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Frutas e hortali¢as sdo fontes importantes de compostos bioativos, dentre estes os polifenois que
compreendem o maior grupo nos vegetais, tendo-lhes sido atribuido varias propriedades
bioldgicas benéficas a satide. Descobertas recentes mostraram que os alimentos vegetais contém
quantidades abundantes de outros tipos de antioxidantes de alto peso molecular, denominados
antioxidantes macromoleculares (MACAN), com propriedades promissoras relacionadas a saude
gastrointestinal. Estes podem ser divididos principalmente em duas fragdes: polifenodis
hidrolisaveis (HPP), que sdo compostos fenolicos de baixo peso molecular fortemente associados
a polissacarideos ou proteinas; e proantocianidinas ndo extraiveis (NEPA), que sdo estruturas de
alto peso molecular. Este trabalho tem como escopo apresentar a metodologia analitica de
determinagdo do conteido de antioxidantes macromoleculares, onde o arcabougo tedrico
apresenta a metodologia original desenvolvida por Pérez-Jiménez e Saura-Calixto (2015), com
adaptacdes as nossas frutas tropicais brasileiras. A metodologia MACAN mostrou-se eficiente
quando validada em frutas tropicais brasileiras, podendo ser integrada entre os diferentes grupos
de frutas tropicais
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INTRODUCTION

No entanto, a maioria dos estudos de polifenois baseia-se em
centenas de polifendis subestimados, porque incluem apenas

Um maior consumo de frutas e hortaligas tem sido relacionado,
com diferentes niveis de evidéncia, a redug¢des no risco de
doencas cardiovasculares, certos tipos de cancer e algumas
doengas cognitivas (Estruch et al, 2013). Entre os diferentes
componentes responsaveis por esses efeitos benéficos, os
fitoquimicos e, em particular os polifendis, apresentam um
papel importante na composicdo nutricional de diversos
alimentos. Os polifendissio uma familia de centenas de
compostos antioxidantes constituidos por diferentes subclasses
(flavonoides, acidos fendlicos, stilbenos, lignanas e outros),
para os quais varios possuem efeitos sobre a saude, tais como a
prevencdo de diferentes doengas cronicas foram amplamente
relatados (Del Rio et al., 2013; Gonzalez et al., 2011).

os polifendis que se encontram nos sobrenadantes derivados de
extracdes aquoso-organicas de alimentos, ou seja, polifendis
extraiveis (EPP), que nos estudos sdo considerados o teor de
polifendis totais. No entanto, pesquisas relatam que uma fragao
significativa de polifendis permanece nos residuos das
extragdes de polifendis, denominados polifenodis ndo extraiveis
(NEPP) ou antioxidantes macromoleculares (MACAN)
(Arranz, el at., 2009). Sao chamados de MACAN, devido a
algumas caracteristicas diferenciais especificas que possuem,
tais como: polifendis poliméricos ou polifendis simples ligados
a constituintes de alimentos macromoléculas; ndo sdo
extraidos por procedimentos aquosos-organicos comuns; sao
acessiveis e biodisponiveis apenas no intestino grosso.
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Em contraste, os polifendis soluveis (EPP) sdo principalmente
estruturas de baixo peso molecular, soluveis em misturas
aquoso-organicas e potencialmente biodisponiveis no intestino
delgado (Pérez-Jiménez, el at.,2013). Ressalta-se que as duas
classes apresentam uma capacidade antioxidante significativa.
O MACAN pode ser dividido principalmente em duas fragdes:
polifenois hidrolisaveis (HPP), que sdo compostos fendlicos de
baixo peso molecular fortemente associados a polissacarideos
ou proteinas; e proantocianidinas ndo extraiveis (NEPA), que
sdo estruturas de alto peso molecular. Apesar de 0o MACAN ter
sido comumente ignorado na analise quimica, quando os
alimentos vegetais sdo consumidos, tanto o EPP quanto o
MACAN sido ingeridos. Isso implica que os efeitos relatados
sobre a saude de polifendis alimentares podem ser devidos,
pelo menos parcialmente, ao MACAN. Na verdade, esses
macroantioxidantes atingem o colon intactos onde produzem
diferentes metabolitos biodisponiveis através da acdo da
microbiota intestinal (Choy, Jaggers, el at.,2013; Mateos-
Martin el at.,2012). Embora os estudos sobre os efeitos do
MACAN acerca da saude sejam escassos, eles mostraram
resultados promissores em relagdo a satide gastrointestinal,
incluindo cancer colorretal (Pérez-Jiménez et al., 2013).

