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RESUMO GERAL

Os frutos do Cerrado vém ganhando espa¢o no mercado nacional e
internacional por serem potenciais fontes de antioxidantes. Atualmente, muitas
técnicas tém sido propostas para avaliar a atividade antioxidante dos frutos, in
vitro. Devido a complexidade quimica dos extratos das frutas, constituidos por
compostos com diferentes grupos funcionais, polaridade e comportamento
quimico, recomenda-se a adogdo de mais de um ensaio para determinar a
atividade antioxidante. Assim, o objetivo deste trabalho foi caracterizar
detalhadamente o potencial antioxidante dos frutos do Cerrado, utilizando
diferentes metodologias. Para isso 13 frutos do Cerrado brasileiro foram
escolhidos: araca-boi, bacaba, curriola, gabiroba, mangaba, marmelada bola,
marmelada espinho, marolo, murici, pequi, puca amarelo, puca preto e saborosa.
A atividade antioxidante destes frutos foi determinada utilizando-se 6 diferentes
métodos: DPPH, ABTS, B-caroteno / acido linoléico, TBARS, Poder Redutor e
Método Fosfomolibidénio. Os teores de compostos fenélicos e vitamina C foram
determinados, bem como a identificagdo e quantificagdo de 12 compostos
fendlicos. Os resultados revelaram que os frutos do Cerrado estudados sdo
importantes veiculos de vitamina C e compostos fenélicos. A gabiroba destacou-
se apresentando os maiores teores de fendlicos e vitamina C e também a maior
atividade antioxidante para a maioria dos métodos. As metodologias puderam
ser agrupadas de acordo a semelhanca em seus principios de avaliagdo da
atividade antioxidante, formando os seguintes grupos: DPPH e ABTS, -
caroteno/acido linoleico e TBARS, Poder Redutor e Fosfomolibidénio. Os
métodos antioxidantes utilizados revelaram a gabiroba, a mangaba e o marolo

como os frutos com maior potencial antioxidante.

Palavras-chave: frutos do Cerrado; metodologias antioxidantes; compostos
fendlicos; vitamina C



GENERAL ABSTRACT

The fruits of the Cerrado have been gaining ground in the national and
international market because they are potential sources of antioxidant. Currently,
many techniques have been proposed to evaluate the antioxidant activity of the
fruits, in vitro. Due to the chemical complexity of fruit extracts, composed of
compounds with different functional groups, polarity and chemical behavior, it
is recommended to adopt more than one test to determine the antioxidant
activity. Thus, the objective of this work was to characterize in detail the
antioxidant potential of the fruits of the Cerrado, using different methodologies.
This study used 13 fruits of the Cerrado brasileiro: araga-boi, bacaba, curriola,
gabiroba, mangaba, marmelada bola, marmelada espinho, marolo, murici, peki,
yellow puca, black puca and saborosa. The antioxidant activity of these fruits
was determined using 6 different methods: DPPH, ABTS, B-carotene / linoleic
acid, TBARS, Reducer Power and Fosfomolybdenum Method. The contents of
phenol compounds and vitamin C were determined, as well as the identification
and quantification of the 12 phenolic compounds. The analysis showed that the
fruits of the Cerrado are important vehicles of vitamin C and phenolic
compounds. The gabiroba highlighted, displaying the highest levels of total
phenolics and vitamin C, as well as antioxidant activity for most methods. The
methods could be grouped according to similar principles in its assessment of
antioxidant activity, forming the following groups: DPPH and ABTS, B-carotene
/ linoleic acid and TBARS, Reducing Power and Fosfomolybdenum Method.
Antioxidants methods revealed gabiroba, mangaba and marolo as the fruits with

the highest potential to inhibit the action of free radicals.

Keywords: Cerrado fruits; antioxidant methodologies; phenolic compounds;

vitamin C
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1 INTRODUCAO

Vivemos hoje em uma sociedade que busca a cada dia uma vida mais
saudavel, com mais exercicio fisico e habitos alimentares que possam promover
a salde. A adocdo de uma nova alimentacdo visa ao consumo de alimentos que,
além de nutrir, possuem em sua constituicdo substancias que apresentem
potencial funcional.

As frutas sdo alimentos que desempenham esse papel funcional, pois séo
ricas em compostos bioativos, como as vitaminas C e E, os fendlicos ¢ o B-
caroteno. Tais substancias atuam como potentes antioxidantes, minimizando os
efeitos dos radicais livres e protegendo o organismo de processos oxidativos que
desencadeiam diversas doencgas cronicas ndo transmissiveis, como cancer,
diabetes, doencas cardiovasculares, neurodegenerativas, entre outras que
acometem a nossa sociedade.

O Brasil possui uma ampla variedade de frutas nativas e selvagens, ndo
cultivadas comercialmente, que sdo excelentes fontes de compostos bioativos. A
flora do Cerrado tem diversas espécies frutiferas com grande potencial de
utilizacdo agricola, que séo tradicionalmente utilizadas pela populacao local. Os
frutos do Cerrado apresentam sabores exdticos e peculiares, de grande aceitacao
regional, o que confere a eles um grande potencial econdmico, no mercado
nacional e internacional. Estudos j& realizados revelam que esses frutos tém
grande potencial nutricional e funcional; entretanto, estudos mais profundos
ainda sdo necessarios para melhor caracterizacdo e elucidagdo dos seus
beneficios a satde.

Entre as diversas espécies frutiferas nativas do Cerrado, foram
selecionadas para este trabalho as seguintes, visando-se seus frutos: araca-boi
(Eugenia stipitata), bacaba (Oenocarpus bacaba Mart.), curriola [Pouteria

ramiflora (Mart.) Radlk.], gabiroba (Campomanesia pubescens), mangaba
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(Harconia speciosa Gomes), marmelada-bola (Alibertia edulis), marmelada-
espinho (Alibertia verrucosa), marolo (Annona crassiflora Mart.), murici
(Byrsonima crassifloria L. Rich), pequi (Caryocar brasiliense Camb.), pucéa-
amarelo (Mouriri eliptica Gardner), puca-preto (Mouriri pusa Gardner) e
saborosa (Selenicereus setaceus Rizz.).

Atualmente, muitas técnicas tém sido propostas para avaliar a atividade
antioxidante dos frutos, in vitro. Devido a complexidade quimica dos extratos
das frutas, constituidos por compostos com diferentes grupos funcionais,
polaridade e comportamento quimico, recomenda-se a ado¢do de mais de um
ensaio para determinar a atividade antioxidante. Assim, objetivou-se, no
presente trabalho, determinar a atividade antioxidante de frutos de 13 espécies
de ocorréncia no cerrado, por meio de seis diferentes técnicas (ABTS, DPPH, -
caroteno Acido Linoleico, TBARs, Poder Redutor, Fosfomolibdénio), bem

comofendlicos e vitamina C.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Os frutos do cerrado

O Cerrado abrange mais de 204 milhdes de hectares na parte central do
Brasil, sendo a mais rica savana tropical do mundo em termos de biodiversidade
e 0 segundo bioma mais extenso da América do Sul (SANO et al., 2010) .

A flora do Cerrado possui diversas espécies frutiferas com grande
potencial de utilizacdo agricola, que sdo tradicionalmente utilizadas pela
populacdo local através do consumo in natura ou processadas na forma de
sucos, licores, sorvetes, geleias e doces (SILVA et al., 2008). Entretanto, tais
frutos vém ganhando popularidade nos supermercados devido ao seu valor
nutricional e terapéutico, e também devido aos seus sabores peculiares e cores
variadas (CLERICI & CARVALHO-SILVA, 2011; OLIVEIRA et al., 2006;
RUFINO et al., 2010).

Embora a flora do Cerrado seja rica em espécies que contém varios
compostos quimicos com atividade bioldgica, em geral, ele ainda é subutilizado
e sua area diminuiu ao longo do tempo (BAILAO et al., 2015). Diante disso,
fazem-se necessarias pesquisas que identifiguem de forma detalhada os
compostos presentes nesses alimentos, fornecendo dados que permitam a
valorizacgdo desses frutos e sua melhor utilizacdo.

A seguir, serdo apresentados, em ordem alfabética, os frutos do cerrado

que foram alvos do presente estudo.

2.1.1 Araga-boi (Eugenia stipitata)

O araca-boi é um fruto da Amazénia Ocidental, também encontrada no

cerrado brasileiro, e usualmente cultivado no Brasil, Peru e Bolivia.
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Esse fruto pertencente a familia das Mirtaceas, tem formato
arredondado, com aproximadamente 12 cm de didmetro e casca amarela. A
porcdo comestivel é uma polpa branca cremosa que apresenta sabor acido e
devido a sua alta porcentagem de polpa e as suas caracteristicas de aroma e
sabor, o araca-boi pode ser utilizado para producdo de sucos, sorvetes e
sobremesas (FRANCO & SHIBAMOTO, 2000).

A espécie apresenta potencial para conquistar um lugar de destague no
mercado nacional e internacional, principalmente como refresco natural,
podendo ainda ser comercializada como polpa congelada ou suco engarrafado
(INPA, 2015).

Canuto et al. (2010), caracterizando o araga-boi, observaram que essa
fruta apresenta 90% de umidade, 0,3% de lipidio, 4,5°Brix, 4 pH, acidez titulavel
de 1,8 mg de &cido citrico/ 100g de polpa e teor de vitamina C de 0,2 mg/ 100g
f.w. Em estudos realizados por Rogez et al. (2004), observou-se que a polpa
apresenta apenas 4% de matéria seca, sendo portanto muito suculenta. O araca-
boi apresentou 11,9% de proteina e perfil de aminoacidos relativamente proximo
ao perfil ideal de proteinas para humanos. O teor de lipidios esteve abaixo do
limite de detec¢do e o total de acUcares solUveis representou cerca de 50% da
massa seca, sendo a frutose o aglcar que prevaleceu.

Segundo estudos realizados por Genovese et al. (2008), o araga-boi
apresenta teor de vitamina C de 9,5 mg/ 100g f.w., total de fendlicos de 87 mg/
100g f.w. e atividade antioxidante de 1,80 pmol Trolox eq. /g f.w. pelo método

DPPH e de 0,31umol Trolox eq. /g f.w. pelo método B-caroteno/ac. linoléico.
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2.1.2 Bacaba (Oenocarpus bacaba Mart.)

A bacabeira é uma palmeira encontrada nos biomas Amazo6nia e Cerrado
(BRUM et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2009), conhecida por produzir mais
frutos que as outras palmeiras da Amazonia.

O fruto € uma baga globosa, fibrosa, com até 2,5 cm de diametro, de cor
vermelho-acinzentada ou azul-acinzentada, contendo uma polpa delgada,
oleaginosa e comestivel, com cerca de 14% de 6leo, rico em alfatocoferol e beta-
sitosterol; a semente possui o endocarpo duro e fibroso (LUBRANO et al., 1994;
POZO-INSFRAN et al., 2004; NASCIMENTO et al., 2009). Geralmente é
consumido como suco natural ou processado em polpas, geleias, sorvetes e
bebidas fermentadas (BERNAL et al., 1991; FINCO et al., 2012).

Canuto et al. (2010), estudando a caracterizacdo fisico-quimica da
bacaba, identificaram que ela apresenta 87,6% de umidade, 7,4% de lipidios, 2
°Brix, 5,3 pH, acidez titulavel de 0,1mg acido citrico/100g de polpa ¢ 0,9 mg de
acido ascorbico/ 100g f.w.

Finco et al. (2012) identificaram que a bacaba contém compostos
fendlicos (1759,27 mg GAE/100g), flavonoides (1134,32 CTE/100g) e
antocianinas (34,69 mg cyn-3-glc/100g), apresentando atividade antioxidante
consideravel, se comparada ao agai, amora-preta, mirtilo, cranberry, tdmaras,
goiaba, framboesa, ginja e nozes.

Dos Santos et al. (2015) encontraram na polpa da bacaba um teor de
umidade de 42%, 30 mg/100g de &cido ascorbico, 81 mg/100g de antocianinas,

36 mg/100g de flavonoides amarelos e 0,7 mg/100g de carotenoides.
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2.1.3 Curriola [Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk.]

A Pouteria ramiflora estd entre as principais espécies do Cerrado do
Centro-Oeste brasileiro, ocorrendo também no sul do Brasil, estendendo ao norte
e oeste da Amazébnia a Bolivia (VIEIRA et al., 2006; GAMA et al., 2011).
Pertencente a familia Sapotaceae, sua arvore mede cerca de 10 metros de altura e
produz cerca de 10 a 400 frutos (SILVA et al., 2001).

Os frutos de curriola s&o do tipo baga, com casca de coloragdo verde,
mesmo gquando madura, envolvendo uma polpa branca. Geralmente apresentam
formato piriforme e uma semente Unica envolvida por uma polpa doce, mas
podem apresentar de 1 a 3 sementes (SILVA JUNIOR., 2005).

Morzelle et al. (2015) identificaram que a casca e a Ssemente
corresponderam a 56,68% do peso total do fruto, sendo a porcdo comestivel,
constituida pela polpa do fruto, apresentou peso médio de 13,59 g, totalizando
rendimento de 43,32%.

A curriola apresenta pH préximo do neutro (5,93), 11,83 °Brix, 0,12%
de acidez titulavel, 50,99 mg/100g de vitmina C e atividade antioxidante pelo,
método do DPPH, de 13,69 mg DPPH/g de fruto (MORZELLE et al., 2015).

2.1.4 Gabiroba (Campomanesia pubescens)

A espécie Campomanesia pubescens é conhecida popularmente como
gabirobeira, embora seus frutos possam receber diversos nomes populares como:
gabiroba, guabiroba-do-mato, guabiroba-miuda, gabirova e guavira
(UNIVERSIDADE DO ESTADO DE GOIAS, 2010).

