relacionados, em grande parte, 

com a capacidade antioxidante dos extratos estudados. Isto pode ser verificado 

pelos resultados encontrados para o extrato de FRAC, que mostra maior conteúdo 

de fenóis e maior capacidade seqüestradora de radicais, que os extratos analisados 

das outras farinhas.  
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Figura 23. Correlação entre os fenóis totais, expressos em equivalentes de ácido gálico (EAG), e 

capacidade antioxidante (%) frente ao radical DPPH •  (tempo de reação: 30 min.) dos extratos 

metanólicos (0,5 mg/ mL) de farinha de resíduo de acerola (FRAC) (1); farinha de resíduo de abacaxi 

(FRAB) (2) e farinha de resíduo de maracujá (FRMA) (3), nas concentrações de 50 μg L-1. 

Experimento feito em triplicata. 
 
 

 Alguns autores têm demonstrado que existe uma forte relação positiva entre o 

teor de fenóis totais e a capacidade antioxidante (frente ao DPPH • ) em frutas, 

hortaliças e temperos (ABDILLE et al., 2005; VISON, HAO & ZUBIK, 1998;  MELO et 

al., 2006; SHAN et al., 2005), enquanto que outros autores não tem evidenciado tal 

correlação (ISMAIL, MARJAN & FOONG, 2004; MAISUTHISAKUL,  SUTTAJIT & 

PONGSAWATMANIT, 2007; RIBEIRO, BERNADO-GIL & ESQUÍVEL, 2001). Shui & 

Leong (2006) observaram uma correlação positiva entre o total de fenóis e a 

capacidade antioxidante em resíduos e no suco da fruta carambola, e concluíram 

que, 70% dos fenóis da fruta estavam presentes no resíduo e que estes eram 

responsáveis por grande parte desta capacidade. Já Bocco et al (1998) não 

encontraram relação positiva entre fenóis totais e capacidade antioxidante em 

semente e casca de limão. 

 A composição química e a estrutura química do componente ativo do extrato 

são fatores importantes que influenciam na eficácia do antioxidante natural. A 
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posição e o número de hidroxilas presentes na molécula dos polifenóis é um fator 

relevante para esta atividade. Acredita-se que a orto-dihidroxilação contribui 

marcadamente para a atividade antioxidante do composto (DIMITRIOS, 2006). 

Assim, a capacidade antioxidante de um extrato não pode ser explicada apenas com 

base em seu teor de fenóis totais, a caracterização da estrutura do composto ativo, 

também é necessária (MELO et al., 2006). 

 

4.3 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE FRENTE AO ÂNION RADICAL SUPERÓXIDO 

 

 Sabe-se que o ânion radical superóxido é uma das espécies reativas que 

mais contribuem para o desbalanço redox (PERVAIZ & CLEMENT, 2007). Como 

descrito anteriormente (item 1.7.2.2), o método de análise se baseia na formação do 

ânion radical superóxido de forma indireta, onde a sua presença é monitorada 

através da reação de redução de NBT a formazan.   

A Figura 24 mostra o percentual de redução de NBT em função das amostras 

analisadas. O branco mostra que após a geração do ânion radical superóxido no 

meio reacional houve 100% de redução de NBT. Isto indica que não existem ainda 

espécies redutoras (antioxidantes) no meio. Foi também observado que o NBT 

presente no meio foi protegido por todos os extratos estudados (p < 0,05). Pode-se 

afirmar, desta forma, que os extratos possuem capacidade antioxidante frente ao 

ânion superóxido. Diferentemente das outras análises, o extrato de FRAC não foi o 

que apresentou maior atividade dentre os extratos estudados. O extrato de FRMA 

impediu de forma mais efetiva a redução de NBT a formazan. Tal fato explica-se, 

possivelmente, pela presença de substâncias, que não os fenóis, que estariam 

presentes no resíduo de maracujá e teriam efeito sobre O2
•. Javanmardi et al (2003) 

afirmaram que a presença de outros antioxidantes, como metabólitos secundários, a 

exemplo dos óleos voláteis, carotenóides, vitaminas, entre outros, estariam 

contribuindo com 29% da capacidade antioxidante de 23 espécies do gênero 

botânico da família Lamiaceae, Ocimum, visto que foi encontrado um coeficiente de 

correlação de 0,71 entre a quantidade de fenóis totais e a atividade antioxidante.  

Segundo a literatura (Moure et al., 2001) alguns extratos de fontes naturais podem 
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apresentar boa capacidade antioxidante frente a uma determinada espécie reativa, 

porém, não necessariamente, a todas, haja vista os diferentes fundamentos dos 

métodos. 
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Figura 24. Redução de NBT (%) em função das amostras estudadas (0,5 mg/ mL). Farinha de 

resíduo de acerola (FRAC); Farinha de resíduo de abacaxi (FRAB) e farinha de resíduo de maracujá 

(FRMA). Tempo de reação: 5 minutos. Experimento feito em triplicata. 

