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RESUMO

Souza, Taynara Manhaes de; M.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Abril de 2023. Carica papaya L.: ISOLAMENTO, IDENTIFICACAO
QUIMICA E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE. Orientadora: Prof(a). Daniela Barros de
Oliveira.

Carica papaya L. € uma das espécies de plantas mais cultivadas em todo o mundo.
Pertencente a familia Caricaceae, € uma planta que produz um fruto popularmente
conhecido como maméo. Este fruto vem sendo estudado e utilizado em varias
partes do mundo devido aos seus beneficios para a saude, visto que em quase
todas as partes do Carica papaya existem fitoconstituintes que atuam frente a
algumas doencas crbnicas. Diante disso, o presente trabalho objetivou avaliar a
atividade antioxidante do extrato etandlico e das substancias isoladas da polpa do
mamao. As substancias presentes na polpa do mamao foram extraidas com
solvente etanol por Sohxlet. Foram utilizadas técnicas de separacéo
cromatograficas como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e Cromatografia Contra Corrente de
Alto Desempenho (CCCAD), e técnicas de identificacdo e caracterizacdo como a
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). A avaliacdo da atividade antioxidante foi
realizada pelo método do DPPH. Duas substancias foram identificadas a partir da
polpa do mamao: o 5-hidroximetilfurfural (furano) e o B-sitosterol (esteroide). Das
guatro amostras analisadas (extrato bruto, fragdo acetato, o 5-hidroximetilfurfural e
o B-sitosterol), apenas trés apresentaram atividade antioxidante, o extrato bruto, a

fracdo em acetato de etila e 0 5-HMF. Dessa forma foi possivel concluir que na

iX



polpa do maméao existem substancias com potencial para atuar como antioxidantes
frente as doencas causadas por radicais livres, sendo o mamao uma fonte natural

de antioxidantes presente na alimentag&o da populagao.

Palavras-chave: mamao, 5-HMF, antioxidante.



ABSTRACT

Souza, Taynara Manhées de; M.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. April 2023. Carica papaya L.. ISOLATION, CHEMICAL
IDENTIFICATION AND ANTIOXIDANT ACTIVITY. Advisor: Daniela Barros de
Oliveira.

Carica papaya L. is one of the most cultivated plant species in the world. Belonging
to the Caricaceae family, it is a plant that produces a fruit popularly known as
papaya. This fruit has been studied and used in various parts of the world due to its
health benefits, since in almost all parts of Carica papaya there are
phytoconstituents that act against some chronic diseases. Therefore, the present
work aimed to evaluate the antioxidant activity of the ethanol extract and the
substances isolated from papaya pulp. Substances present in papaya pulp were
extracted with ethanol solvent by Sohxlet. Chromatographic separation techniques
such as High-Performance Liquid Chromatography (HPLC), Thin Layer
Chromatography (CCD) and High-Performance Counter Current Chromatography
(CCCAD) were used, as well as identification and characterization techniques such
as Nuclear Magnetic Resonance (NMR). The assessment of antioxidant activity was
performed using the DPPH method. Two substances were identified from papaya
pulp: 5-hydroxymethylfurfural (furan) and B-sitosterol (steroid). Of the four samples
analyzed (crude extract, acetate fraction, 5-hydroxymethylfurfural and B-sitosterol),
only three showed antioxidant activity, the crude extract, the ethyl acetate fraction
and 5-HMF. In this way, it was possible to conclude that in papaya pulp there are

substances with the potential to act as antioxidants against diseases caused by free
Xi



radicals, papaya being a natural source of antioxidants present in the populations.

Keywords: papaya, 5-HMF, antioxidante.
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1. INTRODUCAO

Carica papaya L. (Caricaceae) é uma das espécies de planta mais
cultivadas em todo o mundo, popularmente conhecida como mamao. A espécie
teve sua origem na Ameérica Tropical, mais precisamente no México, sendo
naturalizada em varias partes do mundo (Embrapa, 2021; Sharma et al., 2020).

O mamoeiro € uma planta que se assemelha a uma arvore semi-herbacea
por possuir um caule fibroso e fragil, sendo este oco e cilindrico (Sharma et al.,
2020). O maméao possui casca ambar e em seu interior ha presenca de massa
substancial de sementes de cor preta (Pierson, 2012). O maméao é amplamente
usado em varios paises devido aos seus beneficios para saude, uma vez que ele
e fonte de minerais, carotenoides, compostos fendlicos, fibras, folato e vitaminas A,
C e E (Sharma et al., 2020).

Dessa forma, em quase todas as partes do Carica papaya, ha ampla
disponibilidade de fitoconstituintes que caracterizam sua eficiéncia no tratamento
de algumas doencas (Sharma et al., 2020). Essas substancias sao responsaveis
por acbes anti-inflamatdria, imunomoduladora, antioxidante e inseticida. Dentre
essas atividades, o seu poder antioxidante permite colaborar com a promoc¢ao da
saude, atuando no sequestro dos radicais livres que sao 0s responsaveis pelo
desenvolvimento de problemas crénicos de saude (Sharma et al.,, 2020). O C.
papaya contém substancias como: o acido cafeico, flavonoides (campeferol,

miricetina, quercetina, rutina), carotenoides (-caroteno, licopeno), saponinas,



alcaloides, a-tocoferol, vitamina C, papaina e isotiocianato de benzila (Kong et al.,
2021).

Sendo assim, as substancias presentes no C. papaya sao capazes de atuar
como anti-inflamatérias, amenizando sintomas de inflamag@es tais como o calor,
dor, rubor entre outros, e contra 0 estresse oxidativo. Dessa forma, o C. papaya
participa de forma benéfica frente as doencas crénicas tais como o diabetes,
Alzheimer e cancer (Kong et al., 2021).

Assim, tendo em vista as propriedades quimicas do C. papaya, 0 presente
trabalho objetivou avaliar a atividade antioxidante do extrato etandlico e das
substancias isoladas da polpa do maméao. O consumo de frutas proporciona efeitos
positivos para a prevencao e, consequentemente, diminuicdo no desenvolvimento

de doencas cronicas (Pierson et al., 2011).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Carica papaya L. (Caricaceae)

Carica papaya € uma espécie pertencente a familia Caricaceae. O género
Carica é amplamente conhecido e cultivado na india. O maméo é cultivado em
regides tropicais e subtropicais, mas, provavelmente, teve sua origem no sul do
México e Costa Rica. Essa fruta vem de uma espécie de planta fémea, macho ou
hermafrodita; o mamoeiro tem alto porte atingindo cerca de 3 a 10m; em seu caule
carnudo existem cicatrizes que marcam as antigas folhas, que séo longas, possui
flores perfumadas, estando sozinhas ou em cachos, frutas grandes com forma
globosa e alongada e, em seu interior, existem sementes (Lara-Abia et al., 2022;
Krishna et al., 2008; Zhou et., 2021).

Entre as variadas espécies de frutas, 0 mamao € uma das mais consumidas,
pois possui um alto valor nutritivo e baixo teor caldrico (Sharma et al., 2020; Krishna
et al., 2008). O consumo do mamao previne doencas causadas por radicais livres
e reduz altas taxas de colesterol no sangue (Adeneye et al., 2009). Adeneye e
colaboradores (2009) realizaram experimentos em ratos para avaliar o potencial
hipoglicémico a partir do pé das sementes do C. papaya. O resultado mostrou uma
diminuicdo significativa do nivel de glicose no sangue dos ratos. Ademais,
Somanah e colaboradores (2012) verificaram que o extrato fermentado do maméao
apresenta atividade protetora no avanco do diabetes se mostrando capaz de

estabilizar o nivel de glicose no sangue, uma vez que o extrato fermentado reduziu



o0 nivel de aspartato aminotransferase, aumentando a sensibilidade na detec¢éo da
insulina do figado. Além disso, se mostrou um aliado na prevencao da doenca de
Alzheimer (Kong et al., 2021).

O mamao € um 6timo auxiliar no processo digestivo visto ser uma fruta rica
em enzimas que auxiliam na digestao das proteinas contidas nos alimentos. Dentre
essas enzimas existe a papaina que € utilizada para acelerar o processo de
digestdo nos organismos que possuem metabolismo lento (Yogiraj et al., 2014).
Sendo assim, o fruto maduro de C. papaya possui atividade laxante que permite
gue o intestino fique regulado, ja que o suco leitoso extraido do fruto possui enzimas
gue auxiliam na digestdo. Desta forma, o mamao apresenta diversos beneficios
para a saude humana, pois atua como anti-inflamatério frente a prevencéo de
cancer no colon, protecao frente a poliartrite, previne o cancer de préstata e, além
disso, ajuda a manter o pulméo saudavel e tem efeito anticoagulante (Yogiraj et al.,
2014).