Os antioxidantes naturalmente presentes nos alimentos tém
sido cada vez mais estudados quanto a sua eficdcia e emprego
(SHAHIDI, 1997). Estudos epidemioldgicos sugerem que o
consumo frequente de antioxidantes naturais esta associado
com a baixa incidéncia de doengas degenerativas incluindo o
cancer, inflamagdes, artrites, declinio do sistema imune,
disfuncgdo cerebral, doengas cardiovasculares, diabetes, mal de
Alzheimer e alguns tipos de catarata (OLIVEIRA et al., 2011).
As frutas, principalmente as que apresentam a coloragdo
vermelha/azul, sdo as mais importantes fontes de compostos
fenolicos em dietas alimentares (VASCO et al., 2008). A uva
representa uma das maiores fontes de compostos fenolicos. Os
principais fendlicos presentes na uva sdao os flavonoides
(antocianinase flavondis), os estilbenos (resveratrol), os acidos

fenolicos (derivados dos 4acidos hidroxicindmicos e
hidroxibenzoicos) e uma larga variedade de taninos
(FRANCIS, 2000). Em fungdo da elevada atividade

antioxidante que possuem, esse grande e complexo grupo de
metabdlitos secundarios faz parte dos constituintes de uma
variedade de frutas, hortalicas e produtos industrializados. De
acordo com Souza (2008), os sucos de uva possuem um maior
teor de compostos fenolicos glicosilados em relagdo aos vinhos
e por isso podem ser mais facilmente absorvidos pelo
organismo do que suas respectivas agliconas. Sendo o suco de
uva uma fonte apreciavel de compostos fenolicos, diversos
estudos tém demonstrado o seu potencial antioxidante e
sugerem que o seu consumo habitual pode se relacionar a
menores riscos de desenvolvimentos de doengas cronicas
(O’BYRNE et al., 2002).

A pesquisa sobre polifendis concentra-se no estudo de uma
fracdo de polifendis alimentares que permanecem nos residuos
das extracdes de polifendis, os chamados polifendis nao
extraiveis ou macroantioxidantes (PEREZ-JIMENEZ; et al.,
2015). Os antioxidantes macromoleculares ou
macroantioxidantes tém uma alta atividade bioldgica e
antioxidante e exibem propriedades promissoras relacionadas a
saude. O seu maior tamanho molecular confere-lhes algumas
caracteristicas fisiologicas especificas e mecanismos de agao,
que os diferencia dos antioxidantes de baixo peso molecular. A
maioria dos antioxidantes de baixo peso molecular ¢ absorvido
no intestino delgado durante a digestéo e passa para a corrente

sanguinea entre 0,5 e 2 horas apds a ingestdo, produzindo um
aumento no estado antioxidante (concentragdo antioxidante do
sangue) e sendo distribuido para células e 6rgdos alvo. Ao
contrario do que acontece com os antioxidantes
macromoleculares, que cruza intacto o estdmago e intestino
delgado e atinge o c6lon onde eles interagem com a microbiota
colénica em wum processo fermentativo que quebra as
macromoléculas, resultando em um alto estado antioxidante
intestinal e a produgdo de metabdlitos antioxidantes. Estes
metabodlitos sdo absorvidos através da mucosa coldnica e
atingem a corrente sanguinea cerca de oito horas apos a
ingestdo, sendo distribuidos para células e tecidos onde podem
ter efeitos sistémicos. Isso indica que antioxidantes
macromoleculares podem aumentar e prolongar o estado
antioxidante e os efeitos da satde associados a ingestdo de
antioxidantes alimentares (SAURA-CALIXTO, 2017). O
conteido de macroantioxidantes inclui macromoléculas, tais
como proantocianidinas de alto peso molecular e compostos
fenodlicos, tais como acidos fenolicos associados a
macromoléculas, principalmente constituintes de
polissacarideos de fibras dietéticas e proteinas (PEREZ-
JIMENEZ el at., 2013). Com relagdo & sua natureza quimica,
0os  macroantioxidantes =~ compreendem  principalmente
polifendis, como proantocianidinas, outros flavonoéides, dcidos
fenodlicos e taninos hidrolisaveis (PEREZ-JIMENEZ el at.,
2011).

