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RESUMO

O Noni tem origem no sudeste da Asia e tem como caracteristica ser uma fruta pequena,
verde, e amarelada quando madura, de formato oval, polpa branca e sementes escuras,
com forte odor apés a colheita. E utilizado a mais de 2000 anos pelos Polinésios no
combate de doencas. Estudos recentes tem apontando a importancia desse fruto por sua
capacidade antioxidante, propriedades essas devido a presenca de compostos fendlicos,
acidos organicos, e a proxenonina no fruto. Os compostos fendlicos sédo responsaveis pela
atividade antioxidante dos alimentos, por ter capacidade de impedir estruturas radicalares
em animais e humanos. O objetivo deste trabalho foi de avaliar o melhor solvente na
extracdo de compostos fendlicos e de compostos antioxidantes da polpa do fruto do Noni
(Morinda citrifélia L.) em trés estagios de maturacao. Os frutos foram colhidos de pomares
domeésticos em trés estadios de maturacdo. Os extratos (etanol e acetona/dgua 1:1) foram
obtidos pesando-se 5g do fruto em um erlenmeyer de 100 mL com 50 mL do primeiro
solvente e a partir do residuo foi adicionado 50 mL do segundo solvente, apds o repouso
de 2h foram filtrados diretamente para baldes volumétricos de 100 mL. O sobrenadante foi
dividido para as andlises de determinacdo de fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteu
e para a determinacdo da capacidade antioxidante pelo método de sequestro de radicais
livres (DPPH+). O teor de compostos fendlicos totais nos extratos foi expresso em EAG
(mg/100g) através da curva de calibracdo de acido galico. O valor para o extrato etanoico
do Noni no primeiro, segundo e terceiro estagio foi de 36,18 + 3,30; 45,57 + 4,78 e 49, 73+
2,93 EAG (mg/100g), respectivamente. Ja para a mistura do extrato de acetona/agua os
valores foram de 35,40 + 6,28; 39,20 + 4,67 e 57,69 + 1,88 EAG (mg/100g),
respectivamente. A atividade antioxidante foi expressa como percentagem de eficiéncia do
sequestro dos radicais livres. O valor para o extrato etanoico do Noni no primeiro, segundo
e terceiro estagio foi de 41,89%; 59,6755% e 54,75%, respectivamente. Ja para a mistura
do extrato de acetona/dgua os valores foram de 33,42%; 38,44% e 54,75%
respectivamente. Os dados obtidos evidenciam que néo houve diferenga significativa entre
0s solventes testados em relacdo a extracdo de compostos fendlicos, porém na extracao
de compostos antioxidantes, o solvente de etanol foi mais eficaz. Dentre os estagios o Noni
no seu ultimo estagio de maturacéo obteve melhores resultados.

Palavras-chave: Noni (Morinda citrifolia). Compostos fendlicos. Atividade antioxidante.



ABSTRACT

Noni originates in Southeast Asia, has the characteristic of being a small, green, yellowish
fruit when ripe, oval in shape, white pulp and dark seeds, with a strong odor after harvest. It
has been used for over 2000 years by Polynesians to fight disease. Recent studies have
pointed out the importance of this fruit due to its antioxidant capacity, properties due to the
presence of phenolic compounds, organic acids, and proxenonin in the fruit. Phenolic
compounds are responsible for the antioxidant activity of foods, as they have the ability to
prevent radical structures in animals and humans. The objective of this work was to evaluate
the best solvent in the extraction of phenolic compounds and antioxidant compounds from
the pulp of Noni fruit (Morinda citrifélia L.) in three stages of maturation. The fruits were
harvested from domestic orchards at three stages of ripening. The extracts (ethanol and
acetone / water 1: 1) were obtained by weighing 5g of the fruit in a 100 ml conical flask with
50 ml of the first solvent and from the residue 50 ml of the second solvent was added, after
resting for 2 hours were filtered directly into 100 mL volumetric flasks. The supernatant was
divided for the analysis of determination of total phenols by the method of Folin-Ciocalteu
and for the determination of the antioxidant capacity by the method of sequestration of free
radicals (DPPH +). The content of total phenolic compounds in the extracts was expressed
in EAG (mg / 100g) through the calibration curve of gallic acid. The value for the ethanolic
extract of Noni in the first, second and third stages was 36.18 + 3.30; 45.57 + 4.78 and 49,
73 £ 2.93 EAG (mg / 1009), respectively. For the acetone / water extract mixture, the values
were 35.40 + 6.28; 39.20 = 4.67 and 57.69 + 1.88 EAG (mg / 100g), respectively. The
antioxidant activity was expressed as a percentage of efficiency in scavenging free radicals.
The value for Noni ethanol extract in the first, second and third stages was 41.89%;
59.6755% and 54.75%, respectively. For the acetone / water extract mixture, the values
were 33.42%; 38.44% and 54.75% respectively. Evidencing that there was no significant
difference between the solvents tested in relation to the extraction of phenolic compounds,
however in the extraction of antioxidant compounds, the ethanol solvent was more effective,
among the stages Noni in its last stage of maturation obtained better results.

Keywords: Noni (Morinda citrifolia). Phenolic compounds. Antioxidant activity.



1.
2.