Husin e colaboradores (2019) citaram em seu trabalho que, em paises
tropicais e subtropicais, as folhas do C. papaya sdo usadas como um reforgo
imunologico, principalmente para doencas como a dengue e a malaria. Além disso,
eles também relataram que quase todas as partes do C. papaya, tais como: fruto,
folhas, sementes e raizes possuem contribuicdes medicinais. O extrato da semente
do C. papaya possui atividade inseticida e repelente, no qual o extrato aquoso das
sementes e das cascas do mamao apresentaram atividade frente ao mosquito
Aedes aegypti (Husin et al., 2019).

O mamao também pode ser usado em queimaduras de tecidos, infeccéo
microbiana, como antioxidante, imunomodulador e hipomeliante (Jaswal et al.,
2010). Segundo Jaswal e colaboradores (2010), no hospital Royal Victoria, na
Gambia, a polpa do mamao é esmagada e aplicada em queimaduras infectadas,

evitando uma maior infeccéo da ferida.

2.2 Composicao quimica do Carica papaya L.

O mamao é uma fruta rica em vitamina C, vitamina A, riboflavina, folato de
célcio, tiamina, ferro, niacina, potassio, magnésio, fibras, carotenoides, compostos
fendlicos, proteinas, minerais, fibras, lipidios e carboidratos como o0s constituintes

nutritivos presentes na fruta (Sharma et al., 2020; Krishna et al., 2008;). Dentre



essas substancias presentes no mamao, os compostos fendlicos, carotenoides e a
vitamina C s8o 0s principais componentes responsaveis pela sua atividade
antioxidante (Maoka, 2019).

Quando se trata da matéria seca da polpa do mamao, o seu maior
componente sao os carboidratos, sendo a glicose o carboidrato mais representativo
no inicio de maturacdo do fruto e, de acordo com o seu amadurecimento, a
concentragdo de sacarose aumenta, tornando-se cerca de 80% dos carboidratos
totais presentes (Didier et al., 2017). A parte comestivel do mamao, (a polpa),
possui macronutrientes como fosforo, potassio, magnésio e micronutrientes como
ferro, cobre, zinco e manganés (Didier et al., 2017).

Carotenoides, tais como, p-criptoxantina, [-caroteno, licopeno, -
criptoxantina cuprato, B-criptoxantina laurato e [B-criptoxantina miristal foram
identificados em C. papaya por Cromatogradia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada
ao Espectrometro de Massa (CLAE/UV-DAD/ESI-EM) nos trabalhos de Sancho e
colaboradores (2011) e Schweigger e colaboradores (2011).

Os fendlicos sao provenientes do metabolismo secundario das plantas e
s&o os principais antioxidantes encontrados na alimentacao e, por isso, 0 consumo
de frutas vem aumentando em todo o mundo (Karak, 2019; Granato et al., 2018;
Pierson et al., 2011). Segundo Saltveit (2010) cerca de dez mil compostos fendlicos
foram encontrados nas plantas.

Acidos fenolicos, tais como, o acido cafeeico, acido ferulico e acido p-
cumarico, ja foram identificados a partir do extrato da casca do C. papaya. Os
compostos fendlicos, pertencentes a classe dos flavonoides, também ja foram
identificados no maméao. Também possuem flavonoides, tais como, a catequina e
guercetina, apigenina, campeferol, miricetina, isorhamnetina, quercetina,
naringenina, hesperitina e.catequina (Husin et al., 2019; Tan et al., 2012). A Figura

1 apresenta a estrutura de algumas substancias ja identificadas no mamao.
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Figura 1. Estruturas das classes das substancias identificadas na polpa do mamao.
Fonte: Prata et al., 2021; Husin et al., 2019; Tan et al., 2012; Sancho et al., 2011;
Oloyede et al., 2011; Pino e Queris, 2011; Schweigger et al., 2011; Lee et al., 2010.

Além dessas substancias presentes no Carica papaya, substancias
pertencentes as funcdes organicas aldeido, éteres, ésteres, alcoois, cetonas, e
substancias pertencentes a classe dos esterois e furanos, ja foram identificadas no
mamao. Substancias volateis, tais como o benzaldeido, isotiocianato de benzila, 3-
damascenona, que estdo presentes no suco natural do mamao, foram identificadas
no suco fermentado de maméo e no vinho de maméo. Substancias como o
hidroximetilfurfural, pertencente a funcdo organica aldeido, e o sitosterol,
pertencente a classe dos esteradis, ja foram identificadas na polpa de mamao (Prata
et al., 2021; Oloyede et al., 2011; Pino e Queris, 2011; Lee et al., 2010).

Os compostos organicos pertencentes a classe dos furanos possuem, em
sua estrutura, um anel de quatro carbonos e um oxigénio, originando a formula
CsH40, que classifica a substdncia como furano. Essas substancias séo
encontradas em baixa concentracdo, de forma natural, nos alimentos. Elas podem
ser obtidas a partir da desidratacéo de carboidratos e, por isso, a sua concentragao
aumenta com o tempo de armazenamento do alimento (Serra-Cayuela et al., 2013;

Campos et al., 2007). A concentracéo dos furanos aumenta com o aumento da



temperatura durante o processamento do alimento (Emektar et al., 2022; Palmers
et al., 2015). A Figura 2 mostra trés vias de formacéo do furano a partir da glicose
(Vranova e Ciesarova, 2009). Segundo Didier e colaboradores (2017), o Carica

papaya, € um exemplo de fruto rico em carboidratos.
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Quando o consumo de furanos ultrapassa 30 mg por dia, essa substancia
contribui negativamente na saude humana, podendo ter acdes carcinogénica,
genotoxica, organotéxica, entre outras. Contudo, o 5-hidroximetilfurfural (5-HMF)
traz beneficios para a saulde, visto que pode atuar como aromatizante em
alimentos, pois possui odor de flores de camomila. Além disso, ele pode atuar como
antioxidante, anticarcinogénico, anti-inflamatoério, entre outros (PUBCHEM;
Choudhary et al., 2020; Abraham et al., 2011).

O hidroximetilfurfural, substancia pertencente a classe dos furanos, foi
identificada em alguns tipos de vinhos, cafés, cereais, frutos como mamao, laranja,
maca, entre outros. (Prata et al., 2021; Choudhary et al., 2020; Abraham et al.,
2011).

As substancias pertencentes a classe dos esterdis possuem funcao
estrutural, visto que sdo um dos componentes das membranas celulares
responsaveis por regular a permeabilidade e a fluidez das membranas. Nos
vegetais 0s esterdis participam da producdo de substancias provenientes do
metabolismo secundario das plantas, como as saponinas, por exemplo (Valitova et
al., 2016; Hartmann, 1998).

Os compostos organicos pertencentes a classe dos esteréis possuem uma
estrutura basica composta por quatro anéis (A, B, C e D), como apresentado na
Figura 3 (Valitova et al., 2016; Hartmann, 1998; Grunwald, 1975).

Figura 3. Esqueleto basico dos esterais.
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Os esterdis encontrados em maior concentracdo nos vegetais sdo o
sitosterol e o estigmasterol (Hartmann, 1998). O [-sitosterol, substancia
pertencente a classe dos esterdis, € encontrado em vegetais, chés, frutos, dentre
eles o0 mamao, entre outros alimentos. A reacdo de sintese das substancias
pertencentes a classe dos esterdis pode ser vista na Figura 4 (Valitova et al., 2016;
Hartmann, 1998).
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2.3 Métodos Cromatogréficos

A Cromatografia € um método instrumental que analisa as substancias
guimicas, sendo essa uma técnica de separacao fisico-quimica capaz de detectar,
identificar e quantificar substancias presentes em uma mistura, a partir da interacéo
dos componentes com a fase mével e estacionaria do sistema cromatogréfico. As
substancias presentes na mistura sdo distribuidas a medida que a fase movel
percola pela fase estacionaria (Juszczak et al., 2019; Coskun, 2016; Kumar e
Sarangi, 2013).

