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Avaliou-se a atividade antioxidante dos extratos etéreo, alcoolico e
aquoso obtidos da polpa e das sementes da romd (Punica granatum,
L.), utilizando-se dois sistemas: 1) co-oxidagdo do B-caroteno/dcido
linoléico e 2) Rancimat®. Inicialmente foram determinados os
compostos redutores presentes na polpa (1.214 mg/100 g) e nas
sementes (1.732 mg/100 g) e, em seqiiéncia, avaliou-se nos extratos,
através de cromatografia em camada delgada (CCD), a presenca de
compostos fenolicos com atividade antioxidante. Os extratos aquosos
tanto da polpa quanto das sementes apresentaram as maiores
porcentagens de inibi¢do da oxida¢do: 87,31% e 93,08%,
respectivamente. Através da avalia¢do cinética pelo teste de co-
oxidagdo com B-caroteno e dcido linoléico, pode-se verificar que a
alta porcentagem da atividade antioxidante dos extratos aquosos é
devida a capacidade de inibir a oxidagdo nas fases inicial e mais
avanc¢ada do processo oxidativo, agindo por mecanismos primario e
secundario. Todos os extratos (etéreo, alcoolico e aquoso) apresentaram
elevada capacidade em prolongar o periodo de indugdo da oxidagao,
medida pelo aparelho Rancimat®, sendo, ainda, significativamente
(p<0,05) maiores que os resultados obtidos com o antioxidante sintético
butil-hidroxianisol (BHA).
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INTRODUCAO

A oxidagdo ¢ uma reag¢ao que pode ocorrer nos ali-
mentos provocando a perda do valor nutritivo pela decom-
posicao dos acidos graxos e a formagao de compostos que
podem reagir com outros componentes dos alimentos ¢
também serem prejudiciais para os organismos humano e
animal (Marinova, Yanishilieva, 2003; Mathew, Abraham,
2005).

Para evitar o desenvolvimento da reagdo oxidativa, os
antioxidantes s3o empregados como aditivos alimentares. Os
antioxidantes sintéticos butil-hidréxi-tolueno (BHT), o butil-
hidroxi-anisol (BHA) e o ferc-butil-hidroquinona (TBHQ) sao
amplamente utilizados pela industria alimenticia. Porém, es-
tudos em animais evidenciaram que a exposicao aguda e
prolongada destes compostos levou ao desenvolvimento de
tumores de figado, pancreas e glandulas (Hirose et al., 1981),
aumento da formagao de H,0, nos microssomos, alterando
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as fungdes hepaticas (Rossing, Kahl, Hildebrandt, 1985),
carcinogénese no estdmago de ratos (Ito et al., 1983) e
adenomas e carcinomas em c¢lulas hepaticas (Wiirtzen,
Olsen, 1986). Frente a estas evidéncias, desenvolveu-se a
pesquisa sobre os antioxidantes de origem natural, com a
perspectiva de sua utilizagdo como aditivos alimentares
(Nissen et al., 2001; Bernal Gomez, Mendonga Junior,
Mancini- Filho, 2003; Sallam, Ishioroshi, Samejima, 2004;
Reedy, Urooj, Kumar, 2005), como também pelas evidénci-
as de que estes compostos podem atuar em beneficio da
saude (Bub et al., 2003).

A roma (Punica granatum, L.) é uma fruta origina-
ria daregido do Oriente Médio. A arvore cresce em regioes
aridas e a producao do fruto se da no periodo de setembro
a fevereiro (Martins, 1995). O suco da roma apresenta em
sua composi¢do compostos fenolicos como: antocianinas
(delfinidina, cianidina e pelargonidina), quercetina, acidos
fenolicos (caféico, catequinico, clorogénico, orto e para-
cumarico, elagico, glico e quinico) e taninos (punicalagina)
(Artik, Murakami, Mori, 1998; Noda et al., 2002;
Poyrazoglu, Gokmen, Artik, 2002; Seeram et al., 2005).
Trabalhos experimentais demonstraram que 0s compostos
fendlicos da roma apresentaram influéncia sobre fatores bi-
ologicos, como a atenuagao de fatores aterogénicos (Aviran
et al., 2000; Aviran, Dornfeld, 2001), modulagdo das res-
postas antiinflamatorias (Ross et al., 2001) e de enzimas do
sistema de defesa antioxidante enddgeno (superoxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase) (Ajaikumar et
al.,2005). Também os flavondides extraidos do suco fermen-
tado e do 6leo da roma tiveram atividade inibitoria das
enzimas oxidantes ciclooxigenase ¢ lipooxigenase
(Schubert, Lanski, Neeman, 1999).