A gabiroba, pertencente a familia Myrtaceae, € uma espécie nativa do
Brasil, encontrada amplamente no Cerrado das regides Sudeste e Centro-Oeste,

bem como em outros paises da América do Sul, como Argentina, Uruguai e



21

Paraguai. E um arbusto que pode atingir 60-80 cm de altura e normalmente
ocorre em moitas e sua frutificagdo ocorre de setembro a outubro. O fruto
apresenta sabor adocicado e é apreciado in natura, com propriedades levemente
laxativas, podendo ser utilizado para a confeccdo de geleias, sorvetes, sucos,
doces, pudins, licores, batidas ou curtidos na cachaga. As folhas e cascas do
caule sdo utilizadas na medicina popular na forma de decocto ou infusdo, no
combate a afeccbes do aparelho urinario e na diarreia, sendo conferida agéo
adstringente (ALMEIDA et al., 1998; RODRIGUES & CARVALHO, 2001;
SILVA et al., 2009; DOUSSEAU et al., 2011).

Os frutos séo bagas, de cor verde-amarelada ou branco-amarelada, 10-20
mm de diametro. As sementes, 1-5 reniformes, alaranjadas, verrugosas, com 5 X
5 mm (UEG, 2010; USP, 2005). Segundo Silva et al. (2009), as gabirobas
apresentaram um comportamento respiratorio tipico de frutos climatéricos.

Morzelle et al. (2015) confirmaram a gabiroba como uma excelente
fonte de vitamina C (383,33 mg/100g), assim como ja tinha relatado Silva et al.
(2009). A gabiroba também apresentou elevado potencial antioxidante (49,00
mg DPPH/ g fruto), que pode estar relacionado ao seu elevado teor de vitamina

C, além de outros compostos antioxidantes como os compostos fendlicos.

2.1.5 Mangaba (Hanconia speciosa Gomes)

A mangabeira é uma planta perenifolia de clima tropical, ocorrendo,
sobretudo, em &reas de vegetacdo aberta. Sua inflorescéncia possui de 1 a 7
flores perfumadas e de coloragdo branca (SOARES et al., 2006). Na regido dos
cerrados, a mangabeira normalmente floresce durante o periodo de agosto a
novembro, com pico em outubro (DOS SANTOS et al., 2007).

A palavra mangaba é de origem tupi-guarani e significa “coisa boa de
comer” (EPSTEIN, 2004; SILVA JUNIOR, 2004). Algumas variantes do nome
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mangaba sdo também usadas no Brasil, como mangaiba, mangareiba, mangava,
mangauva e manguba.

A fruta é muito aromética, macia e doce, com uma polpa acida. Além
disso, ela tem um formato pequeno e variavel, e é geralmente elipsoidal ou
arredondada, pesando em torno de 25g. O exocarpo é amarelo ou verde, com ou
sem pigmentos vermelhos (BARROS et al., 2006; CLERICI & CARVALHO-
SILVA, 2011; DE LIMA et al., 2015a).

A mangaba é um fruto climatérico (DE LIMA, 2015c), rica em acido
ascorbico, 96,3 mg/100 g.f.w. (ALMEIDA et al., 2011), e em outros elementos
essenciais da dieta, como célcio, zinco e ferro (SILVA et al., 2008) e
carotenoides (RUFINO et al., 2010).

Alguns estudos mostraram também que a mangaba se destaca devido ao
seu alto teor de compostos fendlicos, 169 mg GAE/100 g fresh weight (f.w.)
(RUFINO et al., 2010) e 172 mg GAE/100 g f.w. (RUFINO et al., 2009).
Quanto ao perfil de volateis, em estudos realizados por De Lima et al. (2015b),
foi possivel identificar 36 compostos, sendo 25% &lcoois, 25% aldeidos, 19%
terpenos, 9% ésteres e 3% cetonas.

De Lima et al. (2015a), avaliando o efeito antimutagénico da mangaba
in vivo, fornecem evidéncias cientificas para o potencial antimutagénico dessa
fruta e enfatiza seu potencial como alimento funcional com aplicabilidade

generalizada na industria de alimentos.
2.1.6 Marmelada-bola (Alibertia edulis)
A marmelada-bola € um fruto nativo do cerrado, pertencente a familia

Rubiaceae. E uma planta com copa irregular, fruto baga de polpa carnosa e

apresenta grande quantidade de sementes (LORENZI, 2009).
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Alibertia edulis € uma espécie com caracteristicas alimenticia e
medicinal, muito frequente também na regido amazbnica (RODRIGUES;
CARVALHO, 2001), comumente relatada em sub-bosque de florestas ciliares
das Regides Sudeste e Centro-Oeste (RODRIGUES et al., 2010). E utilizada
como antisséptica, anti nociceptiva, antiviral, anti-inflamatéria, adstringente e
diurética, possuindo compostos triterpenos e alcaloides (SANTOS et al., 2015).

Esse fruto do cerrado é encontrado, principalmente, no Mato Grosso,
onde é consumido normalmente in natura, principalmente no periodo da seca
(LOUREIRO & MACEDO, 2000).

2.1.7 Marmelada-espinho (Alibertia verrucosa)

Alibertia verrucosa é uma planta nativa do cerrado, pertencente a
familia Rubiaceae, encontrada principalmente no Mato Grosso, onde € muito
consumida, normalmente, in natura, no periodo chuvoso (LOUREIRO &
MACEDO, 2000).

Os frutos sdo globulosos, com mesocarpo carnoso e muitas sementes e
casca com protuberancias.

Embora com grande potencial nutricional, funcional e sensorial, a
marmelada espinho ainda ndo foi explorada cientificamente, fazendo-se

necessarios novos estudos, a fim de caracteriza-la.

2.1.8 Marolo (Annona crassiflora Mart.)

O marolo (Annona crassiflora Mart) é uma fruta tipica dos Cerrados,
Cerraddes, Cerrado Denso, Cerrado Ralo e Campo Rupestre, possuindo
ocorréncia nos estados da Bahia, Distrito Federal, Goids, Maranhdo, Mato

Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Geais, Para, Sdo Paulo e Tocantins
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(ALMEIDA, 1998). Pertencente a familia Anonaceae, seus frutos sdo muito
apreciados pelo aroma peculiar e sabor intenso.

A planta é arbérea, com altura de 4 a 8m e didmetro de até 4m. O tronco
¢ tortuoso, revestido por uma casca aspera, resistente ao fogo. Floresce,
geralmente, entre 0s meses de outubro a novembro, e as flores sdo solitarias ou
agrupadas, com pétalas engrossadas e carnosas de coloracdo verde-amarelada e
sedosas (SILVA et al., 1994).

O fruto, popularmente conhecido como marolo, araticum e cabeca-de-
negro, € do tipo baga subglobosa, de cor verde quando a fruta estd em
desenvolvimento e marrom quando maduro (LORENZI, 2002). A polpa é
levemente adocicada e de aroma agradavel, podendo variar sua cor de branco ao
amarelo. O fruto pesa de 0,5kg a 5kg, contendo de 60 a 190 gomos, em forma de
cone, podendo possuir, em seu interior uma semente.

A frutificagdo tem inicio em novembro, no entanto, 0 amadurecimento
pleno ocorre entre janeiro e abril. Em média, a producdo € de 5 a 20 frutos por
planta, podendo alcancar até 40 frutos, que despolpados rendem de 50 a 60% de
polpa. Essa pode ser consumida in natura, ou utilizada para producéo de doces e
bebidas, que possuem o sabor caracteristico da polpa (DAMIANI, 2009). Alguns
estudos ja tém apontado o sucesso da utilizagdo do marolo em geleias
(DAMIANI et al., 2012) e iogurtes (DELLA LUCIA et al., 2013) e barras
alimenticias (SILVA et al., 2016).

O marolo apresenta niveis elevados de vitamina C e beta-caroteno,
substancias que atuam como poderosos antioxidantes (SILVA et al., 2013).
Segundo estudo realizados por Damiani et al. (2011), o marolo tem 1,99% de
proteina, 2,36% de lipidio e 24,55% de carboidratos totais. Seu mineral
predominante é o magnésio (350 mg.kg™) e o acido Malico é o 4cido organico

predominante (76.68 pg.g™).
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2.1.9 Murici (Byrsonima crassiflora L.)

O muricizeiro (Byrsonima crassiflora L.) é uma arvore tropical da
familia das Malpighiacae comumente distribuida em vérias regides da América
Central e do Sul (MARTINEZ-VASQUEZ, 1999). No Brasil, o murici é
encontrado, principalmente, nas RegiGes Norte e Nordeste. Devido ao seu sabor
e aroma, seus frutos sdo muito apreciados pelas popula¢Bes locais, sendo
consumidos ao natural e na forma de sucos, sorvetes, vinhos, doces e licores
(FRANCO & JANZANTTI, 2003). Suas folhas e cascas tém sido usadas na
medicina popular desde o periodo pré-colombiano por varios grupos étnicos para
o tratamento de tosse, doencas gastrointestinais, infec¢des na pele e picada de
cobra (MARTINEZ-VAZQUEZ, 1999).

O murici é um fruto do tipo drupa, com mesocarpo carnoso e fino.

Apresenta a casca e a polpa suculenta, com uma coloracdo amarela intensa e
sabor adocicado quando maduro (ALMEIDA et al., 1998; LORENZI, 2009).
O fruto apresenta elevado rendimento, como mostram os estudos realizados por
Morzelle et al.(2015), sendo o rendimento da polpa comestivel do fruto, que
corresponde a casca e a polpa, de aproximadamente 75,99%. Gusmao et al.
(2006) encontraram valores semelhantes (73,63%).

Morzele et al.(2015) relataram também que o murici apresentou uma
quantidade consideravel de pectina (746,81 mg/100g), lipideos (2,31%) e um
expressivo teor de vitamina C ( 92,59 mg/100g .w.) e potencial antioxidante (56
mg DPPH/g fruto). Entre os frutos analisados, 0 murici apresentou o maior teor
de pectina, sendo em sua maioria pectina insoluvel. Esses dados indicam
suapotencial aplicabilidade na elaboracdo de geleias e sucos. Rufino et al. (2009)
descrevem teores altos de A&cido ascérbico para murici (148 mg/100 g,

respectivamente).
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Entretanto, Canuto et al. (2010) identificaram que o murici apresenta
elevada umidade (92,8%), baixo teor de lipidios (0,6%), baixos teores de
vitamina C (0,3mg/100g f.w.) e de compostos fenolicos (0,6 mmol/L de &c.
galico) e baixa atividade antioxidante pelo método de TEAC (1,5 pumol/L de
trolox). Barreto et al. (2009) também relataram teores de acido ascérbico para

polpa de murici inferior a 1mg/100g (0,4 mg/100g).

2.1.10 Pequi (Caryocar brasiliense Camb.)

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) é uma espécie arbdrea
pertencente a familia Caryocaraceae, que pode alcangar 10 metros de altura
(BARRADAS, 1972; ARAUJO, 1994). Essa espécie é amplamente difundida no
cerrado brasileiro. E encontrado em uma vasta area que inclui os estados de Sdo
Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goiés,
Tocantins, Bahia, Para, Piaui e Ceard (ALMEIDA & SILVA, 1994). Ela
desempenha um papel importante na vida das pessoas daquela regido, tanto
economicamente, com a venda de frutas frescas, como para o consumo local
(RODRIGUES et al., 2015).

O fruto, o pequi, é globoso, tipo drupa, formado pelo epicarpo verde e
mesocarpo externo, de coloracdo esbranquicada, que cobrem de um a quatro
pirénios, conhecidos como carogos. O mesocarpo interno, a por¢do mais
comumente utilizada como alimento, é amarelada e rica em 6leos, beta-caroteno,
vitamina C e fibras, e se confunde, espacialmente, com o endocarpo espinhoso.
No interior de cada pirénio, encontra-se uma semente, que pode ser consumida
como as castanhas e améndoas (ALMEIDA et al., 1998, VILAS BOAS, 2004;
RODRIGUES et al., 2012).

O pequi é um fruto ndo climatérico (RODRIGUES et al., 2015) e se

destaca por sua cor, aroma e sabor, e por conter diversos nutrientes,
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principalmente em seu mesocarpo, que é rico em lipidios, vitaminas e proteinas
(VIEIRA & MARTINS, 2000). Segundo estudos realizados por Rodrigues et al.
(2009), o pequi é rico em energia, proteinas, fibras, minerais e vitaminas,
especialmente vitamina C (105mg /100g f.w.) e B-caroteno (2000 1.U.).

Roesler et al. (2008), utilizando electrospray ionization mass
spectrometry (ESI-MS), identificaram potentes antioxidantes na polpa de pequi,
como acido gélico, acido quinico, quercetina e quercetina 3-O-arabinose.

O pequi tem um sabor caracteristico, tornando-se uma especiaria
valorizada na cozinha regional. O sabor de alguns frutos do Cerrado é devido a
uma combinacdo das moléculas volateis presentes nos 6leos essenciais desses
frutos, como hidrocarbonetos, &cidos organicos e terpenoides, que foram
identificados no 6leo essencial de pequi (GEOCZE et al., 2013).

2.1.11 Puga-amarelo (Mouriri elliptica Mart.)

Mouriri elliptica Mart é uma espécie pertencente a familia
Melastomataceae, encontrada nos estados de Goias, Mato Grosso e Mato Grosso
do Sul. Essa planta é caracteristica do Cerrado e Cerraddo, atinge de 4 a 6 m de
altura e sua frutificagdo ocorre entre setembro e dezembro (DA SILVA et al.,
2001).