A cromatografia € subdividida em dois tipos de técnicas: a cromatografia
em coluna e a cromatografia planar. A primeira possui forma fisica na qual a fase
estacionaria é colocada num tubo cilindrico e a segunda, a fase estacionaria, é
distribuida em uma superficie planar. Com relacdo a fase movel existe a
cromatografia gasosa, na qual a fase mével € um gas, a cromatografia liquida, fase
movel € um liquido e a cromatografia supercritica, a fase mével € um vapor
pressurizado (Coskun, 2016; Collins et al.,, 1993). Os diferentes tipos de
cromatografia podem ser usados em sequéncia a fim de obter uma amostra cada
vez mais pura (Peres, 2002).

A Cromatografia em Camada Delgada (CCD) consiste na utilizacdo de uma
superficie plana, chamada de placas, que contém uma camada delgada de
adsorvente, tais como a silica, alumina, celulose e poliamida, onde sera depositada
uma pequena por¢cao de amostra. A separacao dos componentes da mistura se da
guando a fase movel comeca a percolar na placa (Peres, 2002; Collins et al., 1993).
No entanto, para uma separacdo eficiente € importante selecionar a fase movel
cuidadosamente, visto que ela tem papel fundamental na separacdo de misturas.
Sendo assim, para a escolha da fase movel é necessario considerar a natureza
guimica das substancias a serem separadas e a sua polaridade, visto que existe
uma competicdo entre as moléculas da fase mével e da amostra na superficie do
adsorvente (Coskun, 2016; Kumar e Sarangi, 2013; Collins et al., 1993).

Apés a eluicao da fase movel na placa, as substancias separadas precisam
ser reveladas, visto que algumas ndo possuem coloracéo. Para isso, existem o0s
meétodos fisicos, tais como a utilizacdo de lampadas ultravioletas que revelam
substancias fluorescentes quando absorvem radiagbes em determinado

comprimento de onda, e métodos quimicos, tais como a utilizacdo de solventes.
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Esta técnica é de facil execucao, as separagbes ocorrem num pequeno espacgo de
tempo, é versatil, possui grande reprodutibilidade e possui baixo custo (Kumar e
Sarangi, 2013; Collins et al., 1993).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é capaz de realizar a
separacdo de varias substancias diferentes presentes na amostra em um curto
periodo, além de possuir alta resolucdo, sensibilidade e eficiéncia. Nesse tipo de
cromatografia, 0s equipamentos sdo sofisticados e automatizados, e possuem
pequenas colunas onde fica a fase movel, como a silica, por exemplo, que € eluida
em altas pressdes. Essas colunas sdo reaproveitaveis, porém, necessitam de um
sistema de bombas de alta presséo para que a fase mével migre numa velocidade
razoavel pela coluna a ponto de ndo a danificar, visto que a coluna possuli
resisténcia a vazao da fase moével, podendo ocorrer perda de carga (Langas, 2009).

Para aplicar a amostra na CLAE é necessario utilizar microsseringas. A
deteccdo das substancias pela CLAE se da por varios tipos de detectores
espectrofotométricos com diferentes comprimentos de onda, e existe a
possibilidade de acoplamento com o espectrometro de massas, ou seja, iSSO
permite uma grande escala de deteccdo de varios compostos de amostras
complexas, tais como a urina, sangue, alimentos, entre outros (Coskun, 2016;
Collins et al., 1993).

A Cromatografia Contracorrente de Alto Desempenho (CCCAD) é uma
técnica de separacdo de misturas complexas em que a particAo ocorre com a
utilizacdo de um sistema de solventes imisciveis, sendo uma mistura composta por
duas fases. Desse sistema de solventes, um é utilizado como fase estacionéria e o
outro como a fase movel. No entanto, a escolha do sistema de solventes é
fundamental para ocorrer uma separacao eficiente. Para isso, € necessario: que a
distribuicdo da concentragcdo dos componentes presentes na amostra seja a
mesma nas duas fases do sistema de solventes; que o volume de cada fase do
sistema de solventes seja préximo; e que a fase escolhida como estacionaria fique
retida na coluna (Fang et al., 2011).

Quando a polaridade da substancia de interesse é desconhecida sugere-
se comecar testando pelo sistema de solventes composto por hexano, acetato de
etila, metanol e 4gua nas proporg¢des 3:5:3:5. Tanto a propor¢do quanto o solvente
organico podem ser alterados até encontrarem o sistema de solventes adequado

para a distribuicdo da amostra (Friesen et al., 2015; Pauli et al., 2008).
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2.4 Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é um método preciso capaz de
identificar a substancia presente na amostra. Nessa técnica, a amostra é submetida
a um campo magnético no qual sofre a agdo de ondas de radio em determinada
frequéncia. Nesse momento, os nucleos atdmicos dos elementos da substancia
presente na amostra absorvem energia na qual uma parte dessa energia € emitida
em forma de sinais de radio. A quantidade de sinais em cada frequéncia origina o
espectro de RMN (Hage e Ilwasaki, 2009; Purcell et al., 1946 e Pykett et al., 1982).

Os nucleos atdbmicos dos elementos quimicos possuem o nimero quantico
de spin, ou seja, esse numero é responsavel por indicar a rotacao do elétron dentro
de um orbital atbmico. A esse spin existe uma energia associada que permite a sua
guantificacdo. De acordo com as leis basicas do eletromagnetismo, uma particula
em rotacdo gera um momento magnético (Bathista, 2005; Koutcher e TylerBurt,
1984).

Nessa técnica, os nucleos, que podem agir como “imas”, tendem a se
orientar na direcdo do campo magnético ao qual esta sendo submetido. No entanto,
0 atomo de hidrogénio, por exemplo, quando submetido ao campo magnético
apresenta duas orienta¢des: uma no sentido contrario do campo magnético (estado
excitado) e a outra no sentido do campo magnético (estado fundamental). Contudo,
os sinais observados no RMN séo referentes ao excesso de nucleos no estado
fundamental. No estado excitado, o sinal de RMN é perdido pois os nucleos
atbmicos perdem a sua rotacdo uma vez que quando o spin retorna ao seu estado
inicial ocorre a liberacdo de energia, processo chamado de relaxamento do spin
(Silva, 2005; Purcell et al., 1946; Harms et al., 1984).

2.5 Atividade antioxidante

As plantas sao importantes fontes naturais de antioxidantes. Os
antioxidantes provenientes de fontes naturais sdo preferiveis quando comparados
aos antioxidantes artificiais, visto que os efeitos colaterais sdo minimos e, além
disso, os antioxidantes naturais possuem baixa toxicidade em relacdo aos
antioxidantes artificiais (Jideane et al., 2020). A atividade antioxidante presente nos

vegetais estd associada as moléculas fitoquimicas que funcionam como protetores
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dos alimentos e que, no organismo humano, é capaz de eliminar os radicais livres
(Granato et al., 2018).

Os radicais livres sdo espécies reativas de oxigénio ou de nitrogénio,
conhecida pelas siglas ERO e ERN, respectivamente, e que causam efeitos
deletérios, pois ocasionam o estresse oxidativo ou nitrosativo no organismo Vivo.
Mas em baixas concentracdes sao benéficas para o organismo, uma vez que pode
atuar na defesa de infecgOes (Valko et al., 2006). Esses radicais livres sao
substancias que possuem um ou mais elétrons desemparelhados, tornando-as
instaveis e, por esse motivo, desencadeiam reagfes metabdlicas ocasionando um
desequilibrio em relacdo as reag¢Bes dos antioxidantes, pois para alcancar a
estabilidade, os radicais sequestram os elétrons de outras substancias (Ali et al.,
2008). O excesso de radicais livres no organismo prejudica as fungdes das células,
pois estes danificam os lipideos, o DNA e as proteinas (Molaei et al., 2023; Granato
et al., 2018; Valko et al., 2006).

Os antioxidantes s&do substancias capazes de retardar ou impedir a
oxidacao de substancias que, quando oxidadas, se tornam radicais livres, ou seja,
um antioxidante é capaz de eliminar as ERO e ERN (Kozarski et al., 2015; Halliwell,
1996). O acido ascérbico, os compostos fendlicos e os carotenoides sdo moléculas
fitoquimicas que sdo capazes de atuar como antioxidantes naturais (Ali et al., 2008).

O método DPPH consiste em uma reacdo quimica em que o radical 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH?¢), de cor roxa, € reduzido ao radical estavel 2,2-difenil-
1-picrilhidrazil (DPPH), de cor amarela, através da acdo de um antioxidante.
Quando ocorre a reacédo do radical (roxo) com o antioxidante, o meio fica amarelo,
pois o 1,1-difenil-2-picrilhidrazil doa um atomo de hidrogénio para o radical
tornando-o estavel (Ali et al., 2008; Amié et al., 2003). A Figura 5 ilustra a reacéo

entre o radical DPPH+ e uma molécula antioxidante.
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Figura 5. Reacéo entre o radical DPPH com molécula antioxidante (adaptado de Al
et al., 2008; Amié et al., 2003).