SUMARIO

INTRODUGAO ..ottt 13
NONI (MORINDA CITRIFOLIA ) TP 15
2.1, BOTANICA ..ottt 15
2 O S ! V| o T U UPP PRI 15
2.1.2.  SEIMENTES ..ottt e e e e e e e e e e e rn e eee 16
2. 0.3, FlOT e 16
2. 04, FOINAS e 16
COMPOSIC}AO QUIMICA .o 17
3.1. ANTRAQUINONAS ... et eeaaaans 17
3.2. PROXERONINA . ..t e e e e ee e e e eeenas 19
COMPOSTOS FENOLICOS......coiiiiiieiiieieeieie et 22
ANTIOXIDANTES ... e e 24
A DIDATICA DA CROMATOGRAFIAEM GIZ.....ccooeiiiiiiiieeeeee, 26
MATERIAIS E METODOS ... 28
7.1, MATERIAIS .. e et e e e e e e e eeeeas 28
711, EQUIPAMENTOS oot 28
0 O o= T= o 1] 1 = 28
400 T VT | = = 1 SO 28
7.2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL ..ot 29
7.2.1. Coleta das @mMOSIIAS ..uuuuiiie e ee et e e e e e e et e e e e e e e e e eeennn s 29
7.2.2. Obtencao dos extratos da fruta .........ccoeeeeiiiiiiiiiiiii e, 29
7.2.3. Preparo da solugdo de &cido GAlICO. .......cccevvivviiiiiiiiiiiee e 30
7.2.3.1. Solucdo méae de Acido QAlICO ........uuuieiiieiiiiiicee e 30
7.2.3.2. Solucao de carbonato de SO0 4% .........cooeeeieiiiiiiiii 30
7.2.3.3. Solucéo de Folin-Ciocalteu 1:10 (V/V) «.cooeiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeei e 30
7.2.4 Construcio da Curva de Calibragdo de Acido GAlicO ......c.ccceveevevennnene. 30
7.2.5 Determinacdo de teor de fendis totais ........ccceeeeeeiei 31
7.2.6 Preparo do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo).................... 32
7.2.7 Determinacéo da capacidade antioxidante total ........ccccccceevveiiiiiiiiiiinnnnnn. 32
RESULTADOS E DISCUSAO ... 34
CONCLUSAOQ ...ttt ettt 39



REFERENCIAS



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 NONI (Morinda Citrifoli@)...........uuuiiiiieeiieeeece e e e 15
Figura 2 Arvore, folhas, flor € frutoS do NONI.......c.cociiiieiie e 16
Figura 3 Estrutura quimica da damanacantal, morindona e rubiadina.................cccccvvveeee... 18
Figura 4 CirCUIto da XEIONINA ........ccevviiiiiiiiiie e e e e ee et e e e e e e e e e et s e e e e e e e e eeasanr e eaeeeeeeennes 20
Figura 5 Estrutura do acido asperulosidico, da escopoletina e da rutina.......................... 20
Figura 6 Estrutura de alguns irdOIdes. ..ot 21
Figura 7 Estrutura de alguns compostos fENONCOS .........cccoeviiiiiiiiiiiiiiie e 22
Figura 8 AntioXidantes SINTELICOS .........euvuuiiiii e e e e e e e e e e e e e eeaeens 24
Figura 9 Exemplo de organsulforado (sulfeto de alila), terpeno (limoneno)...................... 25
Figura 10 Procedimento e resultado da cromatografia €m Qiz..........ccccoeeeeeeeiieeeeeeeeeeeeee, 27
Figura 11 Coleta dos estagios de maturagcdo do Noni /agosto 2020............ccceeveeeeeeennnnne 29
Figura 12 Soluc@es de acido galico monohidratado em diferentes concentracoes........... 31
Figura 13 Calculos para obtencéo do resultado final de fendlicos totais .......................... 32
Figura 14 Curva de calibrago do &cido galiCO ...........eeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 34
Figura 15 Grafico de teor de compostos fendlicos totais ..........cceveeeeiieeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 35
Figura 16 Grafico do percentual de reducao do radical DPPH .............cooovviiiiiiiiiieneeeenn, 37

Figura 17 Estabilizacdo do radical livie DPPHe............ccooooiiiiii e, 37



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Outras antraquinonas isoladas da espécie Morinda citrifolia L.......................... 18
Tabela 2 Outras antraquinonas isoladas da espécie Morinda citrifolia L.......................... 19
Tabela 3 Concentracao de fendlicos totais nos extratos da do NONi............cccvvvvvvinninnnnnns 34

Tabela 4 Percentual de reducao do radical DPPH + desvio padréo do Noni .................... 36



13

1. INTRODUCAO

Durante séculos a medicina em vérias culturas pelo mundo, vem buscando compostos
naturais para serem utilizados em medicamentos, sendo estes mais aceitos pela sociedade
por terem poucos efeitos colaterais e melhor custo beneficio. Com este intuito a busca de
plantas com propriedades terapéuticas vem sendo de vital importancia para as industrias
farmacéuticas (COSTA et al., 2013).

A Morinda citrifolia L., conhecido como Noni, pertence a familia Rubiacea, tem como
caracteristica ser uma fruta pequena, verde, e amarelada quando madura, de formato oval,
sua polpa possui uma cor branca e muitas sementes com coloragao escura, tendo um forte
odor apds a colheita. Conforme o amadurecimento do fruto a polpa passa de um tom
amarelado para esbranquicado, o que pode indicar uma mudanca na composicdo da
vitamina C e compostos fendlicos. A planta tem de 3 a 7 metros e produz frutos o ano todo
(NEGRI et al., 2018).

O fruto que tem sua origem do sudeste da Asia com predominancia na Australia e ilhas do
Pacifico, € utilizado a mais de 2000 anos pelos polinésios no combate as dores,
inflamac0@es, hipertensdo e emagrecimento. Pesquisas também apontam propriedades
para efeitos relacionados com atividade antivirais, antibacteriano, antifingico, e

principalmente, antioxidante (BELTRAO; SOUZA; SILVA, 2014).

Essas propriedades medicinais vém dos constituintes existentes em sua composigao,
dentre eles os compostos fendlicos, acidos organicos, e a proxenonina. Além de pesquisas

apontarem para boas quantidades de vitamina C presentes no Noni (COSTA et al. 2013).