O pucé-amarelo também é popularmente conhecido como coroa-de-
frade, croadinha ou apenas pucd. A fruta madura é doce e rica em diversos
compostos antioxidantes, como antocianinas, carotenoides, flavonoides e
vitamina C. E geralmente consumida in natura ou na forma de geleias. (DA
SILVA et al., 2001; RUFINO et al., 2010; RUFINO et al., 2011)

Os extratos do pugd-amarelo apresentaram efeito protetor contra a
Helicobacter pylori, microrganismo que causa sérios problemas gastrontestinais.

Os efeitos tém sido atribuidos aos compostos fenodlicos nas formas de
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flavonoides e taninos identificados nas folhas dessa planta (MOLEIRO et al.,
2009; VASCONCELOS et al., 2010).

2.1.12 Puga-preto (Mouriri pusa Gardner)

Mouriri Pusa é uma pequena arvore (5-7 m) da regidao Cerrado
brasileiro, e seu fruto é popularmente conhecido como "jabuticaba do mato",
"manapuca” ou "moroso-cigano”. O cha feito usando suas folhas é comumente
usado na medicina popular para o tratamento de gastrite e Ulceras (TAYLOR e
BLASER, 1991; GROB, 2003).

Borges (2011) caracterizou o0 pucd preto, ao longo de seu
desenvolvimento, que foi marcado pela degradacdo de clorofila, com
consequente perda da coloracdo verde, aumento do teor de carotenoides, com
aparecimento da coloracdo amarela na polpa, escurecimento da casca, aumento
dos acglcares e amaciamento do fruto, sendo o amadurecimento a fase de
modificacdes mais intensas. Também foi observada a reducdo nos compostos
centesimais, vitamina C, fendlicos e minerais, exceto potassio e enxofre. O
puca-preto pode ser considerado, de acordo com Borges (2011), uma fonte
potencial de vitamina C e fendlicos, podendo contribuir para a ingestdo diaria de
minerais, principalmente magnésio.

Silva et al. (2008) caracterizaram o puga-preto e identificaram que esse
fruto apresenta 34,15 kcal/100g, 85,13% de umidade, 1,02% de proteina, 0,31%
de lipidio, 6,64% de carboidratos, 6,05% de fibra alimentar.

Rufino et al. (2010) identificaram que o pucga-amarelo apresenta 28,9
mg/100g f.w. de vitamina C e 103 mg/100g f. w. de antocianinas totais.

Ensaios biolégicos feitos em ratos com extratos dessas folhas
demonstraram atividade antitlcera géstrica, sendo esse efeito relacionado com o

aumento do mecanismo de defesa da mucosa gastrointestinal contra fatores
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agressivos e 0s principais compostos envolvidos foram taninos, catequinas e
flavonoides, indicando a necessidade de mais estudos do potencial para
utilizacao fitoterapica (VASCONCELOS et al., 2008; ANDREO et al., 2006).

2.2.13 Saborosa (Selenicereus setaceus Rizz.)

A saborosa, também chamada de pitaya, é uma fruta pertencente a
familia Cactaceae, sendo conhecida mundialmente como “Fruta-do-Dragao”. Ha
varias espéecies denominadas “pitayas”, entre as quais podem ser citadas
Hylocereus undatus (pitaya-vermelha-de-polpa-branca), H. costaricensis
(pitaya-vermelha-de-polpa-vermelha), Selenicereus megalanthus (pitaya-
amarela) e S. setaceus (pitaya-do-cerrado). De acordo com a espécie, seus frutos
podem apresentar caracteristicas diversificadas, como diferentes formatos,
presenca de espinhos, cor da casca e da polpa refletindo alta variabilidade
genética JUNQUEIRA et al., 2010).

As pitayas do Cerrado, também conhecidas como Saborosa, vegetam
naturalmente sobre maci¢os rochosos de arenito ou quartzito, troncos de arvores
e em solos arenosos de campos rupestres dos Cerrados de Minas Gerais, Bahia,
Goiés, Distrito Federal e Tocantins. Ha relatos de sua ocorréncia também em
areas de restinga na Bahia e Rio de Janeiro (JUNQUEIRA et al., 2002).

A planta é uma espécie epifita, com raizes aéreas, fibrosas e abundantes,
com capacidade de desenvolver numerosas raizes adventicias que ajudam na
fixacdo e na obtengdo dos nutrientes (RODRIGUES, 2010). O fruto é
avermelhado, tendendo para o roxo (vermelho rubi), com polpa branca,
suculenta, e com pequenas sementes negras comestiveis. A polpa da saborosa
apresenta quantidade consideravel de vitamina C e compostos fenolicos,
entretanto, mais estudos devem ser realizados. A acidez da polpa de pitaia nativa

é baixa, sendo o &cido malico o &cido orgénico majoritario (RODRIGUES,
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2010; TORRES et al., 2009). As sementes sdo negras, obovadas, de 2-3 mm de
largura, em grande quantidade e com elevada capacidade de germinacédo
(ORTIZ, 2000).

As pitayas vém se destacando no mercado de frutas exoticas, por seu
sabor doce e suave, sua polpa firme e repleta de sementes e suas propriedades
nutricionais e funcionais, tornando-se um fruto de grande aceitacdo e
valorizagdo nos mercados consumidores, o que tem despertado o interesse dos
produtores. O alto valor pago pela fruta, dependendo da espécie, época do ano e
da demanda, constitui um grande atrativo para o cultivo comercial dessa frutifera
(JUNQUEIRA et al., 2002)

Essa fruta é nutritiva e com grande variedade de uso, com a polpa
constituindo 70-80% do fruto. Pode ser consumida in natura, ou na forma de
produtos industrializados, como sorvetes, geleias, sucos, caldas e doces
(GUNASENA et al., 2007). A casca do fruto pode ser utilizada como agente
espessante em cremes hidratantes ou como corante natural em bebidas
(HARIVAINDARAM et al., 2008; STINTZING et al., 2002).

Atualmente, a Regido Sudeste do Brasil é a principal produtora do pais,
onde a cultura da pitaia se aclimatou muito bem, com produgéo de frutos nos
meses de dezembro a maio, e produtividade média anual de 14 toneladas de
frutos por hectare (BASTOS et al., 2006).

2.3 Antioxidantes

2.3.1 Radicais livres

O interesse pelo estudo das substdncias antioxidantes e por radicais

livres tem se intensificado a cada dia, principalmente ap6s as descobertas dos

efeitos benéficos dessas substancias no organismo. Desde o surgimento das
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primeiras formas de vida no planeta, a toxicidade do oxigénio atmosférico tem
sido um dos principais desafios para a sobrevivéncia desses organismos Vvivos.
No metabolismo normal dos mamiferos, o oxigénio participa das reacfes de
oxirreducéo e é aceptor final de H*, formando uma molécula de &gua, no final da
cadeia respiratoria, ao se combinar com os dois prétons H*. Apesar de a maior
parte do oxigénio do ar que respiramos se converter em &gua, uma pequena
quantidade (1% a 2%) do oxigénio consumido pela mitocondria sofre redugdo
univalente, produzindo o anion superéxido (O,) em nivel da coenzima Q e do
complexo NADH-CoQ redutase (CARDOSO, 2002). Com isso, as oxidagdes
bioldgicas geram espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e radicais livres que
podem provocar lesbes celulares, muitas vezes irreparaveis (CARVALHO,
2004).

De forma genérica, as ERO’s, sdo também frequentemente chamadas de
agente oxidante, radical livre, espécie radicalar, espécie ativada e espécie
reativa; entretanto, nem sempre sdo utilizados adequadamente, uma vez que
apresentam diferentes caracteristicas quimicas. O radical livre compreende toda
estrutura quimica capaz de apresentar orbitais contendo um ou mais elétrons
desemparelhados, os quais conferem ao radical livre uma grande capacidade de
reagir com moléculas-alvo (EVANS, 2000). Essa configuracdo faz dos radicais
livres moléculas altamente instaveis, com meia-vida curtissima e quimicamente
muito reativas.

Os radicais hidroxila (OH’) podem potencialmente reagir com todas as
moléculas biologicas, como DNA, proteinas, lipidios, e quase qualquer
constituinte de células e, devido a auséncia de qualquer mecanismo enzimatico
para a eliminagédo dessa ERO, o excesso de produgdo de OHe em ultima analise,
leva @ morte celular (GILL & TUTEJA, 2010). Por ser extremamente instavel,
ele reage rapidamente com inumeras biomoléculas, danificando o alvo mais

préximo do local onde foi gerado, formando outras espécies de reatividade
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variada. Esse radical pode ser formado pelas reacBes de Haber-Weiss ou de
Fenton demonstradas nas figuras 1 e 2 (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

HO, + 0 B/ hHo + HoO
@

H,O, + Fe?/Cu* Fe**/Cu® + HO + HO

(b)

Figura 1 (a) Reacdo de Haber-Weiss (b) Reacdo de Fenton (cobre ou ferro)

A formacdo das ERO’s ocorre como parte normal do metabolismo
celular, fontes enddgenas, ou por exposicdo a fatores ambientais, fontes
exogenas. A primeira origina-se de processos biologicos que normalmente
ocorrem no organismo, principalmente na organela mitocéndria. J& as fontes
exogenas formadoras dos radicais livres incluem as drogas, radiacdo solar,
tabaco, poluicdo do ar, solventes orgénicos, pesticidas, entre outros (SMITH,
MARKS, LIEBERMAM, 2007).

O organismo humano sofre acdo constante dos radicais livres e quando o
mecanismo antioxidante ndo consegue manter o equilibrio desses radicais nas
células, ocorre o estresse oxidativo. Esse €, portanto, um disturbio no balango
entre pro-oxidantes e antioxidantes, em favor do primeiro, gerando um dano em
potencial (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Como consequéncia, 0S
constituintes celulares s&o rompidos e os radicais livres desencadeiam uma série
de reacOes de forma descontrolada, atacando componentes celulares como DNA
e RNA, membrana celular, enzimas entre outras biomoléculas, estando esses

acontecimentos envolvidos em diversas patologias, como isquemia, trauma
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encefalico, artrite, arterosclerose, doenga de Parkinson, Alzheimer, diabetes,
envelhecimento, cancer, entre outras (TAKUMA et al., 2004).

Desses componentes celulares suscetiveis a agdo das ERO’s a membrana
€ a mais atingida pela peroxidacdo lipidica, pois acarreta alteracfes na sua
integridade estrutural e funcional, alterando sua fluidez e permeabilidade,
levando & perda da seletividade na troca ibnica e liberagdo do conteddo de
organelas, formando produtos citotdxicos, culminando na morte celular. A
lipoperoxidacao é uma reacdo em cadeia representada pelas etapas de iniciacgao,
propagacao e terminacdo. Essas etapas estdo apresentadas nas reacdes seguintes,
em que R representa o lipidio (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

1) Iniciacdo OH*+ RH — R* + H,O

2) Propragacao R* + O, — ROO*

ROO*+ RH ——— ROOH + R®

3) Término 2R* ——— RR
ROO+*+ R* ———s ROOR
2ROO* — > ROOOOR

Figura 2 Representacao das etapas da peroxidacéo lipidica

Na etapa de iniciacdo, o radical hidroxila (OH’) é capaz de retirar um
atomo de hidrogénio de um grupo metileno. A formacédo desse radical da inicio a
etapa de propagacdo, por combinar-se com o O,, formando radicais peréxidos.
Esse, por sua vez, é capaz de retirar um hidrogénio de uma molécula de lipidio,

dando continuidade a reacdo em cadeia. O término da liperoxidagdo ocorre
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quando os radicais R e ROO' produzidos nas etapas anteriores se propagam até
destruirem a si proprios (MELO e GUERRA, 2002). Uma maneira entdo de
combater 0 estresse oxidativo consiste na utilizacdo de antioxidantes presentes
em alimentos com a propriedade de impedir ou diminuir o desencadeamento das
reacOes oxidativas (HALLIWELL et al. 1995).

A palavra “antioxidante” significa uma molécula capaz de inibir a
oxidagdo de outras moléculas. Os antioxidantes sdo substancias formadas por
vitaminas, minerais, pigmentos naturais e outros compostos vegetais e, ainda,
enzimas que blogueiam o efeito danoso dos radicais livres. Eles podem ser
divididos de diversas formas, enzimaticos e ndo enzimaticos, enddgenos e
exogenos e os hidrofilicos e lipofilicos. A primeira forma de divisao citada estéo
0S compostos capazes de bloguear a iniciagdo da oxidagdo, ou seja, as enzimas
que removem as espécies reativas ao oxigénio. Incluem-se neste grupo as
enzimas superéxido dismutase, a catalase e a glutationa peroxidase (HUANG;
PRIOR, 2005).

Além dessas defesas enzimaticas, existem ainda antioxidantes ndo
enzimaticos, como a prépria glutationa na forma reduzida (GSH), enddgena,
como o acido Urico e o estradiol, outras que sdo exdgenas ou nutricionais, como
o a-tocoferol, principal componente da vitamina E, acido ascorbico (vitamina
C), o B-caroteno, o licopeno, flavonoides, entre outros (RITTER et al., 2004). O
sistema antioxidante ndo enzimatico é constituido principalmente pelos
antioxidantes de baixo peso molecular (ABPM). Eles estdo presentes nos
organismos em ndmero e concentracdo muito maior que 0s antioxidantes
enzimaticos, podendo ser hidrofilicos ou lipofilicos, exercendo, dessa forma, um
papel fundamental para a capacidade antioxidante total de sistemas bioldgicos.
A glutationa reduzida, o &cido urico e a vitamina C sdo exemplos de

antioxidantes de baixo peso molecular hidrofilicos e o - caroteno e a vitamina E


http://pt.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rea%C3%A7%C3%A3o_redox
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sdo exemplos de antioxidantes de baixo peso molecular lipofilicos (GANDRA et
al. 2004).

