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de Alimentos, Universidade Federal de Sergipe, 2019.

RESUMO

O abacate (Persea americana) pertencente a familia Lauraceae é considerado uma
fruta muito importante e de grande relevancia comercial no mundo, devido ao seu alto
contetdo nutricional e os efeitos benéficos a salde, sendo relacionados principalmente a fonte
de nutrientes sollveis em lipidios ou fitoquimicos, possuindo um mercado consumidor
mundial bastante expressivo e que chama atencdo pela sua relevancia econdmica bastante
expressiva na maioria dos estados brasileiros. Possuindo mais de 50 espécies conhecidas, 0
abacate tem como principais variedades brasileiras Quintal, Fortuna, Geada, Margarida e
Breda. Varios estudos evidenciaram a associacdo inversa entre o consumo de alimentos
vegetais e a prevaléncia de doencas cronicas ndo-transmissiveis, como cancer, diabetes,
doencgas cardiovasculares e doengas degenerativas, dessa forma, o presente trabalho propde
tracar o perfil metaboldmico do abacate, expondo a presenca de compostos bioativos em sua
polpa, semente e casca atraves de determinacdes classicas de atividade antioxidante e teor de
fenolicos totais onde foi constatado que os maiores valores de fendlicos encontram-se nas
sementes, sendo o maior deles (83,38mg GAE/g) na variedade Margarida e flavonoides totais
com valores mais baixos sendo 6,90mg QE/g o maior valor encontrado que esta presente na
casca da variedade Geada. Com a caracterizacdo fisico-quimica pOde-se observar que 0s
maiores teores de umidade se encontram na polpa (valores em torno de 83,29%) com exce¢ao
da variedade Margarida que a semente apresentou umidade (60%) maior que a polpa
(36,31%) e a casca (34,68%). O teor de sélidos sollveis com valores em torno de 9°Brix
mostra o estado de maturacdo Otimo para colheita. O maior teor de lipidio (11,43%) foi
encontrado na polpa da variedade Breda. A identificacdo e quantificagdo dos compostos
bioativos através de técnicas modernas como a cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a técnica de espectrometria de massas (LC-MS) apresentou compostos como acido
clorogénico (2,61mg/mL), catequina (1,92mg/mL) na variedade Geada e &cido succinico
(2,31mg/mL) na Margarida em concentracGes razoaveis despertando o interesse pelas
propriedades desses compostos.

Palavras-chave: Fendlicos. Bioativos. Abacate. Cromatografia. Espectrometria.



OLIVEIRA, C. S. Antioxidant activity and characterization of the metabolic profile of
the bark, seed and pulp of Margarida, Breda and Geada varieties of avocado (Persea
americana) [Defense]. Séo Cristovdo: Programa de Pos-graduacdo em Ciéncia de Tecnologia

de Alimentos, Universidade Federal de Sergipe, 2019.

ABSTRACT

Avocado (Persea americana) belonging to the Lauraceae family is considered a very
important fruit of great commercial importance in the world, due to its high nutritional content
and beneficial health effects, being mainly related to the source of nutrients soluble in lipids
or phytochemicals, possessing a very expressive world-wide consumer market and that calls
attention for its economic relevance quite expressive in most of the Brazilian states.
Possessing more than 50 known species, avocado has as main Brazilian varieties Quintal,
Fortuna, Geada, Margarida and Breda. Several studies have demonstrated the inverse
association between the consumption of plant foods and the prevalence of chronic
noncommunicable diseases, such as cancer, diabetes, cardiovascular diseases and
degenerative diseases. In this way, the present work proposes to outline the metabolic profile
of avocado, exposing the presence of bioactive compounds in their pulp, seed and bark
through classical determinations of antioxidant activity and total phenolic content where it
was found that the highest phenolic values are found in the seeds, being the largest of them
(83,38mg GAE/g) ) in the Margarida variety and total flavonoids with lower values being
6.90mg QE/qg the highest value found that is present in the bark of the Geada variety. With the
physico-chemical characterization, it was observed that the highest moisture contents were
found in the pulp (values around 83,29%), with the exception of the Margarida variety, that
the seed had moisture (60%) higher than the pulp (36,31%) and bark (34,68%). The soluble
solids content with values around 9°Brix shows the optimal maturation stage for harvesting.
The highest lipid content (11,43%) was found in the pulp of the Breda variety. The
identification and quantification of bioactive compounds using modern techniques such as
high-performance liquid chromatography coupled with mass spectrometry (LC-MS) showed
compounds such as chlorogenic acid (2,61 mg/mL), catechin (1,92 mg/mL) in the Geada
variety and succinic acid (2,31 mg/mL) in Margarida at reasonable concentrations arousing

interest in the properties of these compounds.

Keywords: Phenolics. Bioactive. Avocado. Chromatography. Spectrometry.
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1. INTRODUCAO

O abacate (Persea americana) pertencente a familia Lauraceae é considerado uma
fruta importante e de grande relevancia comercial no mundo, devido ao seu alto conteido
nutricional e os efeitos benéficos a salde, sendo relacionados principalmente a fonte de
nutrientes soltveis em lipidios ou fitoquimicos (ARAUJO et al., 2018).

O abacateiro € uma arvore bastante resistente que exige poucos cuidados, a producao
de sua fruta pode chegar até 600 Kg por pé. O abacate é cultivado em quase todos os estados
brasileiros, principalmente no estado de S&o Paulo, o qual é responsavel pela maior parte da
producdo brasileira de abacate seguida por Minas Gerais, Parana e demais estados (IBGE,
2019). O abacate é uma fruta bastante produtiva e possui uma grande variedade de espécies
encontrada em diversas partes do territorio nacional e apresentam composicdo quimica muito
varidvel para cada tipo de abacate e grande concentracdo de lipidios, acidos graxos e
compostos bioativos (TANGO et al., 1992).

A CNA (Confederacéo da Agricultura e Pecuaria do Brasil), confirma que o Brasil é o
terceiro produtor mundial de frutas (2017) com uma producéo de 41.023.611 toneladas, atras
somente da China (1°) e da India (2°). No ranking nacional de producdo de frutas o abacate
fica em 12° lugar no consumo dos brasileiros.

Segundo o IBGE, no ano de 2017 foram produzidos mais de 93257 toneladas de
abacate no Brasil onde sua maior parte pelo estado de Séo Paulo.

Um levantamento feito pelos CEASASs de Pernambuco e Ceara (2017) mostrou que as
variedades Breda, Fortuna, Geada, Margarida e Quintal sdo as mais procuradas entre 0s
consumidores tendo como apice de consumo no periodo de abril a novembro e uma procura
mais regular durante os meses restantes, onde essa diminui¢do no consumo néo é devido a
substituicdo por outras frutas, mas sim pela auséncia do produto no mercado.

Vaérios estudos evidenciaram a associacdo inversa entre o consumo de alimentos
vegetais e a prevaléncia de doengas crbnicas ndo-transmissiveis, como cancer, diabetes,
doencas cardiovasculares e doencas degenerativas (STEA et al., 2008; HEIDEMANN et al.,
2008; NEVEU et al., 2010). Os beneficios estdo relacionados & presenga de compostos
bioativos com atividade antioxidante, que sdo capazes de neutralizar os chamados radicais
livres. Essas moléculas instaveis atacam uma célula humana em média 10 vezes ao dia
(AGARWAL et al., 2008), causando danos em estruturas como membranas, acidos nucleicos,
proteinas e polissacarideos (VALKO et al., 2004; VALKO et al., 2007).

Os antioxidantes sdo produtos do metabolismo secundario das plantas e tém uma

utilizagdo muito grande na inddstria farmacéutica e de cosméticos, e principalmente na
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industria alimenticia, servindo como aditivos naturais em alimentos, sendo esta de grande
interesse atualmente, pois os antioxidantes sintéticos utilizados pela industria despertam
grande preocupacao por causa das doses utilizadas e sua toxicidade (BALASUNDRAM et al.,
2006). Dentre as substancias com propriedades antioxidantes, o grupo dos compostos
fendlicos, que compreendem os flavonoides e os &cidos fenolicos, sdo os que mais se
destacam e s&o considerados os antioxidantes mais comuns em fontes naturais, pois estao bem
distribuidas no reino vegetal, e assim, sdo encontrados em todas as frutas e em alguns vegetais
(KARAKAYA et al., 2004).

Normalmente as frutas sdo consumidas in natura, pois assim pode-se apreciar melhor
suas caracteristicas de sabor, odor, textura, cor e suas propriedades nutricionais. Entretanto, as
frutas sdo altamente pereciveis. No intuito de aumentar a sua capacidade de consumo, grande
parte delas sdo processadas, sendo transformadas em sucos, néctares, polpas, geleias e doces,
além disso, o processamento ajuda no aumento da vida til, facilita o transporte e agrega valor
ao produto (BARRET et al., 2005).

Depois que as frutas sdo processadas, grandes quantidades de residuos sdo geradas e
gue muitas vezes ndo possuem um destino especifico. Dessa forma, é necessario um
tratamento para descarte para que esses subprodutos ndo se tornem contaminantes ambientais,
0 que acaba gerando custos adicionais para as empresas. Em sua maioria, esses residuos
agroindustriais sdo cascas, sementes e sobras da polpa apds o processamento.

Diversos trabalhos tém enfatizado a presenca de compostos bioativos em polpa, assim
como na semente e casca do abacate, incluindo fibras, vitaminas, minerais, carotendides, além
de complexos compostos polifendlicos como as proantocianidinas (Araujo et al., 2018), sendo
esses compostos extensivamente relatados na literatura com efeitos promotores a saude
humana.

Levando em consideracdo que existem diferentes variedades de abacate, as quais
variam de formas, tamanhos, bem como os constituintes fitoquimicos e com base no
levantamento realizado, ndo foi encontrado estudos que avaliassem a composi¢do quimica e a
atividade antioxidante em diferentes variedades de abacate (Margarida, Geada e Breda) nas
variadas partes do fruto (casca, polpa e semente), o que instiga mais estudos, a fim de obter

melhores alternativas no aproveitamento desses subprodutos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Abacate (Persea americana)

O abacateiro, Persea americana, pertence a familia Lauraceae, que engloba cerca de 50
géneros. O abacate comercial € composto basicamente por trés grupos, sendo eles Mexicana
(Persea americana var. Drymifolia); Antilhana (P. americana var. Americana) e
Guatemalense (P. nubigena var. Guatemalensis) (DONADIO et al., 1995).

Dados coletado pela FAO mostra que em 2017 a producdo mundial de abacate foi de
6.048.508t, no Brasil a producdo chegou a 213.041t sendo esse valor 8,46% maior que 0 ano
de 2016 chegando a estar em 4° lugar na producdo mundial de abacate. Segundo dados do
Anuario Brasileiro de Fruticultura (2017), a producédo de abacate tem demonstrado resultados
expressivos para 0 mercado de exportacdo com 4.950t, sendo esse valor 6,96% maior que o0
ano anterior, e assim, rendendo US$6.807.126 para economia do Brasil. Com isso, ocupando
0 10° lugar no ranking de exportacdo de frutas no Brasil, 0 que demonstra a ampliagéo dessa
cultura no setor da fruticultura (Figura 1).

Figura 1 - Ranking brasileiro de producdo de abacate em 2017 (Toneladas).

1° Sao Paulo 121216
2 Minas Gerais 50751
I
3° Parana 20003
I
4° Espirito Santo 49932
|
5° Rio Grande do Sul 4520
|
15° Rio de laneiro 356
u
16 Alagoas 229
| |
i7s Amazonas i78
| |
18* Roraima !'.-E
19 Santa Catarina LT
| |

Fonte: IBGE (2019)
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O abacate é uma das frutiferas que vem despertando grande interesse entre os produtores
rurais e consumidores, além de apresentar importancia econémica e social em quase todos 0s
estados brasileiros (OLIVEIRA et al., 2003). Até 2017, o Brasil ocupava a quinta posi¢cao no
ranking dos maiores produtores mundiais de abacate segundo a Food and Agriculture
Organization of the United Nations (2017).

O abacateiro é uma arvore frutifera com plantios comerciais em grande nimero de paises
onde o clima varia desde temperado até subtropical e tropical. A producdo brasileira de
abacate esta distribuida principalmente pelas regides Sudeste, Sul e Nordeste. O cultivo na
regido Nordeste ainda ocupa pequenas areas, e os estados do Ceara, Rio Grande do Norte e
Pernambuco sdo os maiores produtores, sendo inferiores aos obtidos em S&o Paulo
(AGRIANUAL et al., 2012).

Pesquisas realizadas na regido nordeste por Correia et al. (2010), mostram que 0s
principais cultivares (Figura 2) nos CEASAs de Pernambuco e Cearé sdo: Quintal, Fortuna,
Geada e Margarida. JA& em Sdo Paulo, comercialmente sdo encontrados no CEAGESP as

variedades Breda, Fortuna, Geada, Margarida e Quintal, de acordo com Almeida et al. (2015).

Figura 2 - Principais variedades do abacate (Lauraceae persea americana) no Brasil.
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Fonte: Hortiescolha, 2017.

O abacate da variedade Geada também possui fruto piriforme, podendo ser ovalado, sem
“pescogo”, com coloracdo verde mais claro que o Fortuna. Sua polpa é amarela, com a

semente aderente, seu conteudo de dleo é bastante baixo, por volta de 3,5% e a maturacéo
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bastante precoce (TEIXEIRA et al., 1995; KOLLER et al., 2002). Essas caracteristicas fisicas
e seu baixo teor de gordura faz com que a variedade Geada seja ideal para o preparo de

cremes e sobremesas onde sua safra vai de novembro a fevereiro aproximadamente (Figura
3).