O método FRAP é baseado na medicao através do espectrofotometro, da
reducdo do complexo férrico e cloreto de 2,3,5-tri-fenil-1,3,4-triaza-2-
azoniaciclopenta-1,4-dieno (TPTZ) ao complexo ferroso; o ensaio ABTS consiste
na oxidacdo do ABTS a ABTS+, que possui cor, que reage com o composto fenélico
tornando o meio incolor pela formacdo do ABTS (Moharram e Youssef, 2014). A

Tabela 1 detalha algumas caracteristicas importantes destes métodos.
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Tabela 1. Caracteristicas dos principais métodos de analise da atividade
antioxidante

DPPH  Eliminagao Reacdo Colorimetria  -Facil de usar e baixo custo; -Soldvel em solventes organicos;
de radicais  antioxidante -Alcanga o estado estacionario -pH sensivel e reagdo lenta;
livres com radical rapido; -A cor interfere podendo causar

organico -Boa repetibilidade. erros na avaliagéo da atividade
antioxidante.

FRAP  Poder Reagdo Colorimetria  -Pode ser expresso em equivalentes -N&o mede diretamente a
antioxidante  antioxidante de &cido ascdrbico; atividade antioxidante, e sim, com
redutor com complexo -Facil e baixo custo. base no potencial redutor do ion
férrico férrico férrico.

-Interferéncia no resultado de
amostras bioldgicas de cor
intensa.

-Antioxidantes proveniente do
grupo SH néo séo detectados.

ABTS  Eliminagdo Reacéo Colorimetria  -Pode ser usado em meio aquoso ou -Muito sensivel a luz e
doradical  antioxidante organico; temperatura;

ABTS com radical -0 resultado pode ser expresso em  -Necessario ter uma etapa extra
cation peso de uma fonte natural, visto que, para gerar o radical livre a partir do
organico a vitamina C é usada como padrdo;  sal ABTS;

-Pode ser usado para estudar o -N&o padronizado, e por isso ndo
efeito do pH na atividade, pois é é possivel comparar valores.
estavel ao pH.

Fonte: adaptado de Moharram e Youssef, 2014 e Yoo et al, 2007
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Tecnologia de
Alimentos (LTA), no Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA) e no
Laboratério de Ciéncias Quimicas (LCQUI), no Centro de Ciéncias e Tecnologias
(CCT), na Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), em
Campos dos Goytacazes. O material vegetal para a realizacdo dos experimentos,
a polpa do fruto de Carica papaya L., foi disponibilizado pela empresa Caliman.

Para o fracionamento do extrato e isolamento das substancias presentes
na polpa do mamao, foram utilizadas técnicas, tais como: extracao liquido/liquido e
com celulose, Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e Cromatografia
Contracorrente de Alto Desempenho (CCCAD). Para analise do perfil quimico e
identificacdo das substancias presentes, foram utilizadas técnicas cromatograficas
como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e técnicas
espectroscopicas como a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). O resumo das
etapas realizadas é apresentado na Figura 6.

Para avaliar a atividade antioxidante da polpa do mamao foram utilizadas a
amostra do extrato bruto, a fracdo em acetato de etila e as amostras isoladas. Para

isso foi utilizado método de DPPH.
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Figura 6. Esquema das etapas do estudo quimico da polpa de Carica papaya L.
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3.1 Coleta do material vegetal

Os frutos foram coletados na Empresa Caliman Agricola, localizada na
cidade de Linhares no estado do Espirito Santo, Brasil. Os frutos pertencem as
plantas do mamoeiro de cultivar ‘Alianga’ e foram colhidos em um talhdo comercial.
Os mamdes estavam plantados a 1,5 metros entre plantas na linha e 3,5 metros
entre linhas. Para realizar as analises os frutos ficaram sete dias ao abrigo de luz

para a sua maturacéo (Figura 7).

Figura 7. A) Frutos antes da maturacao; B) Frutos maduros.

3.2 Preparo do extrato e fracbes

Os frutos foram lavados com agua deionizada e separados (casca,
sementes e polpa) manualmente com auxilio de uma faca. Posteriormente, as
polpas foram fatiadas, colocadas nas bandejas da Estufa com Circulacdo de Ar
Forcada, que foram forradas com papel aluminio, onde ficaram por 72 horas na
temperatura de 70 °C a fim de obter a polpa desidratada. Apds esse periodo, 0
material vegetal seco foi triturado no liquidificador a fim de se obter a amostra

triturada (Figura 8).
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Figura 8. A) Polpa de maméao fatiada em estufa para secagem e B) Polpa seca
triturada.

Foi realizada uma extracdo por Soxhlet com solvente etanol, pois as
substancias extraidas séo polares. Foi utilizada cerca de 1 kg de amostra triturada
da polpa do maméo. Esta foi colocada no papel de filtro, que foi fechado com
grampo, obtendo-se entdo o “cartucho de extragao”. Posteriormente, o “cartucho”
foi colocado na camara de extracdo do aparelho Soxhlet (Figura 9). Um volume de
330 mL do solvente de extracdo, o etanol 99,8% P.A., foi adicionado no frasco de

destilacdo do aparelho seguido de aquecimento (Gupta e Kumar, 2020).

Camara de
extracao
Cartucho de
extragcéo

Extrato bruto

solvente de resultante

extracdo

Figura 9. Extracdo da polpa do maméao por Soxhlet.



22

A extracao ocorreu por quatro horas, conforme procedimento ja realizado
no LTA. Apos a extracdo o extrato bruto resultante foi colocado no Rotaevaporador
por, aproximadamente, 60 minutos a fim de evaporar o solvente utlizado na
extracdo (Ghafar et al., 2017). Apds a evaporacdo do solvente o extrato foi
liofilizado obtendo 35% de rendimento.

3.3 Avaliacéo do perfil quimico do extrato bruto da polpa de Carica papaya L.
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Foi utilizado o equipamento CLAE da marca Shimadzu, detector de indice
de refracao (RID-10A), coluna cromatogréafica C-18, a temperatura de 35 °C. A fase
movel utilizada foi a agua acidificada a pH= 3,2 e acetonitrila com fluxo de 1 mL/min.

Essa técnica foi feita em gradiente de acordo com método detalhado na Tabela 3.

Tabela 2. Método utilizado: corrida em gradiente na CLAE

Tempo (min) Concentracao de Concentracao de
agua acidificada (%) acetonitrila (%)
0,01 90 10
10 70 30
15 50 50
20 30 70
25 10 90
30 0 100
32 90 10

A amostra do extrato bruto foi preparada na concentracédo de 5 mg/mL de

fase movel (500 uL de 4gua acidificada e 500 pL de acetonitrila).
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3.4 Andlise de carboidratos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE)

O cromatégrafo utilizado para a realizacdo da analise de acucar foi da
marca Shimadzu, detector de indice de refracdo (RID-10A), coluna cromatografica
Rezex RCM-Monosaccharide Ca*? (8%), tamanho 300 X 7,8 mm. Foi utilizada agua
ultrapura como fase mével em temperatura de 85 °C, fluxo de 0,6 mL/min e eluicédo
isocrética.

Para o preparo da amostra foi utilizado 1 g do extrato bruto da polpa do
mamao e dissolvido em 10 mL de agua ultrapura. A mistura formada foi colocada
na centrifuga por 10 minutos na velocidade maxima. Uma aliquota de 20 uL da
mistura foi injetada no equipamento.

A identificacédo e quantificacdo dos carboidratos se deu a partir da injecao
de padrbes dos carboidratos, glicose e frutose. A identificacdo foi baseada no
tempo de retencdo dos picos apresentados no cromatograma do extrato bruto
comparado ao tempo de retencdo dos picos dos padrdes. Para a quantificacdo
foram feitas curvas padrdes com diferentes concentracdes e, por regressao linear,
encontrou-se a equacao para o calculo da concentracdo do carboidrato presente

na polpa do extrato bruto.