Segundo os dados da CEAGESP da cidade de Sao
Paulo, foram comercializados nos anos de 2001 a 2004 so-
mente na cidade de Sdo Paulo, em média 200 toneladas da
fruta. Frente a presenca de compostos fenolicos na fruta e a
importancia que este fato apresenta tanto para a aplicagdo em
alimentos quanto para a saude, nos propusemos a verificar o
potencial antioxidante da polpa e sementes da roma, em ex-
tratos obtidos a partir de solventes de diferentes polaridades
empregando-se o sistema modelo de co-oxidagdo com
[-caroteno e acido linoléico e o aparelho Rancimat®.

MATERIAL E METODOS
Material

Reagentes e solventes

Os solventes de grau analitico utilizados foram os
acidos borico e sulfurico, os alcoois etilico e metilico, clo-
roférmio e éter etilico da marca Synth®. Os reagentes
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acido linoléico (99% de pureza), B-caroteno (95% de pu-
reza), os antioxidantes sintéticos butil-hidréxi- tolueno
(BHT) e butil-hidroéxi- anisol (BHA), a catequina (98% de
pureza), a silica-gel 60G e o Tween® 40 da marca Sigma®.
O reagente Folin-Ciocalteau utilizado foi da Merck®. O
o6leo de soja puro, sem adi¢ao de antioxidantes foi cedido
pela empresa Cargil Agricola S/A.

Amostra

As romas, provenientes da cidade de Petrolina (PE),
foram adquiridas na Companhia de Entrepostos e Armazéns
Gerais do Estado de Sao Paulo (CEAGESP) da cidade de Sao
Paulo, no més de janeiro. As frutas foram lavadas e abertas a
temperatura ambiente, retirando-se a parte interna que foi
colocada sobre uma peneira plastica de 17 cm de diametro,
posicionada sobre um bequer de 500 mL envolto em papel alu-
minio, protegendo da luz. O material foi friccionado contra a pe-
neira, sendo dividido em polpa (coletada na forma de suco) e
sementes, que foram moidas com auxilio de um moinho ana-
litico e padronizadas em tamis de mesh 32. A polpa e as sementes
moidas foram submetidas a liofilizagao, sendo apos estocadas
em congelador a temperatura de -18 °C.

METODOS
Composicao centesimal

Os contetidos de umidade, lipides e residuo mineral
foram determinados seguindo-se a metodologia descrita pelo
Instituto Adolfo Lutz (1985). O contetido de proteinas foi
determinado segundo o método descrito na AOAC (1995). O
conteudo de carboidratos totais foi realizado por exclusao do
valor obtido pela somatdria dos valores de umidade, lipides,
residuo mineral e proteina (Instituto Adolfo Lutz, 1985).

Conteuado de fendlicos totais

A determinacao dos contetidos de compostos
fenolicos totais da polpa e sementes da roma foi realiza-
da de acordo com o0 método espectrofotométrico descrito
por Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999), utili-
zando o reagente de Folin-Ciocalteau como agente redu-
tor, e a catequina (concentragdo de 1 mg/mL ) para cons-
trucdo da curva- padrao. As amostras e a catequina foram
diluidas em solugdo hidroalcodlica a 80%. Os resultados
foram expressos em mg de compostos/100 g de amostra.

Obtencao dos extratos

A obtencdo dos extratos alcoolico e aquoso da pol-
pa, e etéreo, alcodlico e aquoso das sementes da roma
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foi realizada pelo método de extracdo seqiiencial. As ex-
tracoes foram realizadas na propor¢ao de 1:20 (amos-
tra: solvente) e os solventes utilizados foram o éter
etilico, o alcool etilico e a agua destilada, seguindo-se
esta ordem de polaridade para a extracdo. As amostras
foram homogeneizadas durante uma hora, sendo, em
seguida, filtradas em funil de Biichner com auxilio de
uma bomba de vacuo. O residuo proveniente da filtra-
cao foi seco, pesado e submetido a extragdo com o
solvente subseqiiente. Os extratos obtidos foram
coletados em frasco de vidro ambar e estocados em
congelador a -18 °C (Torres et al.,2002).