Mesmo com todas essas propriedades a introducéo do Noni é recente no Brasil, com um
aumento no interesse de produtos a base desse fruto nas ultimas décadas, principalmente
na forma de um suco conhecido como suco do Noni. Entretanto, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, (ANVISA), proibe a comercializacdo de alimentos contendo esse
ingrediente conforme determina a Resolu¢do RDC n°. 278/2005, pela falta de estudos que
comprovem seus efeitos colaterais e atividades toxicolégicas (PIMENTEL et al., 2016).
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Os compostos fendlicos presentes em frutos exercem varias fun¢cdes como o crescimento,
defesa e danos oxidativos na planta. Estudos apontam que os compostos fendlicos tem a
capacidade de impedir estruturas radicalares em animais e humanos. Quando em excesso
esses radicais livres levam a um estresse oxidativo podendo gerar doencas sérias, como

diabetes, mal de Parkinson, envelhecimento precoce e cancer (NEGRI et al., 2018).

Os valores dos compostos presentes em frutos, assim como os valores de compostos
fendlicos podem ser influenciados por diferentes fatores, como o processo de
armazenamento, praticas de cultivo, estagio de crescimento, condi¢cdes de colheita, origem

geografica, espécie do fruto e a maturacdo (PALIOTO et al., 2015).

Tendo como cenario essa falta de informacgéo sobre esse fruto, esse trabalho tem como
principal objetivo avaliar o melhor solvente na extracdo de compostos fendlicos e de
compostos antioxidantes da polpa do fruto do Noni (Morinda citrifélia L.) em trés estadios

de maturagéao.
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2. NONI (MORINDA CITRIFOLIA L.)

O fruto Noni (Morinda citrifolia L.) € uma espécie com origem do Sudeste Asiatico, sendo
utilizada ha mais de 2.000 anos por habitantes da Polinésia. Pode ser cultivado em varias
partes do mundo: regides tropicais da Africa (Centro e Sul), Caribe, Australia, China,
Malasia, Indonésia e india. Isso ocorre por ser uma espécie de facil adaptacio em regibes
costeiras e por ser tolerante a condi¢cdes de seca e solos salinos (SOUZA, et al. 2010).

2.1. BOTANICA
2.1.1. Fruto

O Noni (Figura 1) € um fruto oval e carnudo, aparentemente enrugado podendo chegar ao
tamanho de e 4 a 12 cm de diametro. Apresenta uma camada anémala coberta por
poligonais em forma de secdes e sua coloracdo tem uma variacdo em todo o estagio de
maturacdo do verde para o amarelo, chegando a cor quase branca, na colheita. No seu
estagio final de maturacdo, maduro o fruto exala um forte odor desagradavel devido a
presenca acido butirico (NASCIMENTO, 2012).

Figura 1 NONI (Morinda Citrifolia) (In: soflor.com.br, 2020)
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2.1.2. Sementes

Suas sementes apresentam uma cor marrom-avermelhada, oblongo triangular e, com a
presenca de uma camara de ar, que € um fato determinante para o fruto ter uma ampla

propagacdo, sendo flutuantes e hidrofobicas (COSTA, 2016).

2.1.3. Flor

As flores do Noni tem um florescimento ao longo do ano, com coloracdo branca, carnosas
e perfumadas unidas por globosas cabecas, com calice verde em forma de aro truncado,
sua inflorescéncia tem a presenca de flores pequenas brancas e em seguida amarelas com
formato tubular (OLIVEIRA, 2009).

2.1.4. Folhas

As folhas do fruto sdo grandes podendo ter um tamanho de 12 a 28 centimetros de
comprimento e de 7 a 16 cm de largura, com uma coloracgéo verde escuro e brilhantes, com
presenca de laminas membranosas. Com folhas opostas, sendo agudas no apice, de forma
de cuia em sua base, suas laterais com formato ovalado e uma metragem de 12 a 20 m de
largura e 2 m de didmetro (PEREIRA, 2012). A figura 2 mostra a arvore, folhas, flor e frutos
do NONI.

Figura 2 Arvore, folhas, flor e frutos do NONI (In: OLIVEIRA, jornalagricola.wordpress.com, 2020)
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3. COMPOSICAO QUIMICA

Varias pesquisas foram realizadas sobre o Noni, porem novas biomoléculas séo
identificadas no fruto a cada nova pesquisa. Desde 2015 cerca de 200 metabdlitos foram
identificados na composicao do fruto. Com maior interesse em estudos voltados sobre os

compostos fendlicos, acidos organicos e alcaloides (PALIOTO et al., 2015).

Conforme algumas pesquisas a fruto apresentou 90% de agua, com grande quantidade de
proteinas, contendo um valor de 11,3% da matéria seca. Ja 0s minerais constituem 8,4%,
no qual os principais sdo o potassio, célcio e fésforo e poucas quantidades de selénio. No
fruto também tem a presenca de vitaminas como acido ascérbico, com uma variacao de 24-
158 mg/100 g matéria seca e pro-vitamina A (SAMPAIO, 2010).

Os valores de vitamina C estdo a acima do indice Diario de Referéncia (IDR) que varia de
75 mg/dia a 90 mg/dia entre homens e mulheres adultos. O teor de acucares totais é de
5,19% na polpa da fruta, tendo baixo valor em comparacéo a frutas em geral. Os acidos
graxos estdo bastante presentes nas sementes do fruto, como o &cido linoléico (68,6%),
acido palmitico (12,2%), acido oléico (11,7%), acido estearico (4,36%) acido araquidénico
(0,43%) e acido céaprico (0,4%) (NASCIMENTO, 2012).

3.1. ANTRAQUINONAS

As antraquinonas estado presentes no fruto, sendo o grupo mais numeroso constituido nas
guinonas naturais. Elas sao substancias fendlicas derivadas da antraceno e dicetona tendo
papel importante em atividades biolégicas. Seus derivados séo sollveis em alcool diluido
e agua quente, podendo ser utilizado como laxantes e catarticos por irritar o intestino
grosso, onde ocorre a diminuicdo da reabsorcéo de agua pelo bloqueio da enzima ATPase

de Na+ /K+ (efeito antirreabsortivo).