3.5 Fracionamento e isolamento das substancias

Para purificar e concentrar as substancias majoritarias presentes na polpa
do mamao foram realizadas a extracdo liquido/liquido e a extracdo com celulose.
Para verificar a separacdo das substancias realizou-se a Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) das fracGes de interesse. Para isolamento das substancias
foi utilizada a técnica de Cromatografia Contracorrente de Alto Desempenho
(CCCAD).

3.5.1 Extracéo liquido/liquido
Foram adicionados 200 mL de solucdo 30% de metanol e 70% de agua

destilada em 20 g de extrato bruto. A solucao resultante foi transferida para um funil

de decantacgéo de 1000 mL, que em seguida foram adicionados 200 mL de acetato
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de etila. Ap6s a homogeneizacéo, a mistura foi deixada em repouso até formar uma
mistura heterogénea. As duas fases formadas foram coletadas em frascos
diferentes, na qual a fase aquosa foi armazenada e a fase em acetato de etila foi
para o rota evaporador a fim de evaporar todo o solvente. Esse procedimento foi
realizado seis vezes a cada 20g de extrato bruto. A Figura 10 mostra a mistura

formada durante a extracao liquido/liquido.

Fracdo em
acetato de
etila

Fracao
aquosa

Figura 10. Fracionamento do extrato etandlico bruto da polpa de Carica papaya L.
por extracao liquido/liquido.

3.5.2 Extracdo com celulose da fracdo em acetato de etila

A pastilha da amostra foi preparada pesando-se 2 g de celulose e 2 g da
fracdo em acetato de etila. Em seguida, a mistura foi colocada no rotaevaporador
até a amostra secar. Para a extracdo pesou-se 40 g de celulose e adicionou-se 20
mL de agua destilada. A mistura de celulose e 4gua foi colocada no filtro e, sob ela,
foi colocada a pastilha da amostra. Em seguida adicionou-se 200 mL de cloroférmio
e 200 mL de acetona. O extrato (EC1) foi recolhido e deixado em repouso a
temperatura ambiente até a evaporacdo dos solventes. A Figura 11 mostra a

montagem do sistema de extragdo com a celulose.
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Pastilha de
amostra

Celulose

Figura 11. Sistema de extragdo com celulose.

3.6 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Realizou-se uma avaliacéo a partir da Cromatografia em Camada Delgada
(CCD), na qual foram utilizadas placas cromatograficas de silica gel 60F254, em
aluminio, espessura 0,2 mm. As placas foram cortadas em 4 cm de comprimento e
as amostras foram aplicadas cerca de 0,7 cm acima da borda inferior da placa e
0,5 cm de distancia das bordas laterais. A fase movel deve ser escolhida com
cuidado, pois possui papel fundamental na separacao de misturas (Juszczak, et al.,
2019).

Apbés a eluicdo da CCD foram utilizados reveladores quimicos e fisicos
(Sabudak et al., 2005). Para o método fisico utilizou-se lampada de UV com
comprimento de onda de 254 e 365 nm; para o método quimico utilizou-se a solucéo
de vanilina sulfurica. Dessa forma, a solucao reveladora foi depositada sob a placa
cromatografica, com auxilio de um algodao. Em seguida, a placa foi aquecida e,

assim, as manchas correspondentes as substancias de interesse foram reveladas.

3.7 Cromatografia Contracorrente de Alto Desempenho (CCCAD)

O cromatoégrafo utilizado foi da marca Dynamic Extractions (Berkshire,

Reino Unido). Este equipamento possui um par de colunas preparativas com
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capacidade de 142 mL e um par de colunas analiticas com capacidade de 27,5 mL.
A velocidade de rotacdo do equipamento pode ser ajustada até 1600 rpm e o0s
valores de (3 variam de 0,52 a 0,86. O sistema que compde 0 equipamento para
CCCAD possui duas bombas Smartline 100 V5010 (Knauer. Berlim, Alemanha), um
coletor automatico de fragcbes C-660 (Bulchi, Suica), um detector de ultravioleta
Smartline 2500 V7604 (Knauer. Berlim, Alemanha), um refrigerador Smart H150-
1500 (LabTech, Itdlia) e uma valvula de injecdo manual de 5 mL de capacidade
(HiChrom, EUA).

Para a realizacdo dessa técnica cromatografica € necessario determinar
um sistema de solventes ideal para cada amostra, em que sédo formadas duas
fases. Para isso, utilizamos o método de agitacdo em tubo de ensaio (Berthod;
Carda-Broch, 2004). O sistema de solventes escolhido € aguele em que a amostra
se distribui em quantidades aproximadas nas duas fases. Até a definicdo do
sistema de solventes adequado séo realizados testes nos quais um conjunto de
solventes, em determinadas proporc¢des, € utilizado para dissolver uma pequena
guantidade de amostra. Apos a formacdo da mistura heterogénea, a mesma
guantidade de amostra de cada fase € aplicada na placa cromatografica.

Com a definicdo do sistema de solventes a ser utilizado, procede-se a
preparacdo do sistema em quantidade adequada para a realizacdo do CCCAD.
Para isso, o volume de cada solvente é medido com auxilio de uma proveta. Todos
os solventes séo transferidos para um mesmo Erlenmeyer, que fica no agitador por
30 minutos. Apés a solubilizacdo dos solventes, o sistema é transferido para um
frasco com tampa que fica por 30 minutos no equipamento ultrassom.

Apbs o preparo do sistema, 2 mg de amostra foram transferidos para um
frasco no qual foi adicionado 1 mL da fase superior e 1 mL da fase inferior do
sistema de solventes. A mistura foi homogeneizada e deixada em repouso até
atingir o equilibrio. Apos o repouso, duas fases foram formadas. O mesmo volume
de cada fase foi aplicado em placas da CCD e eluido com sistema de solventes
adequado a fracdo em analise. ApGs a eluicdo, as placas foram analisadas em
camara escura com luz ultravioleta a 254 nm e 365 nm, e pelo revelador quimico

vanilina.
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3.7.1 Isolamento da substancia T1 por CCCAD

A coluna do equipamento da CCCAD foi preenchida com a fase
estacionaria (fase superior do sistema de solventes) com fluxo de 2 mL/min. Em
seguida, a fase mével (fase inferior do sistema de solventes) foi bombeada com um
fluxo de 1,5 mL/min com rotacdo de 1200 rpm no sentido reverso, do centro para
periferia. O sistema de solventes utilizado foi composto por hexano, acetato de etila,
metanol e 4gua (1:2:1:1, v/v).

A amostra EC1 (970 mg) foi dissolvida em 2,5 mL de cada fase do sistema
de solventes e foi injetada no cromatdgrafo. De forma automéatica, a cada 3 mL uma
fracdo foi recolhida no tubo. Apés a corrida da amostra a limpeza da coluna foi feita
utilizando o solvente acetato de etila. Foram coletadas 139 fracdes.

As fracdes obtidas foram analisadas por CCD e eluidas com solugao
composta de cloroférmio, acetato, metanol e agua (7:3:5:7, v/v,) e posterior
revelagdo com vanilina. As fragdes que apresentaram perfil quimico similar foram
reunidas. As fracfes 29 e 30 apresentaram uma Unica mancha na CCD, o que
demonstra a possibilidade de se tratar de uma substancia isolada (T1; 6,6 mg). A
amostra T1 foi encaminhada para identificacdo por RMN. Além disso, a analise das
fracOes 124 a 139 demonstrou a presenca de substancias de interesse, e estas

foram reunidas (LCC1; 348,5 mg) para posterior isolamento.

3.7.2 Isolamento da substancia T2 por CCCAD

A coluna do equipamento da CCCAD foi preenchida com a fase
estacionaria (fase superior do sistema de solventes) com fluxo de 2 mL/min. Em
seguida, a fase movel (fase inferior do sistema de solventes) foi bombeada com um
fluxo de 1,5 mL/min com a rotacdo de 1200 rpm no sentido reverso, do centro para
periferia. O sistema de solventes utilizado foi composto por heptano, diclorometano
e acetonitrila (10:3:8, v/v).

A amostra (LCC1; 348,5 mg) foi dissolvida em 2,5 mL de cada fase do
sistema de solventes e foi injetada no cromatégrafo. De forma automatica, a cada
3 mL uma fracdo era recolhida no tubo. Apés a eluicdo da amostra, a limpeza da

coluna foi feita utilizando o solvente acetona. Foram coletadas 150 frac¢des.
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As fragbes resultantes da CCCAD foram eluidas com os solventes
cloroférmio e metanol (9:1, v/v) e reveladas com vanilina. As fracbes que
apresentaram perfil quimico similar foram reunidas. As fracbes 93 a 96
apresentaram uma Unica mancha na CCD, o que demonstra a possibilidade de se
tratar de uma substancia isolada (T2; 18,0 mg). A amostra T2 foi encaminhada para

identificagdo por RMN.