Separacao dos compostos fendlicos por cromatografia
em camada delgada (CCD)

Os extratos obtidos da polpa e das sementes da roma
foram submetidos a analise em cromatografia em camada
delgada (CCD), para prévia identificacdo de compostos
fenolicos com capacidade antioxidante. O método seguido foi
o descrito por Duve e White (1991), utilizando-se placas de
silica-gel (0,25 mm de espessura), as quais foram aplicados
os extratos no volume de 200 pL. (concentragdes relativas des-
critas na Tabela I). A revelagao foi feita empregando-se dois
agentes reveladores: (SR 1) constituido de mistura de solu-
¢des aquosas de cloreto férrico e ferricianeto de potassio (1%
cadauma) e (SR 2) constituido da mistura das solugdes de
[-caroteno (0,3 mg/mL diluidos em cloroformio) e acido
linoléico (0,7 mg/mL diluido em etanol). As bandas reveladas
foram medidas e os resultados expressos pelo fator de reten-

¢do (Rf).
Determinacao da atividade antioxidante

Ensaio em sistema B-caroteno e acido linoléico

A avaliagdo da atividade antioxidante foi realizada
segundo o método espectrofotométrico (470 nm) original-
mente descrito por Marco (1968) e modificado por Miller
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(1971). Foi preparada uma emulsao, com 20 pL de solugao
de B-caroteno a 20%, 40 uL de 4cido linoléico, 200 mg de
Tween 40® ¢ 120 mL de agua destilada mantida sob at-
mosfera de oxigénio (30 minutos) e a absorbancia inicial foi
ajustada entre 0,6 ¢ 0,7. Em tubos de ensaio, foram adici-
onados 5 mL da emulsdo preparada e o antioxidante pa-
drao BHT e os extratos nos volumes de 50, 100 e 200 pL,
nas concentracdes descritas na Tabela I. O sinergismo
entre as amostras ¢ o BHT também foi avaliado. Os tubos
foram mantidos em banho a 50°C, realizando-se leituras a
cada 15 minutos em um total de duas horas. Os resultados
foram expressos em % de inibigdo da oxidagdo.

Estudo cinético da atividade antioxidante do ensaio em
sistema B-caroteno e dcido linoléico

A estimativa da eficiéncia da atividade antioxidante
dos extratos da polpa e sementes da roma foi avaliada pelo
método do calculo das tangentes das curvas obtidas no sis-
tema [3-caroteno e acido linoléico, segundo descrito em
Giada (2006) e obtendo-se os fatores cinéticos F1 e F2. A
medida dos fatores cinéticos foi baseada em dois momentos
distintos da reag@o que ocorre no método de Marco (1968)
e Miller (1971): F1 foi calculado no tempo compreendido
entre 15 a 45 minutos, pois ¢ a parte da reagdo em que a
formagao de radicais perdxidos € maior, avaliando-se a ca-
pacidade do antioxidante em agir por mecanismos prima-
rios; F2 foi calculado no tempo compreendido entre 75 a
105 minutos, pois nesta etapa avancada da reacdo ¢ pos-
sivel avaliar a eficiéncia do antioxidante em agir por me-
canismos secundarios, interferindo nas reagdes de forma-
¢ao de produtos secundarios da reagdo de oxidacao. Foi
considerado o valor referente as tangentes o coeficiente
resultante da divisdo entre o cateto oposto (obtido pela
diferenca entre as absorbancias dentro do tempo avaliado)
e cateto adjacente (obtido pela diferencga entre os tempos
de 15 a 45 minutos (F1) e 75 a 105 minutos (F2)), como
mostrado na Figura 1.

TABELA | - Concentragoes (p1g) do antioxidante sintético BHT e dos extratos etéreo, alcodlico e aquoso da polpa e
sementes da roma,nos respectivos volumes avaliados nos ensaios de cromatografia em camada delgada e no ensaio em

sistema [3-caroteno e acido linoléico

25 ul 50 uL 100 uL 200 uL
Alcodlico - polpa 0,77 3,09 6,18
Aquoso - polpa 10,8 21,61 4322 86,44
Etéreo - semente 0,25 0,51 1,02 2,04
Alcoodlico - semente 1,81 3,61 7,23 14,46
Aquoso - semente 8,79 17,57 35,15 70,3
BHT 25 100 200
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FIGURA 1- Modelo de curva de caimento obtida no sistema modelo B-caroteno e acido linoléico, para obtengdo das
tangentes do calculo dos fatores cinéticos F1 e F2, em que (a) e (A) sdo os catetos opostos, obtidos através da diferenca
das leituras das absorbancias (da amostra e do branco, respectivamente); (b) e (B) s@o os catetos adjacentes, obtidos
através das diferenca entre os tempos (respectivamente, da amostra e do branco), de acordo com o fator cinético

calculado.