As antraguinonas mais abundantes no Noni sdo o damanacantal, morindona e rubiadina
(figura 3), sendo que o damanacantal possui propriedade anti-carcinogénica comprovada
(PALIOTO et al., 2015).
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O OCH3 O o OH
OH
H
OH
o) HO e}
Damnacantal Morindona
0] OH
‘O OH
(o}
Rubiadina

Figura 3 Estrutura quimica da damanacantal, morindona e rubiadina (In;: SAMPAIO, 2010, p. 10)

Nas Tabelas 1 e 2 tem a presenca de outras antroquinonas isoladas no Noni, mostrando

sua localizagéo.

O OH
O OCH; H,C ] I I OCH,
OCH; 0O OH
0
1,3-dimetoxiantraquinona Austrocortinina
Localizacao: fruta Localizagao: fruta
0 OH 0] OCH;
' l ' B “‘ )
e OCH;3
OCH;3 O 0
: l\n/Iormdona—S -metileter Antragalol-1,3-dimetileter
Localizacao: fruta Localizagao: fruta

Tabela 1 Outras antraquinonas isoladas da espécie Morinda citrifolia L. (In: SAMPAIO, 2010, p.14-15.)
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O OH
CH,OH
I I OH
O
Lucidina

Localizagao: Folha e fruta

5,15-dimetilmorindol
Localizacao: Fruta1, folha1, semente?

O oH
Sees
|
o

Alizarina
Localizacao: folha'. fruta®?. raiz®

O  OCH;
0

Alizarina -1 metileter
Localizacao: fruta

O OH
OH
O
Antragalol-2-metileter
Localizacao: fruta

O  OCH;
HO OCH;
0

6-hidroxi-antragal ol-1,3-dimetileter
Localizagao: fruta

Tabela 2 Outras antraquinonas isoladas da espécie Morinda citrifolia L. (In: SAMPAIO, 2010, p.14-15.)

3.2. PROXERONINA

A proxeronina € o composto mais consideravel presente no fruto, ela € precursora do

alcaloide xeronina. No sangue, a enzima proxeroninase catalisa a transformacdo da

proxeronina em xeronina, a figura 4 mostra o processo de formacgéo da xeronina. (NERY et

al., 2013).




20

Proxeronina ¢ abundante no fruto noni.

Proxeroninase estio presentes no corpo
c em wina variedade frutos ¢ vegetais
A proxeronina envolve a proxeronminase,

A Xeronina ¢ liberada da proxeronina.

Figura 4 Circuito da xeronina (In: pt.slideshare.net/walterjr/apresentao, 2006, p.3)

A xeronina é um composto importante N0 NOSSO organismo presente em varias reacoes,
atuando na aceleracdo da cura de algumas enfermidades como diabetes, artrite, asma,
cancer. Unindo-se com algumas proteinas, a xeronina gera energia que influenciam o
crescimento celular (QUINTANA, 2002).

3.3. IRIDOIDES, CUMARINAS, FLAVONOIDES e LIGNANAS

Outros compostos presentes no fruto sdo o acido asperulosidico, um iridéide, a cumarina
escopoletina e o flavondide glicosidico rutina (figura 5), onde o poder antioxidante €&

atribuido a rutina e a escopoletina (COSTA, 2016).

O OH
HO, HO o O
OH O | OH oH
HO
ot oL/ or
OH O o
H,CC—O OGlc Hs;C o
I HO
Acido asperulosidico HO OH
Rutina
CH,0
N3
HO O 0
Scopoletina

Figura 5 Estrutura do acido asperulosidico, da escopoletina e da rutina (In: VIEIRA, 2016, p. 25;
PEDRIALLI, 2005, p. 22)
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A figura 6 mostra outros iridéides, o 4cido deacetilasperulosidico e a morindacina, bem
como as lignanas 3,3 -bisdimetiltanegool, isoprincepino e balanofonina, presentes no fruto.

O OH
HO HO CH,0H
3 : o
. 0
HOH,C
0—Glc HOH,C
Acido deacetilasperulosidico Morindacina
o}
o
HO O ; O
OH
3,3" - bisdimetiltanegool Isoprincepino

HO

HO@ ........

H;CO OCH;
Balanofonina
Figura 6 Estrutura de alguns iridoides (acido deacetilasperulosidico e a morindacina) e algumas lignanas

(3,3 -bisdimetiltanegool, isoprincepino e balanofonina) presentes no fruto do Noni (In: SAMPAIO, 2010, p.14-
15.)
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4. COMPOSTOS FENOLICOS

Compostos fenolicos apresentam hidroxilas e anéis aromaticos em sua estrutura quimica
na forma de polimeros ou em uma estrutura simples, podendo ser naturais ou sintéticos.
Possui propriedades antibacterianas e antifungicas, podendo ser utilizado como
desinfetantes. Agem como antioxidantes, ndo s6 apenas pela capacidade de doar elétrons
ou hidrogénio, mas pela presenca da ressonancia do anel benzénico, formando radicais
intermediarios estaveis, impedindo a oxidacdo de elementos que estdo presentes em
alimentos (ANGELO, 2007).

Sao formados no metabolismo secundéario das plantas, estimuladas por situacfes de
estresse. Cerca de cinco mil tipos de compostos fendlicos podem ser encontrados na
natureza, sendo que 0s mais conhecidos sdo os tecoroferdis, taninos flavonoides, fendis

simples, cumarinas, ligninas e acidos fendlicos (Figura 7) (SOUZA, 2018).

HO 0 \ OH
o) 0 OH
HO H OH
O0— OH
OH
H OH
Hamamelitanino
Tanino flavondides Fenol simples
COOH
X
™
o~ Yo
HO OH
C - OH
umarinas Acido Galico

Acidos fendlicos

Figura 7 — Estrutura de alguns compostos fendlicos (In: SOARES, 2002, p. 73; GUILARDUCE et al,
2006, p. 1227)
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Os compostos fendlicos ao longo dos tempos ja foram considerados um elemento
prejudicial & satde humana, por ter apresentado alguns efeitos contrarios no metabolismo,
com relacdo ao consumo de taninos. Porém, com as pesquisas realizadas sobre suas
propriedades, hoje sdo considerados promissores para nutricdo humana, devido a suas

propriedades antioxidantes, e neutralizagéo de radicais livres (ROCKENBACH, 2008).