Figura 3- Sazonalidade das principais variedades de abacate no Brasil.
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Fonte: Programa brasileiro para modernizagdo da horticultura, 2016.

A cultivar Margarida apresenta as caracteristicas da raga Guatemalense, como folhas
novas com coloracdo arroxeada, frutos redondos e de casca rugosa, sua polpa € verde clara e 0
carogo é pequeno (KOLLER et al., 2002), sendo essa a variedade preferida dos compradores
gue fazem seu transporte por longas distancias, por apresentar 6tima resisténcia pds-colheita
(BONELLA et al., 2013). Com teor médio de gordura, a variedade Margarida é ideal no
preparo de saladas e sua safra dura em média de maio a novembro (Figura 3).
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O abacate Breda é outro hibrido das racas Antilhana e Guatemalense; seus frutos séo
pequenos, pesam entre 150 e 250 g, possui casca verde clara, lisa, a polpa é amarela e o
caroco aderente a polpa (TEIXEIRA et al., 1995; KOLLER et al., 2002; DONADIO et al.,
2010). O formato da variedade Breda ¢é arredondado, sem “pesco¢o” proeminente. O abacate
Breda € uma das principais variedades tardias de abacate com produg¢des que duram em media
do final de agosto ao comego de janeiro (Figura 3).

Pesquisas tém demonstrado os melhores cultivares para a exploracdo racional numa regido
de producdo, porque cada uma requer condicBes especiais de cultivo para a obtencdo de
caracteristicas qualitativas desejaveis e de boa conservacdo no armazenamento, onde cada
espécie de abacate se adapta melhor a determinada regido e podendo assim haver uma
variacdo na composicao de bioativos de acordo com cada espécie (BRUNINI et al, 2002).

O abacate € largamente consumido in natura, no preparo de pratos tipicos, producdo de
azeites, 0Oleos essenciais, producdo de frutas secas, fabricacdo de cosméticos entre outros e
todos esses processos geram uma enorme quantidade de residuos (casca, semente e restos de
polpa), principalmente quando a escala é industrial, onde de 21% a 30% da fruta resulta
nesses residuos solidos (LOPEZ-COBO et al., 2016) o que representa danos significativos ao
meio ambiente.

Os residuos do abacate tém um grande potencial como fonte de compostos bioativos
principalmente compostos fendlicos, possuindo capacidade antioxidante maior que frutas
como a bluebarry que é conhecida pelo seu alto poder antioxidante (AGNIESZKA et al.,
2012; AYALA-ZAVALA et al., 2011; GOMEZ et al., 2014; LOPEZ-COBO et al., 2016).
Estes residuos sdo ricos em uma mistura complexa de compostos fendlicos como catequina,
acido clorogénico, acido succinico entre outros (SOONG & BARLOW, 2004). Outros estudos
mostram que os residuos do abacate contém compostos fendlicos como quercetina,
glicosideos, dimeros de procianidina do tipo A e do tipo B, trimeros de procianidinas do tipo
A, catequina, &cido cafeoilquinico, &cido cumaroilquinico (AGNIESZKA et al., 2012;
LOPEZ-COBO et al., 2016).

Extratos de residuos de abacate tém sido usados na medicina tradicional no tratamento de
diversas doencas. Atualmente, sabe-se que os extratos do residuo do abacate possuem
propriedades muito interessantes com grande potencial de aplicagdes apresentando atividade
antioxidante, antimicrobiana, antibacteriana, antifingica, larvicida, antiprotozoaria,
antidiabética, anti-hipertensiva assim como inibicéo de oxidacéo lipidica e proteica (Dabas et
al., 2013; JIMENEZ-ARELLANES et al., 2013; LEITE et al., 2009; YASIR, DAS, &

KHARYA, 2010). Existem estudos que reportam atividade anticancerigena em extratos de
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residuos de abacate para diversos tipos de cancer como de mama, pele e leucemia (LEE, YU,
LEE, & LEE, 2008), além dos efeitos anti-inflamatdérios mostrados por Adeyemi, Okpo, &
Ogunti, (2002).

2.2. Atividade antioxidante

A oxidagdo é um processo metabdlico que leva a producéo de energia necessaria para as
atividades essenciais das células. Entretanto, o metabolismo do oxigénio nas células vivas
também leva a producdo de radicais livres (ADEGOKE et al., 1998). Oxidantes sao
compostos produzidos pelo metabolismo normal do corpo e, se ndo controlados, podem
provocar danos extensivos. O estresse oxidativo tem sido associado ao desenvolvimento de
muitas doencas crénicas e degenerativas, incluindo o cancer, doencas cardiacas, doencas
degenerativas como Alzheimer, bem como esta envolvido no processo de envelhecimento
(McCORD et al., 1994; CHRISTEN et al., 2000). O balanco entre o estresse oxidativo e as
fungdes antioxidantes dos organismos vivos parece ter um papel na carcinogénese (SHAHIDI
et al.,, 1996). Estudos clinicos e epidemioldgicos tém mostrado evidéncias de que
antioxidantes fendlicos de cereais, frutas e vegetais sdo os principais fatores que contribuem
para a baixa e significativa reducdo da incidéncia de doengas cronicas e degenerativas
encontradas em populagbes cujas dietas sdo altas na ingestdo desses alimentos
(WETTASINGHE et al., 2002).

A atividade antioxidante de compostos fenolicos deve-se principalmente as suas
propriedades redutoras e suas estruturas quimicas. Estas caracteristicas desempenham um
papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de
transicdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacdo do processo oxidativo
(SOARES et al., 2002). Os intermediarios formados pela acdo de antioxidantes fendlicos séo
relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico presente na estrutura destas
substancias (SOARES et al., 2002; CHUN et al., 2005).

Véarios métodos sdo utilizados para determinar a atividade antioxidante em extratos e
substancias isoladas; um dos mais usados consiste em avaliar a atividade sequestradora do
radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), de coloracdo parpura, que absorve a 515
nm (ROGINSKY et al., 2005). Por acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar, o
DPPH é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com consequente
desaparecimento da absor¢do, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da
absorbancia. A partir dos resultados obtidos determina-se a porcentagem de atividade

antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou a porcentagem de DPPH remanescente
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no meio reacional (BRAND-WILLIAMS et al.,, 1995). A porcentagem de atividade
antioxidante corresponde a quantidade de DPPH consumida pelo antioxidante, sendo que a
quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentracao inicial de DPPH em 50%
é denominada concentracdo eficiente, também chamada de concentracdo inibitoria. Quanto
maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor seré a sua concentragéo eficiente e maior
a sua atividade antioxidante (SANCHEZ-MORENO et al., 1998).

Outro método bastante utilizado para medir a atividade antioxidante é através da captura
do radical 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), que pode ser gerado
através de uma reacdo quimica, eletroquimica ou enzimatica. Com essa metodologia, pode-se
medir a atividade de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica (KUSKOSKI et al., 2005).

Pulido et al. (2000) descreveram o método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
como uma alternativa desenvolvida para determinar a reducéo do ferro em fluidos bioldgicos
e solucBes aquosas de compostos puros. O método pode ser aplicado ndo somente para
estudos da atividade antioxidante em extratos de alimentos e bebidas, mas, também, para o
estudo da eficiéncia antioxidante de substancias puras, com resultados comparaveis aqueles
obtidos com outras metodologias mais complexas.

Na tabela 1 estdo relacionadas algumas variedades de abacate e seus respectivos
contetidos fendlicos e as atividades antioxidantes determinadas através das metodologias de
ORAC e DPPH. Onde diferentes autores fizeram analises das sementes, polpas e cascas desse

fruto e nota-se uma boa diferenca de resultados que depende de cada variedade.
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Tabela 1 - Atividade antioxidante e contetido fenélico de diversas variedades de abacate

Teor de ORAC DPPH Referéncias
fendlicos totais  (umol TE g-1) (umol TE g-1)
(mg GAE g-1)
Semente
Slimcado 19.2 229.0 128.3 (Wang et al., 2010)
Simmonds 40.2 459.3 240.2 (Wang et al., 2010)
Loretta 31.5 229.0 159.7 (Wang et al., 2010)
Choquette 334 348.9 157.8 (Wang et al., 2010)
Booth 7 334 319.8 188.1 (Vinha et al., 2013)
Booth 8 35.7 368.7 207.3 (Daiuto et al., 2014)
Tonnage 331 464.4 162.9 (Gémez et al., 2014)
Hass 51.6 428.8 164.6 (Calderon-Oliver et al., 2016)
Shepared 13.0 350.0 — (Agnieszka et al., 2012)
Fuerte 69.1 — 167500 (Rodriguez-Carpena et al., 2011)
Polpa
Slimcado 1.0 4.7 1.3 (Wang et al., 2010)
Simmonds 0.6 4.1 0.7 (Wang et al., 2010)
Loretta 1.0 3.9 0.4 (Wang et al., 2010)
Choquette 0.6 2.6 0.4 (Wang et al., 2010)
Booth 7 1.3 4.4 1.1 (Vinha et al., 2013)
Booth 8 1.2 51 0.6 (Daiuto et al., 2014)
Tonnage 0.8 5.6 1.0 (Gomez et al., 2014)
Hass 4.9 11.6 1.3 (Calderon-Oliver et al., 2016)
Shepared 1.2 5.0 1.4 (Agnieszka et al., 2012)
Fuerte 0.9 4.6 0.6 (Rodriguez-Carpena et al., 2011)
Casca
Slimcado 4.6 58.2 39.7 (Wang et al., 2010)
Simmonds 7.4 226.8 84.9 (Wang et al., 2010)
Loretta 7.6 92.3 38 (Wang et al., 2010)
Choquette 13.9 174.8 90.8 (Wang et al., 2010)
Booth 7 13.2 164.9 80 (Vinha et al., 2013)
Booth 8 8.1 110.5 52.6 (Daiuto et al., 2014)
Tonnage 4.3 187.6 51.9 (GOmez et al., 2014)
Hass 12.6 631.4 189.8 (Calderon-Oliver et al., 2016)
Shepared 15.6 290.0 — (Agnieszka et al., 2012)

Fuerte 172.2 — 199610 (Rodriguez-Carpena et al., 2011)
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2.3. Compostos bioativos

Os compostos bioativos sdo reconhecidos por suas propriedades benéficas a salde
humana. InUmeros estudos tém sugerido que dietas ricas em vegetais e frutas podem reduzir
0s riscos de incidéncia de muitas doencas cronicas como cancer, diabetes e doencas
cardiovasculares (SVILAAS et al., 2004). Eles ocorrem em pequenas quantidades nos
alimentos e sdo considerados como ingredientes ndo nutricionais, mas vitais para a
manutencdo da satde humana (PATIL et al., 2009).

Os polifenois sdo os principais bioativos presentes nas frutas em geral que tém potencial
de trazer beneficios a saude (SCHRECKINGER et al., 2010). Existem mais de 8000
substancias identificadas dentro da classe dos polifendis onde sdo divididas em grupos de
acordo com sua estrutura quimica como os acidos fendlicos, cumarinas, estilbenos,
flavonoides e ligninas (ROSS et al., 2002). Em geral, estes compostos apresentam efeitos
anti-inflamatorios e antioxidantes (DZIRI et al., 2012; KANG et al., 2011).

2.3.1. Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos estdo amplamente distribuidos no reino vegetal. Sdo definidos
como substancias que possuem um anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos,
incluindo seus grupos funcionais (SHAHIDI et al., 1995). Sdo originados do metabolismo
secundario das plantas durante o desenvolvimento normal e em resposta a condi¢fes de
estresse (infeccdes, radiacdo UV, entre outros). Possuem fungdes importantes como a
pigmentacdo, crescimento vegetal, atracdo de polinizadores, defesa contra agressores, funcéo
antioxidante através da remoc¢do de radicais livres formados durante a fotossintese, entre
outras (MONAGAS et al., 2005).

Em pesquisas epidemioldgicas alguns flavonoides apresentam-se associados com a
protecdo contra doencas do envelhecimento. Isto pode ser justificado devido a sua acédo
antioxidante. A formacdo de radicais livres pelo oxigénio é supostamente a chave para o
desenvolvimento de cancer e doencas coronarias, aliado a funcdo protetora da membrana
celular (SELLAPPAN et al., 2002; YILDRIM et al., 2002).

As frutas, principalmente as que apresentam a coloracdo vermelha/azul, sdo as mais
importantes fontes de compostos fenolicos em dietas alimentares. Especialmente os derivados
do &cido hidroxibenzdico e do acido hidroxicindmico dentre estes cita-se: as antocianinas, 0s
flavonois, as catequinas e os taninos (hidrolisados ou condensados) nas quais estdo
frequentemente presentes. Muitos destes compostos apresentam uma grande gama de efeitos

bioldgicos, incluindo agdes antioxidantes, antimicrobiana, anti-inflamatoria e vasodilatadora.
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Estes compostos fendlicos apresentam diversas funcGes de defesa para as plantas, ndo
somente contra agentes do meio ambiente (luz, temperatura e umidade), mas para fatores
internos incluindo diferencgas genéticas, nutrientes, hormonios, contribuindo para a sua sintese
(AHERNE & O’BRIEN, 2002; BURNS et al., 2001).

Os fenolicos englobam desde moléculas simples até moléculas com alto grau de
polimerizacdo. Estdo presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a agucares (glicosideos)
e proteinas (LEE et al., 2005).