Ensaio em aparelho Rancimat®

A atividade antioxidante dos extratos da polpa e
sementes da roma foi avaliada em meio lipidico, utilizan-
do-se o aparelho Rancimat® (modelo 743 — Metrhom®
(Herissau — SW)). O fluxo de oxigénio foi programado
para 20 L/h e a temperatura de 110 °C. O substrato
lipidico utilizado foi o 6leo de soja, isento de
antioxidantes (empresa Cargill Agricola S/A) ¢ o
antioxidante sintético BHA escolhido como padrao com-
parativo. As concentracodes testadas foram de 100 e
200 ppm e os resultados expressos em porcentagem de
atividade antioxidante, calculada a partir do periodo de
inducdo (P.I.) obtidos em horas.

Avaliacao estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata,
sendo os resultados expressos em média & desvio-padrao.
O programa utilizado para a execug@o das analises foi o
SigmasStat, versdo 1.0, realizando-se a analise de variancia
pelo teste ANOVA e a comparagdo entre as médias dos
resultados pelo método Student-Newman-Keuls, fixando-
se o nivel de significancia de p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A composi¢do centesimal da polpa e sementes da
roma estd apresentada na Tabela II.
Pdde-se observar que a polpa apresentou alto teor

TABELA 11 - Composigdo centesimal da polpa e sementes
da roma, expressos em base umida

POLPA (%) SEMENTE (%)
Umidade 64,09+1,16 38,30+ 0,44
Lipides 0,24 +0,00 14,06+0,16
Proteina 1,128 £0,02 2,81 +0,08
Residuo mineral 2,09+0,07 0,86+0,01
Carboidratos 323 4397

n = 3; resultados expressos em média = desvio-padrao.

de umidade (64,09%) e que os valores de carboidratos
estimados foram altos, tanto para a polpa (32,3%) quanto
para as sementes (43,97%). Também, verificou-se que as
sementes apresentaram valor consideravel de lipides
(14,06%).

Com o objetivo de estimar a presenca de compostos
com capacidade redutora, foi realizado o ensaio com o
reagente de Folin Ciocalteau. Os resultados do ensaio, para
apolpa e sementes da roma, sao apresentados na Tabela I11.

De acordo com os resultados, as sementes apre-
sentaram conteudo maior de compostos redutores (1732
mg de compostos redutores/100 g de amostra) em rela-
¢a0 a polpa (1214 mg de compostos redutores/100 g de
amostra). Os resultados encontram-se abaixo dos descri-
tos por Gil et al. (2000), em que foram comparados os
conteudos de compostos redutores do suco industrializa-
do (2.566 mg de compostos redutores/L) e o obtido ma-
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TABELA 11l - Resultados da analise de fenoélicos totais da
polpa e sementes da roma expressos em mg de compostos
redutores/100 g de amostra
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TABELA 1V - Valores de Rf (fator de retengdo) obtidos
para os extratos da polpa e sementes da roma, através de
cromatografia em camada delgada (CCD)

mg de compostos redutores /100 g de amostra

POLPA 1.214 + 102,66
SEMENTE 1.732 + 12,66

n = 3, resultados expressos em média + desvio- padrao.
Nivel de significancia de 5% (p< 0,05).

nualmente (2.117 mg de compostos redutores/L). O mai-
or valor de compostos redutores no suco obtido industri-
almente foi atribuido ao processo de extracdo, em que a
casca e o olbedo (partes adstringentes e ricas em taninos,
compostos fendlicos altamente hidroxilados), ndo sdo
removidos para o processamento. Ainda, fatores como
grau de maturacdo, regido de cultivo e diferenca entre
espécies da fruta e a presenca de algumas vitaminas (es-
pecialmente a vitamina C) e alguns agucares redutores
podem participar do valor total, quando ¢ utilizado o
reagente de Folin-Ciocalteau (Singleton, Orthofer,
Lamuela-Raventos, 1999; Moure ef al., 2001).