No Noni (Morinda citrifolia) os compostos fendlicos mais abundantes sdo o damanacantal,
escopoletina, morindona e rubiadina (figura 3). No extrato aquoso da polpa de noni 0s
compostos fendlicos rutina e a escopoletina (figura 5) sdo os componentes majoritarios
(PALIOTO et al., 2015).
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5. ANTIOXIDANTES

Segundo a ANVISA, substancias chamadas de antioxidantes retardam o surgimento de
mudancas oxidativas em alimentos. Ja para o FDA (Food and Drug Administration),
antioxidantes sdo usados na preservacdo de alimentos retardando sua deterioracédo e

descoloracao, decorrentes da autoxidacdo (SCHMELING, 2015).

S&o compostos que diminuem a velocidade de oxidacdo, por um ou mais tipos de
mecanismos, por inibicdo de radicais livres, reducdo de oxidantes e complexacdo de
metais. Esses compostos considerados oxidantes sao formados pelo metabolismo normal
do ser humano, porém se ndo mantiver o controle, podem provocar danos. Dentre os
antioxidantes pertencentes aos vegetais os ativos e de facil obtencdo sdo os compostos
fendlicos que estdo ligados de forma proporcional a eficiéncia da atividade antioxidante
(NASCIMENTO, 2012).

Podem ser encontrados na sua forma sintética ou natural, considerados como aromaticos
gue contém pelo menos uma hidroxidila (OH). Os antioxidantes sintéticos (Figura 8) como,
por exemplo, butil-hidroxianisol (BHA) e o butil-hidroxitolueno (BHT), sdo de grande
utilizacdo na indastria de alimentos. Porém, mesmo com o0 conhecimento de que esses
compostos ajudam na preservacao dos alimentos, sua utilizacdo em excesso pode causar
toxicidade aos animais (VASCONCELLOQOS, 2016).

OH OH

C(CH3)3 (CH3)3C C(CH3)3
OCHs CHs
BHA BHT

Figura 8 Antioxidantes sintéticos. (In: KAMARAC, 1997, p.83)
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J& os antioxidantes naturais, como por exemplo, os organosulfurados, fendlicos e terpenos
(Figura 9), podem ser extraidos de vegetais e plantas, sendo uma arma muito poderosa

contra os radicais livres e o envelhecimento (ANDREO, 2006).

CHs,
/_/f ”
H3C—S Y
H, G SCH,
Sulfeto de alila
limoneno

Figura 9 Exemplo de organsulforado (sulfeto de alila), terpeno (limoneno) (In: SILVA,
grupodefrutas.wordpress.com/ 2020.)

Por este motivo a busca por produtos naturais com atividade antioxidante tem aumentado,

onde depois de estudadas podem ser utilizadas para substituir os sintéticos ou para utiliza-

los de forma associada (DEL RE, 2012).
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6. A DIDATICA DA CROMATOGRAFIA EM GIZ

A aplicacéo do ensino de quimica no ensino médio tem sido bastante discutida no processo
de ensino e aprendizagem. Tem-se consciéncia de que somente a aplicacdo de conceitos
guimicos ndo tem tido uma grande eficacia para despertar o interesse do aluno (OLIVEIRA,
2017).

No ensino de quimica o professor deve abordar diferentes conteludos e dentro desse
planejamento pode fazer correlagdes com outros temas, como por exemplo, em uma aula
gue fala sobre biomoléculas e nutritividade dos alimentos, podendo abordar o tema
antioxidantes. Com isso, a busca de novas técnicas de aprendizagem € de fundamental
importancia para uma completa experiéncia e compreensdo material vigente no plano
curricular nacional. A atividade pratica em sala de aula traz aos alunos uma melhor
visualizacdo do conteudo apresentado, como também uma aproximacéo positiva da escola
com o aluno uma vez que a atividade remete ao seu cotidiano e o0 ambiente no qual ele vive
(ROCHA, 2016).

A cromatografia € uma técnica que pode ser utilizada na fisico-quimica para a separacao
de misturas. Onde se tem uma migracéo diferencial dos componentes, através de duas
fases, a movel e a estacionaria. De forma resumida, uma mistura de substancias passa
pela fase sélida, onde cada elemento percorre uma distancia por ter mais ou menos

retencdo sobre a superficie do solido (DEGANI, 1998).

Para se fazer a identificacdo de compostos fendlicos presentes em produtos naturais, a
cromatografia pode ser utilizada para este fim. Tendo essa base, ao abordar o tema de
compostos organicos, o professor pode fazer uma ponte entre o conteido de compostos
organicos e a identificacdo desses compostos. Assim como outros temas como polaridade,
afinidade de solvente, separagéo de misturas e aulas de identificacado de grupos funcionais

presentes em biomoléculas de substancias antioxidantes (SOUZA, 2013).

O experimento da cromatografia em giz pode ser utilizado para uma melhor compreensao
dos alunos, sobre conteudos ja citados acima e também por ser de baixo valor e facil
aplicacao. A utilizacdo de experimentos assim motiva o aluno a buscar entender o ocorrido,
facilitando o aprendizado e diminuindo dificuldades citadas por alunos no que se refere a
matéria de quimica (PALOSCHI, 1998).
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O experimento sugerido para ser trabalhado em sala de aula, esta descrito abaixo.
Materiais

o Giz

e Canetas

e Hidrocor de varias cores

e Batom

e Copo

e Alcool comum
Procedimento

Consiste na utilizacdo de um giz que representa a fase estacionaria, e o alcool, a fase
movel. Onde linhas séo realizadas na barra de giz, com caneta hidrocor. O alcool que é
utilizado como eluente € posto em um copo, até 1 cm da base. Alguns minutos depois, 0
giz é colocado no copo de forma vertical com cuidado para que o alcool ndo toque no risco
pintado, depois é posto uma tampa de vidro sobre o copo. Conforme o alcool é absorvido
pelo giz, observa-se uma separacdo de cores em comparacao a cor inicial tracejada. A

Figura 10 mostra o procedimento e resultado do experimento. (POLOSCHI, 1998).