O processo sugerido por Pérez-Jiménez, Diaz-Rubio e Saura-
Calixto (2015) para a analise do contetido de MACAN entre as
diferentes familias de alimentos vegetais (cereais, frutas,
vegetais, legumes) estabelece que uma extragdo quimica com
solventes aquoso-organicos ¢ realizada no alimento, que libera
o conteido de EPP (polifendis extraiveis) na fragdo
sobrenadante e também produz um precipitado. O precipitado
¢ entdo submetido & hidrolise quimica, realizada em duas
etapas, a fim de liberar o conteido de HPP (polifendis
hidrolisaveis) e NEPA (proantocianidinas ndo extraiveis). Os
hidrolisados obtidos apds estes tratamentos sdo entdo
analisados utilizando técnicas espectrofotométricas. Para a
analise do conteido de HPP, inicialmente o precipitado ¢é
submetido a hidrélise acida durante 1h a 85°C com a mistura
de metanol e &cido sulfurico, misturados gota a gota
cuidadosamente (HARTZFELD et al., 2002). O pH ¢ ajustado
posteriormente com hidréxido de sodio para 5,5. Logo apos o
ajuste do pH, a andlise segue com as indicagdes para a
determinagdo do contetido de EPP, usando o 4cido gélico
como padrdo. A determinagdo do teor de HPP é medida por
espectrofotometria a uma absorvancia de 750 nm.

A absorvancia das fragdes de NEPA ¢ medida nos
cumprimentos de onda de 555 e 450 nm (ZURITA; el
at.,2012), a fim de detectar antocianinas ¢ compostos de
xantilio, respectivamente. Os resultados sdo comparados com
um padrdo de proantocianidina (Ceratoniasiliqual. — Nestlé
Ltda), que ¢ rico em proantocianidinas de alto peso molecular.
A soma das fracdes de HPP e NEPA correspondem ao
conteudo de macroantioxidantes evidentes na matriz alimentar
(PEREZ-JIMENEZ; el at., 2015). Para entender os possiveis
efeitos sobre a satide associados a ingestdo de qualquer
composto bioativo e, portanto, de MACAN, ¢é necessario ter
conhecimento dos diferentes eventos que ocorrem ao longo do
intestino humano (PEREZ-JIMENEZe! at., 2013). A maioria
do conteddo de macroantioxidantes passara pelo intestino
delgado sem qualquer transformagfo. Uma vez no colon, e
principalmente através da acdo da microbiota intestinal, o
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MACAN ¢ liberado e novos compostos se formam. Alguns
destes metabodlitos microbianos podem ser absorvidos através
da veia porta, atingindo o figado, onde ocorrem vérios
processos relacionados, dando origem a metabdlitos de fase II.
Uma vez formados, esses metabdlitos podem retornar ao tubo
digestivo através da bile ou passar para a corrente sanguinea
como um primeiro passo para atingir os tecidos alvo e
finalmente ser excretado na urina (PEREZ-JIMENEZ; el at.,
2013). Portanto, quantidades significativas das diferentes
classes de MACAN aparecem no intestino grosso diariamente
como compostos bioacessiveis, incluindo os compostos que
foram solubilizados no intestino delgado, mas que ndo foram
absorvidos, bem como aqueles liberados no intestino grosso.
Uma vez que o contetdo do MACAN ¢ integrado entre os
diferentes grupos de alimentos vegetais, uma dieta
diversificada garantiria um fornecimento continuo de
compostos bioacessiveis benéficos através do trato digestivo.
Obviamente, uma fragdo de polifendis extraiveis ndo absorvida
anteriormente no intestino delgado também chega como
compostos bioacessiveis no intestino grosso (SAURA-
CALIXTO el at, 2007). Nessa perspectiva, os avancos
significativos em metodologias experimentais podem permitir
o estabelecimento de um conhecimento completo das
propriedades e efeitos a saude dos antioxidantes
macromoleculares para o desenvolvimento de pesquisas e
aplicagdes como um novo tipo de ingrediente para as
indistrias de alimentos. Esta revisdo tem como escopo
apresentar a metodologia de determinagdo do contetdo de
antioxidantes macromoleculares, segundo a originaldescrita
por Pérez-Jiménez e Saura-Calixto (2015), validando o método
analitico, quando adaptado as frutas tropicais produzidas no
Brasil, em especial o agai e a uva. Destaca-se que sfo
denominados MACAN devido a alguns diferenciais
especificos que possuem, tais como: sao polifendis poliméricos
ou polifendis unicos ligados a constituintes macromoleculares
dos alimentos e ndo sdo extraidos por procedimentos organicos
aquosos comuns. Portanto, com essa metodologia pode-se
analisar a maior parte dos compostos que sdo acessiveis e
biodisponiveis apenas no intestino grosso.