NADPH NADP*
\ A
H,0+ 0, P
L4 ]
é @ GSH GSSG
( @ ( )
0, o 0, H0, _\ .~ HO0
v D7 0 @
T NO HIErE
{ \
P\ \ ., Fe¥
N N
" i ONOO=
e ~» -OH
Redugio monoeletronica - ( \
Oxido nitrico sintase S Ataque oxidativo e
Reacdo ndo enzimatica — ~
Superoxido dismutase , :
@ ! ‘ Estruturas ABPM estrategicamente
Reacao de fenton Celulares posicionados
@ Catalase l l
@ Glutationa peroxidase o -
Dano oxidativo Produtos excretaveis
@ Glutationa redutase ou nitrosativo nio toxicos

Figura 3 Mecanismo de ataque das espécies reativas de oxigénio (EROs) a partir
da redugdo do monoeletrénica do O, e os sistemas de defesa antioxidante.
Legenda: [ |Mecanismos de producéo das EROs

QPrincipais enzimas da defesa antioxidante
Fonte: Gandra et al. (2004).

2.3.2 Antioxidantes Naturais

Devido a necessidade de prote¢do contra os radicais livres, gerados pela
exposicdo aos raios solares e ao oxigénio, as plantas concentram uma grande
diversidade de antioxidantes, podendo ser consideradas fontes de novos

compostos que apresentem essa atividade. Nas industrias de alimentos, de



36

cosméticos e farmacéuticos, o interesse pela pesquisa sobre novos antioxidantes
naturais tem aumentado nos ultimos anos. Os compostos antioxidantes naturais
tém sido isolados de diferentes partes de plantas, tais como sementes, frutos,
folhas e raizes, e nas especiarias.

A partir da década de 80, o interesse pelos antioxidantes naturais se
intensificou devido a comprovacdo de efeitos maléficos causados por doses
elevadas de BHT (butilhidroxitolueno), BHA (butilhidroxianisol) e TBHQ
(butilhidroquinona terciaria) sobre o peso do figado e marcado aumento do
reticulo endoplasmatico, entre outras (DURAN; PADILLA, 1993). Diante disso,
estudos recentes tém demonstrado que extratos de diversos frutos tém
apresentado um grande potencial antioxidante, demonstrando resultados
promissores (FU et al., 2011; HAMINIUK et al., 2012. KUSKOSKI et al., 2006;
ROESLER et al., 2007; ROESLER et al., 2006; GENOVESE et al., 2008;
SOUZA et al., 2012).

A vitamina C e compostos fendlicos sdo antioxidantes naturais que
atuam reduzindo o estresse oxidativo do metabolismo celular, o que pode
diminuir a incidéncia de algumas doencas cardiovasculares, certos tipos de
cancer, artrite e inflamagdes (POLINATI; FALLER; FIALHO, 2010).

Os compostos fendlicos sdo originados do metabolismo secundério
das plantas, sendo essenciais para 0 seu crescimento e reproducao, além disso, se
formam em condicdes de estresse, como infeccdes, ferimentos, radiaces UV,
entre outros (NACZK & SHAHIDI , 2004). Esses compostos sdo definidos
como substancias que possuem um anel aromatico com um ou mais substituintes
hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais. Estdo amplamente distribuidos
no reino vegetal, englobando desde moléculas simples até outras com alto grau
de polimerizacdo (SOARES et al.,2008).

Os compostos fendlicos estdo relacionados, principalmente, com a

protecdo, atribuindo alta resisténcia a microrganismos e pragas. Nos alimentos,
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esses compostos podem influenciar o valor nutricional e a qualidade sensorial,
conferindo atributos como cor, textura, amargor e adstringéncia. Na maioria dos
vegetais, 0s compostos fenoélicos constituem os antioxidantes mais abundantes
(EVERETTE et al., 2010).

Os compostos fendlicos tém um amplo espectro de propriedades
medicinais devido a sua atividade anti-inflamatoria e antimicrobiana,
vasodilatagdo e efeito cardioprotetor (BALASUNDRAM; SUNDRAM;
SAMMAR, 2006). Esta atividade antioxidante deve-se principalmente as
propriedades redutoras e a estrutura quimica dos feno6is, desempenhando um
papel importante na neutralizagdo ou seqiestro de radicais livres e quelagdo de
metais de transi¢do, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacgdo do
processo oxidativo (BASILE et al., 2005).

A andlise de compostos fendlicos é influenciada pela natureza do
composto, 0 método de extracdo empregado, o tamanho da amostra, 0 tempo e
as condigOes de estocagem, o padrdo utilizado e a presenca de interferentes, tais
como ceras, gorduras, terpenos e clorofilas (SHAHIDI & NACZK, 1995). A
solubilidade dos fendlicos varia de acordo com a polaridade do solvente
utilizado, o grau de polimerizacdo dos fendlicos e suas interacbes com outros
constituintes dos alimentos. Os solventes mais utilizados para a extracdo desses
compostos sdo metanol, etanol, acetona, &gua, acetato de etila, propanol,
dimetilformaldeido e suas combina¢Ges (NACZK & SHAHIDI, 2004).

A vitamina C na forma reduzida é conhecida como &cido ascorbico ou
acido L-ascérbico e, na forma oxidada, como acido L-dehidroascérbico. O &cido
L-ascorbico é um composto biologicamente ativo, instavel e facilmente oxidado
a acido L-dehidroascorbico (TEIXEIRA & MONTEIRO, 2006). Essa substancia
é considerada um dos mais importantes antioxidantes sol(veis em agua para o
corpo humano. Ela possui a capacidade de remover diferentes espécies de

radicais livres, tais como radicais superoxido e hidroxil (NAIDU, 2003).
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Entre suas multiplas fungdes, o &cido ascdrbico tem a capacidade de
ceder e receber elétrons, o que lhe confere um papel essencial como
antioxidante. Nesse sentido, a vitamina C participa do sistema de protecdo
antioxidante, como, por exemplo, regenerando a forma ativada da vitamina E
(TEIXEIRA & MONTEIRO, 2006).

Acredita-se que o0 acido ascorbico proteja contra a peroxidagéo lipidica
de duas formas: diretamente, eliminando os radicais peroxido antes que eles
iniciem a peroxidacgdo lipidica e, indiretamente, regenerando a forma ativa da
vitamina E e outros antioxidantes, como os flavonoides e a glutationa
(antioxidante celular primério), para que eles exercam seu potencial antioxidante
(RIQUE et al., 2002).

Estudos epidemioldgicos também revelaram que a ingestéo frequente
de alimentos ricos em compostos bioativos, como vitamina C e compostos
polifendlicos, estd associada & baixa incidéncia de diversas doengas
degenerativas (HE et al., 2007).

2.3.3 Métodos de Analise Antioxidante

Existem diversas metodologias analiticas disponiveis para detectar a
capacidade antioxidante; contudo, todos esses ensaios baseados em reaches
quimicas possuem uma forma de expressar o resultado. A existéncia de varios
métodos gera algumas dificuldades de sele¢cdo da metodologia mais adequada
para um determinado estudo. Da mesma forma, a diversidade das condicdes de
ensaio (substratos lipidicos, concentracfes, tempo de oxidagdo, temperaturas,
oxigenacdo), e dos sistemas modelos utilizados dificulta & interpretacdo e
comparagdo dos resultados obtidos através dessas metodologias. Existe também
a diferenga dos tipos de radicais livres, que variam a sua atuagdo nos organismos

vivos, dificultando a existéncia de um método simples e universal para a
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avaliacdo precisa da atividade antioxidante. Assim, a busca por testes mais
rapidos e eficientes tem gerado um grande nimero de métodos para avaliar a
atividade de antioxidantes naturais pelo uso de uma grande variedade de
sistemas geradores de radicais livres (ALVES et al., 2010).

Existem dois mecanismos principais para a desativacdo dos radicais
livres por antioxidantes: por transferéncias de 4tomos de hidrogénio e/ou por
transferéncia de elétrons. No método que se baseia na transferéncia de &tomos de
hidrogénio, o antioxidante captura o radical, dando-lhe um &tomo de hidrogénio
(FIGUEIREDO, ARROSO, PEDRO, 2006).

X+AH ————»XH+ A

Figura 4 Transferéncia de atomos de hidrogénio

Esse mecanismo é independente do pH e do solvente, sendo geralmente
um processo rapido e completo em poucos minutos. No método que se baseia na
transferéncia de elétrons, verifica-se a formacdo de um céation radical apds a
transferéncia de elétrons. Posteriormente, ocorre rapidamente uma
desprotonacdo reversivel. Esse método depende do pH do sistema e geralmente
sdo reac0es lentas (FIGUEIREDO, ARROSO, PEDRO, 2006).

X + AH — X + AH"

H,O
AH" «—» A + H;O"

X + HyO" ——— XH + H,0

Figura 5 Transferéncia de elétrons
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2.3.3.1 TBARS

O método TBARS trata-se de um teste baseado na reacdo do acido
tiobarbitdrico (TBA) com os produtos de decomposicdo dos hidroperoxidos de
acidos graxos insaturados, resultantes da oxidacdo de um substrato lipidico com
a adicdo de um fon metélico de transicdo (Cu*? Fe™ ou uma fonte de radical
livre como 0 AAPH) (ANTOLOVICH et al., 2002). O malonaldeido (MA), um
aldeido com &tomos de carbono, é um dos principais produtos formados. Nesse
ensaio, uma molécula de MA reage com 2 moléculas de TBA, formando um
complexo de cor vermelho/violeta (TBARS), que € medido
espectrofotometricamente com uma absorbancia méaxima a 532-535 nm (Figura
6). A reacdo ocorre em meio acido (pH 1,0-2,0) e a elevada temperatura (100°C)
para aumentar a sua velocidade e sensibilidade. A adicdo de um antioxidante
inibe a oxidacdo dos acidos graxos, dessa forma, a formacdo do MA € reduzida.
Os resultados sdo quantificados contra uma curva de calibracdo para o
malonaldeido e expressos em valor TBA, em mg, por Kg de amostra (SILVA et
al., 1999).

\H H, 0 CH—CH =C

"
)\ + c CHZ—C _
S NH O 0 )\ \s

. Aci.dg . Malonaldeido
tiobarbitdrico

+ 2H0

Cromogénio

Figura 6 Reagdo do malonaldeido com o &cido tiobarbitrico
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2.3.3.2 p-caroteno/Acido linoleico

O método estd fundamentado em avaliar a capacidade de um
determinado composto em prevenir a oxidagdo do B-caroteno (Figura 7a). Essa
substancia antioxidante tem a funcdo de retardar a oxida¢do do [-caroteno,
protegendo-0 dos radicais livres gerados durante a peroxidagdo do &cido
linoleico (Figura 7b). Neste método, os produtos gerados devido a diferentes
indutores (oxigénio, luz, calor) sdo medidos indiretamente pela taxa de
destruicdo oxidativa do P-caroteno, determinada espectrofotometricamente a
450-470nm. Isso ocorre devido as estruturas radiculares formadas atacarem as
duplas ligacdes do f-caroteno, o qual perde seu cromoéforo, resultando na perda
da cor laranja, caracteristica da solucdo (LOPEZ- LUTZ, 2008; DUARTE-
ALMEIDA, 2006).

fWﬁMf%%M

(a)
R s e ||

(b)

Figura 7 Estrutura do B-caroteno (a) e do acido linoleico (b)

2.3.3.3 ABTS

O método ABTS é baseado na captura do radical 2,2"-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS.+) por um antioxidante e esse

radical pode ser gerado através de uma rea¢do quimica (diéxido de manganés,
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AAPH (2,2’-azobis amidinopropano dihidrocloridrico) e persulfato de potassio
(K;S;0g)), eletroquimica ou enzimatica (metamioglobina e peroxidase). Na
presenca de antioxidantes, pode-se medir a diminuicdo da formacdo desse
radical, de cor verde-escura, por espectrofotometria, sendo convertido em uma
forma ndo colorida ou verde mais claro de ABTS.+. Esse radical cationico
possui um grande espectro de absor¢do, com quatro comprimentos de onda de
absorcdo maxima: 415, 660, 734 e 820 nm, mas devido a reducéo da influéncia
de compostos interferentes, o comprimento de onda 734 nm é o preferido
(MAGALHAES et al.,2008).

Os resultados da atividade antioxidante sdo expressos como equivalentes
a uma solucdo de TROLOX (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-4cido
carboxilico), através da construcdo de uma curva de calibragdo com
concentragdes conhecidas de TROLOX. O valor da absorbancia é proporcional a
concentragdo do radical cationico ABTSe+ remanescente e ¢ medida apés um
tempo de reacdo fixado, determinando assim a porcentagem de inibicdo do

radical por um composto puro ou extrato (MAGALHAES et al., 2008).

S0s S S SO‘J SO3 s S SO,
\CE >: N—N =< jg/ Antioxidante \CE >= N—N =<
\ / " AN

N
K,SO
CoHs CyHs s CyHs C2H5/
ABTS
(verde escuro - 734nm) (verde claro & incolor)

Figura 8 Estabilizagdo do radical ABTSe+ por um antioxidante e sua formagao

pelo perssulfato de potassio
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2.3.3.4 DPPH

Um dos métodos mais antigos utilizados para determinar a capacidade
antioxidante consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical livre
estavel DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila). Essa estabilidade do radical é
devida & deslocalizacdo do elétron desemparelhado por toda a molécula,
conferindo a essa molécula uma coloracéo violeta, caracterizada por uma banda
de absorg@o em etanol ou metanol em cerca de 520 nm (ALVES, 2010). Nesse
método, o radical cromdgeno € reduzido por compostos antioxidantes para a
correspondente hidrazina de cor amarela palida (FIGURA 9) e esse grau de
descoloracdo é medido espectrofotometricamente por um tempo determinado ou
até permanecer constante (MAGALHAES et al., 2008).