Figura 10 Procedimento e resultado da cromatografia em giz (In: educador.brasilescola.uol.com.br,
2020)
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7. MATERIAIS E METODOS

7.1. MATERIAIS
7.1.1. Equipamentos

e Agitador de tubos de ensaio

e Balanca analitica (Marca SHIMADZU; Modelo AUY220)
e CronOmetro digital

e Espectrofotbmetro (Marca NOVA; Modelo 1800UV)

e Pipeta automatica (10 1000 pL)

7.1.2. Reagentes

e Acetona P.A.

e Alcool metilico P.A.

e Agua destilada

e Acido Galico (AG)

e Carbonato de sédio 4%

e DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil) (PM = 394,3) - Sigma, codigo 095K1452, ou
equivalente.

e Reagente Folin-Ciocalteu.

7.1.3. Vidrarias

e Baldao volumétrico 100 mL e 1.000 mL
e Cubatas de vidro (4 x 1 cm)
e Proveta de 50 mL

e Tubos de ensaio com tampa rosqueada (8 mL)
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7.2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

7.2.1. Coleta das amostras

Os frutos foram colhidos de pomares domeésticos, colhidos diretamente da copa da planta,
tomando-se como indice de colheita a coloracdo do fruto, dividindo-se em trés estadios de
maturacdo (Figura 11) conforme a cor: verde (casca verde), de vez (casca verde
amarelada) e maduro (casca amarela esbranquicada). Depois foram levados para o Centro
de Pesquisa em Ciéncias (CEPECI) na Fundacao Educacional do Municipio de Assis, em
Assis-SP, onde as analises foram realizadas .

Figura 11 Coleta dos estagios de maturagdo do Noni /agosto 2020

7.2.2. Obtencéo dos extratos da fruta

Para extracao foram utilizados os seguintes solventes: etanol e acetona/agua 1:1 pesando-
se 59 do fruto em um erlenmeyer de 100 mL com 50 mL do primeiro solvente,
homogeneizando e deixando em repouso por 60 minutos a temperatura ambiente. Apdos 0
repouso, a solucéo foi filtrada para um baldo volumétrico de 100 ml e a partir do residuo foi
adicionado 50 mL do segundo solvente, apos o repouso de 60 minutos foram filtrados o
baldo volumétrico. O mesmo procedimento de extracdo foi realizado com etanol. E as
extracOes foram realizadas em triplicata em ambos solventes. Uma parte do sobrenadante
foi reservada para a determinacao de fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteu e outra
para a determinacdo da capacidade antioxidante através do método de sequestro de

radicais livres (DPPH+).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Fundação_Educacional_do_Município_de_Assis
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fundação_Educacional_do_Município_de_Assis

30

7.2.3. Preparo da solucéo de acido Gélico.
7.2.3.1. Solucdo mae de acido gélico

Para obtencdo da solugdo mae, pesou-se em um béquer 0,4 g de &cido galico
monohidratado 99%. Com auxilio de um bastdo de vidro homogeneizou-se com agua
destilada e transferiu-se para um baldo volumétrico de 200 mL, completou-se o volume com

agua destilada.

7.2.3.2.  Solucéo de carbonato de sédio 4%

Pesou-se 4 g do reagente carbonato de sddio em um béquer e com auxilio de um bastéo
homogeneizou-se com agua destilada. Em seguida transferiu-se para um bal&o de 100 mL

completando-se o volume com agua destilada.

7.2.3.3.  Solucao de Folin-Ciocalteu 1:10 (v/v)

Pipetou-se 10 mL do reagente de Folin-Ciocalteou em um baldo volumétrico de 100 mL e

completou-se o volume com agua destilada.

7.2.4 Construcdo da Curva de Calibracdo de Acido Galico

Para construcéo da curva de calibracéo (Figura 12), foram preparadas soluc¢des, de cinco
concentracdes (5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 25,0 mg/L), a partir da solucdo mée de acido galico
200 mg/L. Para preparar estas solu¢cdes aliquotas desta solucao (1,25 mL; 2,5 mL; 3,75
mL; 5,0 mL e 6,25 mL) foram transferidas para balées de 50 mL, completando-se o volume
dos baldes com agua destilada. Depois 0,5 mL de cada solucédo, em triplicata, foi transferida
para um tubo de ensaio, no qual foram adicionados 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu,
diluido em agua destilada 1:10 (v/v). Agitou-se a mistura que permaneceu em repouso por
5 minutos. Decorrido este tempo, foram adicionados 2 mL de carbonato de sddio 4% (p/v),

completando o volume para 15 mL com agua destilada. Em seguida os tubos com as
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amostras serdo imersos em banho Sonic, durante 5 min para desgaseificacdo. Depois 0s
tubos serdo agitados e envoltos por papel aluminio. As amostras permanecerdo em
repouso na auséncia de luz e em temperatura ambiente durante 2 horas e as leituras das
solucbes padrédo serdo realizadas em espectrofotbmetro a 760 nm, utilizando-se agua

destilada, folin e carbonato de s6dio como solug&o-branco (Figura 12).
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Figura 12 Solucdes de acido gélico monohidratado em diferentes concentragdes