3.8 Identificacdo das substancias por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para a identificacéo e caracterizacéo das substancias isoladas foi utilizada
a técnica de RMN de 'H e C e técnicas bidimensionais. Foi utilizado o
equipamento de RMN modelo Bruker Ascend 500 (Alemanha), operando em 500
MHz para *H (500 MHz) e 125 MHz para *C. Foram realizadas andlises uni e
bidimensionais. As fragbes analisadas foram solubilizadas utilizando os solventes
Cloroformio deuterado (CDCls), e Metanol deuterado (CD30D). As amostras foram

acondicionadas em tubos de 5 mm especificos para andlises de RMN.

3.9 Andlise de fendis totais

A quantificacdo dos fendis totais foi realizada com o extrato bruto e com a
fracdo em acetato de etila. Realizou-se 0 método utilizando o reagente de Folin-
Ciocalteu (Zuhair et al., 2013; Musa et al., 2011; Slinkard e Singleton, 1997).

Para a andlise, 1,0 mg de cada amostra foi dissolvido no solvente metanol.
Apbs o preparo da solucdo de amostra, uma aliquota de 30 pL foi transferida para
uma placa que contém pocos. Juntamente com a solucdo, no mesmo poco, foi
adicionado 50 pL do reagente Folin-Ciocalteu e 100 uL de carbonato de sodio. As
amostras foram homogeneizadas e a leitura foi realizada no comprimento de onda
de 760 nm em um espectrofotdmetro UV-Vis (Figura 12).

Para a quantificacdo dos fendis, foi feita uma curva de acido galico que
apresentou a equacédo da reta Y= 0,039x + 0,0524 e a concentracao de fendis foi

dada em mg EAG/g de extrato.
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Figura 12. Andlise de fendis totais pelo método Folin-Ciocalteu.
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3.10 Avaliagdo da atividade antioxidante

Foi utilizado o método de sequestro de radicais livres DPPH que consiste
no ensaio que quantifica a redugdo do 2,2-difenilpicrilhidrazil através do
espectrofotbmetro (Moharram e Youssef, 2014). Este método é facil de usar,
possui baixo custo, boa estabilidade e possui boa repetibilidade (Kandi e Charles,

2019). O procedimento para cada amostra se baseia na Figura 13.

AMOSTRA

N
[ 2 mg/mL (em J 100 plL + 900 pL [ 0,2 mg/mL (em \ 100 L + 900 pL [ 0102 mg/mL (em }

de metanol de metanol
metanol)

metanol) metanol)

500 pL lsoo uL 500 L

+ 500 ulee DPPH |*

l Covtmamt )

.

Agitador por 1

hora

30 pL

Equipamento Elisa

515 nm

Figura 13. Ensaio de atividade antioxidante utilizando o método DPPH.

A reacdo ocorre em temperatura ambiente e a absorcdo do DPPH foi
verificada no comprimento de onda de 515 nm em um espectrofotdmetro UV-Vis,

conforme realizado no LTA. A avaliagdo da atividade antioxidante foi expressa a
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partir do sequestro de radicais livres de cada extrato através da absor¢éo de DPPH,
0 qual foi baseado na solugcdo de DPPH ausente de extrato (controle negativo) e
uma solucao padrao de substancia aroméatica (controle positivo), o 2,6-di-(tert-butil)-
4-metilfenol (BHT) e o acido ascorbico.

Neste método, 2 mg de cada amostra, do BHT e do &cido ascorbico, foram
dissolvidos em 1,0 mL de metanol. Dessas soluc¢des preparadas, uma aliquota de
100 uL foi dissolvida em 900 pL de metanol, obtendo uma solu¢éo de concentracao
igual a 0,2 mg/mL. A partir dessa solugdo diluida foi preparada outra solucao de
concentragéo 0,02 mg/mL.

ApoOs o preparo das diferentes concentracdes das amostras, do BHT e do
acido ascérbico, 500 pL de cada solugdo foi transferida para o eppendorf e
adicionado 500 pL de solucédo de DPPH de concentragao igual a 4% m/v, resultando
nas concentracdes de 1 mg/mL, 0,1 mg/mL e 0,01 mg/mL. Posteriormente, as
misturas foram levadas para o agitador por uma hora. Apds esse tempo, 30 uL de
cada mistura foi transferida para uma placa contendo pocos para a leitura no
equipamento Elisa com comprimento de onda igual a 515 nm.

O resultado foi expresso em percentual de inibicdo da oxidacéo do radical
e sera calculada a partir da Equacao 1 (Roque et al., 2017). Nessa formula, a Abs:
€ a absorbéncia da solucdo de DPPH mais o metanol (branco) e a Abs; € a

absorbancia da amostra em solucéo.

Equacéo 1.

% Inibigao DPPH= 22222 X 100
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise de carboidratos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE)

O extrato etandlico bruto foi submetido a CLAE para identificar e quantificar
os carboidratos. No cromatograma obtido (Figura 14), foi possivel identificar dois
picos majoritarios. Estes picos séo referentes aos carboidratos glicose e frutose
com tempo de retencao igual a 11,55 e 14,00 minutos, respectivamente. Esses
dados sé@o semelhantes aos encontrados no trabalho de Gomez e colaboradores
(2002), em gue eles identificaram e quantificaram os carboidratos glicose, frutose e
sacarose. O fato de os valores do tempo de retencdo para os carboidratos nao
serem o mesmo ocorre pelo fato de a metodologia de extracdo e CLAE serem

diferentes.
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Figura 14. Identificacao de carboidratos no extrato etanolico bruto por CLAE.

Para a quantificacéo dos carboidratos foi utilizada a equacéo y = 240,77x +

391683 para a glicose, e a equacgao y = 256,07x - 18085 para a frutose. A Figura

15 apresenta o grafico da concentracédo dos carboidratos identificados na polpa do

mamao.

Concentragdo (g/100g de polpa)

38,4

GLICOSE

Carboidratos

37,4

FRUTOSE

Figura 15. Concentracao dos carboidratos glicose e frutose em 100 g de extrato

etandlico da polpa do mamao.



34

Dos carboidratos presentes no mamao, 0 que possui maior concentragao é
a glicose (38,4 g/100g). No trabalho de Kelebek e colaboradores (2015), a
concentragdo de glicose e frutose quantificada em duas variedades de maméao
maduros foram, respectivamente: 4,1 g/100g, e 3,5 g/100g; 3,7 g/100g, e 2,9
g/100g. Ja no trabalho de Gomez e colaboradores (2002), a concentracdo de
glicose e frutose foram, respectivamente, 1,3 g/100g e 0,6 g/100g. No entanto, no
presente trabalho as concentracdes dos dois carboidratos identificados foram
maiores. Isso pode ser justificado pela diferenca no estagio de maturacao dos frutos
bem como a metodologia utilizada.

Durante o amadurecimento do mamao a sua aparéncia e sabor modificam.
Dentre essas mudancas, a concentracdo de carboidratos também muda, sendo a
glicose o agucar predominante no inicio da maturacao (Kelebk et al., 2015; Gomez
et al., 2002).

4.2 Caracterizacdo quimica do extrato etandlico da polpa de Carica papaya L

O extrato etandlico bruto da polpa de mamao foi submetido a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) a fim de analisar o seu perfil quimico. No
cromatograma obtido é possivel observar um pico majoritario com tempo de

retencdo de 6,17 min (Figura 16).
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Figura 16. Cromatograma do extrato etandlico bruto da polpa do maméao e espectro
de UV do pico majoritario (TR: 6,17 min) do extrato etandlico bruto da polpa do
mamao.

No entanto, para avaliar o comportamento da substancia referente ao pico
majoritario frente a radiacdo UV, foi feito o espectro de UV referente a este pico
majoritario. Na Figura 15 observa-se o espectro de UV referente ao pico majoritario
(TR: 6,17 min). O comprimento de onda que a substancia absorve é de 283 nm.
Esse comprimento de onda é caracteristico dos compostos fenodlicos (absorcéo
maxima em 284 nm), mas também, pode se referir as substancias pertencentes a
classe dos furanos (absor¢do maxima em 283 nm) (Campos, 2007; Bosch-Fusté et
al., 2009; Serra-Cayuela et al., 2011; PUBCHEM).