 
 

Siddhuraju (2007), ao estudar a capacidade antioxidante de cascas de 

sementes do fruto tamarindo frente ao ânion radical superóxido, utilizando o mesmo 

sistema do presente estudo, encontrou resultado positivo dose dependente (quanto 

maior a concentração, maior a capacidade redutora da amostra), tanto no produto 

natural, como após aquecimento a 135 ºC, por 25 minutos.  

 

4.4 INIBIÇÃO DA LIPOPEROXIDAÇÃO 
 
 A peroxidação lipídica tem sido objeto de extensos estudos e existe ampla 

evidência do envolvimento de RLs mediando este processo, em várias desordens e 

doenças (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Por exemplo, a oxidação da LDL é 

aceita como um evento inicial importante na patogênese da aterosclerose 

(CIPOLLONE, FAZIA & MEZZETTI, 2007). De acordo com a IV Diretriz Brasileira 
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Sobre Dislipidemias e Prevenção da Aterosclerose do Departamento de 

Aterosclerose da Sociedade Brasileira de Cardiologia (2007), não existem estudos 

randomizados, controlados e com número suficiente de pacientes que demonstrem a 

prevenção de eventos clínicos relacionados à aterosclerose com suplementações 

com antioxidantes como, por exemplo, as vitaminas E, C ou β-caroteno. Apenas os 

flavonóides presentes na dieta podem, potencialmente, estar envolvidos na 

prevenção da aterosclerose, por inibirem a oxidação das LDL, diminuindo sua 

aterogenicidade e, conseqüentemente, o risco de doença arterial coronária.  

 Para compreender o quanto os antioxidantes protegem a membrana celular, 

faz-se necessário um estudo envolvendo tal estrutura. Por isso, modelos de 

bicamadas de fosfolipídios que imitam a membrana celular são frequentemente 

utilizados na avaliação da atividade antioxidante. Embora estes estudos sejam 

importantes e essenciais para o entendimento de mecanismos e cinéticas de ações 

antioxidantes, deve-se ficar bem claro que, os resultados de experimentos em 

modelos in vitro não podem ser diretamente extrapolados para sistemas in vivo 

(ITOH et al., 2007). 

 Na técnica fluorométrica (citada no item 1.7.2.3) utilizada na medida da 

peroxidação lipídica, normalmente se utiliza azo compostos geradores de espécies 

reativas. O mais comumente utilizado é o AAPH (2,2 – azobis amidinopropano). Este 

azo-composto é uma substância hidrossolúvel geradora de RLs por decomposição 

térmica à 37°C, sendo todos os radicais formados do tipo peroxila. Uma vez gerados 

no meio extracelular, eles irão atacar a membrana causando várias alterações 

oxidativas. A indução de lipoperoxidação por azo-indicador, como o AAPH, 

apresenta como característica a geração de carbono central radicalar aos pares, que 

reagem prontamente com oxigênio, para formar radical peroxila (LAGUERRE, 

LECOMTE & VILLENEUVE, 2007; LÚCIO et al., 2007). 

 A Figura 25 mostra a proteção à peroxidação lipídica em função do tempo, 

onde primeiro foram feitos dois brancos: (1) lipossoma + sonda Bodipy C581-591 + 

tampão fosfato pH 7,4 + AAPH; (2) lipossoma + sonda Bodipy C581-591 + metanol + 

AAPH. Em seguida, foi avaliada a atividade do controle (Trolox (Figura 26) nas 

concentrações 1, 3 e 5 μmol L-1) e das amostras (FRAC, FRAB e FRMA).  
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Figura 25. Proteção quanto à peroxidação lipídica por  soluções aquosas (0,5 mg/ mL) de extratos de 

farinhas de resíduos de acerola (FRAC); farinhas de resíduos de abacaxi (FRAB); farinhas de 

resíduos de maracujá (FRMA) e padrão Trolox (1, 3, 5 mmol L-1), tempo de reação = 30 minutos. 

Experimento feito em triplicata. 

 
 
 

Inicialmente foi observado com o branco (1) que o lipossoma sofre 

peroxidação após a geração do radical peroxila no meio reacional. Também foi 

constatado com o branco (2) que o metanol não influencia esta análise. Descartou-

se, portanto, a influência de vestígios de metanol que pudessem ainda estar 

presentes nos extratos estudados. Analisou-se o padrão Trolox (Figura 26) no 

mesmo meio reacional.  
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Figura 26. Estrutura química do Trolox. 

 

Nota-se que à medida que se aumenta a concentração desse padrão, ocorre 

uma maior proteção à membrana. Para os extratos, observa-se que não houve 

diferença com relação à proteção quanto à peroxidação lipídica entre FRAC e FRMA 

(p > 0,05). Já o extrato de FRAB apresentou resposta intermediária entre as 

concentrações 3 e 5 μmol L-1 do Trolox. Desta forma, podemos afirmar que para uma 

concentração de 0,5 mg mL-1 das amostras de FRAC e FRMA estudadas existe uma 

proteção à membrana continuamente, durante 30 minutos (tempo da reação). Isto 

pode ser devido à presença de diferentes tipos de antioxidantes nos extratos 

analisados, que podem atuar sinergicamente (MOURE et al, 2001).  