7.2.5 Determinacédo de teor de fendis totais

A analise do teor de compostos fendlicos totais foi realizada conforme o método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu, utilizando-se acido galico como padrdo (SINGLETON &
ROSSI, 1965 apud MORAES-DE-SOUSA et al., 2011). Uma aliquota de 0,5 mL do extrato,
foi transferida para tubo de ensaio, no qual foram adicionados 2,5 mL do reagente Folin-
Ciocalteu, diluido em agua destilada 1:10 (v/v). Agitou-se a mistura que permaneceu em
repouso por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 2 mL de carbonato de sédio 4%
(p/v) e os tubos deixados em repouso por 2 horas, ao abrigo da luz. A absorbancia foi
medida a 760 nm em espectrofotdmetro. A analise de cada extrato foi feita em triplicata. Os
resultados dos teores de compostos fendlicos totais foram expressos como equivalentes de

acido galico (mg EAG/100g), conforme descrito na Figura 13.
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( y = ax + b (equagdo da reta) )

y = absorbancia

X = massa equivalente de acido galico

Calculo

Peso da amostra (g) — Wolume do baldo (100 mL)

{g)— Aliguota do extrato (0,150 mL})
Resultado = gx10*= myg de amostra

mg amosira X (pg equivalentes de acido
galico obtidos na curva padrdo)
100 mg amostra Hg

Resultado de fendlicos totais na amostra = pg 100 mg™ ou mg .100 g’

Figura 13 Calculos para obten¢éo do resultado final de fendlicos totais (mg equivalentes de acido
gélico. 100 g-1 de amostra) In: SILVEIRA; OSTER; MOURA; SILVA; SILVA; SOUSA, 2018, p-37

7.2.6 Preparo do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

Nessa etapa do trabalho, foram dissolvidos em um baldo volumétrico de 100mL (protegido

da luz com papel aluminio) 2,4 mg de DPPH em alcool etilico PA e acetona/agua 1:1.

7.2.7 Determinacdo da capacidade antioxidante total através do método do radical
livre DPPH

A leitura foi realizada em um espectofotdmetro, calibrado a 515 nm com alcool etilico 100%;
No tempo O (zero) somente a solucdo do DPPH foi colocada na cubeta para leitura; Num
tubo de ensaio, 0,1mL do extrato foi misturado a 3,9 mL da solucdo de DPPH; A leitura foi
realizada 5 minutos apos ser preparada a primeira solucdo (DPPH + extrato); o
desaparecimento do radical DPPH foi monitorado ao medir-se o decréscimo da absorbancia
a 515 nm, que foi lida e registrada apés 5 e 45 minutos quando o radical devera estabilizar.
O mesmo foi realizado com a mistura de acetona/agua 1:1. A queda na leitura da densidade
Otica das amostras foi correlacionada com o controle, estabelecendo-se a porcentagem de

descoloracéo do radical DPPH, conforme férmula abaixo.



(AC‘Aa)] x 100
Ac

AA%= [
Onde:
AA%: valor da atividade em antioxidante (%)
Aa: absorbancia da amostra

Ac: absorbancia do controle
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8. RESULTADOS E DISCUSAO

Para a determinacgédo de fendis nos extratos, utilizou-se a Equacgéo 1 encontrada através da

curva de calibracéo, apresentando coeficiente de correlagdo com R2=0,9979

Y = 0,0362x — 0,0226. (1)
A curva de calibragéo (Figura 14), foi obtida a partir das diferentes concentracdes de acido
galico.

;. ™ y =0,0362x + 0,0226
Curva de acido galico R? = 0,9979

0,9
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0 5 10 15 20 25 30
Concentracao de acido galico (mg/L)

Figura 14 Curva de calibracé@o do acido galico

Os valores médios dos compostos fendlicos foram expressos como equivalentes de
miligramas de acido galico por litro de extrato, encontram-se descritos na Tabela 3 e no
grafico (Figura 15).

Estagio de maturacao Agua: acetona (1:1) Etanol PA
Extrato fruto 1° estagio 35,40 + 6,28 36,18 + 3,30
Extrato fruto 2° estagio 39,20 + 4,67 45,57 + 4,78
Extrato fruto 3° estagio 57,69 + 1,88 49,73 £ 2,93

Tabela 3 Concentracao de fendlicos totais dos extratos de Noni expressos como equivalentes de &cido
galico (mg EAG/100g)
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Teor de compostos fenolicos totais
70

60
50 57,69
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39,2
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Extrato fruto 19 estagio Extrato fruto 22 estagio Extrato fruto 32 estagio

Agua: acetona (1:1) mEtanol PA

Figura 15 Gréfico de teor de compostos fendlicos totais expressos como equivalentes de acido
galico (mg EAG/100g).

Comparando a eficiéncia do solvente de extragéo, a partir da Tabela 3, pode-se constatar
gue nao houve diferenca significativa entre os teores encontrados nos extratos etanoélico e
da mistura de acetona/agua 1:1. Mas em seu ultimo estagio de maturacdo € observado um
aumento no extrato de solugcdo &gual/acetona provocando um leve aumento na

concentracao dos fendlicos totais.

Ao analisar os frutos do cerrado quanto ao teor de fendlicos a partir do extrato etandlico e
aquoso de cada fruta, Roesler et al. (2007), obtiveram para os extratos aquosos da polpa
da banha de galinha (Swartizia Langs-dorffi) (1,59 mg/100 g) e para o araticum (Annona
crassiflora Mart), 16,91mg/100g. Ja para o extrato etandlico da banha de galinha, foram
encontrados para a polpa (4,68 mg/ 100 g), araticum (20,31 mg/100 g) e para cagaita
(Eugenia dysenterica), valor de 18,31 mg/100 g, para ambos 0s extratos da polpa, sendo
os valores encontrados inferiores ao extratos do Noni. Pode-se inferir, de acordo com esses
resultados, que ambos extratos do Noni possuem teor consideravel de fendlicos totais

guando comparado a outros frutos

Um estudo sobre o conteudo de fendlicos totais em diversos frutos realizado por Vasco et
al. (2008) e Rufino et al. (2010), classificou os frutos em trés categorias: baixo (<100 mg
EAG/g), médio ( 100-500 mg EAG/g) e alto (>500 mg EAG/g). De acordo com essa
classificacdo, os extratos presentes neste trabalho séo considerados com baixo teor de