Na Tabela IV estdao apresentados os Rf (fator de
retencdo) dos extratos da polpa e das sementes da roma
obtidos por cromatografia em camada delgada. Nesta
tabela podem-se identificar as correspondéncias entre os
Rf dos compostos fenodlicos caracterizados pelo sistema
revelador SR 1 com os Rf’s dos compostos antioxidantes
caracterizados pelo sistema revelador SR 2.

De acordo com os resultados apresentados na Tabe-
laTV, observou-se que todos os extratos apresentaram pelo
menos uma banda pelo SR1, identificando a presenga de
compostos fendlicos em todos os extratos. Também foi
verificado que todas as bandas foram igualmente revela-
das pelo SR2, indicando capacidade antioxidante. O extrato
aquoso das sementes foi o extrato com maior nimero de
bandas reveladas (Rf=0,83; 0,26 ¢ 0,22).

Frente as evidéncias de presenca de compostos com
capacidade antioxidante, foram realizados testes com os
extratos, para a avaliagdo da atividade antioxidante, atra-
vés do ensaio empregando-se 3-caroteno e acido linolé€ico.
Os resultados da atividade antioxidante estdo expressos
nas Tabelas V (polpa) e VI (sementes).

Pdde-se observar, de acordo com os resultados ex-
pressos nas Tabelas V e VI, que os extratos aquosos foram
0s que apresentaram os maiores valores de porcentagem de
inibi¢do da oxidacdo. Em estudos de atividade antioxidante
realizados com extratos de diferentes polaridades, utilizan-
do-se espécies de algas (Vidal et al., 2001; Linares et al.,
2004), os resultados obtidos com os extratos aquosos foram

Rf
EXTRATO SR1 SR2
Polpa
Alcodlico 0,32 0,32
0,21 0,21
Aquoso 0,44 0,44
0,32 0,32
Sementes
Etéreo 0,82 0,82
Alcoodlico 0,39 0,39
0,25 0,25
Aquoso 0,83 0,83
0,26 0,26
0,22 0,22

SR1 = sistema revelador 1 (solu¢do aquosa 1% de FeCl,
e K,(CN),); SR2 = sistema revelador 2 (solugdo
[-caroteno e acido linoléico)

também bastante significativos.

O solvente extrator constitui fator relevante e deve
ser levado em conta, em func¢ao da quantidade e quais ti-
pos de compostos presentes na amostra sao desejados
extrair para se avaliar a atividade antioxidante (Naczk,
Shahidi, 2004; Zhou, Yu, 2004). Lapornik, Prosek ¢ Wondra
(2005) verificaram que a maior atividade antioxidante era
condizente com o maior conteudo de antocianinas presen-
tes nos trés extratos (metilico, etilico e aquoso) avaliados,
de amora e casca de uva. Efeito semelhante do contetdo
de compostos extraidos influenciando positivamente na
atividade antioxidante foi relatado por Lo e Cheung (2005).

O extrato aquoso das sementes apresentou diferen-
¢a significativa da porcentagem de inibi¢ao da oxidagdo, na
concentracdo maxima testada (70,4 pg = 93,08%) em rela-
¢do ao mesmo extrato, obtido da polpa (86,4 ng =87,31%).

Todos os extratos apresentaram atividade siner-
gistica, notada mais significativamente nas menores con-
centragOes testadas. Para as concentragdes maximas os
valores de inibi¢do da oxidagdo foram altos e tanto o BHT
quanto os extratos avaliados individualmente ja apresenta-
ram saturacao do sistema antioxidante, nao sendo possivel,
portanto, identificar acréscimo na inibi¢éo da oxidagao. Isto
fica claro no extrato aquoso da semente, como pode ser
visto na Tabela VI.
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TABELA'V - Porcentagem de inibicao da oxidagdo para o padrao BHT e para os extratos da polpa da roma e para a
associacdo entre os extratos e BHT, no sistema [3-caroteno e acido linoléico

POLPA
pL
Extrato 50 25+25 100 50+50 200 100 +100
Alcodlico 47,09°+1,25  71,73°+£1,25 65,59*+4,11 83,51°+2,94 76,39*+1,25 87,97°+0,82
Aquoso 74,61°+£0,94 82,35°+1,41 81,98*+1,41 86,93°+1,25 87,31°+£0,47 91,39°+2,62
BHT 73,802 +£2,72 82,56*+1,45 87,64*+0,77

n=3; resultados expressos em média + desvio- padrao. a=diferenca significativa (p< 0,05%) para a mesma amostra, com aumento
do volume; b = sinergismo entre aamostrae o BHT (p<0,05%). Concentragdes (jg) relativas aos volumes testados: BHT (25 pL
=25 pg; 50 uL =150 pg; 100 pL =100 pg; 200 pl = 200 pg); extrato alcoolico (25 pL=0,75 pg; 50 uL=1,5 pg; 100 pL=3,0
pg; 200 puL = 6,0 pg); extrato aquoso (25 uL= 10,8 pg ; 50 pnL=21,6 pg; 100 pL =43,2 pg; 200 pl = 86,4 ng).