MATERIAIS E METODOS

O presente trabal hoconstitui-se por intermedio de uma reviséo
de literatura, no qual foi efetuada uma consulta em artigos da
area, cujo as propostassdo referentes asanalises e
determinagdes dos polifendis extraiveis e ndo extraiveis
encontrados em frutas tropicais. Pesquisas sobre identificago
¢ avaliacdo desses compostos antioxidantes em frutas tropicais,
ainda s3o escassas no Brasil. Para selecionar os artigos
estudados, foi utilizado o seguinte critério: averiguar os
resultados expostos nos artigos selecionados, a fim de relatar
os resultados obtidos através da metodologia sugerida por
Pérez-Jiménez e Saura-Calixto (2015). Posteriormente,
buscou-se interpretar os principais fundamentos encontrados
nos artigos selecionados, para alcangar uma melhor
compreensdo sobre o resultado de MACAN encontrados nas
frutas tropicais brasileiras, bem como o método utilizado para
a sua analise.

RESULTADO E DISCUSSOES

Nesta pesquisa, foram selecionados trés artigos, apresentando
como base as suas analises quantitativas referentes as
concentragdes decompostos macroantioxidantes encontradas
em frutas tropicais brasileiras. Dito isso, os autores Silva et al

(2020), Lima et al (2020) e Sousa et al (2020), analisaram o
residuo da uva (casca e semente) € o suco clarificado do agai,
ambos provenientes da industria, quantificando os polifendis
extraiveis totais, a atividade antioxidante e principalmente os
compostos macroantioxidantes (MACAN), encontrados nos
frutos, de acordo com a metodologia sugerida por Pérez-
Jiménez e Saura-Calixto (2015). Para a realiza¢do do estudo,
Silva et al (2020), utilizaram o residuo de uva fornecido por
industrias localizadas no municipio de Sdo Vale do Francisco,
Brasil. As amostras foram recolhidas durante um periodo de
funcionamento regular das empresas, segundo disponibilidade
de variedades ao longo do ano de 2015. Lima et al (2020),
utilizaram amostras de bagago de uva, de diversos ciclos de
producdo de colheita de 2015. Na pesquisa de Sousa et al
(2020), utilizaram amostras de suco clarificado de agai, cujo
processamento foi realizado entre margo e julho de 2018. Os
resultados dos trés estudos serdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Teor de macroantioxidantes encontrados nas amostras
de frutas tropicais.