D $ye

N
rx|1- . N—H
NO, NO, v RHOT NO, NO, + R
NO, NO,
DPPH*® DPPHH
(violeta - 517nm) (violeta claro ao amarelo)

Figura 9 Estabilizag@o do radical DPPH* por um antioxidante

O mecanismo de reacdo é baseado na transferéncia de elétrons, enquanto
a abstracdo de atomo de hidrogénio é uma reacdo marginal, pois a mesma

acontece lentamente em solventes que estabelecem fortes ligacdes de
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hidrogénio. O método é considerado facil e Util para anélise de substancias puras
e amostras complexas (OLIVEIRA et al., 2009).

2.3.3.5 Fosfomolibdénio

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo método Fosfomolibdénio baseia-
se na determinacdo espectrofotométrica da reducdo de Molibdénio (+6) para
Molibdénio (+5) com a formag&o subsequente do fosfato de Mo™, complexo de
cor verde (pH &cido). Esse método da complexagdo pelo fosfomolibdénio foi
descrito por Prieto et al. (1999) e é uma maneira simples e barata de avaliar a
capacidade antioxidante total de uma mistura complexa de compostos. A
solucdo teste inicial possui coloracdo amarela, tornando-se verde a medida que a
solugdo de fosfato de molibdénio se reduz através da oxidagdo do antioxidante.
Esse método possui a vantagem de avaliar a capacidade antioxidante tanto de

componentes lipofilicos quanto de hidrofilicos (PRIETO et al., 1999).
2.3.3.6 Poder Redutor

O método é baseado na reducgdo do ion ferricianeto a ferrocianeto que,
na presenca do fon férrico (proveniente do FeCls), forma uma solugdo colorida
(azul esverdeado), determinando o poder redutor da amostra e consequentemente

sua atividade antioxidante.
Fe®™ + [Fe(CN)g]*~ = Fe®* + [Fe(CN)g|*~

O antioxidante ira reduzir o ferro Il [Fe(CN)e]* a ferro Il [Fe(CN)e]*. A
solucdo de FeCl; (Fe*) colocada no final ird mostrar a quantidade de
[Fe(CN)¢]* presente na solucdo final, colorindo-a. Essa solucdo ficard mais
colorida na medida em que tiver mais [Fe(CN)¢]* (DOS SANTOS et al., 2007).
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ABSTRACT

The Cerrado’s fruits are becoming more popular in domestic and international
markets due to their functional and nutritional potential. In this study 13
Brazilian Cerrado’s fruits were analyzed: araca-boi, bacaba, curriola, gabiroba,
mangaba, marmelada bola, marmelada espinho, marolo, murici, peki, yellow
puga, black pucé and saborosa. The content of phenol compounds and vitamin C
were determined as well as the identification and quantification of 12 phenolic
compounds. The antioxidant activity of those fruits was determined using 6
different methods: DPPH, ABTS, B-carotene / linoleic acid, TBARS, Reducer
Power and Fosfomolybdenum Method. The analysis displayed the Cerrado’s
fruits were important vehicles of vitamin C and phenolic compounds. The
gabiroba displayed the highest levels of total phenolics and vitamin C as well as
antioxidant activity for most methods. The methods could be grouped according
to similar principles in their assessment of antioxidant activity, forming the
following groups: DPPH and ABTS, B-carotene / linoleic acid and TBARS,
Reducing Power and Fosfomolybdenum Method. Antioxidants methods
revealed gabiroba, mangaba and marolo as the fruits with the highest potential to

inhibit the action of free radicals.

Keywords: Cerrado fruits; antioxidant methodologies; phenolic compounds;

vitamin C.
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1 INTRODUCTION

The Cerrado is the second largest Brazilian biome, surpassed in area
only by the Amazon. It occupies 21% of the Brazilian territory and has been
considered the last agricultural frontier on the planet.’ It is the richest tropical
savanna in the world in biodiversity, concentrating a third of the Brazilian
biodiversity and 5% of the flora and fauna of the world.? The cerrado flora is
rich and has many species of fruits with high nutritional potential, which are
traditionally used by local people. The fruits are usually consumed in raw form
or juices, liquors, ice cream, jams and several candies.®

In recent years, there has been a greater awareness of health and a
demand for high quality nutritious food as a consequence of the searching for a
longer healthier life.* Thus, the consumption of tropical fruits has increased in
the domestic and also in international markets due to the growing recognition of
its nutritional potential and therapeutic value.® Brazil has a large number of
underexploited native and exotic fruit species and these fruits represent an
opportunity for local producers to gain access to special markets where
consumers value exotic nature of these fruits and the presence of nutrients
capable of preventing degenerative diseases.’

The functional properties of fruits are attributed to the presence of
bioactive substances which even in small quantities, may exhibit additional
physiological effects through their antioxidant action.” In general, antioxidants
are substances present in low concentrations when compared to oxidizable
substrate, like phenolic compounds and vitamin C, which are able to
significantly retard or inhibit oxidation of the substrate through one or more
mechanisms, such as inhibition of free radicals and metal Complexation.8

For the determination of total antioxidant capacity it has been

recommended to use at least two known assays such as DPPH, FRAP, TEAC,
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TBARS and ORAC or even all these tests combined to provide a reliable result
of antioxidant capacity, allowing the strengths, weaknesses and applicability of
each type of test to be taken into consideration.’

Taking into account that many species of Cerrado produce fruits with
interesting organoleptic characteristics and economic potential, possessing
bioactive compounds which give them nutritional and therapeutic potential,*® we
realized the need for studies that expand the knowledge about these fruits.
Therefore, this work brings an unprecedented evaluation of the antioxidant
activity of some Cerrado fruits, a pioneer in the use of six different
methodologies to identify in detail the antioxidant potential of these fruits. Thus,
the aims of this study were to evaluate the in vitro antioxidant capacity in
thirteen fruits of the Brazilian Cerrado using different methodologies and
identify and quantify the key bioactive compounds.
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2 MATERIALS AND METHODS

Fruit material and experimentation

The Brazilian native fruits used were araga-boi (Eugenia stipitata Mc.
Vaugh), bacaba (Oenocarpus bacaba Mart.), curriola [Pouteria ramiflora
(Mart.) Radlk.], gabiroba (Campomanesia pubescens), mangaba (Hanconia
speciosa Gomes), marmelada bola (Alibertia edulis), marmelada espinho
(Alibertia verrucosa), marolo (Annona crassiflora Mart.), murici (Byrsonima
crassiflora L.), peki (Caryocar brasiliense Camb.), yellow puca (Mouriri
elliptica Mart.), black puca (Mouriri pusa Gardner), saborosa (Selenicereus
setaceus Rizz.).

The samples were obtained in Lavras, Minas Gerais, in Cuiabd, Mato
Grosso, and in Gurupi, Tocantins, Brazil, during 2015. The fruits were collected
at fully ripe, based on skin colour, firmness to touch and aroma.

After collecting, the fruits were immediately transported in cool boxes to
the Postharvest Laboratory of Fruits and Vegetables in the Food Science
Department of the Federal University of Lavras (UFLA) - Minas Gerais, Brazil,
and Federal University of Mato Grosso (UFMT), Brazil, and selected for
absence of visible damage and rot, standardized by size, epidermis colour and
washed with water and sanitized in a 200 mg L™* sodium hypochlorite solution

for 10 min. After that, the fruits were stored at -18°C until the time of analysis.



66

Analytical procedure

Identification of phenolic compounds

The identification of phenolic compounds by HPLC was carried out
following the methodology proposed by Ramaiya et al.,*! as described by De
Lima et al.*2

The phenolic compounds were detected at 280 nm and identified by
comparison of their retention times, UV-vis absorption spectra, and authentic
standards (gallic acid, catechin, chlorogenic acid, caffeic acid, ferulic acid, trans-
cinnamic acid, vanillic acid, rutin, quercetin, m-coumaric acid, p-coumaric acid,

and o-coumaric acid).
Total phenolic compounds

The total phenolic compounds were determined according to the method
proposed by Waterhouse,® using the Folin—Ciocalteu reagent. The results were
expressed as milligrams of gallic acid equivalent (GAE)/ 100g f.w.
Ascorbic acid

The ascorbic acid content was determined with a colorimetric method

using 2,4-dinitrophenylhydrazine, according to the procedure of Strohecker and

Henning."* The results were expressed as milligrams of ascorbic acid / 100 g f.w.
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Antioxidant capacity (AOC)

The extracts of the fruit were obtained using ethanol (5 g of fruit pulp in
50 mL ethanol (1: 10)). The mixture was homogenized for 1 hour in Erlenmeyer
flasks using the magnetic stirrer and centrifuged at 3,000 rpm for 5 minutes, and
the supernatant was stored in amber glass at -20 ° C until the time of analysis.

The antioxidant activity of fruit was compared with the activity of the
antioxidant standard BHT.

DPPH (free radical-scavenging) assay

Evaluation of antioxidant activity by the method of free radical-
scavenging of DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) was performed according
to methodologies of Lopes-Lutz et al.,”* followed by minor modifications. A
methanolic solution of DPPH was prepared. For the evaluation, 2.7 mL of the
DPPH solution (40 pg mL ™) were added into test tubes, followed by addition of
0.3 mL of each dilution of the fruit extracts (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 and
1.563 mg mL™). The negative control was prepared containing all reagents
except the fruit extract. To compare the antioxidant activity, the standard BHT
was evaluated at various concentrations. After 60 minutes readings were
performed using the spectrophotometer at 517 nm.

The equivalent antioxidant capacity to BHT (mg BHT equivalent/g of

sample) was determined by regression equation.

S-Carotene/Linoleic Acid Bleaching Method

B-Carotene / Linoleic Acid Bleaching Method was performed according

IlS

to the methodologies presented by Lopes-Lutz et al.”™ with modifications.
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Initially, there was prepared a solution containing 60 uL of linoleic acid, 600 mg
of Tween 20, 6 mg of p-carotene and 30 mL of chloroform. All the chloroform
was removed, using a rotaevaporator, and thereafter, 150 mL of distilled water
saturated with oxygen were added to the mixture under constant stirring. In the
test tube, 2.7 mL of this solution were added to 0.3 mL of each dilution of the
fruit extracts (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 and 1.563 mg mL™) and the
negative control was added 0.3 mL of ethanol. To compare the activities, the
standard BHT (positive control) was evaluated. Absorbance was measured
immediately at 470 nm in a spectrophotometer. After the initial absorbance
reading, the tubes were incubated in a water bath at 50 ° C under light for the
oxidation reaction, and the second reading was taken after 60 minutes of
incubation. All readings were performed in triplicate.

The equivalent antioxidant capacity to BHT (BHT mg equivalent / g of

sample) was determined by regression equation.

ABTS

The  preformed radical monocation of  2,2’-azinobis-(3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) was generated according to the

|.16 |.l7

modified method of Re et a The fruit extract

was analyzed em 6 differents concentrations (400, 200, 100, 50, 25, 12.5 mg

, as described in Gomes et a

mL™). The absorbance was monitored spectrophotometrically at 735 nm
(Shimadzu spectrophotometer 160-UV). The values were compared with the
curve for several BHT concentrations and the values given as equivalent

antioxidant capacity to BHT (BHT mg equivalent / g f.w.).
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TBARS

The antioxidant activity of fruits was determined by measuring the
oxidation of the egg yolk lipids as described by Bounatirou et al.*® The lipid
material (egg yolk) was used at a concentration of 10% (w / v) and KCI (1.15%
w / v). This solution was homogenised and then stored at 4° C. For the assay,
500 pL of lipid solution 10% (w / v) were added to 50 uL of diluted extracts of
the fruit (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 and 1.563 mg mL™).

Then they were added 400 uL of distilled water to complete the volume
to 1 mL. Subsequently, was added 1.5 mL of 20% acetic acid (pH 3.5) and 1.5
ml of TBA (thiobarbituric acid) 0.8% (w / v) sodium dodecylsulfate 1.1% (w /
v). For the negative control, they used 100 mL of ethanol, and to the positive
control, used was BHT. This mixture was brought vortexed and heated for 1 h in
a water bath at 95 ° C. After cooling the samples (at room temperature), the
samples were measured at 532 nm using a spectrophotometer UV-160
Schimadzu. All values were expressed as percentage of antioxidant activity (%
AA).

The equivalent antioxidant capacity to BHT (BHT mg equivalent / g of

sample) was determined by regression equation.

Fosfomolybdenum complex formation assay

An aliquot of 0.3 mL of fruit extracts dilued in ethanol (100, 50, 25,
12.5, 6.25, 3.125 and 1.563 mg mL’l) were added to a test tube with 3 mL of
solution reagent (0.6 M sulfuric acid, 28 mM sodium phosphate, ammonium
molybdate and 4 mM). The tubes were incubated in a water bath at 95 ° C for 60
min. After cooling the test tubes, there was read at 695 nm versus a control

(solution containing 3 mL of the reagent solution and 0.3 mL ethanol). The
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values of the antioxidant capacity of the fruit were compared BHT (positive
control) and the results were expressed in mg BHT equivalent / g of sample.™

Reducing power

In a test tube was added an aliquot of 0.1 mL of fruit extracts dilued in
ethanol (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 and 1.563 mg mL™) along with 1 mL of
phosphate buffer solution (pH = 7.4) and 1.0 mL of aqueous 1% potassium
ferricyanide. After 30 minutes incubation at 50 ° C it were added 0.5 mL of 10%
trichloroacetic acid, 1.5 mL of distilled water and 0.3 mL of ferric chloride. The
reading was performed at 700 nm and values of the antioxidant activity of fruits
were compared with a curve for various concentrations of BHT (31.25; 62.5;
125; 250; 500; 1000 and 2000 mg L™). Results were expressed in mg BHT

equivalent/g of sample.?