Os compostos fendlicos de fontes vegetais podem ser divididos em dois grupos: 0s
flavonoides e os ndo flavonoides, sendo que ambos sdo metabdlitos secundarios presentes em
frutas e vegetais. Os denominados de flavonoides sdo 0s que apresentam a estrutura quimica

descrita como Ce-C3-Cs (Figura 6).

Figura 4 - Estrutura genérica de compostos da classe de flavonoides.

5 4
Fonte: ASSUNCAO et al., 2016.

Nesse grupo encontram-se as antocianinas, flavonas, flavondis e, com menor frequéncia,
as auronas, calconas e isoflavonas, dependendo do lugar, numero e combinacdo dos
grupamentos participantes da molécula (SOARES, 2002; MELO & GUERRA, 2002; BURNS
etal., 2001).

A Figura 7 ilustra, de forma geral, como estdo distribuidos e classificados os compostos

fenélicos mostrando suas divisoes e subdivisoes.
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Figura 5 - Classificacdo geral dos compostos bioativos.
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Fonte: MIYAOKA (2014).

As antocianinas (Figura 8) sdo um grupo de pigmentos vegetais hidrossollveis,
amplamente distribuidos no reino vegetal. Seu espectro de cor vai do vermelho ao azul,
apresentando-se também como uma mistura de ambas as cores resultando em tons de parpura.
Muitas frutas, hortalicas, folhas e flores devem sua atrativa coloragdo a estes pigmentos que
se encontram dispersos nos vacuolos celulares (MELO & GUERRA, 2002).

As isoflavonas (Figura 8), também chamadas isoflavonoides, sdo compostos quimicos
fendlicos e estdo amplamente distribuidos no reino vegetal. As concentracbes destes
compostos sdo relativamente maiores nas leguminosas e, em particular, na soja (LEE et al.,

2005). As principais isoflavonas encontradas séo daidzeina, genisteina e a gliciteina.
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Figura 6 - Estruturas quimicas de algumas classes de compostos fenolicos.
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Fonte: PARK et al., 2001; Huber et al., 2008; MELO & GUERRA, 2002.

Os flavondis e as flavonas (Figura 8) que sdo comumente encontrados sdo quercetina,
campeferol, luteolina, apigenina, catequina e epicatequina e sdo normalmente localizados em
plantas principalmente na forma glicosilada, ou seja, ligados a moléculas de agucares, sendo
normalmente o-glicosideos, com a molécula de agucar ligada ao grupo hidroxila (HUBER et
al., 2008).

Os éacidos fendlicos estdo reunidos em dois grupos derivados do acido hidroxicindmico e
derivados do &cido hidroxibenzoico. Os derivados do &cido hidroxicinamico sdo compostos
fenolicos de ocorréncia natural que possuem um anel aromatico com uma cadeia carbonica,
constituida por trés carbonos ligada ao anel (Figura 8). Os &cidos p-cumarico, ferulico,
cafeico e sinaptico sdo os hidroxicindmicos mais comuns na natureza. Estes acidos existem
nas plantas, usualmente na forma de ésteres, a exemplo do acido clorogénico, éster do acido
quinico, cuja molécula é constituida pelo acido quinico esterificado ao acido cafeico (PARK
etal., 2001).

Os poucos relatos de identificacdo da composi¢do quimica do abacate de forma geral

apontam o acido gluconico, o acido quinico e a epicatequina como principais compostos
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presentes nessa fruta, mas pode-se encontrar também dimero epicatequina-etilo, acido 3,4,5-
Tri-O-galoilquinico, procianidina C, procianidina B, 7-Glucosilo-11-metil-oleosido,
quercetina di-hexose, quercetina-O-hexose-O-pentose entre outros (ASSUNCAO et al.,
2016).

2.4, Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

A cromatografia liquida consiste num método analitico de separacdo de distintas espécies
quimicas presentes numa amostra. A separacdo dos compostos € dada pela interacdo seletiva
entre as moléculas do soluto e duas fases, uma estacionéria e outra movel (COLLINS et al.,
2006).

As substancias presentes na amostra, devido as suas distintas estruturas moleculares e
grupos funcionais, dispdem de distintos graus de afinidade (polaridade) com as fases movel e
estaciondria, fazendo com que as suas velocidades de migracao sejam distintas, permitindo o
desenvolvimento da separacdo cromatogréfica, ou seja, a substancia com maior afinidade
polar com a coluna cromatografica é aquela que elui por Gltimo e a substancia que elui
primeiro sera a de menor afinidade polar com a fase estacionaria (SKOOG et al., 2002).

As técnicas cromatograficas de analise estdo entre as principais técnicas de separacéo,
especialmente na andlise de substancias presentes em matrizes complexas, tais como fluidos
bioldgicos, produtos naturais, sedimentos de rio, dentre outras. Isto se deve, principalmente, a
sua capacidade de separacdo dos componentes presentes nas misturas em funcdo da eficiéncia
e do poder de resolu¢do das colunas modernas.

A técnica de espectrometria de massas é uma aliada muito poderosa da cromatografia.
Essas duas técnicas acopladas sdo uma ferramenta de alto potencial de identificacdo e
quantificacdo de uma variedade muito grande de compostos das mais diversas classes.
Atualmente, essa combinacdo de técnicas € a mais comumente utilizada por laboratérios de
diversas areas da industria e de pesquisa. A espectrometria, de forma geral, consiste na
introducdo da amostra a ser analisada em uma fonte onde sera ionizada, passando em seguida
por um analisador que esta sob vacuo e ira separar os ions formados pela fonte, logo apos ira
passar por um detector de ions onde o sinal é amplificado para que se possa coletar os dados e
enviados para o computador que possui um software para interpretar e analisar as informacoes

obtidas, como pode ser observado na Figura 4 (BAKER et al., 1999).
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Figura 7- Representagdo do funcionamento de um espectrometro de massas.
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Em resumo, o principio basico da espectrometria de massas (MS) é gerar ions de
compostos inorganicos ou organicos pelo método mais apropriado, separar esses ions pela sua
razdo massa/carga (m/z) e detectar qualitativamente e quantitativamente a abundancia de seus
respectivos m/z.

Existem vérios tipos de analisadores que podem ser utilizados nos espectrémetros de
massas sendo 0s mais comuns 0s do tipo ion-trap, quadrupolo e time of flight (TOF) (SKOOG
et al., 2002). A escolha do tipo de analisador a ser utilizado dependera do propésito da
andlise, dos tipos de analitos, necessidade de quantificagdo dos compostos, entre outros
fatores.

No trabalho que estd sendo apresentado, estd em destaque o analisador do tipo
quadrupolo. Os aparelhos quadrupolo sdo relativamente pequenos, robustos, simples e mais
baratos e podem ser utilizados para gerar espectros do tipo “dissociacdes induzidas por

colisdes de baixa energia” (Low-energy collision-induced dissociation, CID MS/MS).
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O quadrupolo é composto de quatro barras (Figura 5), usualmente feitas de metal, onde
um par de barras € mantido em um potencial elétrico positivo, enquanto que o outro a um
potencial negativo. Uma combinacdo de corrente continua e radiofrequéncia é aplicada nas
barras. O par positivo de barras atuard como um filtro para massas mais elevadas, enquanto
que o par negativo age como um filtro para massas pequenas (NIESSEN et al., 2006). Quando
se deseja obter informacdes estruturais ou aumentar a seletividade de métodos quantitativos, a

Figura 8- Representacdo do funcionamento de um quadrupolo de espectrémetro de massas.
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Fonte: SKOOG (2002).
fragmentacdo passa a ser desejada. Nesse caso, isso ocorre em condi¢es muito bem

controladas dentro do proprio MS, em dispositivos conhecidos como Camara de Coliséo
(WEBB et al., 2004).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Realizar a caracterizacdo fisico-quimica e avaliar a composicdo fitoquimica e a

capacidade antioxidante na semente, casca e polpa de trés variedades de abacate (Margarida,
Breda e Geada).

3.2. Objetivos especificos

Determinar as caracteristicas fisicas das diferentes variedades de abacate;

Avaliar a caracterizacdo fisico-quimica da casca, polpa e semente das diferentes
variedades de abacate a partir das frutas in natura;

Determinar o contetdo de fendlicos e flavonoides totais nas diversas partes do fruto;
Determinar a atividade antioxidante in vitro dos extratos da casca, semente e polpa das
variedades de abacate pelos métodos de ORAC, ABTS e FRAP;

Padronizar metodologia analitica dos extratos por LC-MS para determinacdo e
quantificacdo de compostos;

Identificar e quantificar os compostos fendlicos e flavonoides nas diversas partes do
fruto das trés variedades de abacate utilizando a técnica de LC-MS;

Comparar os dados do teor dos &cidos fendlicos e flavonoides para as variedades

Margarida, Breda e Geada de abacate;
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Flavor e analises Cromatograficas
(LAF), pertencente ao Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
(PROCTA) da Universidade Federal de Sergipe — UFS, Brasil.

4.1. Padrdes analiticos e reagentes

Todos os solventes organicos utilizados foram de grau HPLC. A &agua utilizada para a
fase movel foi purificada através de um sistema Milli-Q (Millipore, Sdo Paulo, Brasil; Direct-
Q®3UV). Os solventes acetonitrila e &cido formico utilizado foram de grau de pureza de
HPLC de 98% obtido de Sigma-Aldrich e Fluka Analytica (St. Louis, MO, EUA). Os padroes
utilizados foram (Figura 9) &cido cafeico (CoHgOs), acido ferulico (CioH1004), catequina
(C15H1406), epicatequina (CisH140e), é&cido galico (C7HeOs), campeferol (CisH1006),
naringenina (CisH120s), &cido p-cumarico (CoHgO3), vanilina (CgHgOz), &cido succinico
(C4HeO4) e (CgHgO4) todos adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EUA).

Os reagentes etanol, cloreto de alumio, carbonato de sédio, tampéo de fosfato de potassio,
citrato de sodio, sulfato de ferro, Folin-Ciocalteu, fluoresceina, 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-
crom-2-carboxico (Trolox), radical 2,2-difenil-1-pi-crilhidrazilo (DPPH), &cido 2,2-azino-bis-
3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico (ABTS"); Dicloreto de 2,2-azobis-2-amidinopropano
(AAPH) e o reagente FRAP foram obtidos da Sigma Aldrich e Fluka Analytica (St. Louis,
MO, EUA).

4.2. Matéria prima

Os frutos de abacate das variedades Margarida, Breda e Geada foram coletados
aleatoriamente em fornecedores na Central Estadual de Abastecimento do estado de
Aracaju/SE, nos meses entre outubro de 2017 e julho de 2018 de acordo com a temporada de
cada variedade, sendo adquiridos quatro frutos por variedades. Posteriormente, os frutos
foram lavados, sanitizados e despolpados manualmente para a separacdo das partes de
interesse (casca, polpa e semente) para posterior avaliagdo fisico-quimica e obtencdo dos
extratos. As amostras foram devidamente acondicionadas e mantidas sob refrigeracdo (7 °C)

até o momento das analises.
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4.3. Procedimento experimental
4.3.1. Anélises fisico-quimicas
4.3.1.1. Umidade
O teor de umidade foi determinado através de um medidor de umidade por infravermelho

(GEHAKA modelo IV 2500) sob leitura direta. As analises foram realizadas em triplicata.

4.3.1.2. Acidez total titulavel
A determinacéo foi efetuada através de titulacdo com solucéo padronizada de hidroxido de
sodio, como instituido pelo Instituto Adolf Lutz (2008). Foram pesadas 5 g da amostra, as
quais foram transferidas para um erlenmeyer de 125 mL com o auxilio de 50 mL de agua.
Foram acrescentadas 2 a 4 gotas de solucdo de fenolftaleina e subsequentemente a mistura
titulada com solucédo de hidroxido de sodio 0,1 M, até coloracdo résea. A acidez total titulavel

foi expressa em porcentagem de &cido citrico. As anélises foram realizadas em triplicata.

4.3.1.3.  Solidos solaveis (°Brix)

A determinacdo foi realizada conforme protocolo determinado pela AOAC (2000). Uma
aliquota de cada amostra foi colocada sobre o prisma do refratdmetro (The Electron Machine
Corporation, modelo DSA E-Scan), devidamente aferido com agua destilada, sob o qual foi
realizada leitura direta. As andlises foram realizadas em triplicata.

4.3.1.4. Determinacdo do Potencial Hidrogeniénico (pH)
A determinacgéo foi executada por meio de leitura direta em pHmetro (HANNA, modelo
HI 2210), segundo método proposto pelo Instituto Adolf Lutz (2008). Foram pesados 10 g da
amostra em um béquer e diluidos em 100 mL de &gua. O conteddo foi agitado até que as
particulas se encontraram uniformemente suspensas. Com o aparelho previamente calibrado,
solugdes-tampdo nos pHs 4 e 7, foi realizada a leitura do pH das respectivas amostras. As

andlises foram realizadas em triplicata.

4.3.1.5. Textura
A determinacdo foi executada através de analise direta do texturémetro CT3 texture
analyzer fabricado pela Brookfield e modelo CT325KG seguindo os parametros padrdes de
teste de compressdo com alvo de 10 mm, trigger load de 4g, velocidade de 0,5 mm/s, 1 ciclo

com 10 pontos/segundo e load cell 25g. As analises foram realizadas em triplicata.
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4.3.16. Cor
Determinacdo foi realizada por leitura direta no colorimetro fabricado pela Konica
Minolta de modelo CMAL177. O iluminante escolhido foi o D65, recomendado pela CIE
(Comisséo Internacional de lluminacdo), por representar a luz média do dia.
Para a realizacdo das analises o equipamento foi calibrado e utilizado a escala de cor
CIELAB, sendo analisado os pardmetros L, a“ e b", bem como as coordenadas esféricas do

angulo Hue e Chroma. As analises foram realizadas em triplicata.