O furano, conhecido como 5-hidroximetil-2-fufural (5-HMF), foi identificado
em vinho espumante Cava, no trabalho de Serra-Cayuela e colaboradores (2013).
A partir das analises espectroscépicas, essa substancia apresentou absorcédo de
UV em 283.9 nm. O espectro de UV do extrato bruto da polpa de maméao
apresentou absorcdo de UV em 283 nm, ou seja, este comprimento de onda
corrobora o 5-HMF identificado no trabalho de Serra-Cayuela e colaboradores
(2013).
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4.3 Substancias identificadas em Carica papaya L.

O fracionamento das fracbes EC1 e LCC1 por Cromatografia
Contracorrente de Alto Desempenho (CCCAD) resultou na obtencdo de duas
substancias isoladas: T1 (6,6 mg) e T2 (18 mg). As amostras foram inicialmente
analisadas por CCD para verificagdo do perfil quimico. Ambas foram,
posteriormente, analisadas pela Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) para

determinacdo de sua estrutura quimica.

4.3.1 Substancia T1

A amostra T1 (6,6 mg) foi obtida a partir da fracdo EC1. A andlise de T1
pela CCD revelou uma mancha referente a substancia isolada com fator de
retencdo (Ry) igual a 0,7. Quando submetida a luz com comprimento de onda 254
nm, a mancha possui coloracédo roxa. No entanto, quando revelada com solvente
vanilina, a olho nu, apresenta coloracdo verde (Figura 17).

Figura 17. Placa cromatografica da fracdo 31 obtida do CCCAD da amostra EC1,
referente a substancia T1.

A substancia codificada por T1 foi obtida a partir da extracao liquido/liquido
em acetato de etila seguido de extragdo por celulose em cloroférmio e acetona.
Para identificar a substancia isolada realizou-se a andlise do espectro de RMN 3C
e RMN *H.
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O espectro de RMN H, referente a substancia T1, apresentou oito sinais
(5H) que podem ser observados na Figura 18. O sinal &4 9,52 se refere ao
hidrogénio “a” (H-a) da estrutura, que representa um hidrogénio singleto. Este
hidrogénio se refere ao aldeido, visto que o hidrogénio do aldeido apresenta sinais
na faixa de 6+ 9,00 e 10,00 (Bruice, 2004; Pavia, 2010). Na regidao do espectro
entre d1 7,5 e 6,0 foram detectados dois sinais. Estes se referem ao hidrogénio “b”
e “c” (H-b e H-c) com sinais em, respectivamente, 6+ 7,39 e 7,38, referindo-se a um
dupleto e &+ 6,58 e 6,59, também se referindo a um dupleto. O sinal o4 4,62 se
refere a dois hidrogénios singletos iguais. Comparac¢des dos dados espectrais com
dados da literatura permitiram identificar a substancia T1 como sendo o 5-HMF

identificado por Serra-Cayuela e colaboradores (2013).
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Figura 18. Espectro de RMN 1H da substancia T1.

O espectro de RMN 3C referente a substancia apresentou seis sinais (8¢)

referentes aos carbonos da substancia T1 (Figura 19). O sinal 8¢ 179,61 se refere
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ao carbono 1 da estrutura. Este carbono representa o carbono da fungéo aldeido
da estrutura da substéncia T1. Visto que o sinal de aldeido para carbono é
apresentado na faixa 6c 150 a 200. O sinal d¢c 163,30 representa o carbono 2 no
qgual realiza ligacéo dupla. O sinal &¢c 125,01 se refere ao carbono 3, o sinal &c
110,32 ao carbono 4, o sinal d¢c 152,06 ao carbono 5 e o sinal 6¢ 57,48 o carbono
6. Este ultimo carbono faz ligacdo com o grupo hidroxila. Isso € confirmado, pois a
ligacdo entre carbono e oxigénio apresentam sinais na faixa de 6¢ 100 a 50. Esses
dados corroboram o banco de dados PUBCHEM.
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Figura 19. Espectro de RMN 13C da substancia T1.

Na técnica bidimensional foi obtido o espectro de correlacdo heteronuclear
HSQC (Figura 20), e foi possivel verificar que quatro carbonos da estrutura fazem
acoplamento com o hidrogénio. O carbono 1 (6¢ 179,61) acopla com o hidrogénio
“a” (6 9,52); o carbono 3 (&¢ 125,01) acopla com o hidrogénio “b” (6+ 7,39 e 7,38);
o carbono 4 (6¢ 110,32) acopla com o hidrogénio “c” (616,59 e 6,58); o carbono 6
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(6c 57,48) acopla com os hidrogénios “d” (6n 4,62). O carbono 2 ndo possui
hidrogénio pois realiza uma ligacado simples com um carbono, uma ligacao dupla
com outro carbono e outra ligagdo com o oxigénio. Essa ligagdo com o hidrogénio
deixa o carbono 2 (6¢ 163,30) mais desblindado e, por esse motivo, o seu sinal é
deslocado para a esquerda do espectro de RMN 3C. O mesmo vai ocorrer com o
carbono 5 (6¢ 152,06), que ndo possui hidrogénio, pois realiza as quatro ligacdes
com carbonos e oxigénio. Os dados dos espectros de RMN 'H e 3C dessa
substancia podem ser vistos na Tabela 3.

M

C6 ¢/ Hd - E
~ 50

C4 c/ He

C3 ¢/ Hb = - 100

F1 Chemical Shift (ppm)

E 150

Clc/Ha

T T T [
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Figura 20. Espectro de correlacdo heteronuclear HSQC da substancia T1.

Tabela 3. Dados de RMN 1H e RMN 13C de T1 em CDCI3 e comparacdo com 0s
valores de referéncia da literatura, em CDCI3. Os deslocamentos quimicos (&)
estdo em ppm e as constantes de acoplamento (J), em Hz

NO Substéancia T1 Dados da literatura
do C HSQG PUBCHEM Serra-Cayuela et al., 2013
oc OH oc OH
1 179,61 9,52 178 9,3

2 163,3 - 161,44 -
3 125,01 7,39 (d, J=3,4) 123,86 7,4
4 110,32 6,59 (d, J=3,4) 110,05 6,55
5 152,06 - 152,07 -
6

57,48 4,62 57,17 4,58
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O 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) possui formula quimica CeHsOs3, funcdes
aldeido, alcool e pertence a classe dos furanos. Sua massa molar é igual a 126,1
g/mol e (PUBCHEM) (Figura 21).

O 5-HMF possui absor¢do no espectro de UV em 283 nm. Comprimento
este que foi detectado na avaliagdo do perfil quimico do extrato bruto da polpa do
mamao. As substancias pertencentes as classes dos furanos podem ser originadas
a partir da desidratacdo de carboidratos, e a sua concentragdo aumenta com o
tempo de armazenamento do alimento (Serra-Cayuela et al., 2013; Campos et al.,
2004).

HO /\

0
o =

Figura 21. Estrutura quimica da substancia T1 (5-hidroximetilfurfural).

4.3.2 Substancia T2

A amostra T2 (18 mg) foi obtida a partir da fracdo LCC1. A andlise de T2
pela CCD revelou uma mancha (Rs = 0,3) referente a substancia isolada, que ndo
foi revelada na lampada de UV (Figura 22). No entanto, quando revelada com
solucdo de vanilina, a mancha apresentou coloracéo roxa, conforme trabalho de
Rashed e Fouche (2013) que identificou a substancia B-sitosterol e estigmasterol

no mamao.
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Figura 22. Placa cromatogréafica das fracdes 93 e 95 obtidas por CCCAD da
amostra LCC1, referente a substancia T2.

A substancia identificada, codificada por T2, foi obtida a partir das fracdes
finais do primeiro Contracorrente que foram reunidas (124 a 139 — LCC1). Essas
fracOes apresentaram-se como cristais de cor branca, que quando submetidos a
Cromatografia em Camada Delgada (CCD), no qual utilizou-se como eluente os
solventes cloroformio e metanol, observou-se uma mancha que quando revelada
com vanilina apresentou colorac&o roxa.