Statistical analysis

For evaluation of the antioxidant activity, quantification of ascorbic acid
and phenolics compounds, the experiments were arranged in a completely
randomized design (CRD). Data were submitted to analysis of variance (3
replicates) and the means compared by Scott-Knott test at 5% probability.
Statistical analyzes were performed by using the Statistical Analysis System
program of Variance for Balanced Data — Sisvar.”*

The Principal Components Analysis (PCA) and the Hierarchical Cluster
Analysis (HCA) were used to comprehend the similarity among the antioxidant
tests (DPPH, ABTS, p-Carotene/Linoleic Acid, TBARS, Reducing Power,
Fosfomolybdenum Method) comparing the antioxidant activity presented by the
13 fruits of the cerrado analyzed. The analysis were performed by the program

Chemoface.?
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3 RESULTS AND DISCUSSIONS

The fruits have in their constitution several important compounds with
antioxidant power such as ascorbic acid and phenolic compounds. However, the
amount of these compounds varies among species, depending on the maturity

stage and due to edaphoclimatic factors.

Phenolics

In Figure 1 we shown the chromatographic separation of 12 phenolic
patterns used in this study.
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Figure 1 Chromatogram of the standart phenolic compounds. Identification of
the peaks: (1) gallic acid; (2) catechin; (3) chlorogenic acid; (4)
caffeic acid; (5) vanillin; (6) p-coumaric acid; (7) ferulic acid; (8)
trans-cinnamic acid; (9) m-coumaric acid; (10) o-coumaric acid; (11)
quercetin; (12) rutin

The phenolic compounds that have been identified in the Cerrado’s
fruits and the quantification of some of them are in table 1. The content of the 12
identified phenolic compounds varied among the fruits analyzed. The major

phenolic in each fruit was the following: catechin (araca-boi, gabiroba, marolo,
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yellow puca and black puga); ferulic acid (bacaba); gallic acid (curriola,
mangaba, murici and peki); chlorogenic acid (marmelada bola and saborosa); p-
coumaric acid (mermlada espinho). In general the most abundant compound was
catechin, found in gabiroba at a concentration of 85.84 mg 100 g™ fresh weight.
Lima et al."?
gallic acid (0.121 + 0.08 mg 100g™), catechin (0.785 + 0.12 mg 100g™),
chlorogenic acid (18.091 + 1.68 mg 100g™), vanilinico acid (0.05 + 0.430 mg
100g™), o-coumaric acid (0.07 + 0.183 mg 100g™), rosmarinic acid (0.07 + 0.129

mg 100g™), rutin (10.260 + 1.13 mg 100g™). Such compounds have also been

identified in mangaba the following phenolic compounds:

identified in mangaba in this study, with the exception of rosmarinic acid and
vanilinico acid, although the latter is an oxidized form of vanillin, observed in
this study. However, their concentrations differ, especially for chlorogenic acid,
rutin and gallic acid. Gallic acid has been identified as the major phenolic in
mangaba, however, according others authors chlorogenic acid **** or rutin®
were major phenolic indentified in this fruit.

Roesler et al.,®

using electrospray ionization mass spectrometry (ESI-
MS), found powerful antioxidants in peki pulp, such as quinic acid, quercetin,
quercetin 3-O-arabinose and gallic acid, the peki major phenolic in this work.

In this study, the major phenolic compound of murici was gallic acid
(10.25 mg 100g™), and the concentration of this compound is about 8 times
higher than the concentration of the major compound identified by Herrera-Ruiz
et al.®® That study showed quercetin-3-xyloside as the major phenolic
compoundin murici (1.2 mg 100g™), and also showed flavonoids such as rutin

(0.44 mg 100g-1), quercetin (0.14 mg 100g™), and hesperidin (0.07 mg 100g™

1y 27
).



Table 1 Identification and quantification of phenolic compounds of different fruits of the Cerrado.

Fruits

Aracé-boi
Bacaba
Curriola
Gabiroba
Mangaba
Marmelada
Bola
Marmelada
Espinho
Marolo
Murici
PekKi
Yellow
puga
Black puca
Saborosa

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
mg phenolic compound /100g f.w.
0.12+0.02 3.86£1.83  0.47£0.09 0.031+0.02 0.000+0.00 0.02£0.01  0.96+0.44  0.30£0.08  0.00£0.00  0.01£0.01  0.67£0.19  0.40+0.230
0.17+0.00 1.67£0.05 0.51+0.07 0.116+0.03 0.087+0.01 0.02+0.01  1.76£0.05 0.37£0.02  0.00£0.00 0.01+0.01  1.06£0.02  0.40+0.230
2.40+0.12 0.42£0.02  0.84+0.10 0.268+0.02 0.241+0.01 0.02£0.01  0.03+0.02  0.15+0.02  0.00£0.00  0.01£0.01  0.02+0.00  0.40+0.230
1.93+0.83 85.84+4.32 0.07£0.04  0.823x0.06 0.181+0.01 0.28£0.02  0.25£0.02  0.18+0.04  0.13+0.01  0.03+0.01  0.36£0.11  0.40+0.230
1.90£0.70  0.64+0.18 0.20+0.05 0.271+0.03 0.160+0.06 0.02+0.01  0.03+0.02  0.15+0.02  0.03+0.00 0.01+0.01  0.02+0.00  0.40+0.230
2.12+0.06  6.03x0.09  10.75+0.29 0.105+0.02 0.000+£0.00 0.02+0.01  0.11+0.03 0.03+0.02  0.00£0.00  0.01+0.01  0.02+0.00  0.40+0.230
0.02+0.00  0.02+0.01  0.39#0.11  0.269+0.03 0.029+0.00 0.41+0.10 0.08+0.03  0.03+0.02  0.00£0.00  0.01+0.01  0.02+0.00  0.40+0.230
1.89+0.20 16.79+1.83 0.55+0.11  0.031+0.02 0.465+0.05 0.02+0.01  0.03+0.02 0.20+0.02  0.21+0.01  0.01+0.01  0.51+0.02  0.40+0.230
10.25+0.78 0.55%#0.12  1.59+0.14 0.677+0.32 0.576+0.05 0.02+0.01 0.35+0.19 0.03+0.02  0.00+0.00 0.01+0.01  0.50+0.19  0.40+0.230
2.64+0.40  2.14+0.79  0.15+0.06  0.080+0.03 0.018+0.01 0.10£0.02  0.09+0.03 0.03+0.02  0.00£0.00  0.07+0.03  1.18+0.42  0.40+0.230
0.62+0.02 3.24£0.20  0.89t£0.07 0.031+0.02 0.025+0.00 1.16+£0.09  0.07£0.02  0.03+0.02  0.00£0.00  0.01£0.01  0.05£0.00  0.71+0.250
1.10+0.04 6.32£0.38  3.99+0.20  0.099+0.02 0.027+0.01 0.12+0.01  0.03+0.02  0.04+0.02  0.00£0.00  0.01£0.01  0.02+0.00  0.48+0.230
0.05+0.02 0.28£0.04  1.37£0.07  0.285x0.03 0.288+0.00 0.02+0.01  0.11+0.02  0.03+0.02  0.00£0.00  0.01£0.01  0.59+0.010 0.40+0.230

Legend: 1 = galic acid; 2 = catechin; 3 = chlorogenic acid; 4 = caffeic acid; 5 = vanillin; 6 = p-coumaric acid; 7 = ferulic acid,;
o-coumaric acid; 11

8 =

trans-cinnamic acid; 9

m-coumaric acid;

10 =

quercetin;

12 =

rut
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The total phenolic content of thirteen Brazilian Cerrado’s fruits analyzed

21-345 are shown in Table 2.

and their comparison with the literature
Gabiroba and peki stood out as the fruits with the highest content of total
phenolics, 1134.07 mg GAE 100g™ and 1089,33 mg GAE 100g™, respectively.

1.5, the fruits that have values >

According to the scale proposed by Vasco et a
500 mg GAE 100g™ are considered with high levels of phenolic compounds.
Thus, gabiroba, peki and yellow puca can be considered an excellent source of
phenolic compounds, which may be compared to fruits such as acerola and
camu-camu.”

Phenolic compounds are responsible for most of the antioxidant activity
of fruits.*® They excellent antioxidant activity it’s mainly because of their
reducing properties and chemical structure, which play an important role in
neutralizing or kidnapping free radicals and transition metal chelation, acting
both at the initiation and propagation stages of the oxidative process.*’

Although the concentration of phenolic compounds greatly contribute to
the antioxidant activity, differences in the characteristics of polyphenols, can
determine a different antioxidant capacity. It is difficult to characterize what
substance of the extracts is acting as an antioxidant due to the diversity and
complexity of mixtures of natural substances present in the matrix.®® The
antioxidant action depends also on many factors such as the physical structure of
the test system, the nature of the substrate to oxidation, the interaction between
the compounds employed, the mode of starting the oxidation, among others.
Therefore, an approach to multiple testing is highly advisable, thus ensuring
better comparison of the results and covering a wide range of possible

applications.*



Table 2 Total phenolic contents found in thirteen Cerrado”s fruits and comparison with the literature
(mg.100g™" f.w.)

Fruit TPh 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Araca-boi 146,43 G 143.6 87 184.1
Bacaba 97,01l H 1759.3 941.56
Curriola 87,12 H
Gabiroba 1134,07 A
Mangaba 120,28 G 98.8 490.74 169
Marmelada Bola 132,34 G
Marmelada 101,25 H
Espinho
Marolo 290,14 F
Murici 429,60 D 254.7
Peki 1089,33 B
Yellow puca 564,27 C
Black puca 325,47 E 868
Saborosa 29,89 |

Means followed by the same letter in the column do not differ significantly at 5% probability, by the Scott-Knott test.
Legend: TPh - Total phenolic compounds ; 1- Abadio Finco et al. (2012); 2- Almeida et al. (2011); 3- De Lima et al.
(2015a); 4- Dos Santos et al. (2015); 5- Garzon, et al. (2012); 6- Genovese et al. (2008); 7- Gordon et al. (2011); 8- Neri-

Numa et al. (2013); 9- Rufino et al. (2010).
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Ascorbic Acid

The vitamin C content of fruits analyzed ranged from 20.97 mg 100g™,
curriola, to 1621.37 mg 100g™, gabiroba, and this vitamin was not detected in
bacaba (Table 3).

The content of vitamin C found in araca-boi (65.11 mg 100g™) was
higher than that found by Canuto et al.** and Genovese et al.,** 0.2 and 9.5 mg
100g™, respectively. The vitamin C content observed in curriola (20.97 mg 100g"
1) accounted for about 50% of that observed in the same fruit per Morzelle et
al.*

Gabiroba was noted for its high content of vitamin C, with values
similar to acerola, camu-camu and mirindiba, which are fruits considered rich
sources of vitamin C (1357 mg 100g™, 1882 mg 100g™ e 2018,4 mg 100g™,
respectivamente) .4

It was found 119.63 mg 100g™ vitamin C in mangaba, concentration

|.28 |.42 I.,12

similar to those observed by Almeida et al.”*, Cardoso et al.” and Lima et a
ranging from 96 to 180 mg 100g™. The vitamin C content observed in marolo
(99.34 mg 100g™) was very similar to that found by Della Lucia.”* The murici
showed vitamin C content very similar to that found by Morzele et al.,* 95.24
and 92.59 mg 100 g, respectively.

The vitamin C content found in peki, 172 mg 100g™ was higher than that
observed by Rodrigues et al.*®, 98.84 mg 100g™. The black puca showed vitamin
C content very similar to that found by Borges,* 75,72 and 77 mg 100g™,
respectively. The vitamin C content observed in saborosa (48 mg 100g™) was
higher than that found by Rodrigues *° (6.08 mg 100g™).

Ascorbic acid levels are responsive to a wide variety of factors such as

light, temperature, salt, water stress, presence of atmospheric pollutants, metals
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and herbicides, maturity stage, soil and weather conditions, sun exposure and
location fruit on the plant and further processing of the pulp.®*"*!*?
Thus, these many factors may explain the variation found between the

results presented in this study and the data published in the literature.



Table 3 Quantification of ascorbic acid compounds of the thirteen cerrado fruits and comparison with the literature (mg.

1009'l f.w.)
Fruits VitC 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Araca-boi 65,1 D 0,2 9,5
Bacaba ND E 0,9
Curriola 210E 51,0
Gabiroba 1621,4 A 383,3 800
Mangaba 1196 C 96,3 102,8 180
Marmelada Bola 57,6 D
Marmelada 59,3D
Espinho
Marolo 99,3C 100,8
Murici 952C 11,8 0,3 92,6 148
Peki 172,0B 98,8
Yellow puca 102,2C
Black puca 75,7D 77
Saborosa 48,0 D 6,1

Means followed by the same letter in the column do not differ significantly at 5% probability, by the Scott-Knott test.
Legend: VitC — Vitamin C; 1- Almeida et al. (2011); 2- Borges (2011); 3- Canuto et al. (2010); 4- Cardoso et al. (2014); 5- Della
Lucia (2013); 6- De Lima et al. (2015); 7- Genovese et al. (2008); 8- Morzelle et al. (2015); 9- Rodrigues et al. (2010); 10-
Rodrigues et al. (2015); 11- Rufino et al. (2009); 12- Silva et al. (2009).
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Antioxidant activity

There are several methods for determining antioxidant activity. The
chemical complexity of the fuits, consisting of compounds with different
functional groups, polarity and chemical behavior, can lead to contradictory
results, depending on the test performed. Therefore, the adoption of more than
one trial to evaluate the potential antioxidants of the extracts has been widely
recommended.®?