4.3.1.7. Determinacao de lipidios por extracéo direta em Soxhlet

Essa extracdo se baseia no manual de anélises do Instituto Adolfo Lutz (2008) onde foram
pesados 2 a 5 g da amostra em cartucho de papel de filtro e foi amarrado com fio de 1&
previamente desengordurado. Transferido o cartucho amarrado para o aparelho extrator tipo
Soxhlet. Foi mantido sob aquecimento em chapa elétrica a extracdo continua por 8 horas
(quatro a cinco gotas por segundo). Apds retirar o cartucho de filtro amarrado, o éter foi
destilado e transferido junto com o baldo e residuo extraido para uma estufa a 105°C,
mantendo por cerca de uma hora.

O bal&o foi resfriado em dessecador até a temperatura ambiente e em seguida pesado. Essa
operacao foi repetida a cada 30 minutos até peso constante. As analises foram realizadas em
triplicata.

Para o calculo do teor de lipidios foi utilizada a Equacéo 1.

Pt+a—Pt

Teor de lipidios % = TxlOO Eq. (1)
Onde:
Pt+a = massa do tubo contendo a amostra;
Pt= massa do tubo vazio;
P = massa da amostra (g).

4.3.2. Preparo dos extratos alcodlicos
As extragcdes foram preparadas com base na metodologia de Oliveira et al. (2008) com
algumas modificacGes, onde 2 g de cada amostra selecionada foi extraida com 15 mL de
etanol 70% por 60 minutos em ultrassom (USC-1400% Unique, S&o Paulo, Brasil) com
frequéncia de 40 khz, a temperatura ambiente. Em seguida, o0s extratos foram centrifugados

por 10 min a uma velocidade de 14000 rpm e o sobrenadante seco em estufa a 35 °C ate
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evaporacdo total do solvente e ressuspendidos em etanol 70% com volume necessario para
atingir uma concentragdo do extrato de 100 mg/ml, aproximadamente. Os extratos obtidos
foram acondicionados em frasco ambar devidamente identificados e armazenados em freezer

a-18 °C até o momento da realizacdo de todas as analises descritas nos proximos itens.

4.3.3. Determinacéo do teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado utilizando metodologia proposta por
Gonzalez-Aguilar et al. (2007) e modificada por Moo-huchin et al. (2015), na qual 1 mL de
cada amostra extraida foi misturada e equilibrada com 4 mL de agua deionizada ¢ 300 pL de
5% NaNO; durante 5 min. Apds equilibrio, 300 uL de uma solug¢do metandlica de AlCl3 a 20
mg/mL foi adicionada. A mistura foi deixada em repouso durante 30 min e depois a
absorbancia foi determinada a 415 nm, utilizando o espectofotébmetro SpectraMax M2
(Molecular Devices). Os flavondides totais foram determinados utilizando uma curva padréo
de quercetina. As analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos

como miligrama equivalente de quercetina por 100 gramas de amostra.

4.3.4. Determinacgdo do teor de compostos fendlicos totais

O teor de fendlicos totais foi determinado segundo metodologia proposta por Shetty et al.
(1995) adaptada por Shori et al. (2014). Onde, 1 mL dos extratos foram transferidos para
tubos de ensaio, aos quais foi adicionado 1 mL de solucdo de etanol a 95%, 5 mL de agua
destilada e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu a 1 N. Posteriormente, 1 mL de solucdo de
carbonato de sédio (Na2CO3) a 5% foi adicionado seguido de homogeneizacdo. As misturas
foram mantidas em camara escura por 60 minutos, ao final dos quais, foram novamente
homogeneizadas. A absorbancia de 725 nm foi convertida em fendlicos totais e expressa em
miligramas equivalentes de &cido galico por 100 gramas (mg GAE/100g) de amostra. A curva
de calibragdo foi estabelecida utilizando varias concentracfes de &cido galico como padréo.

As analises foram realizadas em triplicata.

4.3.5. Teor de carotenoides totais e clorofila
A determinacdo de carotenoides totais foi baseada na metodologia apresentada por
Lichtenthaler (1987), onde foram pesados 2 g da amostra que em seguida, transferida para um
almofariz, adicionado 0,2 g de carbonato de calcio e 7 mL de acetona a 80% e

homogeneizado. O extrato foi diretamente no baldo volumétrico &mbar de 25 mL e lavado o
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residuo do papel de filtro duas vezes com acetona a 80%, o baldo foi aferido com o mesmo
solvente. As andlises foram realizadas em triplicata.

O teor de clorofila foi estimado a partir da leitura do extrato filtrado em espectrofotdmetro
a 646,8 e 663,2nm para a determinacdo do contetido de clorofila a (Ca) e clorofila b (Cb),

respectivamente, de acordo com as seguintes Equacgdes 2,3 e 4.

Clorofilaa (Ca) = 12,25 X Aessz2— 2,79 X Asss8 Eq. (2)
Clorofila b (Cb) = 21,50 X Ass68— 5,10 X Ass32 Eq. (3)
Clorofila T (mg/g amostras) = 7,15 X Aes3 2+ 18,71 X Asss8 Eq. (4)

Onde:

A= absorbancia.

Para a determinacdo do teor de carotendides foi estimado a partir da leitura do extrato
filtrado em espectrofotometro a 646,8 e 663,2 e 470nm. A concentragdo foi estimada de

acordo com a Equacao 5:

Carotendides (mg/g) = [1000 x As7o— (1,82 x Ca—104,96 x Cb)]/198 Eq. (5)

4.3.6. Determinacéo de atividade antioxidante
4.3.6.1. ABTSe (acido 2,2-Azinobis-3-ethylbenzotiazoline-6-sulfonico)

A analise foi conduzida segundo metodologia proposta por Moo-Huchin et al. (2014) com
alteracbes. O cation ABTSe foi gerado pela interacdo de 19,2 mg de ABTS dissolvida em 5
mL de &gua destilada e de 88 uL de 0,0378 g/mL de persulfato de potassio. A solugdo foi
incubada no escuro a temperatura ambiente por um periodo de 16 horas. O radical ABTSe
ativo foi diluido em etanol até atingir uma absorbancia de 0,7 £ 0,02 a 734 nm. Apés a adi¢édo
de 30 pL de amostra ou padrdo a 2970 uL de solugdo ABTSe diluida, as absorbancias foram
registradas 6 minutos ap0s a mistura a um comprimento de onda de 734nm. A curva de
calibracéo foi preparada utilizando-se trolox como padréo e os resultados foram expressos em

umol equivalentes de trolox/100g de extrato. As anélises foram realizadas em triplicata.

4.3.6.2. FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
O ensaio FRAP foi realizado de acordo com a metodologia de Thaipong et al. (2006). As
solucBes de estoque incluiram 300 mmol de tampéo acetato (3,1 g de CoH3zNaO.3H20 e 16
mL de C2H403), pH 3,6, 10 mmol de TPTZ (2, 4, 6- tripyridyl-s-triazine) em 40 mmol de HCI
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e 20 mM de FeCls.6 H20. A solucdo de trabalho foi preparada misturando-se 25 mL do
tampéo acetato, 2,5 mL da solugdo de TPTZ e 2,5 mL de FeCls.6 H>O. Os extratos da polpa,
casca e semente do abacate (150 uL) reagem com 2850 uL de FRAP e a solucdo incubada no
escuro por 30 minutos. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 593 nm. A curva de
calibracdo utilizara solucdes de 20 a 800 pumol de trolox e os resultados expressos em pmol
TE/g de extrato. As analises foram realizadas em triplicata.

4.3.6.3. ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

O procedimento ORAC foi realizado através de metodologia proposta por Thaipong et al.
(2006) com alteragBes. Para a anlise 1,5 mL de solucéo de trabalho fluoresceina foi acrescido
de 0,75 mL da amostra e agitado em vortex por um minuto. Em seguida, a solucdo foi
incubada em banho-maria a 37°C por 5 minutos. Por fim, foi adicionado 0,75 mL da solugéo
de AAPH, agitado em vortex e feita a leitura nas condi¢bes de fluorescéncia no
espectrofotdmetro: excitacdo a 485 nm e emissao a 520 nm. A diminui¢do da fluorescéncia foi
monitorada cineticamente a cada 10 minutos por 24 horas e a curva de calibracdo foi
preparada utilizando-se entre 0 a 50 mmol de trolox. Os resultados foram expressos em

umol/g de amostra. As andlises foram realizadas em triplicata.

4.3.7. ldentificacdo e quantificagdo dos compostos por cromatografia liquida
acoplado a espectrometro de massas

Os extratos obtidos no item 4.3.2 foram analisados em um cromatografo liquido UPLC
Acquity Class H (Waters) acoplado detector PDA e espectrometro de massas do tipo
quadrupolo simples (QDa).

As condicBes cromatograficas que foram utilizadas foram baseadas em ANDRADE et al.
(2017) onde a identificacdo de polifendis no UPLC, os extratos foram separados e analisados
em uma coluna Ascentis Phenyl (15 cm x 4,6 mm, 5 um; Supelco analitical). A fase mével foi
constituida de: solucdo A (agua deionizada com 0,1 % de &cido formico) e solucéo B
(acetonitrila com 0,1 % de &cido férmico) com vazédo de 0,35 mL/min, sob temperatura de 40
°C e volume de inje¢éo de 5 pL. A eluicéo foi realizada em modo gradiente, de acordo com 0s

seguintes eventos apresentados na Tabela 1.
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Tabela 2 - Eventos da eluicdo no modo gradiente utilizado para separagéo de compostos
fendlicos através do sistema UPLC-MS.

) Fase mével A (%) Fase mével B (%)
Tempo (min) _ i . .
(H20 + 0,1% &cido formico) (ACN + 0,1% éacido formico)

0,0 100 0

15,0 75 25
25,0 60 40
35,0 50 50
45,0 30 70
55,0 0 100
60,0 100 0

Fonte: Proprio autor.

No MS foi utilizado o modo SIM (Selected lon Monitoring) que é altamente seletivo e foi
usado para monitorar ions especificos dos compostos de interesse, onde foi comparado o ion
na solucdo padrdo com o ion no extrato analisado potencializando o poder de identificacdo e
quantificacdo do equipamento.

Através do modo SIM foram observados os ions especificos e seus respectivos tempos de
retencdo para cada composto ao qual foi identificado mediante comparacdo com padrdes e
espectros presentes na literatura, dentre varios os compostos analisados por meio de insercédo
direta no modo negativo, os seguintes padrdes de flavonoides e &cidos fendlicos foram
investigados (figura 9) &cido cafeico (m/z 179) (C9HgOs), &cido fertlico (m/z 193) (C10H1004),
catequina (m/z 289) (CisH140s), epicatequina (m/z 289) (C1sH140s), &cido galico (m/z 169)
(C7HeOs), acido clorogénico (m/z 353) (CisH18090), campeferol (m/z 285) (CisH100e),
naringenina (m/z 259) (CisH120s), &cido p-cumarico (m/z 163) (CeHgO3), vanilina (m/z 151)
(CsHsg03), &cido succinico (m/z 117) (CsHesO4) e &cido vanilico (m/z 167) (CgHgOa4).
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Figura 9 - Estruturas quimicas dos padrfes organicos utilizados.
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Fonte: Sigma-Aldrich, 2019.

A quantificacdo foi realizada a partir de curvas de calibracdo construidas para cada um
dos padrbes citados acima e as respectivas concentracdes foram determinadas através das
areas das bandas dos compostos alvo em funcédo da curva de calibracdo (ANDRADE et al.,

2017). A faixa de concentracdo da curva foi de 0,02 a Img/mL.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.4, Caracterizacao fisico-quimica das diferentes variedades do abacate
4.3.8. Umidade

Conforme os dados apresentados na Tabela 2, pode-se observar que os teores de umidade
variaram de 34,68 a 83,29%, onde os teores tanto nas fragdes dos frutos, quanto entre as
variedades estudadas apresentaram diferencas significativas. Com os resultados deste estudo,
podem ser notados que a variedade Geada apresentou maiores teores de umidade (83,29,
72,24 e 71,83%) para a polpa, semente e casca, respectivamente quando comparado as demais
variedades. De uma forma geral, as polpas apresentaram uma maior percentagem de umidade
(83,29% e 76,15%), sequidas da semente (72,24% e 57,42%), com excec¢do da variedade
Margarida, onde a semente (60%) teve a maior teor de umidade. Fato este também foi
observado no estudo de Daiuto et al. (2014) que ao avaliarem a variedade Hass relataram um
alto teor de umidade, principalmente na semente enfatizando que essa fracdo do fruto pode
conter maior teor quando comparado a polpa.

Outros estudos também tém apresentado variagdo nesse parametro como para as
variedades Algarvias (70,83%), Brasil (69,85%), Espanha (80,25%) entre outras indicando
maiores teores de umidade na polpa de abacate (VINHA et al., 2013; DAIUTO et al., 2014
RODRIGUEZ-CARPENA et al., 2011). Além disso, Anthony (2018) relatou que a semente
de abacate da variedade Nigeriana contém 13,09% de teor de umidade sendo esse inferior ao
encontrado nas variedades desse estudo que apresentam pelo menos 57,42% de umidade nas

sementes.