AMOSTRAS HPP NEPA MACAN
Uva BRS Magna' 284.63 326.12 610.75
Uva Alicante Bouschet casca®  236.97  362.50  599.47
Uva Tempranillo semente? 314.62  299.37 613.99
Suco clarificado de acai’® 443.10 337.01 780.11

Valor médio, n = 3. X
'Silva (2020),’Lima et al (2020), *Sousa et al (2020)

Segundo o estudo realizado por Silva et al (2020), através da
avaliacdo da atividade antioxidante pelo método ABTS, a
variedade BRS Magna (1° ciclo), destacou-se dentre as demais
variedades de uva analisadas. MAZZA (1995) ressalta que os
compostos fenoldgicos da uva podem variar de acordo com a
variedade, a maturidade, regido e periodo de cultivo. ABEL e/
at (2007), relatam que existe uma correlagdo entre os
compostos fenoldgicos ¢ a capacidade antioxidante presente na
uva. Segundo os autores, uma vez que essa fruta ¢ a principal
matéria-prima para a produgdo de vinhos e sucos, ¢ importante
ressaltar que, quanto mais intensa for a cor da uva, mais
interessante ela se tornard no ponto de vista funcional, visto
que as uvas mais escuras apresentam maiores teores de
compostos fenoldgicos e compostos antioxidantes. Os
resultados encontrados por Lima et al (2020), demostraram
que a casca da uva Alicante Bouschet ¢ a semente da uva
Tempranillo, apresentam alto teor de compostos fenolicos. Os
resultados apresentados por este autor sdo superiores aos
realizados por Pérez-Jiménez et al. (2014), que realizou um
levantamento sobre o conteido de MACAN em varios
alimentos no Mediterraneo e encontrou 146 mg/100g em uva
vermelha. Essas pesquisam demonstram que as frutas tropicais
possuem um alto indice de polifendis ndo extraiveis,
contribuindo significantemente com a comprovagdo dos
resultados relacionados com o conteido de MACAN presentes
nas cascas e sementes de uvas exposto por Lima et al (2020).
Por fim, Sousa et al (2020), ressalta que o suco de agai
concentrado e clarificado a 24° Brix, demostra possuir alto
indice de polifendis ndo extraiveis. No estudo realizado por
Pérez-Jiménez; Diaz-Loira; Saura-Calixto (2013), onde foi
realizado a avaliagdo do contetido de polifendis ndo extraiveis
em frutas vermelhas, como citado anteriormente, foi
encontrado no agai fresco 1.240 mg/100g de matéria seco para
o teor de polifenodis hidrolisados (HPP) e para o contetido de
proantocianinas (NEPA) foi obtido o valor de 1210/100g.
Sousa et al (2020), compara a sua pesquisa com outros
estudos, como por exemplo, um estudo realizado por Rufino et
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al. (2010), no qual, é analisado os residuos das frutas Acerola e
Caju, no qual ¢ determinado os polifendis ndo extraiveis
encontrados nessas frutas tropicais. Neste estudo, sdo
encontrados valores de 12,1 gKg "' de seco matéria para
conteido de (HPP) no caju, e nos residuos da acerola foram
obtidos 3,9g Kg "' de matéria seca. Para o conteudo do NEPA,
nao houve resultados significativos para a acerola, no entanto o
caju demostrou teores de 52 g Kg'de matéria seca. Deste
modo, esta pesquisa demostra que as frutas tropicais possuem
altos niveis de polifen6is ndo extraiveis, mas que os estudos
sobre os macro antioxidantes em alimentos e bebidas ainda s@o
bastante limitados quando comparadas aos estudos de
polifendis extraiveis, tornando necessarios mais estudos sobre
o0 assunto, principalmente com as frutas tropicais.

Conclusoes

Dentre as amostras analisadas, através da metodologia
sugerida por Pérez-Jiménez e Saura-Calixto (2015), a
metodologia MACAN mostrou-se eficiente quando validada
em frutas brasileiras, podendo ser integrada entre os diferentes
grupos de frutas tropicais.
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