TABELA VI - Porcentagem de inibi¢ao da oxidacgdo para o padrdo BHT e para os extratos das sementes da roma, e para
a associagdo entre os extratos ¢ BHT, no sistema [-caroteno e 4cido linoléico

SEMENTE
pnL
Extrato 50 25+25 100 50+50 200 100+100
Etéreo 66,79°+1,89  74,13°+7,12 77,802+£2,49  77,80°+2,49 83,67°+£0,47  79,17+2,36
Alcodlico 34,19°4£5,72  64,91+£2,87 61,40°£1,25  73,27+0,94 71,35°40,94  82,00°+ 5,73
Aquoso 75,89°+1,25  85,15°+0,47 89,12:+1,70  90,32*+3,40 93,08+1,25  93,87°+2,16
BHT 72,78*+£3,48 80,68*+1,43 86,522+1,12

n = 3; resultados expressos em média + desvio- padrdo. a = diferenga significativa (p< 0,05%) para a mesma amostra,
com aumento do volume; b = sinergismo entre a amostra e o BHT (p<0,05%). Concentragdes (ng) relativas aos volumes
testados: BHT (25 pL =25 pg; 50 uL =50 pg; 100 L =100 pg; 200 puL. =200 pg); extrato etéreo (25 pL=0,25 pg ;50 pL.
=0,5 pg; 100 uL = 1,0 pg; 200 pL = 2,0 pg); extrato alcoodlico (25 uL = 1,8 pg; 50 uL=3,6 pg; 100 pL =72 png; 200 pL.
= 14,4 ng); extrato aquoso (25 uL = 8,8 pg; 50 L =17,6 png; 100 uL = 35,2 pg; 200 uL = 70,4 pg).

TABELA VII - Parametros cinéticos do potencial antioxidante no sistema 3-caroteno e acido linoléico, para o BHT, os
extratos da polpa e para a associagdo entre extratos e BHT

F1 F2
pL
Extrato 50 25425 100 50+50 200 100+100 50 25+25 100 50+50 200 100+100
Alcoolico 04 0,2 023 014 018 0,09 215 122 121 085 08 053
Aquoso 0,09 009 006 006 003 0,02 07 05 045 045 03 025
BHT 0,18 0,12 0,07 0,89 0,57 0,43

F1 = fator cinético 1 (tempo compreendido entre 15 a 45 minutos) e F2 = fator cinético 2 (tempo compreendido entre 75 a
105 minutos). O nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05). Concentra¢des (ug) relativas aos volumes testados: BHT
(25 uL=25 pg; S0 uL.=50 pg; 100 uL.=100 pg; 200 uL =200 pg); extrato alcodlico (25 uL.=0,75 pg; S0 uL=1,5 pg; 100 uL
=3,0 png; 200 puL = 6,0 pg); extrato aquoso (25 uL=10,8 pg; 50 pL=21,6 pg; 100 pL =43,2 pg; 200 pL = 86,4 ug).

A avaliagdo da eficiéncia do antioxidante relacionada
ao seu possivel mecanismo de agdo foi mostrada no estu-
do de cinética da curva de decaimento da atividade
antioxidante. Os resultados estdo expressos nas Tabelas
VII (polpa) e VIII (sementes).