All 13 fruits studied showed antioxidant activity, in spite of the test
performed (DPPH, ABTS, p-carotene, TBARS, Reducing Power and
Fosfomolybdenum Method).

Gabiroba was the fruit with the highest antioxidant activity in five of the
six methods analyzed. This fact is probably related to the high content of
phenolic compounds and vitamin C in this fruit.

By the DPPH method, gabiroba, marolo and bacaba showed the higher
antioxidant activity, with values of 19.65, 19.51 and 18.87 mg BHTeq.g™ fw
mg, respectively (Table 4).

There was a gradual increase in antioxidant activity (DPPH) due to the
increased concentrations of all ethanol extracts of the fruits used, revealing a
dose-dependent effect (Figure 2), more pronounced in gabiroba, fruit with the
highest activity antioxidant and reached maximum antioxidant activity already at
a concentration of 125 mg mL™ and remained constant up to the highest
concentration studied.

DPPH method evaluated the ability of the substances to donate
hydrogen to this radical. It is based on a bleaching solution composed of DPPH
radicals, violet color, into a solution composed of DPPH compound, yellow

color.



80

Table 4. Antioxidant activity of 13 fruits from Brazilian Cerrado using 6
methodologies: DPPH, ABTS, p-carotene, TBARs, Reducing Power,
Fosfomolybdenum Method (mg BHT eq.g™ f.w.)

. Reducing Fosfo-
Fruit DPPH ABTS  p-carotene TBARs
Power molybdenum
Araga-boi 584 D 452 E 294 B 0,038 C 809 D 781 E
Bacaba 1887 A 894 B 182 D 0027 D 815 D 315 F
Curriola 249 F 320 F 244 C 0020 D 424 E 706 E
Gabiroba 1965 A 1067 A 283 B 0199 A 569 A 42,32 A
Mangaba 1457 B 739 C 296 B 0043 C 3756 B 13,48 D
Marmelada
1,28 G 223 F 282 B 0023 D 541 E 11,13 D
Bola
Marmelada
038 G 252 F 271 C 0,016 E 447 E 6,92 E
Espinho
Marolo 1951 A 1065 A 291 B 0040 C 3904 B 17,77 C
Murici 13,02 C 920 B 375 A 0071 B 1110 C 16,62 C
Peki 001 G 291 F 309 B 0023 D 470 E 6,12 E
Y.puga 422 E 584 D 259 C 0025 D 11,04 C 40,36 A
B.puga 279 F 494 E 300 B 0042 C 8,44 D 3052 B
Saborosa 024 G 191 F 165 D 0,007 E 340 E 6,94 E

Means followed by the same letter in the column do not differ significantly at
5% probability, by the Scott-Knott test.
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Figure 2 Antioxidant activity using DPPH method

Legend: Fruits: 1-Aracé boi 2-Bacaba 3-Curriola 4-Gabiroba 5-Mangaba 6-Marmelada
bola 7-Marmelada espinho 8-Marolo 9-Murici 10-Peki 11- Yellow puga 12- Black puca
13-Saborosa
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Gabiroba and marolo were the fruits with the highest antioxidant activity
by ABTS method, as observed for the DPPH method (Table 4). The dose-
dependent response was also observed for all fruits and gabiroba showed the
maximum antioxidant activity, using low concentrations of fruit (Figure 3).

The ABTS assay is based on the capture of the radical 2,2'-azinobis (3-
ethylbenzthiazoline sulfonic acid-6) (ABTS.") by an antioxidant. In the presence
of antioxidants it is possible to measure, by spectrophotometry, the decrease in
the content of the radical dark green being converted into a non-colored medium
or lighter green ABTS".

Although the DPPH and ABTS tests are based on the ability to capture
free radicals, the specific antioxidant compounds present in each fruit may
respond differently to various sources of radicals, generating different results of
antioxidant activity according to the methodology employed. Studies have
shown that DPPH is more sensitive to hydrophilic compounds, whereas ABTS is
sensitive to lipophilic and hydrophilic compounds.®® These may explain the
numerical difference between the antioxidant activity found for the same fruit
when comparing the results of the DPPH and ABTS tests (Table 4).

Souza et al.”®, determining the antioxidant activity in fruits of the
Brazilian cerrado (marolo, murici, jenipapo, soursop and sweet passion fruit),
observed by the ABTS method, the murici fruits and marolo showed the greatest
values of antioxidant activity. Our results corroborate those of Souza et al.*®

Murici showed the highest antioxidant activity by method -
carotene/linoleic acid (3.75 mg g™), followed by peki, black puca, mangaba,
marolo, araca-boi, gabiroba and marmelada bola. The increase in antioxidant
activity due to the increased concentration result was observed for all the fruits
(Figure 4).
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Figure 3 Antioxidant activity using ABTS method
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Legend: Fruits: 1-Aracé boi 2-Bacaba 3-Curriola 4-Gabiroba 5-Mangaba 6-Marmelada
bola 7-Marmelada espinho 8-Marolo 9-Murici 10-Peki 11- Yellow puga 12- Black puca

13-Saborosa
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Figure 4 Antioxidant activity using -carotene/linoleic acid method

Legend: Fruits: 1-Aracé boi 2-Bacaba 3-Curriola 4-Gabiroba 5-Mangaba 6-Marmelada
bola 7-Marmelada espinho 8-Marolo 9-Murici 10-Peki 11- Yellow puga 12- Black puca
13-Saborosa
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According to Huang et al.,*

the B-carotene/linoleic acid method is based
on spectrophotometric measurements discoloration (rust) of -carotene. This is
caused by the attack of free radicals resulting from the oxidation of linoleic acid
by reactive oxygen species present in the medium. If there is an action of an
antioxidant substance promoting the transfer of one hydrogen atom for peroxyl
radical, this radical is then converted to a hydroperoxide, thus protecting the
molecule of B-carotene, with no discoloration of B-carotene solution.

Although the gabiroba showed high content of vitamin C and phenolic
compounds, it presented low antioxidant activity by the B-carotene / linoleic acid
method. One of the factors that may have influenced this result is that ascorbic
acid has pro-oxidant activity in this method. Pro-oxidant activity has previously
been reported for ascorbic acid when using [-carotene/linoleic acid method or
the liposome method,” and appears to be due to the formation of ascorbyl
radicals during oxidation.> This can also be explained by the fact that this
method has antioxidant activity values more pronounced for samples that have
substances with intermediate polarities. Thus, if the antioxidant substance is
highly polar, as is the case of phenolic compounds, it will remain in the aqueous
phase of the emulsion and will not be diluted in the lipid phase, thus being less
effective in protecting linoleic acid.*

In TBARS method, all the fruits had low antioxidant activity (Figure 5),
not showing thus very significant numerical differences between fruits analyzed.
Tthe highest antioxidant activity was observed in gabiroba, only 0.199 mg BHT

-1

g-.



86

Concentration mg mL!

13

Concentration mg mL!

12

Concentration mg mL! | Concentration mg mL"!

Concentration mg mL!
h

11

10

Concentration mg mL!| Concentration mg mL-!

Concentration mg mL | Concentration mg mL! | Concentration mg mL*! | Concentration mg mL"!

Concentration mg mL!' | Concentration mg mL"!

B888g8° gazere
=
Antioxidant Activity (%) Antioxidant Activity (%)

Figure 5 Antioxidante activity by TBARs method

Legend: Fruits: 1-Aracé boi 2-Bacaba 3-Curriola 4-Gabiroba 5-Mangaba 6-Marmelada
bola 7-Marmelada espinho 8-Marolo 9-Murici 10-Peki 11- Yellow puga 12- Black puca
13-Saborosa
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For Reducing Power Method, gabiroba showed the highest antioxidant
activity. In Fosfomolybdenum Method, gabiroba e peki showed the highest
antioxidant activity (Table 4). The increase in antioxidant activity in both
methods was positively dependent on the concentration of fruit in the alcoholic
extract, and 50 mg of gabiroba per mL of extract were sufficient to reached the
maximum antioxidant activity (Figure 6 and 7). This result is due probably to
the fact that gabiroba have more phenolic compounds and vitamin C than other

fruits, thus contributing to a greater antioxidant effect.
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Figure 6 Antioxidant activity using Reducing Power method
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Legend: Fruits: 1-Aracé boi 2-Bacaba 3-Curriola 4-Gabiroba 5-Mangaba 6-Marmelada
bola 7-Marmelada espinho 8-Marolo 9-Murici 10-Peki 11- Yellow puga 12- Black puca

13-Saborosa



Figure 7 Antioxidant activity by Fosfomolybdenum Method method
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Legend: Fruits: 1-Araca boi 2-Bacaba 3-Curriola 4-Gabiroba 5-Mangaba 6-Marmelada
bola 7-Marmelada espinho 8-Marolo 9-Murici 10-Peki 11- Yellow puga 12- Black puca

13-Saborosa
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The principal component analysis showed that with the first principal
component was possible to describe 87.1% of the total variance. Adding to it the
second leading component and the third principal component, it was possible to
describe 99.95% of the data.

Data analysis of antioxidants equivalent to BHT levels of the six
methods used (DPPH, ABTS, p-carotene, TBARs, Reducing Power and
Fosfomolybdenum Method) by principal component analysis allowed grouping
the samples in order to express and show their similarities and differences
(Figure 8).
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Figure 8 Graph biplot PC1xPC2: antioxidant activities equivalent to the BHT
standard regarding the antioxidant methodologies employed (DPPH, ABTS, (-
carotene, TBARs, Reducing Power and Fosfomolybdenum Method).

Legend: Fruits: 1-Araca boi 2-Bacaba 3-Curriola 4-Gabiroba 5-Mangaba 6-Marmelada
bola 7-Marmelada espinho 8-Marolo 9-Murici 10-Peki 11- Yellow puga 12- Black puca
13-Saborosa
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The similarity of the methods was assessed using the analysis and
hierarchical clustering dendrogram (Figure 9). It was evident the grouping
between DPPH and ABTS methods (Group 1), TBARs and B-carotene (Group
I1) and Fosfomolybdenum Method and Reducing Power (Group II).

Fosfomolybdenum
]]1 B Method

Reducing
— Power

DPPH

ABTs

1 - TBARs —|
B-carotene J

1 1 1 1
1 2 3 4 ) B
Euclidean distance

Figure 9 Dendogram of antioxidant activity equivalent to the standard BHT of
the 13 Cerrado fruits, for the employed methodologies antioxidant (DPPH,
ABTS, B-carotene, TBARS, Reducing Power and Fosfomolybdenum Method).

By Figure 8 and 9 it can be observed that DPPH and ABTS methods are
grouped, probably due to these methods to evaluate antioxidant activity by
capturing the DPPH and ABTS radical. Already TBARs methods and p-carotene
were grouped because of the similarity in the antioxidant evaluation that
measures the ability to prevent lipid peroxidation. Finally, the methods of
Fosfomolybdenum Method and Power Reducer bunched due to the similarity in
the determination of antioxidant activity that occurs by reducing capacity of the

molybdenum complex and reduction of ferricyanide ion to ferrocyanate.
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The similarity of the 13 Cerrado fruits was assessed using the analysis
and hierarchical clustering dendrogram (Figure 10).

]
—

1 1 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 B 7
Euclidean distance

Figure 10 Dendogram of antioxidant methodologies employed (DPPH, ABTS,
B-carotene, TBARs, Reducing Power and Fosfomolybdenum Method) in
relation the antioxidant activity equivalent to the standard BHT of 13 Cerrado
fruits.

Legend: Fruits: 1-Araca boi 2-Bacaba 3-Curriola 4-Gabiroba 5-Mangaba 6-Marmelada
bola 7-Marmelada espinho 8-Marolo 9-Murici 10-Peki 11- Yellow puga 12- Black puca
13-Saborosa

Through this Dendogram (Figure 10) was possible to observe the
formation of two groups, one composed of the fruits that highlighted because
they have higher antioxidant activity, taking into account all methods - gabiroba,
mangaba and marolo - and the other consisting of the remaining fruit, from the
fruits that had lower antioxidant activity - yellow puga e black puca.

According Zielinski et al.,*’

exploratory methods such as principal
component analysis and analysis of hierarchical clustering can be efficient
chemometric tools to distinguish the differences or similarities between samples,

depending on the different parameters used.
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4 CONCLUSIONS

Gabiroba and peki stood out as the fruits with the highest content of
total phenolics, comparable to acerola and camu-camu. Gabiroba also excelled
because of its high vitamin C content, with values similar to acerola, camu-camu
and mirindiba, which are fruits considered rich sources of vitamin C. The
application of different antioxidant methods allowed the identification of
gabiroba, mangaba and marolo as the fruits with the highest antioxidant
potential. Therefore, due to the nutrient content found in the Brazilian Cerrado
fruits, the inclusion of these in the diet can be recommended as a considerable
source of biactives compounds, capable of protecting the organism from

oxidative stress, preventing the occurrence of several diseases.



94

REFERENCES

1 Borlaug, N. E. Feeding a world of 10 billion people: the miracle ahead. In: R.
Bailey (ed.). Global warming and other eco-myths. Comp Ent Ins 29-60 (2002).