Esta ação sinérgica tem sido observada entre antioxidantes apenas sintéticos, 

naturais e sintéticos e apenas naturais. Este efeito é definido como uma ação 

combinada, que resulta em um aumento do potencial antioxidante, mais do que um 

mero efeito aditivo (MOURE et al., 2001). Por exemplo, o ácido ascórbico presente 

em uma amostra pode regenerar outro antioxidante no meio que sofreu oxidação, 

como mencionado no item 1.4.2.4 na Figura 6. Marinova, Toneva & Yanishlieva 

(2008), ao analisarem a auto-oxidação de triacilgliceróis em óleo de girassol 

aquecido à 100ºC, encontraram efeito sinérgico entre o α-tocoferol e a miricetina, 

através da regeneração desta substância, pelo α-tocoferol. Contrariamente, Heo et 

al. (2007), após estudos da capacidade antioxidante de fenóis individuais e 

combinados, frequentemente encontrados em vegetais, como a catequina, o ácido 

clorogênico, a cianidina, entre outros, não encontraram efeito sinérgico entre os 

mesmos, com observação apenas de efeito aditivo. 
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Na Figura 25 foi também observado que os extratos de FRAC e FRMA se 

mostraram mais potentes que o padrão utilizado nas concentrações já 

estabelecidas. O Trolox é considerado um análogo hidrossolúvel da vitamina E, 

onde seu grupo carboxila possibilita solubilidade moderada em água, além do mais, 

possui vantagens superiores em relação aos α-tocoferóis, que são lipossolúveis. A 

comercialização do Trolox em nutrição humana depende da verificação do grau de 

toxicidade da molécula em organismos vivos (SAGACH et al., 2002). 

Aldini et al. (2006), ao estudarem a capacidade antioxidante de polifenóis de 

resíduos sólidos de azeitona utilizando modelos de células endoteliais com sonda 

fluorescente acoplada (Bodipy C581/591) e após indução de lipoperoxidação pelo azo-

composto AAPH, encontraram resultados semelhantes ao padrão Trolox, porém 

trabalhando com a mesma concentração (5 μg mL-1). 
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 Diante dos resultados encontrados, podemos concluir que: 

 Com relação ao conteúdo total de fenóis, determinado pelo método de Folin-

Ciocaulteu, tanto o extrato seco da FRAC, quanto à própria farinha de resíduo de 

acerola apresentou-se com a maior quantidade, superando o conteúdo total de 

fenóis da polpa desta fruta e de resíduos de diferentes frutas descritos na literatura. 

Já a farinha de resíduo de abacaxi superou a quantidade de fenóis da fruta e polpa 

de abacaxi e também da farinha de resíduo de maracujá. E a farinha de resíduo de 

maracujá mostrou-se melhor do que a polpa da mesma fruta. 

Sobre a capacidade antioxidante frente ao radical sintético DPPH • , todas as 

farinhas estudadas apresentaram tal ação, sendo que a FRAC destacou-se até ao 

ponto de ser comparada ao padrão BHT.   

Há uma correlação positiva entre o conteúdo total de fenóis das amostras 

estudadas e a capacidade antioxidante frente ao radical DPPH • , significando que os 

compostos fenólicos podem contribuir com boa parte da capacidade antioxidante 

destas amostras.  

 Em relação ao poder redutor das amostras estudadas sobre o radical 

superóxido, gerado por um método não enzimático, todas as amostras apresentaram 

tal ação, sendo a FRMA, a detentora de maior atividade. Sugere-se, então, que 

outras substâncias redutoras presentes em maior parte neste extrato podem ter 

influenciado. 

Já na técnica que simulou uma membrana lipídica, onde sua peroxidação foi 

induzida através da oxidação por radicais peroxila, foi observado que as FRAC e 

FRMA protegem a membrana lipídica do ataque de tais radicais, de forma contínua 

no tempo estabelecido, e com a mesma intensidade. 

 Por fim, todas as farinhas de resíduos de frutas tropicais estudadas 

apresentaram capacidade antioxidante in vitro frente às diferentes espécies reativas; 

entretanto, a intensidade desta ação foi diferenciada entre elas. Portanto, vale a 

pena investir em tais farinhas, dando uma atenção especial à de acerola, que foi, 

dentre as avaliadas, a com maior conteúdo total de fenóis e elevada capacidade 

antioxidante frente a duas das três espécies reativas estudadas. 
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Análises microbiológicas, toxicológicas e da presença de agrotóxicos nas 

farinhas de resíduos das frutas estudadas serão necessárias antes de uma 

aplicação in vivo. 

Assim, seria possível o enriquecimento da alimentação de populações, 

através da suplementação com estas farinhas ou da utilização dos extratos das 

mesmas como aditivos alimentares, principalmente, para aquelas que apresentam 

patologias relacionadas ao desbalanço redox ou mesmo em populações sadias, 

prevenindo alterações relacionadas ao excesso endógeno de espécies reativas. 

Agregaria valor à produção, com a vantagem adicional de evitar o desperdício. 
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