A eficiéncia do antioxidante é tanto maior quanto

mais distante os valores de F1 e F2 se encontrarem do
valor 1,0 (Moreira, Mancini-Filho, 2003). Pelos resultados
obtidos pdde-se verificar que todos valores de F1 atribu-
idos ao BHT e aos extratos encontraram-se abaixo de 1,0.
Ja para os valores de F2, alguns extratos apresentaram va-
lores acima de 1,0, decaindo com o aumento da concentra-
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TABELA VIII - Parametros cinéticos do potencial antioxidante no sistema [3-caroteno e acido linoléico, para o BHT, os
extratos das sementes e para a associagao entre extratos e BHT

F1 F2
pL
Extrato 50 25425 100 50+50 200 100+100 50  25+25 100 50+50 200 100+100
téreo 041 024 016 009 0,12 0,04 1,26 1,02 078 066 057 032
Alcodlico 038 019 026 013 0,17 0,1 1,63 082 1,16 041 067 036
Aquoso 0,16 0,11 011 0,06 007 0,05 066 045 039 031 137 019
BHT 0,18 0,12 0,07 0,89 0,57 0,43

F1 = fator cinético 1 (tempo compreendido entre 15 a 45 minutos) e F2 = fator cinético 2 (tempo compreendido entre
75 a 105 minutos). O nivel de significancia adotado foi de 5% (p< 0,05). Concentracdes (ng) relativas aos volumes testados:
BHT (25 pL.=25 pg; 50 uL =50 pg; 100 uL =100 pg; 200ul =200 pg); extrato etéreo (25 uL=0,25 pg ;50 uL=0,5 pg;
100 puL=1,0 pg; 200 uL=2,0 ug); extrato alcodlico (25 uL.=1,8 ug; S0 uL=3,6 pug; 100 ul.=7,2 ug; 200 uL.= 14,4 pg);
extrato aquoso (25 uL = 8,8 pg; 50 uL = 17,6 png; 100 uL = 35,2 pg; 200 pL = 70,4 pg).

¢do testada. Nos extratos aquosos da polpa (Tabela VII)
e das sementes (Tabela VIII), tanto os valores de F1 quan-
to de F2 foram os menores obtidos. Quando comparados
os extratos aquosos com o antioxidante sintético BHT,
verifica-se que houve diferenca significativa na eficiéncia
dos extratos aquosos da polpa ¢ sementes sobre o BHT,
para os valores de F1 e F2. O sinergismo entre as amos-
tras e o antioxidante sintético BHT também foi notado.

Os resultados mostram que os extratos aquosos
podem inibir a oxidag@o tanto por mecanismos primarios
(caracterizados pela medida de F1) quanto secundarios
(medidos por F2), fato refletido na alta porcentagem de
inibi¢do mostrada nas Tabelas V e VI.

As Tabelas IX e X trazem as porcentagens de ativi-
dade antioxidante baseadas no prolongamento do periodo
de induc¢do, em horas, para os extratos e para o
antioxidante sintético BHA no teste sob condigdes acele-
radas de oxidagdo, utilizando-se o aparelho Rancimat®.

O antioxidante sintético escolhido para a avaliacao
da atividade antioxidante em meio lipidico foi o BHA, em

funcao deste permitir maior protecao em sistemas oleosos,
nos quais a presenca da agua € baixa, em relagdo ao
antioxidante sintético BHT nas mesmas condi¢des (Guer-
ra, Lajolo, 2005).

De acordo com as Tabelas IX e X, pode-se veri-
ficar que houve diferenca significativa entre os extra-
tos e o antioxidante sintético BHA, sendo a diferenca
tanto maior quanto maior a polaridade do solvente
extrator. Assim, o extrato aquoso sobressaiu-se aos
demais, apresentando os valores de 47,76% (100 ppm)
e 53,45% (200 ppm) para o extrato aquoso da polpa e
42,16% (100 ppm) e 44,31% (200 ppm) para o extrato
aquoso das sementes.

Em meio oleoso, a baixa atividade de agua favore-
ce a reagao de oxidacdo, em fungao da concentragdo do
substrato. Assim, os extratos aquosos apresentam bom
desempenho no meio lipidico, pois além da a¢ao dos com-
postos antioxidantes que formam uma barreira na
interface 6leo/ ar, impedindo a a¢do do oxigénio sobre o
oleo, a dgua presente como veiculo dos antioxidantes dis-

TABELA IX - Porcentagem de inibicdo da oxidagdo referente ao periodo de indugdo (em horas) para o antioxidante
sintético BHA e os extratos da polpa da roma, pelo método Rancimat®

% de inibicao da oxidacao

ppm
Extrato 100 200
Alcodlico 41,39°+12,10 45,82°+10,27
Aquoso 47.76°+10,83 53,4540+ 8,47
BHA 11,65+4,06 14,47 +£3,57

n=3; resultados expressos em média + desvio- padrao. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05). a=diferenca
significativa em relagdo ao mesmo extrato, na concentragao de 100 ppm e b = diferenca significativa, em relagao ao
controle antioxidante sintético BHA, na respectiva concentracao.
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TABELA X - Porcentagem de inibi¢ao da oxidagdo referente ao periodo de indugdo (em horas), para o antioxidante
sintético BHA e os extratos das sementes da roma, pelo método Rancimat®