Tabela 3 - Teor de umidade das variedades de abacate Margarida, Geada e Breda.

Teor de umidade (%)

Variedade

Polpa Semente Casca
Margarida 36,31 + 4,13C 60,00 + 3,09% 34,68 + 3,84°C
Geada 83,29 + 0,33 72,24 + 0,59°A 71,83 +1,96°A
Breda 76,15 + 2,088 57,42 + 0,468 51,28 + 1,926

Valores determinados em triplicata (n=3) * desvio padréo.

abc\/alores médios seguidos por diferentes letras sobrescritas mintsculas iguais na mesma linha e letras

maiusculas iguais na mesma coluna indicam diferenga estatisticamente significativa p <0,05 pelo teste

de Tukey.

Fonte: Proprio autor.
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4.3.9. Solidos Solaveis

A Tabela 3 apresenta os dados do teor de sélidos soluveis, a qual demostrou uma variagdo
de 5,16 a 10,81 °Brix, com destaque para a variedade Margarida que apresentou maior teor
em relacdo as demais variedades, no entanto ndo diferindo significativamente, em nivel de 5%
de significancia, em relacdo as diferentes partes do fruto analisada. J& as demais cultivares
estudada, os abacates da variedade Geada apresentou maior concentragdo (8,14 °Brix) na
fracdo semente, assim como para a cultivar Breda (10,56 °Brix), porém nédo diferindo da
polpa (9,84 °Brix).

Considerando que na casca do abacate Algarvio (3,01 °Brix) contém menor teor de
solidos sollveis totais em comparacdo com a polpa e semente, os analitos estdo em seu
periodo ideal de maturacdo, segundo Santos et al. (2014) onde valores de sélidos soluveis 8
°Brix na casca e polpa indicam a condi¢do ideal de maturacdo do abacate e esse numero tende
a aumentar como consequéncia do metabolismo respiratorio, que é intensificado apos a

colheita,

Tabela 4 - Teor de s6lidos soltveis das variedades de abacate Margarida, Geada e Breda.

Teor de sélidos sollveis (°Brix)

Variedade

Polpa Semente Casca
Margarida 9,70 + 0,63 10,210,273 10,81+0,41%
Geada 5,16 + 0,508 8,14 +0,30%8 5,73 +0,45°C
Breda 9,84 +0,73*A 10,56 + 0,554 7,96 + 0,038

Valores determinados em triplicata (n=3) * desvio padrao,
abe \/alores médios seguidos por diferentes letras sobrescritas mintsculas iguais na mesma linha e letras
maiusculas iguais na mesma coluna indicam diferenca estatisticamente significativa p <0,05.

Fonte: Proprio autor.

O teor de solidos soltveis encontrado na polpa e nas demais partes do fruto das diferentes
variedades analisadas nesse estudo tem em média o valor de 8,12 °Brix, sendo esse valor
proximo dos resultados apresentados por Borges et al, (2016) que ao analisar as variedades
Breda e Margarida obtiveram resultados de 8,12 °Brix e 7°Brix respectivamente em suas
polpas.
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4.3.10. Potencial Hidrogenionico (pH)

Para os valores de pH, conforme a Tabela 4, os resultados encontrados foram de 6,02 a
7,36, sendo observado diferencas significativas entre as partes do fruto analisada. Verifica-se
que as trés variedades estudadas apresentam valores em torno de 7, sendo que a variedade
Breda mostrou os valores mais baixos tanto na polpa quanto na sua casca. Com relagdo as
variagoes entre as cultivares, o pH apresentou-se semelhante entre a polpa (7,36 e 7,33) e a
casca (7,09 e 7,01) principalmente para Margarida e Geada, respectivamente. Valores estes
semelhantes encontrados por Borges et al, (2016) que encontrou pH de 6,46 nas polpas da
variedade Breda e 6,73 na polpa da variedade Margarida. Os resultados encontrados se
assemelham aos de Salgado et al. (2008), Gouveia et al. (2015) e Oliveira et al. (2013) que
analisaram as variedades Margarida, Breda, Hass, Quintal, Fortuna e Ouro verde encontrando

pH préximos ao neutro nas polpas e cascas.

Tabela 5 - Potencial hidrogenionico das variedades de abacate Margarida, Geada e Breda.

Potencial hidrogenibnico (pH)

Variedade

Polpa Semente Casca
Margarida 7,36 +0,13%4 6,02 + 0,268 7,09 +0,07%4
Geada 7,33 +£0,36*A 6,75 + 0,15 7,01 +0,10°A
Breda 6,03 +0,47¢@ 6,53 +0,10% 6,33 + 0,048

Valores determinados em triplicata (n=3) * desvio padréo.
abc \/alores médios seguidos por diferentes letras sobrescritas mintsculas iguais na mesma linha e
letras maidsculas iguais na mesma coluna indicam diferenca estatisticamente significativa p <0,05.

Fonte: Proprio autor.

4.3.11. Acidez titulavel

A analise da acidez titulavel média mostrou que a polpa e residuos do abacate possuem
baixa porcentagem de acidez onde a polpa da variedade Breda apresentou o maior valor
contendo apenas 0,86% de &cido citrico (Tabela 5). Da mesma forma, Borges et al. (2016)
encontrou 0,53% na variedade Breda e 1,34% na variedade Margarida e segundo Vinha et al.,
(2013), a polpa da fruta Algarvia continha 1,07%. Em geral como pode-se observar na Tabela
5, as polpas dos abacates possuem maior teor de acidez com excecdo da variedade Margarida
apresentando 0,50% de acido citrico na semente e valores aproximados na polpa (0,33%) e na
casca (0,34%). O menor teor encontrado foi na casca da variedade Geada (0,15%). Estudos
realizados por Vieites et al. (2012) afirmam que o teor de acidez do abacate estd diretamente
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relacionado ao pico respiratério da fruta, onde ha uma diminuicdo desses valores apos esse

pico respiratorio.

Tabela 6 - Teor de acidez das variedades de abacate Margarida, Geada e Breda.

Teor de acidez (% &cido citrico)

Variedade

Polpa Semente Casca
Margarida 0,33 + 0,048 0,50 + 0,02%A 0,34 +0,01°8
Geada 0,28 + 0,02%® 0,25 + 0,02%8 0,15 + 0,01°¢
Breda 0,86 + 0,122 0,19 + 0,02 0,41 +0,03°A

Valores determinados em triplicata (n=3) £ desvio padréo.
abc\/alores médios seguidos por diferentes letras sobrescritas mintsculas iguais na mesma linha e
letras maiUsculas iguais na mesma coluna indicam diferenca estatisticamente significativa p <0,05.

Fonte: Proprio autor.

4.3.12. Atividade de agua
Os resultados da atividade da agua sdo proximos de 1 (Tabela 6) em todas as partes das
variedades de frutas do abacate, indicando que ha uma alta disponibilidade de agua livre.
Assim, o abacate é suscetivel a reacbes de deterioracdo oxidativa, enzimética e
microbiolégica (NOGUEIRA-DE-ALMEIDA et al.,, 2018). Como esses fatores
influenciadores afetam diretamente a qualidade sensorial ou sanitaria dos alimentos, a

atividade de agua € outro pardmetro a ser utilizado para controlar a qualidade do abacate.

Tabela 7 - Atividade de dgua das variedades de abacate Margarida, Geada e Breda.

Atividade de agua
Variedade
Polpa Semente Casca
Margarida 0,986 + 0,000°¢ 0,991 + 0,000% 0,990 + 0,000°¢
Geada 0,997 + 0,000°* 0,992 + 0,000°A 0,999 + 0,000%
Breda 0,991 + 0,000% 0,988 + 0,000°8 0,991 + 0,000%

Valores determinados em triplicata (n=3) * desvio padréo,

abe \/alores médios seguidos por diferentes letras sobrescritas mintsculas iguais na mesma linha e
letras mailsculas iguais na mesma coluna indicam diferenca estatisticamente significativa p <0,05 em
cada experimento de cada linha.

Fonte: Proprio autor.
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4.3.13. Teor de Lipidios

A Tabela 7 apresenta os resultados do contetdo lipidico que variaram em torno de 2,76 a
11,43%, sendo que dentre as variedades de abacate analisada a polpa referente a cultivar
Breda mostrou um maior teor com 11,43% em comparacdo com outras variedades. O que esta
de acordo ao relatado em outros estudos realizados por Gouveia et al. (2015) e Borges et al.
(2016) que encontraram valores de 15,08% e 15,81%, respectivamente. Resultados
semelhantes também foram demostrados para a polpa da variedade Margarida (8,7%), 0s
quais apresentaram resultados proximos encontrado no estudo de Oliveira et al, (2013) com
8,7% e Jorge et al. (2014) com 8,4%.

Além disso, é possivel observar que o teor lipidico variou entre as variedades
independentes das partes das frutas, sendo que a cultivar Breda se sobressaiu em relacéo as
demais. Com estes dados, é possivel notar que os abacates Breda mostram grande potencial
para a producdo de 6leo devido ao seu conteudo lipidico nas diversas frages do fruto, o qual
pode ser usado diretamente ou em produtos processados, aumentando assim o leque de opgdes
para o aproveitamento desses subprodutos (casca e semente), 0s quais sao usualmente
descartados. Abacates tém diferentes contetdos lipidicos de acordo com cada variedade.
Essas diferencas podem ser causadas por fatores genéticos especificos (espécies), culturas,

solo e clima.

Tabela 8 - Teor de lipidios das variedades de abacate Margarida, Geada e Breda.

Teor de lipidios (%)

Variedade

Polpa Semente Casca
Margarida 8,54 +0,04% 5,34 + 0,098 8,06 + 0,058
Geada 2,76 + 0,05 3,73+0,01%¢ 3,22 +£ 0,83
Breda 11,43 + 0,46 8,21 + 0,31 9,36 + 0,257

Valores determinados em triplicata (n=3) £ desvio padrao,
ac \/alores médios seguidos por diferentes letras sobrescritas minusculas iguais na mesma linha e
letras maiUsculas iguais na mesma coluna, indicam diferenga estatisticamente significativa p <0,05.

Fonte: Proprio autor.

4.3.14. Avaliacéo da textura
A textura, denominado também como firmeza, corresponde como uma importante
caracteristica fisica, para a avaliacdo de frutos e vegetais, uma vez que, quanto maior o valor

de firmeza mais elevada é a vida de prateleira deste vegetal. Sendo esta caracteristica
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associada ndo s6 a composicado e estrutura da presenca das paredes celulares, mas também em
relagdo com a manutencgéo de sua integridade (CHITARRA e CHITARRA, 2005).

A propriedade da textura em percepcédo da forma e presenca de particulas se relaciona
a energia necessaria para desintegrar um produto semissolido a fim de que possa ser ingerido
resultado do grau de dureza da fruta (BRANDT et al., 2015). Dessa forma, foi avaliada a
textura das polpas e cascas das diferentes variedades de abacate como pode ser observado na
(Tabela 8).

Tabela 9 - Textura das variedades de abacate Margarida, Geada e Breda.

_ Textura (N)
Variedade
Polpa Casca
Margarida 0,17 + 0,018 2,84 +0,11%8
Geada 0,26 +0,01°A 4,42 + 0,134
Breda 0,18 + 0,01°8 2,85 + 0,34%

Valores determinados em triplicata (n=3) £ desvio padrao.
abe \/alores médios seguidos por diferentes letras sobrescritas mintsculas iguais na mesma linha e letras
maiusculas iguais na mesma coluna, indicam diferenga estatisticamente significativa p<0,05.

Fonte: Proprio autor.

Conforme os dados observam-se que, em geral, as polpas das trés variedades de
abacate analisadas possuem valor de textura mais baixo variando entre 0,17 a 0,26 N, quando
comparados aos resultados das cascas que apresentaram valores em torno de 2,84 a 4,42 N,
sendo que a variedade Geada revelou maior resisténcia a penetracdo em relacdo as demais
cultivares, resultado semelhante também observado para a casca desta variedade. Com esses
resultados observa-se que o abacate em si ndo mostra resisténcia a forgas incidentes em sua
superficie tendo uma textura com dureza muito baixa fazendo com que seja uma fruta muito
propicia a deformacgfes ao sofrer pressdes aplicadas em seu corpo, sendo bastante vulneravel

a quedas ou impactos sofridos.

4.3.15. Anélise colorimétrica

A Tabela 9 apresenta os parametros colorimétricos da polpa e casca das variedades
Margarida, Geada e Breda expressos pelo sistema de coordenadas retangulares (L*, a" e b"). A
coordenada L" que representa a luminosidade, apresentou valores variando em torno de 29,56

a 30, 87 para as diferentes polpas de abacate, no entanto, estatisticamente nao apresentaram
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diferengas significativas. J& para as amostras da casca a variedade Breda indica uma maior
luminosidade com 46,79, sendo assim, a casca € mais escura que a polpa (29,56). Para a
coordenada a*, que indica a intensidade da cor vermelha (valores positivos) e verde (valores
negativos), os resultados obtidos para a polpa das diferentes variedades apresentaram valores
positivos com variacao de 3,94 a 4,45 indicando estarem mais proximos da cor verde. Para as
amostras da casca os resultados foram negativos em torno de -7,88 a -9,91, indicando a cor

predominante verde.

Tabela 10 - Andlise de cor das variedades de abacate Margarida, Geada e Breda.