2 Faleiro FG and Farias-Neto AL, Savanas: desafios e estratégias para o
equilibrio entre sociedade, agroneg6cio e recursos naturais, in ed. by Planaltina:
Embrapa Cerrados, Planaltina, pp. 32-46 (2008).

3 Cavalcante MRSDB, Santos, LLGG and Oliveira M, Caracterizacdo quimica
de frutos nativos do cerrado. Ciéncia Rural 38: 1.790-1.793 (2008).

4 Neves LC, Tosin JM, Benedette RM and Cisneros-Zevallos L, Post-harvest
nutraceutical behaviour during ripening and senescence of 8 highly perishable
fruit species from the Northern Brazilian Amazon region. Food chem 174: 188-
196 (2015).

5 Rufino MSM, Alves RE, Brito ES, Pérez-Jiménez J, Saura-Calixto F and
Mancini-Filho J, RUFINO, M.S.M. et al. Bioactive compounds and antioxidant
capacities of 18 non-traditional tropical fruits from Brazil. Food chem 121: 996-
1002 (2010).

6 Alves RE, Brito ES, Rufino MSM and Sampaio CG, Antioxidant activity
measurement in tropical fruits: A case study with acerola. Acta Hortic 773:299-
305 (2008).

7 Melo, EA, Maciel MIS, Lima VLAG and Nascimento RJ, Capacidade
antioxidante de frutas. Braz J Pharm Sci 44:193-201 (2008).

8 Duarte-Almeida JM, Santos RD, Genovese MI and Lajolo FM, Avaliacdo da
atividade antioxidante utilizando sistema [-caroteno/acido linoléico e método de
sequestro de radicais DPPH. Rev Cien Tecnol Alim 26: 446-452 (2006).

9 Pérez-Jiménez J, Arranz S, Tabernero M, Diaz-Rubio ME, Serrano J, Gofii |
and Saura-Calixto F, Updated methodology to determine antioxidant capacity in
plant foods, oils and beverages: Extraction, measurement and expression of
results. Food Res Int 41:274-285 (2008).

10 Costa AGV, Garcia-Diaz DF, Jimenez P and Silva PI, Bioactive compounds
and health benefits of exotic tropical red-black berries. J Funct Food 5:539-549
(2013).



95

11 Ramaiya, SD, Bujang JS, Zakaria MH, King WS, Sahrir S and Arif M,
Sugars, ascorbic acid, total phenolic content and total antioxidant activity in
passion fruit (Passiflora) cultivars. J Sci Food Agric 93:1198-1205 (2013).

12 De Lima JP, Azevedo L, Souza NJ, Nunes EE and Vilas Boas EVB, First
evaluation of the antimutagenic effect of mangaba fruit in vivo and its phenolic
profile identification. Food Res Int 75: 216-224 (2015b).

13 Waterhouse AL, Polyphenolics: determination of total phenolics.
In:Wrolstad, R.E. (Ed.), Current protocols in food analytical chemistry. John
Wiley, New York, pp. 1111-1118 (2002).

14  Strohecker RL, HENNING, H.M. Andélisis de vitaminas:
métodoscomprobados. Paz Montalvo, Madri. 1967.

15 Lopes-Lutz D, Alviano DS, Alviano CS and Kolodziejczyk PP, Screening of
chemical composition, antimicrobial and antioxidant activities
of Artemisia essential oils. Phytochemistry 69:1732-1738, 2008.

16 Re R, Pellegrini N, Proteggente A, Pannala A, Yang M, Rice-Evans
C, Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation
decolorization assay. Free Rad Biol Med 26: 1231-1237 (1999).

17 Gomes, MDS, Cardoso MG, Guimardes ACG, Guerreiro AC, Gago CML,
Vilas Boas EVB, Dias CMB, Manhita ACC, Faleiro ML, Miguel MGC and
Antunes MDC, Effect of edible coatings with essential oils on the quality of red
raspberries over shelf-life. J Sci Food Agric 97: 929-938 (2017).

18 Bounatirou S, Smiti S, Miguel MG, Faleiro L, Rejeb MN, Neffati M and
Pedro, LG, Chemical composition, antioxidant and antibacterial activities of the
essential oils isolated from Tunisian Thymus capitatus Hoff. et Link. Food
Chem 105:146-155 (2007).

19 Prieto P, Pineda M and Aguilar M, Spectrophotometric quantitation of
antioxidant capacity through the formation of a phosphomolybdenum complex:
specific application to the determination of vitamin E. Anal Biochem 269:337-
341 (1999).

20 Dos Santos MH, Batista BL, Duarte SM, Abreu CMP and Gouvéa CMCP,
Influéncia do processamento e da torrefacdo sobre a atividade antioxidante do
café (Coffea arabica). Quimica Nova 30: 604 (2007).



96

21 Ferreira DF, Sisvar: a computer statistical analysis system. Ciéncia e
Agrotecnologia 35: 1039-1042 (2011).

22 Nunes CA, Freitas MP, Pinheiro ACM, Bastos SC, Chemoface: a novel free
user-friendly interface for chemometrics.J Braz Chem Soc 23: 2003-2010
(2012).

23 Gomes EDB, Ramalho AS and Gualberto NC, A rapid method for
determination of some phenolic acids in Brazilian tropical fruits of mangaba
(Hancornia speciosa Gomes) and umbu (Spondias tuberosa Arruda Camara) by
UPLC. J Anal Sci, Methods Instrum 3:1-10 (2013).

24 Ferreira HC, Serra CP, Endringer DC, Lemos VS, Braga FC and Cortes SDF,
Endothelium-dependent vasodilation induced by Hancornia speciosa in rat
superior mesenteric artery. Phytomedicine 14:473-478 (2007).

25 Roesler R, Catharino RR, Malta LG, Eberlin MN and Pastore G, Antioxidant
activity of Caryocar brasiliense (pequi) and characterization of components by
electrospray ionization mass spectrometry. Food Chem 110:711-717 (2008).

26 Herrera-Ruiz M, Zamilpa A, Gonzéalez-Cortazar M, Reyes-Chilpa R, Leon E,
Garcia MP and Huerta-Reyes M, Antidepressant effect and pharmacological
evaluation of standardized extract of flavonoids from Byrsonima crassifolia.
Phytomedicine 18:1255-1261 (2011).

27 Abadio Finco FD, Kammerer DR, Carle R, Tseng WH, Boser S and Graeve
L, Antioxidant Activity and Characterization of Phenolic Compounds from
Bacaba (Oenocarpus bacaba Mart.) Fruit by HPLC-DAD-MS n. J Agric Food
Chem 60:7665-7673 (2012).

28 Almeida MMB, Sousa PHM, Arriaga AMC, Prado GM, Carvalho Magalhaes
CE, Maia GA and Lemos TLG, Bioactive compounds and antioxidant activity of
fresh exotic fruits from northeastern Brazil. Food Res Int 44: 2155-2159 (2011).

29 De Lima JP, Fante CA, Pires CRF, Nunes EE, Alves RR, Siqueira Elias HH
and Vilas Boas EVB, The antioxidative potential and volatile constituents of
mangaba fruit over the storage period. Sci Hortic 194:1-6 (2015a).

30 Dos Santos MDFG, Mamede RVS, Rufino MDSM, De Brito ES and Alves
RE, Amazonian Native Palm Fruits as Sources of Antioxidant Bioactive
Compounds. Antioxidants 4:591-602 (2015).



97

31 Garzon GA, Narvaez-Cuenca CE, Kopec RE, Barry AM, Riedl KM and
Schwartz SJ, Determination of carotenoids, total phenolic content, and
antioxidant activity of Araza (Eugenia stipitata McVaugh), an Amazonian fruit.
J Agric Food Chem 60:4709-4717 (2012).

32 Genovese MI, Pinto MDS, Gongalves ADSS and Lajolo FM, Bioactive
compounds and antioxidant capacity of exotic fruits and commercial frozen
pulps from Brazil. Food Sci Technol Int 14:207-214 (2008).

33 Gordon A, Jungfer E, Silva BA, Maia JGS and Marx F, Phenolic constituents
and antioxidant capacity of four underutilized fruits from the Amazon region. J
Agric Food Chem 59:7688-7699 (2011).

34 Neri-Numa IA, Carvalho-Silva LB, Morales JP, Malta LG, Muramoto MT,
Ferreira JEM and Pastore GM, Evaluation of the antioxidant, antiproliferative
and antimutagenic potential of araca-boi fruit (Eugenia stipitata Mc Vaugh—
Myrtaceae) of the Brazilian Amazon Forest. Food Res Int 50:70-76 (2013).

35 Vasco C, Ruales J, Kamal-Eldin A, Total phenolic compounds and
antioxidant capacities of major fruits from Ecuador. Food Chem 111:816-823
(2008).

36 Everette JD, Bryant QM, Green AM, Abbey YA, Wangila GW and Walker
RB, Thorough study of reactivity of various compound classes toward the Folin-
Ciocalteou reagent. J Agric Food Chem 58: 8.139-8.144 (2010).

37 Sousa CDM, Silva HR, Vieira-Jr GM, Ayres MCC, Costa CD, Araujo DS,
Chaves MH, Fendis totais e atividade antioxidante de cinco plantas medicinais.
Quimica Nova 30: 351355 (2007).

38 Zheng W and Wang SY, Antioxidant activity and phenolics compounds in
selected herbs. J Agric Food Chem 49:5165-5170 (2001).

39 Birch AE, Fenner GP, Watkins R and Boyd LC, Antioxidant properties of
evening primrose seed extracts. J Agric Food Chem, v. 49, n. 9, p. 4502-4507,
2001.

40 Borges PRS, Caracterizacdo de puca-preto (Mouriri pusa Gardner) ao longo
do seu desenvolvimento. 2011. 76p. Dissertacdo — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, 2011.



98

41 Canuto GAB, Xavier AAO, Neves LC and Benassi MDT, Caracterizacdo
fisico-quimica de polpas de frutos da Amazonia e sua correlagdo com a atividade
anti-radical livre. Revista Brasileira de Fruticultura 32: 1196-1205 (2010).

42 Cardoso ML, Reis, BL, Oliveira, DS and Pinheiro-Sant’Ana, HM, Mangaba
(Hancornia speciosa Gomes) from the Brazilian Cerrado: nutritional
value,carotenoids and antioxidants vitamins. Fruits, v.69, p.89-99, 2014.

43 Della Lucia F, Qualidade do marolo (Annona crassiflora Mart.) in natura e
minimamente processado durante o armazenamento. 2013. 128p. Tese —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2013.

44 Morzelle MC, Bachiega P, Souza ECD, Boas V, Barros EV and Lamounier
ML, Chemical and physical characteriztion of fruits from cerrado: curriola,
gabiroba and murici. Revista Brasileira de Fruticultura 37: 96-103 (2015).

45 Rodrigues LJ, Desenvolvimento e processamento minimo de pitaia nativa
(Selenicereus setaceus Rizz) do cerrado brasileiro. 2010. 164 f. Tese (Doutorado
em Ciéncia dos Alimentos) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2010.

46 Rodrigues LJ, Paula F, Ranieli N, Pinto DM, Boas V and Barros EV, Growth
and maturation of pequi fruit of the Brazilian cerrado. Food Sci Technol 35:11-
17, 2015.

47 Rufino MS, Fernandes FA, Alves RE and Brito ES, Free radical-scavenging
behaviour of some north-east Brazilian fruits in a DPPH system. Food Chem
114, n.2, p.693-695, 2009.

48 Goncalves AESS, Lajolo FM and Genovese MI, Chemical composition and
antioxidant/antidiabetic potential of Brazilian native fruits and commercial
frozen pulps. J Agric Food Chem 58:4666-4674, 2010.

49 Borges PRS, The bioactive constituents and antioxidant activities of ten
selected brazilian cerrado fruits. 2016. 60p. Tese — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, 2016.

50 Davey MW, Montagu MV, Inzé D, Sanmartin M, Kanellis A, Smirnoff N
and Fletcher J, Plant L-ascorbic acid: chemistry, function, metabolism,
bioavailability and effects of processing. J Sci Food Agric 80: 825-860 (2000).



99

51 Faniadis D, Drogoudi PD and Vasilakakis M, Effects of cultivar,
orchardelevation, and storage on fruit quality characters of sweet cherry
(Prunusavium L.). Sci Hortic 125: 301-304 (2010).

52 Bachiega P, Salgado JM, Carvalho JE, Ruiz ALT, Schwarz K, Tezotto T and
Morzelle MC, Antioxidant and antiproliferative activities in different maturation
stages of broccoli (Brassica oleracea Italica) biofortified with selenium. Food
Chem 190: 771-776 (2016).

53 Souza VR, Pereira PAP, Queiroz F, Borges SV and Carneiro JDDS,
Determination of bioactive compounds, antioxidant activity and chemical
composition of Cerrado Brazilian fruits. Food Chem 134: 381-386 (2012).

54 Huang D, Ou B and Prior RL, The chemistry behind antioxidant capacity
assays. J Agric Food Chem 53:1841-1856 (2005).

55 Hassimotto NMA, Genovese MI and Lajolo FM, Antioxidant activity of
dietary fruits, vegetables, and commercial frozen fruit pulps. J Agric Food Chem
53: 2928-2935 (2005).

56 Kulisic T, Radonic A, Katalinic V and Milos M, Use of different methods for
testing antioxidative activity of oregano essential oil. Food Chem 85: 633-640
(2004).

57 Zielinski AAF, Avila S, Ito V, Nogueira A, Wosiacki G and Haminiuk CWI,
The association between chromaticity, phenolics, carotenoids, and in vitro
antioxidant activity of frozen fruit pulp in Brazil: an application of
chemometrics. J Food Sci 79: C510-C516 (2014).