% de inibicdo da oxidacdo

ppm
Extrato 100 200
Etéreo 9,62+4,27 19,552+ 14,10
Alcoolico 30,47+ 4,61 3541°+6,53
Aquoso 42,16°+2,29 44,31*+3,10
BHA 11,65+4,06 14,47 +3,57

n = 3; resultados expressos em média + desvio- padrdo. O nivel de significancia adotado foi de (p< 0,05). * = diferenca
significativa em rela¢do ao mesmo extrato, na concentragdo de 100 ppm e ® = diferenga significativa, em relagdo ao
controle antioxidante sintético BHA, na respectiva concentragao.

persaria o substrato oxidavel, através da elevacao da ati-
vidade de agua do 6leo (Frankel ef al., 1994; Guerra,
Lajolo, 2005).

E importante a realizagio de diferentes testes para
a avaliagdo da atividade antioxidante, para a obtencao de
resposta mais precisa sobre a interagao dos compostos
presentes na amostra com os diferentes radicais gerados
durante a reacao (Robards, 2003). No teste de oxidagao
do B-caroteno e acido linoléico, pode-se medir na primei-
ra etapa (15 a 45 minutos) a capacidade dos compostos em
doar elétrons ou atomos de hidrogénio, prolongando o
periodo de indugdo e, na segunda etapa (75 a 105 minutos)
a interacdo com os compostos gerados na degradagdo do
acido linoléico. Ja no teste utilizando o aparelho Rancimat®,
os compostos formados sdo os volateis, decorrentes da
oxida¢ao numa fase mais adiantada do processo. Entretan-
to, apesar da variedade de métodos que possibilitam
mensurar a atividade antioxidante, os resultados obtidos
neste trabalho, ambos os testes indicam a elevada atividade
antioxidante dos diferentes extratos obtidos da polpa e
sementes da roma. Os diferentes resultados sao dificeis de
serem comparados (Giada, Mancini- Filho, 2004).

CONCLUSOES

A polpa e as sementes da roma apresentam poten-
cial antioxidante, verificado pela presenga de compostos
com capacidade redutora, identificados pela cromatografia
em camada delgada como compostos fenolicos.

Os extratos aquosos da polpa e sementes foram os
mais eficazes na atividade antioxidante. O extrato aquoso
das sementes apresentou atividade inibitéria da oxidacao
significativamente maior que a alcangada pelo antioxidante
sintético BHT, avaliados pelo ensaio do 3-caroteno e aci-
do linoléico. Na avaliacdo cinética, pode-se verificar que
0s extratos aquosos apresentaram-se eficientes tanto nos

periodos iniciais quanto mais adiantados do processo
oxidativo. No ensaio em meio lipidico (método Rancimat®),
0 extrato aquoso da polpa apresentou os maiores valores
de inibicdo da oxidagdo, significativamente maiores em
relacdo ao antioxidante sintético BHA.
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ABSTRACT

Antioxidant activity evaluation of different
polarities extracts by pulp and seeds of
pomegranate (Punica granatum, L.)

In etheric, alcoholic and aqueous extracts obtained
from pomegranate (Punica granatum, L.) pulp and seeds
their antioxidant activity was evaluated by using two
systems: co-oxidation of B-carotene/linoleic acid and
2) Rancimat®. First of all, the presence of reducing
compounds was detected in the pulp (1,214 mg/100 g)
and in the seeds (1,732 mg/100 g). The phenolic
compounds with antioxidant activity were then
evaluated in the extracts using thin-layer
chromatography (TLC). The aqueous extracts from the
pulp and the seeds showed the highest antioxidant
activity of 87.31% and of 93.08%, respectively. The
kinetic curves obtained by cooxidation of
B-carotene and linoleic acid substrates also showed the
highest values in the aqueous. These results were
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correlated with the initial and advanced oxidation
process phases under activity by primary and
secondary mechanisms. All the extracts showed high
antioxidant capacity when submitted to the Rancimat®
test. This activity was significantly higher than that
presented by the standard synthetic antioxidant
butilated hidroxy anysole (BHA).

UNITERMS: Pomegranate. Natural antioxidant.
Oxidation. Rancimat®.
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