Parametros Variedades
Colorimétricos Polpa

Margarida Geada Breda
L* 30,87+ 0,48a 29,97 £ 1,63a 29,56 £ 0,55a
a* 4,23 +£0,23a 3,94 £ 0,24ab 4,45 +0,02c
b* 22,85+ 1,12a 22,67 £ 0,61a 24,32 £ 0,22a
Chroma 22,72+ 1,71a 23,00 + 0,64a 24,72 £ 0,22a
Hue (°) 74,64 £ 0,55b 36,57 £ 0,15a 79,64 £ 0,05a

Casca

Margarida Geada Breda
L* 43,30 + 1,63b 36,57 + 0,15¢ 46,79 + 0,84a
a* -9,78 £ 0,41b -7,88 +0,22a -9,91 +0,45b
b* 33,55 +1,20a 17,79 £ 0,21b 35,52 + 0,85a
Chroma 33,96 + 2,06a 19,45 + 0,28b 36,89 £ 0,70a
Hue (°) 110,08 * 4,52ab 113,88 £+ 0,35a 105,61 +1,03b

Valores determinados em triplicata (n=3) £ desvio padrao.
abc \/alores médios seguidos por diferentes letras sobrescritas minUsculas iguais na mesma linha,
indicam diferenca estatisticamente significativa p<0,05.

Fonte: Proprio autor.

Enquanto, para a coordena b que representa a cor amarela e azul para valores positivos e
negativos, respectivamente, os valores das polpas estudadas apresentaram resultados de 22,67
a 24,32, demostrando estarem proximos da cor amarela, no entanto ndo houve diferenca
significativa entre as variedades. Ja a casca apresentou uma maior variagcdo entre as

variedades, onde a casca do abacate Geada (17,79) indica uma coloragdo mais amarelada,
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quando comparado as outras variedades Margarida (33,55) e Breda (35,52), as quais
estatisticamente ndo diferiram significativamente.

Com relacdo ao valor da cromaticidade (Chroma), a qual indica a intensidade da cor ou
saturacdo em relacdo ao branco, os valores para a polpa dos abacates ficaram em torno de
22,72 a 24,72 indicando uma cor mais saturada, embora ndo terem apresentado diferencga
significativa, vale salientar que a variedade Margarida (22,72) € a polpa menos brilhante que
as outras polpas. Em relacdo aos valores observados para as cascas dos abacates, a cultivar
Geada (19,45) indicou ter uma casca mais brilhante em comparacdo a Breda (36,89) e
Margarida (33,96).

Para 0 angulo Hue, as diferentes polpas de abacates apresentaram tonalidades com média
de 36,57 a 79,64 o que indicam estarem proximos do angulo de 90°, sendo representado pela
cor amarela, para as cascas 0s resultados ficaram por volta de 105,61 a 113,88 demonstrando
também estarem aproximados da cor amarelada, no entanto, as polpas apresentam cores mais

intensa por estarem mais perto do eixo 0, principalmente a variedade Geada.

4.5. Compostos bioativos
4.3.16. Fendlicos totais

A Tabela 10 apresenta o teor de fendlicos totais presentes nas amostras de casca, polpa e
semente de abacate das variedades Margarida, Geada e Breda.

De acordo com os dados apresentados, observa-se que houve diferenca significativa, a
nivel de 5% de significancia, do conteudo de fendlicos totais presentes nas diferentes
variedades de abacate com relagdo aos residuos (casca e semente) e polpa.

Observa-se que as sementes apresentaram o maior contedo de fendlicos totais (33,03 a
83,38 mg GAE/g) com relacdo as cascas (23,06 a 55,57 mg GAE/g) e as polpas (0,22 a 0,40),
independente da variedade do abacate. Wang et al. (2010) estudarem oito variedades de
abacate e reportaram que todas as variedades o contetdo de fendlicos totais foi maior na
semente, confirmando ao que foi obtido neste trabalho.

A analise pelo método de Folin-Ciocalteu do contetdo fendlico total foi maior (83,38 mg
GAE/g) na semente da variedade Margarida sendo esse valor mais elevado que os da semente
da variedade Hass (60,82 mg GAE/g) e Fuerte (69,12 mg GAE/g), encontrados por
Rodriguez-Carpena et al. (2011), o que instiga ainda mais o interesse na variedade Margarida,
por ser uma boa fonte de compostos fendlicos comparado aos principais abacates utilizados

para comercializacéo.
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Tabela 11 - Teor de fenolicos totais (FT) das variedades de abacate Margarida, Geada e
Breda.

Fendlicos totais (mg GAE/Q)

Variedade

Polpa Semente Casca
Margarida 0,40 + 0,05 83,38 + 2,463 42,84 + 1,768
Geada 0,22 +0,01¢® 74,04 +1,48% 55,57 + 1,234
Breda 0,39 + 0,034 33,03 +0,08% 23,06 + 0,77°¢

Valores determinados em triplicata (n=3) + desvio padrao.

abc \/alores médios seguidos por diferentes letras sobrescritas minGsculas iguais na mesma linha e
letras mailsculas iguais na mesma coluna, indicam diferenca estatisticamente significativa p<0,05.
FT—com Folin-Ciocalteu expresso como mg/g equivalentes ao &cido galico.

Fonte: Proprio autor.

Estudos prévios relataram que as variedades Hass (51,60 mg GAE/g), Algarvia (704,0
mg/100g) e Hass brasileira (57,30 mg GAE/g) tiveram maior teor de fendlicos totais em
relagdo a parte da polpa (WANG et al., 2010; VINHA et al., 2013; DAIUTO et al., 2014). Isto
pode estar relacionado ao teor genético da variedade de frutos que influencia diretamente a
presenca desses metabdlitos, assim como temperatura, sazonalidade, disponibilidade de agua,
radiacdo ultravioleta, adi¢do de nutrientes entre outros (GOBBO-NETO E LOPES, 2007).

4.3.17. Flavonoides totais
Os compostos polifendlicos sdo os principais responsaveis pela atividade antioxidante de
um alimento e a maioria desses compostos é encontrada em frutas e derivados (Karakaya,

2004), A Tabela 11 mostra o teor de flavonoides totais das diversas variedades de abacate.
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Tabela 12 - Teor de flavonoides totais das variedades de abacate Margarida, Geada e Breda.

Flavonoides totais (mg QE/Q)

Variedades

Polpa Semente Casca
Margarida 1,03 £ 0,18 2,71 +0,084 1,31 £ 0,13
Geada 0,15 + 0,04¢® 1,46 + 0,128 6,90 + 0,23%A
Breda 0,23 + 0,018 3,38 + 0,032 4,57 +0,85%

Valores determinados em triplicata (n=3) + desvio padrao.

abe \/alores médios seguidos por diferentes letras sobrescritas mintsculas iguais na mesma linha e letras
mailsculas iguais na mesma coluna, indicam diferenca estatisticamente significativa p<0,05. QE —
expresso como mg/g equivalentes a Quercetina.

Fonte: Proprio autor.

O método de extracdo dos teores totais de flavonoides sugerido por Gonzalez et al, (2007)
mostrou que, entre todos os abacates analisados, 0os maiores teores foram encontrados nas
cascas sendo o da variedade Geada (6,90 mg QE/g). O valor mais alto com excecdo da
variedade Margarida que apresentou teor mais alto na semente (2,71 mg QE/g) seguido pela
casca (1,31 mg QE/qg) e polpa (0,40 mg QE/g), Vinha et al. (2013) reportaram que na casca da
variedade Algarvia apresentou o valor 0,44 mg QE/g de teor de flavonoides.

De acordo com os resultados, as amostras revelam uma composicdo fendlica
significativamente mais rica em compostos fenolicos simples do que em flavonoides. Assim
como os residuos (casca e semente) apresentaram um teor maior de fendlicos e flavonoides

com relacdo a polpa, o que esta de acordo com os dados descritos na literatura.

4.3.18. Carotenoides e clorofila

A partir dos dados apresentados na Tabela 12 para o contetdo de carotenoides e na Tabela
13 para o teor de clorofila, observou-se que as maiores concentracdes (5,92 mg/g) e (11,01
mg/g), foram de carotendides e clorofila, respectivamente, e 0s quais estdo localizadas na
casca da variedade Margarida em relacdo as variedades Geada e Breda. Estudos anteriores
corroboram esse resultado mostrando que a casca é a parte que se encontra 0S maiores teores
desses fitoconstituintes, que segundo Wang et al. (2010) os autores relatam que dentre as oito
variedades de abacate avaliadas, o teor de clorofila total chega a ser nove vezes mais alto na
casca do que na semente e polpa, assim como o teor de carotenoides totais, o qual atinge oito

vezes mais na casca comparado as demais partes do fruto analisada.
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Tabela 13 - Teor de carotendides totais das variedades de abacate Margarida, Geada e Breda.

Teor de carotenoides totais (mg/g B-caroteno)

Variedade

Polpa Semente Casca
Margarida 4,02 + 0,038 2,95 + 0,068 5,98 + 0,05
Geada 3,07 £ 0,678 2,55 + 0,328 5,24 + 0,57
Breda 4,79 + 0,334 3,96 + 0,524 5,92 +0,21%A

Valores determinados em triplicata (n=3) + desvio padrao.
abe \/alores médios seguidos por diferentes letras sobrescritas mintsculas iguais na mesma linha e letras
mailsculas iguais na mesma coluna, indicam diferenca estatisticamente significativa p<0,05.

Fonte: Proprio autor.

De acordo com Viana e Kiehl (2010), os pigmentos de clorofila sdo influenciados pelo
estado nutricional das plantas, ou seja, é diretamente proporcional ao fato da planta ser
adequadamente suprida com seus respectivos nutrientes onde os carotenoides podem realizar
funcdes durante a fotossintese, como absorcdo de luz e acdo fotoprotetora e prevencdo do

dano foto-oxidativo as moléculas de clorofila (Raven et al., 2007).

Tabela 14 - Teor de clorofila total das variedades de abacate Margarida, Geada e Breda.

Teor de clorofila total (mg/qg)

Variedades

Polpa Semente Casca
Margarida 6,09 + 0,148 2,92 + 0,078 11,01 +0,10%
Geada 5,38 + 1,058 1,50 + 0,238 9,43 + 1,08
Breda 8,08 + 0,3204 6,34 + 1,304 10,74 + 0,46

Valores determinados em triplicata (n=3) + desvio padréo.
abe \/alores médios seguidos por diferentes letras sobrescritas mintsculas iguais na mesma linha e letras
maiusculas iguais na mesma coluna, indicam diferenca estatisticamente significativa p<0,05.

Fonte: Proprio autor.

Para uma melhor compreensdo e visualiza¢do dos resultados aqui discutidos, na Figura 10
esta a representacdo dos resultados para a avaliacdo dos compostos bioativos das variedades

de abacate estudadas no presente trabalho.
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Figura 10 - Resultados para o teor de fendlicos, flavonoides totais, carotenoides e clorofila
em polpa casca e semente de diferentes variedades de abacates.
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Resultados expressos em: Fendlicos - com Folin-Ciocalteu (mg/g equivalentes ao acido galico);
Flavonoides — mg/g equivalentes a Quercetina; Carotenoides - mg/g B-caroteno; Clorofila total: mg/g.
Fonte: Proprio autor.

4.6. Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante da polpa, semente e casca das diferentes variedades de frutos
foram avaliadas por diferentes ensaios ndo-bioldgicos tais como ABTS, FRAP e ORAC. O
ensaio de sequestro do radical ABTS foi utilizado para avaliar a atividade antioxidante total
dos polifendis através da medida da reducdo do radical cation como a porcentagem de
inibicdo (CHEN et al., 2008).

Para medir o potencial de reducéo, foi usado o ensaio rapido e confiavel de FRAP,
onde o antioxidante reage com um complexo FPTZ férrico e produz um complexo de TPTZ
ferroso colorido por um redutor em pH baixo (PULIDO et al., 2000), A inibi¢cdo oxidativa
induzida foi determinada por ensaio ORAC e mostra a atividade antioxidante de quebra de
cadeia radical por transferéncia de hidrogénio (Ou et al., 2001; Karadag et al., 2009). O 2,2"-
Azobis-(2-amidinopropane)-dihydrochloride (AAPH), soltvel em agua, tem sido amplamente

utilizado como iniciador de radicais livres e causador de hemdlise nas membranas celulares
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(Fadda et al., 2013). Assim, esses métodos sdo amplamente aceitos para determinar o
potencial antioxidante dos extratos vegetais (Murugan et al., 2016).

4.3.19. ABTSe (acido 2,2-Azinobis-3-ethylbenzotiazoline-6-sulfonico)

A Tabela 14 apresenta os resultados referente a atividade antioxidante através do radical
ABTS’, os quais apresentaram diferenca significativa entre as diferentes partes do fruto
estudada, bem como entre as diversas variedades. Conforme os dados verificam-se que as
sementes, principalmente da variedade Geada, apresentaram maior atividade com 14,90 pumol
TE/g, seguido da variedade Breda (6,83 pumol TE/g).

De acordo com Moo-Huchin et al. (2014) ao avaliar diversos frutos tropicais 0s autores
revelaram que a capacidade antioxidante medida através da captura do radical livre ABTS®
mostrou que as sementes apresentavam os maiores valores para atividade antioxidante. Outros
estudos também relatam melhores resultados em casca de abacates como, Rodriguez-Carpena
et al. (2011) relatam igualmente que a semente da Variedade Hass possui maior atividade
antioxidante (7,89 pumol TE/g) que a casca (7,40 umol TE/g) e a polpa (94,05 umol TE/g) no
entanto, ja na variedade Fuerte a casca apresentou a maior atividade (18,58 pmol TE/g) logo
apos a semente (12,16 pumol TE/g) e a polpa (0,78 umol TE/Qg).