compostos fendlicos.
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Porem ao fazer um estudo sobre a presenca de compostos fendlicos no Noni é encontrado
varios valores. No estudo realizado por Satiro et al. (2018) realizado em trés estagios de
maturacdo utilizando varios solventes, como agua, etanol, metanol e acetona foram
encontrados os valores de 225,70 mg EAG.100 g-1 (verde), 342,34 mg EAG.100 g-1 (pré
maduro) e 430,02 mg EAG.100 g-1 (maduro). Ja Chan-Blanco et al.(2006) encontraram no
extrato aquoso da polpa do Noni 51,1 mg/100 g. Ao trabalhar com a polpa do Noni em
desidratacéo, Krishnaiah et al. (2013) obtiveram em sua pesquisa um teor de compostos
fendlicos de 431,8 mg EAG.100 g-1. Segundo Soares (2008), essas diferen¢as encontradas
nos valores de teores dos compostos fendlicos, podem ser influenciadas por diversos
fatores, como espécie, origem geografica maturacéo, praticas de cultivo e condi¢cbes de

colheita.

Em relacdo a diferenca de estagios de maturacédo observou-se uma variacao significativa
nos teores de compostos fendlicos quando comparado ao Ultimo estagio com os demais,
ndo tendo uma variagdo significativa quando comparados ao primeiro e segundo estagio.
Vale destacar o aumento significativo destes teores com o avanco do estadio de maturacéo

do fruto.

De acordo com o estudo realizado por lloki Assanga et al. (2013), essas informacgdes estao
de acordo com os resultados encontrados onde o contetdo fendlico dos frutos de Noni teve
variacdo com os estagios de maturacao e as estacdes climaticas, sendo que 0s maiores
teores foram encontrados nos frutos maduros coletados na primavera/verdo e no outono.
Isto pode justificar os baixos valores encontrados nesse trabalho, pois os frutos de Noni
foram coletados durante o inverno e comparado a outros trabalhos apresentaram valores

baixos de niveis de contetdo fendlico.

A Tabela 4 e o grafico (Figura 16) apresentam o efeito de diferentes solventes na

guantificacdo da atividade antioxidante nos trés estagios de maturacdo do Noni.

DPPH (%) Agua: acetona (1:1) Etanol PA
Extrato fruto 1° estagio 33,43 £4,29 41,89 + 4,52
Extrato fruto 2° estagio 38,44 +4,11 59,68 + 4,04
Extrato fruto 3° estagio 41,16 + 5,37 54,75 + 3,39

Tabela 4 Percentual de reducéo do radical DPPH- + desvio padrdo do Noni
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DPPH (%)
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Agua: acetona (1:1) mEtanol PA

Figura 16 Gréfico do percentual de reducao do radical DPPH dos estagios de maturacao do Noni

Para preparagédo do DPPH, foi utilizado procedimento proposto por BRANDWILLIAMS et
al. (1995) com algumas alteracbes. O método estd baseado na capacidade do DPPH em
reagir com doadores de hidrogénio. Na presenca de substancias antioxidantes o mesmo
recebe H+ sendo entdo reduzido. O radical DPPH é estavel, de coloracdo purpura, porém
guando reduzido passa a ter coloracédo amarela (Figura 17). Pode ser facilmente detectado
por espectroscopia devido a sua intensa absorc@o na regido visivel. O ensaio é iniciado
pela adicdo do DPPH e a amostra, em solucdo. A capacidade da amostra de reduzir o
DPPH, ou seja, evitar sua oxidacéo, é evidenciado pela porcentagem de DPPH restante no

sistema. Entdo a porcentagem de DPPH restante € proporcional a concentracdo de
antioxidante (BRANDWILLIAMS et al, 1995; BONDET et al., 1997).
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N— NO, 4 R —= N—N NO,
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cor: violeta-escura cor: violeta-clara

Figura 17 Estabilizagéo do radical livre DPPHe. (In: NASCIMENTO, 2012, p-39.)
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Nota-se que, ambos extratos apresentaram atividade em sequestrar o radical DPPH. De
acordo com os resultados expostos nas Tabelas 3 e 4, a maior atividade antioxidante para
o Noni, foi encontrada utilizando a solugéo de etanol PA onde obteve-se os valores de 41,89
+ 4,52; 59,68 = 4,04 e 54,75 + 3,39 expressos em porcentagem respectivamente. Ja em
relagdo ao estagio de maturacao foi observado um aumento na atividade antioxidante do
primeiro para o segundo, porém, estatisticamente os valores do segundo e Ultimo estagio
nao apresentam diferenca significativa. O solvente etanol se mostrou melhor extrator de
substancias antioxidantes, antioxidantes sinergistas podem ter sido extraidos e ter

aumentado a capacidade antioxidante primaria.

Lima (2008), avaliando a capacidade de protecédo da polpa do pequi, encontrou para o
extrato alcodlico, 18,3% 0,10 de protecao, valor este menor ao encontrado para ambos

extratos da polpa do Noni.



39

9. CONCLUSAO

Considerando os dados obtidos, os resultados confirmam a presengca de compostos

fendlicos e capacidade antioxidante no fruto Noni.

Na analise de compostos fendlicos o solvente mais eficiente foi a mistura de agua e
acetona, com melhores resultados no ultimo estagio de maturagdo do fruto. Ja para a
capacidade antioxidante do fruto o solvente que apresentou melhores resultados foi o

etanol.

A influéncia de fatores nos resultados como, a escolha solvente adequada, método
utilizado, impacto dos fatores ambientais locais e também das caracteristicas do fruto,
podem modificar os valores obtidos, por isso analises como estas, sdo de grande
importancia. Mesmo com a presenca de baixos valores neste trabalho em comparacao a
outros estudos, onde foi observado diferencas nos valores encontrados, essas

discrepancias podem ser justificadas pela presenca desses fatores determinantes.
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