Entre as polpas, a maior atividade foi detectada na variedade Breda (0,62 pmol TE/Qg),
sendo a Geada a de menor valor (0,12 umol TE/g). De maneira geral, das trés variedades de
abacate analisados nesse estudo a Margarida foi a que teve menor atividade antioxidante em
todas as partes analisadas na fruta.

Com esses resultados (Tabela 14) e com estudos anteriores fica claro que a polpa é a
parte menos interessante na avaliacdo de captura de radical livre ABTS® apresentando valores

baixissimos nas anélises.
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Tabela 15 - Atividade antioxidante de extratos etandlicos das variedades de abacate
Margarida, Geada e Breda através do método ABTSe.

ABTS’ (umol TE/g)

Variedade

Polpa Semente Casca
Margarida 0,33+ 0,048 4,07 + 0,21 4,45 + 0,34%
Geada 0,12 +0,00°¢ 14,90 + 0,16% 6,27 + 0,128
Breda 0,62 + 0,034 6,83 + 0,148 11,19 + 1,72

Valores determinados em triplicata (n=3) £ desvio padréo.

abe\/alores médios seguidos por diferentes letras sobrescritas mindsculas iguais na mesma linha e letras
maiusculas iguais na mesma coluna, indicam diferenga estatisticamente significativa p<0,05. TE —
expresso como pmol Trolox/100g de amostra.

Fonte: Proprio autor.

4.3.20. FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

A Tabela 15 apresenta os resultados da analise da atividade antioxidante através do
método de reducdo do ferro proposto por Thaipong et al. (2006) onde foi observado que as
sementes mostraram 0s maiores valores com a variedade Geada (859,28 umol TE/g) sendo
superior a variedade Margarida (421,44 umol TE/g) e a variedade Breda (322,11 pumol TE/g)
respectivamente.

Soog et al. (2004) ao realizar estudo com diversas frutas, enfatiza que dentre a polpa e as
partes ndo convencionais de consumo, a semente obteve o quarto maior valor na determinacao
de FRAP (1484,01 umol TE/g) com valores abaixo representando pela polpa, sendo o menor
valor reportado (9,6 pmol TE/g) dentre as frutas analisadas.

Tabela 16 - Atividade antioxidante dos extratos etandlicos das variedades de abacate
Margarida, Geada e Breda através do método FRAP.

FRAP (umol TE/g)

Variedades

Polpa Semente Casca
Margarida 21,21 + 0,698 401,45 + 39,31%8 276,20 + 12,758
Geada 13,28 + 1,858 859,27 + 5,713 545,62 + 7,10°A
Breda 148,56 + 7,854 322,11 + 35,55% 263,45 + 1,558

Valores determinados em triplicata (n=3) £ desvio padréo.

abc\/alores médios seguidos por diferentes letras sobrescritas mintsculas iguais na mesma linha e letras
maiusculas iguais na mesma coluna, indicam diferenga estatisticamente significativa p<0,05. TE —
expresso como pumol Trolox/g de amostra.

Fonte: Proprio autor.
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As polpas das variedades Margarida (21,21 umol TE/g) e Breda (148,56 umol TE/g)
apresentaram atividade antioxidante com valores semelhantes e superiores ao da variedade
Geada (13,28 pumol TE/g). Os teores determinados nas cascas (Tabela 15), apesar de serem
menores que os das sementes, se mostram bastante relevantes com 545,62 umol TE/g na
variedade Geada, 282,95 pumol TE/g na variedade Margarida e 263,45 umol TE/g na
variedade Breda,

4.3.21. ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

A capacidade de absor¢do de radicais de oxigénio foi medida através de metodologia
proposta por Thaipong et al, (2006) e os resultados encontrados estdo expostos na Tabela 16,
onde fica comprovado que a semente é a parte do abacate que apresenta a maior atividade
antioxidante sendo a variedade Geada (1768,26 pumol TE/g) com o maior potencial acima das
variedades Margarida (1739,42 umol TE/g) e Breda (486,98 pmol TE/g), Agnieszka-
Kosinska et al. (2012) reporta valores de ORAC obtidos na semente de 2101,15 pumol TE/g e

3500,20 umol TE/g nas variedades Hass e Shepard, respectivamente.

Tabela 17 - Atividade antioxidante dos extratos etandlicos das variedades de abacate
Margarida, Geada e Breda através do método do ORAC.

ORAC (umol TE/g)

Variedades

Polpa Semente Casca
Margarida 505,59 + 20,67 1739,42 + 17,584 1022,53 + 32,768
Geada 156,58 + 23,11°B 1768,26+ 12,3134 1582,98 + 17,454
Breda 166,29 + 25,188 486,98 + 8,81%® 353,86 + 5,93C

Valores determinados em triplicata (n=3) * desvio padréo.

abc Valores médios seguidos por diferentes letras sobrescritas minasculas iguais na mesma linha e
letras maiGsculas iguais na mesma coluna, indicam diferenca estatisticamente significativa p<0,05.
TE-— expresso como pmol Trolox/100g de amostra.

Fonte: Proprio autor.

As cascas mostram valores expressivos de capacidade antioxidante (Tabela 16), sendo a
variedade Geada maior (1582,98 umol TE/g) que a Margarida (1022,53umol TE/g) e a Breda
(353,86 pumol TE/g). Dentre as variedades estudadas, a cultivar Breda foi o que mostrou
menor capacidade antioxidante tanto na polpa quanto na casca e semente.

Vale salientar, que compostos bioativos de sementes de abacate agem como doadores de

hidrogénio ou elétron e agentes redutores e podem desempenhar um papel significativo contra
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0 estresse oxidativo, impedindo a oxidacao lipidica atraves de uma reagdo de quebra de cadeia
(Amarowicz, 2007).

Para uma melhor observagdo quanto a capacidade antioxidante nas diferentes amostras,
fica evidente pela Figura 11 que os resultados para as trés variedades apresentaram variacéo
quanto aos métodos utilizados, o que deve ser levado em consideracdo que cada ensaio

apresenta um mecanismo de ag&o.

Figura 11 - Resultados para a capacidade antioxidante em polpa casca e semente de
diferentes variedades de abacates.
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Fonte: Proprio autor.

4.7. ldentificacdo e quantificagdo dos compostos fendlicos por LC-MS

A Tabela 17 apresenta as curvas analiticas e coeficientes de correlagdo para a
determinacdo de compostos fenolicos por LC-MS. Através dos dados obtidos para a
construcio das curvas analiticas e analise das retas (ver APENDICES de A a M). Foi possivel
concluir que o modelo de regressdo linear é adequado para as determinacGes analiticas em
estudo. Os coeficientes de correlacdo (r?) foram maiores que 0,99, estando de acordo com as
orientagdes da ANVISA (2003) e do INMETRO (2011) que recomendam r? igual a 0,99 e
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acima de 0,90, respectivamente, O que comprova que o método de UPLC utilizado fornece
boa linearidade e adequacédo para a andlise de &cidos fendlicos e flavonoides em amostras de

abacate.



Tabela 18 - Parametros do MS, curvas de calibracéo e coeficientes de correlacdo dos padrdes utilizados para identificacdo e quantificagéo.
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_ Energiade Tempo de Coeficiente
Compostos Formula Pol.am.jade Fragmentos colisdo retencdo Equacao de calibracdo™ de correlacéo
molecular de ionizacdo (m/z) )
(eV) (min) ()
Acido cafeico CoHsO4 Negativo 179 15 20,913 Y=1,08e+007X+4,78e+004 0,9956
Catequina C1sH140s  Negativo 289 15 19,364 Y=1,45e+007X+2,68e+004 0,9946
Acido clorogénico CigH1s09  Negativo 353 15 18,483 Y=1,15e+007X+2,28e+004 0,9913
Acido p-cumérico  CgHsO3 Negativo 163 15 24,53 Y=5,42e+006X+1,04e+004 0,9977
Epicatequina C1sH140s  Negativo 289 15 20,537 Y=1,35e+007X+4,76e+004 0,9962
Acido ferdlico C10H1004 Negativo 193 15 25,448 Y=1,01e+006X+4,43e+003 0,9963
Acido galico C7HeOs Negativo 169 15 12,522 Y=1,22e+007X+3,59e+004 0,9929
Campeferol C1sH100s  Negativo 285 15 35,16 Y=-1,21e+008 X"2+3,73e+007X+4,05e+004  0,9987
Naringenina CisH120s  Negativo 259 15 10,336 Y=-1,51e+007X"2+1,43e+006X-1,29e+004  0,9971
Acido vanilico CgHsgO4 Negativo 167 15 21,332 Y=4,52e+005X"2+3,14e+004X+6,12e+001  0,9987
Vanilina CgHsgOs Negativo 151 15 25,071 Y=7,82e+005X-2,17e+003 0,9958
Acido succinico C4HeO4 Negativo 117 15 10,291 Y=-7,20e+006X"2+2,32e+006X+2,51e+003  0,9963

*Y é o valor da area do pico, X é a concentracdo do composto padréo.
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Os resultados da determinagdo dos compostos fendlicos individuais presentes nas cascas,
polpas e sementes das variedades dos abacates (Margarida, Geada e Breda) sdo apresentados
na Tabela 18. Foi possivel identificar doze compostos ao total, 0s quais apresentaram
variaces no teor quantitativo, conforme as variedades e as partes do fruto estudado,
fornecendo importantes informagdes na caracterizagdo do perfil fendlico permitindo
determinar a presenca de compostos de interesse para a aplica¢do nas diversas areas com foco
aos efeitos benéficos a saude.

Dentre os compostos analisados a vanilina foi identificado somente na polpa da variedade
Margarida em uma concentragdo de 0,04 mg/mL. Da mesma forma Hurtado-Fernandez et al.
(2011) ao analisar doze variedades de abacate encontraram a vanilina apenas nas polpas de
duas variedades, a saber Colin V33 (0,021 mg/mL) e Sir Prize (0,062 mg/mL), estando estes
valores proximos ao encontrado neste estudo.

A naringenina foi encontrada apenas nas cascas das variedades Margarida e Breda, mas
em concentragdes que ndo puderam ser quantificadas, pois estavam abaixo do limite de
quantificacdo (NQ), assim como o acido galico, o qual ndo p6de ser quantificado, no entanto
foram identificados em todos os extratos analisados com exce¢do da polpa e semente da
variedade Margarida. Outros estudos reportaram presenca da naringenina na polpa das
variedades Colin V33, Pinkerton e Sir Prize bem como o &cido galico na polpa da variedade
Sir Prize (HURTADO-FERNANDEZ et al., 2011).

Os compostos acidos clorogénico e vanilico ndo foram identificados nas polpas,
independente das variedades. Igualmente, Lopez-Cobo et al. (2016) ndo identificaram a
presenca destes acidos nas polpas dos abacates apenas nas sementes e cascas. Soares et al.
(2012) analisando as variedades Wagner e Prince encontraram acido vanilico (0,60 mg/g) e
acido clorogénico (0,79 mg/g) em suas sementes, respectivamente.

Foi possivel observar que o acido cafeico ndo foi identificado em nenhuma variedade da
semente analisada e sua presenca nas outras partes analisadas (polpa e casca) esta abaixo do
limite de quantificacdo. Em contrapartida, outras variedades apresentam esse composto em
sua semente como nas variedades Wagner (0,24 mg/g) e Prince (0,61 mg/g), assim como nas
polpas da variedade Harvest (0,46 mg/g), Lamb Hass (0,54 mg/g), Pinkerton (0,58 mg/qg), Sir
Prize (0,58 mg/g) e Tacambaro (0,27 mg/g) (LOPEZ-COBO et al., 2016; HURTADO-
FERNANDEZ et al., 2011).



Tabela 19 - Compostos fendlicos da casca, polpa e semente de diferentes variedades de abacate.
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Compostos Margarida (mg/mL) Geada (mg/mL) Breda (mg/mL)

Fendlicos Polpa Semente Casca Polpa Semente Casca Polpa Semente Casca
Catequina NQ 0,20 +0,01¢ NQ NQ 1,92 £0,02¢ 0,96 +0,01° NQ 0,45 £ 0,01° NQ
Epicatequina NQ 0,02 +£0,00" 0,28 +0,01¢ NQ 0,03+0,01¢ 1,59+0,01° NQ 0,31+ 0,01° 0,47 +0,01°
Campeferol 0,02 + 0,01° NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ
Naringenina NI NI NQ NI NI NI NI NI NQ
Acido succinico 1,19+£0,01® 0,09+0,00" 2,31+0,01° 1,50+0,01 0,93+0,02" 1,76 +0,13° 0,11+ 0,01" 0,28 £0,019 1,84 +0,01°
Acido fertlico NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ 0,76 + 0,012
Acido galico NI NI NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ
Acido clorogénico NI 0,18 £0,01* 0,50 +0,01° NI 0,09 +0,01°* 2,61 +0,02? NI 1,74 £0,03* 1,75+0,05°
Acido cafeico NQ NI NQ NI NI NQ NQ NI NQ
Acido vanilico NI 0,08 £0,00° 0,09 + 0,00° NI 0,16 £0,01°* 0,07+ 0,00¢ NI 0,19 £0,01* 0,07 +0,01°
Acido p-cumarico 0,06 + 0,00 NI NQ NQ NQ 0,01+0,00¢ 0,04+0,01° NQ 0,03+0,02°
Vanilina 0,04 £ 0,012 NI NI NI NI NI NI NI NI

> Compostos Fendlicos 1,31+0,03 1,14+0,02 3,18+0,03 150+£0,00 3,13+0,07 7,00x0,17 0,15+0,02 297+£0,07 492+0,11

Valores determinados em triplicata (n=3) £ desvio padréo.

abdefgh \/alores médios sequidos por diferentes letras sobrescritas iguais na mesma linha, indicam diferenca estatisticamente significativa p <0,05 pelo teste de

Tukey.

NI = Néo Identificado; NQ = N&o Quantificado pois esta abaixo do Limite de Quantificacdo (0,009+0,002 mg/mL).

Fonte: Proprio autor.
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Quanto ao &cido succinico se destaca por ser um dos compostos com uma das maiores
concentragfes dos analitos (2,311 mg/mL) e por estar presente em todas as espécies de
abacate analisadas em quantidades consideravelmente relevantes, principalmente nas cascas.

Da mesma forma, Elena et al. (2011) ao analisarem 13 variedades de abacateiro na
Espanha utilizando o método UHPLC-ESI(-)-TOF-MS observaram que o acido succinico
apresentou maior teor em todas as diferentes cultivares de frutos em comparagdo com outros
compostos. Entre as diferentes cultivares, a variedade Colin V33 tem o0 maximo acido
succinico (171,09 mg/kg de amostra seca).

O 4acido succinico é um acido organico dicarboxilico que participa do metabolismo
energético em todas as células animais e vegetais como um intermediario do ciclo de Krebs
(Weger et al., 2016). E um antioxidante natural que é utilizado em uma série de aplicacdes na
industria como preparacdo de solventes, vernizes, perfumes, na fabricacdo de tintas e
corantes, plastificantes e poliésteres. Na industria alimenticia ele € utilizado na produgéo de
bebidas como refrigerantes e cerveja servindo como aromatizante e neutralizante, assim como
suplemento nutricional (Matrka et al., 2017), J& na industria de medicamentos é aplicado na
preparacdo de agente que combatem a ulcera e de protetores contra a radiacdo, Ainda ha
estudos em andamento que sugerem que esse composto estimula o sistema nervoso, melhora o
sistema imunoldgico e tem impacto positivo no coracao (Nagy-Szakal, 2018; Kerins, 2017).

Os compostos vanilina (0,04mg/mL) e campeferol (0,02 mg/mL) foram identificados na
polpa da variedade Margarida, enquanto o acido ferulico foi identificado na casca de fruta
Breda (0,76 mg/mL). O composto com maior concentracdo foi o é&cido clorogénico
(2,613mg/mL) encontrado na casca do abacate Geada. No entanto, quantidades menores
foram observadas nas variedades casca de Margarida (0,50 mg/mL) e Breda (1,75 mg/mL).
Da mesma forma Lopez-Cobo et al. (2016) relataram que a casca de abacate da Hass da
Espanha possui um bom contetdo (189,89 mg/100g de matéria seca) de acido clorogénico
que foi determinado por HPLC-DAD-QTOF-MS. A presenca desse composto foi identificada
somente nas cascas e sementes das amostras analisadas, estando ausente em todas as polpas.

O écido clorogénico tem como principais fontes o café e frutas variadas onde estudos
sugerem a associacdo do consumo desses alimentos e a prevencao de doengas mostrando uma
relagdo inversa entre esses dois fatores podendo prevenir diabetes, doengas cardiovasculares e
outras doencas relacionadas ao estresse oxidativo (Garambone et al., 2007).

A semente do abacate de variedade Geada (1,92 mg/mL) e a casca (1,592 mg/mL)
continham maior catequina e epicatequina, respectivamente. A andlise espectrofotométrica

tambem revelou que a casca da variedade Geada possui maiores flavonoides totais. Da mesma
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forma, os compostos catequina e epicatequina foram abundantemente encontrados nos
diferentes tipos de variedades de abacate da Espanha (Elena et al. 2011).

Agnieszka Kosinska et al. (2012), em seu estudo sobre o perfil de compostos fenolicos e
antioxidantes de Persea americana Mill, das variedades Hass e Shepard, encontraram
catequina e epicatequina nas amostras de casca e semente de abacate.

O é&cido vanilico foi encontrado em quantidade consideravel na semente de Breda (0,19
mg/mL), assim como o &cido vanilico, sendo observado na semente do abacate Hass (6,74
mg/100g de matéria seca) (Lopez-Cobo et al., 2016). Além disso, o acido vanilico foi
observado apenas na cultivar de frutas Sir Prize (6,80 mg/kg amostra seca) entre as diferentes
variedades de frutas analisadas (Elena et al.,, 2011). Da tabela, alguns dos compostos
polifendlicos de vanilina, acido feralico, naringenina, acido galico e acido cafeico ndo foram
detectados na condicdo do instrumento atualmente disponivel e apresentaram baixo nivel
detectado. Da mesma forma, o teor de &cido galico ndo foi detectado nas 12 cultivares de
abacate exceto Sir Prize (8,61 mg/kg de amostra seca), enquanto vanilina, acido ferulico,
naringenina e acido cafeico foram observadas apenas em algumas variedades (Elena et al.
2011). O é&cido p-cumarico (0,06 mg/mL) foi obtido em polpa de frutas da variedade
Margarida, além disso, a polpa de abacate Hass também apresentou maior contetdo de acido
p-cumarico (Lopez-Cobo et al., 2016). Recentemente, Bruno et al. (2018) demonstraram a
presenca de compostos polifendlicos nos subprodutos de abacate de Portugal, utilizando
anélises HPLC-DAD/ESI-MS.

Com excecao do acido succinico todos os compostos estdo ausentes ou em concentragdes
muito baixas na polpa de todas as variedades mostrando que a parte mais consumida dessa
fruta ndo possui uma presenca muito forte de compostos fenoélicos.

As Figuras 12, 13 e 14 apresentam o0s espectros de massas obtidos na analise da
sequéncia de padrbes na casca, semente e polpa das variedades de abacate (Geada, Breda e
Margarida). Os extratos foram injetados com ionizagdo negativa e no modo SIM, onde cada
composto foi monitorado de forma individual e simultanea com um canal de aquisi¢do de
dados especifico dos compostos que monitoram sua massa e tempo de retencdo para cada um

dos padrdes.
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Figura 12 - Espectro de massas no modo SIM da variedade Geada.
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Figura 13 - Espectro de massas no modo SIM da variedade Margarida.
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Figura 14 - Espectro de massas no modo SIM da variedade Breda.

160000.0

150000.0 :

140000.07 d a

130000.07

120000.07

110000.04

100000.07
90000.0]

80000.0]

Intensity

70000.0]
60000.0]
50000.0]

40000.04

-Coumaric aci
—Fenlic aci

%p .
ELKaempferol

30000.0]

Wiic acid

%Galic acid

20000.0]

ik

10000.0]

0.0+

1000

12’00 = 1400 = 1600 = 1800 = 2000 = 22.00
Minutes

24l00 26!00 2800 30!00 32/00 34l00 3600

140000.0

130000.04 b
120000.04

110000.04
100000.0

90000.0

80000.0

70000.0]

60000.0]

50000.0

Epicatechin

40000.0

30000.0

20000.0]

10000.04

>

%p(:oumaric acid

0.03

ELKaempferoI

16/00 18.00 20/00 2200 24’00 2600 2800 3000 3200

3400 36.00
Minutes

3600.00

3400.00]
3200.00 C
3000.00

2800.00
2600.00]

E
5

2400.00
2200.00
2000.00-
1800.00
1600.004

=
8
ey

-2
<
£

8
=%

INIC acll

1400.004

Succ

1200.004
1000.00+
800.00-
600.00-
400.004

—Caffeic acid

lorogenic acid

Catechin

grsahc acid
%

200.004

0.004

‘10.‘00‘ " ‘12.‘00‘ " ‘14.‘00‘ ‘22.‘00‘ " ‘24.‘00‘ ‘26.‘00‘ " ‘28.‘00‘ ‘30.‘00‘

Minutes

‘18.‘00‘ " ‘20.‘00‘ ‘32.‘00‘ " ‘34.‘00‘ " ‘36.‘00

Fonte: proprio autor

a:casca, b:semente, c:polpa



65

6. CONCLUSOES

Levando em conta as condic¢des do trabalho desta pesquisa, conclui-se que a partir da
caracterizacdo fisico-quimica da casca, polpa e semente das trés variedades do abacate
revelou que, esta fruta possui alto teor de umidade em todas as partes analisadas com exce¢éao
da variedade Margarida a qual teve os valores mais baixos principalmente na polpa (36,31%)
e casca (34,68%). O maior teor de solidos soltveis foi observado nas sementes e o menor teor
na polpa da variedade Geada. O pH nas diferentes partes estudadas mostrou-se levemente
acido e com baixa acidez titulavel sendo a maior na polpa da variedade Breda e menor valor
na casca da variedade Geada. Os maiores teores de lipidios foram observados na polpa e nos
residuos da variedade Breda e assim esta apresenta maior potencial para extracdo de 6leo.
Com relacdo a textura, a casca apresentou maior rigidez em todas as variedades, além de
apresentar uma maior luminosidade e proximidade a coloracdo verde comparando-se as
polpas.

Nas sementes foram encontrados os maiores teores de fendlicos destacando as
variedades Margarida e Geada sendo 83,38 mg GAE/g e 74,04 mg GAE/qg, respectivamente
enquanto as polpas se mostraram pobres em conteudos fendlicos. Ja para o teor de
flavonoides, as cascas das variedades Breda e Geada obtiveram os melhores resultados
enguanto a semente da variedade Margarida apresentou maior teor que a casca e a polpa.

Ao analisar a atividade antioxidante foi observado que as polpas de todas as
variedades demonstraram os menores valores de ABTS, FRAP e ORAC, enquanto as
sementes apresentaram 0s melhores resultados destacando-se a variedade Geada que teve o
maior teor em comparacdo as variedades Margarida e Breda.

Apobs a padronizacdo das metodologias de extracdo e analise de compostos fenolicos
no LC-MS foi possivel identificar doze compostos fendlicos, onde se destacou a presenca do
acido clorogénico com uma maior concentracdo na casca da variedade Geada. No entanto, o
acido succinico estava presente na polpa, semente e casca de todas as variedades tendo seu
maior conteudo na casca da variedade Margarida.

A partir deste estudo pode-se afirmar que o abacate possui alto valor nutricional com
caracteristicas atrativas sendo boa fonte de antioxidantes naturais e assim apresenta grande

potencial de aproveitamento tanto da sua polpa quanto da casca e semente.
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APENDICES

APENDICE A - PARAMETROS DAS CURVAS DE CALIBRCOES DOS PADROES UTILIZADOS.

7

Nome A B C R Equacdo Tipo « Unidade Tempg de
regressao reten(;ao
- Y = -1,21e+008 X2 + 3,73e+007 X + | Quadrética
Campeferol 4,05E+04 | 3,73E+07 1.21E+08 0,9993 4,056+004 (2° Ordem) mg/mL | 35,16
Acido Gélico |3,59E+04 |1,22E+07 | 0,00E+00 | 0,9964 Y =1,226+007 X + 3,59¢+004 (Ll'g'garfdem) mg/mL | 12,522
Acido 15 o8E+04 | 1,15E+07 | 0,00E+00 | 0,956 Y =1,15e+007 X + 2,28e+004 Linear mg/mL |18,483
Clorogénico (1° Ordem)
Catequina  |2,68E+04 | 1,45E+07 |0,00E+00 |0,9973 Y = 1,45+007 X + 2,686+004 (Ll'g'garfdem) mg/mL {19,364
Epicatequina | 4,76E+04 | 1,35E+07 | 0,00E+00 | 0,9981 Y = 1,35+007 X + 4,76+004 (Ll'g'ga;dem) mg/mL | 20,537
Acido Cafeico |4,78E+04 | 1,08E+07 | 0,00E+00 | 0,9978 Y = 1,08e+007 X + 4,78¢+004 (Ll'g'ga;dem) mg/mL | 20,913
Acido Y = 4,52e+005 X2 + 3,14e+004 X +|Quadratica
Vanilico 6,12E+01 | 3,14E+04 | 4,52E+05 | 0,9994 6.126+001 (2 Ordem) mg/mL | 21,332
Acido P14 (4E+04 | 5,42E406 | 0,00E+00 | 0,0988 Y = 5,426+006 X + 1,04e+004 Linear mg/mL | 24,53
Cumarico (1° Ordem)
Acido - Y = -7,20e+006 X2 + 2,32e+006 X +|Quadratica
Succinico | 2OtEY03|232B406 4 540 | 0.9981 2 51e+003 (2° Ordem) mg/mL. | 10,291
- - _ Linear
Vanilina > 17E+03| 7+82E+05 | 0,00E+00 0,9979 Y =7,826+005 X - 2,176+003 (15 ordem) mg/mL | 25,071
. . - - Y = -151e+007 X"2 + 1,43e+006 X -|Quadratica
Naringenina 1.29E+04 1,43E+06 1.51E+07 0,9986 1.296+004 (2° Ordem) mg/mL |10,336
Acido 4,43E+03 | 1,01E+06 | 0,00E+00 | 0,9982 Y = 1,01e+006 X + 4,43¢+003 Linear mg/mL | 25,448
Ferulico (1° Ordem)
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APENDICE B - CURVA PADRAO DE CAMPEFEROL
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APENDICE D - CURVA PADRAO DE ACIDO CLOROGENICO
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APENDICE N - CURVA PADRAO DE TROLOX
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