No espectro de RMN 3C e RMN *H foi possivel observar varios sinais entre
Oc 140,79 e 10 e &1 5,5 e d1 0,5. No espectro de carbono da substéncia T2 foi
possivel identificar a presenca de uma dupla ligacdo, visto que, carbonos que
possuem dupla ligacédo apresentam sinais na faixa de d¢c 150 a ¢ 100. O espectro
de carbono da substancia T2 apresentou o sinal em &¢ 140,79, que € caracteristico
guando ha presenca desse tipo de insaturacéo (Bruice, 2004; Pavia, 2010). Sinais
na faixa de d¢ 100,79 e &¢ 50,00 sé&o caracteristicos de carbonos que fazem ligacéo
com oxigénio. A substancia T2 apresenta uma hidroxila, dessa forma, o carbono
ligado a esse grupo apresentou sinal em 8¢ 71,83. Os espectros de RMN 13C e

RMN 'H podem ser vistos nas Figuras 23 e 24.
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Figura 23. Espectro de RMN 3C da substancia T2.
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Figura 24. Espectro de RMN 1H da substancia T2.

Na técnica bidimensional foi obtido o espectro de correlacdo heteronuclear
HSQC (Figura 25), no qual foi possivel verificar os acoplamentos entre carbono e
hidrogénio. Dentre os sinais apresentados alguns foram possiveis de interpretar
através da comparacao com a literatura. O sinal &c 140,79 se refere ao carbono que
possui a ligacdo dupla, como ja citado anteriormente. Este carbono néo acopla com
nenhum hidrogénio, visto que, realiza as quatro ligacdes com outros carbonos. O
sinal em &. 121,71 acopla com o sinal em dn 5,35. O sinal &: 71,83 se refere ao
carbono que faz ligacdo com oxigénio, e que na estrutura da T2 é uma hidroxila
(OH). Dessa forma, o sinal em &¢ 71,83 acopla com &n 3,54, sendo este o carbono
3 conforme Sales (2019).

Os demais acoplamentos identificados ocorreram em sinais dc 11,98 com
0n 0,70; 8¢ 19,06 com dH 1,02 e &c 29,23 com b4 1,31. Esses dados corroboram a
substancia identificada por Sales (2019) e por Rashed e Fouche (2013), que
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identificaram o B-sitosterol em Carica papaya. Os dados dos espectros de RMN *H

e 13C dessa substancia podem ser vistos na Tabela 4.
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Figura 25. Mapa de correlacdo heteronuclear HSQC da substancia T2.
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Tabela 4. Dados de RMN 1H e RMN 13C de T2 em CDCI3 e comparagdo com 0s
valores de referéncia da literatura, em CDCI3. Os deslocamentos quimicos (0)
estdo em ppm e as constantes de acoplamento (J), em Hz

Substancia T2

Ne do C HSQG
8¢ B
1 37,28 -
2 - -
3 71,83 3,54 (m)
4 42,33 -
5 140,79 -
6 121,71 5,35
7 31,69 -
8 31,93 -
9 50,19 0,94 (d,
J=6,3)

10 36,15 -
11 21,11 -
12 39,81 1,31
13 42,35 -
14 56,11 -
15 - -
16 29,23 -
17 56,81 -
18 -
19 19,39 -
20 - -
21 19,06 -
22 - -
23 - -
24 45,90 -
25 29,68 -
26 19,80 1,02
27 - -
28 - -

29 11,86 -

Dados da literatura

Sales, 2019 Rashed e Fouche, 2013
dc Bn dc
37,20 - 37,60
31,90 - 31,40
71,80 3,54 71,60
43,30 - 42,80
140,70 - 140,40
121,70 5,37 121,05
31,60 - 31,70
31,90 1,52 31,70
50,10 0,94 50,30
36,10 - 36,70
21,10 - 21,10
39,80 - 39,80
42,30 - 42,80
56,70 1,02 56,40
24,30 - 24,50
28,20 - 28,40
56,00 1,12 57,20

11,80 0,70 -

19,40 1,11 19,50
36,50 1,35 35,90
19,00 1,02 18,60
33,90 - 34,20
26,10 - 26,20
45,80 - 46,30
28,20 - 29,20
19,80 1,11 19,80
18,70 1,12 19,20
23,00 - 23,40
11,90 0,70 -
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A substancia B-sitosterol, de formula quimica C29Hs00, possui massa molar

414,7 g/mol e pertence a classe dos fitoesteréis (PUBCHEM) (Figura 26).

Figura 26. Estrutura quimica da substancia T2 (B-sitosterol).

4.4 Andlise de fenodis totais

A partir dos espectros de UV do extrato bruto e da fracdo em acetato de
etila, que sugeriram a presenca de compostos fendlicos, realizou-se o método de
Folin-Ciocalteu para quantificar os compostos fendlicos presentes no extrato bruto
e na fracdo em acetato de etila (Figura 27).
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Figura 27. Concentracédo de fendis totais na polpa de mamao.
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E possivel observar que as concentra¢es de fenois quantificada na polpa
de mamao foram altas, quando comparadas aos trabalhos de Zuhair e
colaboradores (2013), que encontraram 0,6 mg EAG/g, e Castro-Vargas e
colaboradores (2019), que encontraram 34 mg EAG/g.

Em amostras com altas concentragbes de carboidratos, quando
submetidas ao aquecimento, pode ocorrer a desidratacdo dos carboidratos. Essa
reacdo de desidratacdo pode levar a formacdo de uma substancia chamada de 5-
hidroximetilfurfural (5-HMF). O 5-HMF frente a luz UV se comporta como 0s
compostos fendlicos, apresentando banda de absor¢cdo em 283 nm e, por esse
motivo, a sua presenca pode ser confundida com os compostos fendlicos, que
possuem absor¢cdo maxima em 284 nm (Serra-Cayuela et al., 2011; Bosch-Fusté
et al., 2009). Foi possivel quantificar altas concentracdes de carboidratos, os quais
podem ter sofrido reacdo de desidratacao, visto que no método de extracdo houve
aquecimento. Portanto, os carboidratos presentes na polpa de mamao, quando
submetidos ao aquecimento, podem ter se desidratado e formado a substancia 5-
HMF, que na andlise de fendis foi quantificada como se fosse os fendis. Essa
suspeita pode ser confirmada atraves do espectro de UV realizada com o espectro

bruto em que a substéancia apresentou pico de absorcdo em 283 nm.

4 .5 Atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada com quatro amostras
obtidas da polpa do maméo: o extrato bruto, a fracdo em acetato de etila, o 5-
hidroximetilfufural (5-HMF) e o B-sitosterol. O 5-HMF e o B-sitosterol foram as
substancias isoladas da polpa do mamao. Da massa da fracdo em acetato de etila
aplicada no equipamento de Contracorrente, 0,7 % se referiram ao 5-HMF; ja a
massa das fra¢cdes restantes do primeiro Contracorrente (LCC1), 5,2% se referiram
ao [3-sitosterol.

O teste da atividade antioxidante foi realizado nas concentracdes de 0,01
mg/mL, 0,1 mg/mL e 1 mg/mL. Para comparar a porcentagem de inibicdo
antioxidante dessas amostras utilizou-se os antioxidantes comerciais BHT e acido
ascorbico como o controle positivo, pois essas substancias atuam no sequestro dos
radicais livres. Dessa forma, as amostras que nao apresentaram diferenca

significativa frente aos antioxidantes comerciais, BHT e acido ascorbico, podem ser
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consideradas antioxidantes; logo, se houver diferenca significava da amostra frente
a esses antioxidantes, apresentando p<0,001, estas ndo podem ser consideradas
antioxidantes. Vale ressaltar que a concentracdo minima do antioxidante deve
reduzir em pelo menos 50% a concentracao inicial do DPPH para ser considerada
um antioxidante (Brand-Williams et al., 1995; Cheng e Yu, 2006).

O B-sitosterol (T2) foi a Unica amostra analisada que nao apresentou
atividade antioxidante, visto que quando comparada aos controles positivos
apresentou diferenca significativa, ou seja, p<0,001. O extrato bruto, a fracdo em
acetato de etila e o 5-HMF (T1) ndo apresentaram diferenga significativa quando
comparada aos controles positivos, portanto, foram amostras que apresentaram
atividade antioxidante (Figura 28).
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Figura 28. Porcentagem de inibicdo de DPPH das amostras do mamao e dos
antioxidantes comerciais. *** = < p 0,001.

Os resultados demonstraram que a porcentagem de inibicdo do extrato
bruto nas trés concentracfes testadas (0,01 mg/mL; 0,1 mg/mL e 1 mg/mL)
apresentaram porcentagens de inibi¢cdo, respectivamente, 91,4%, 93,1% e 60,0%.
No entanto, apesar do extrato bruto apresentar porcentagem de inibigéo superior a

50% na concentracdo de 1 mg/mL, nessa concentragdo este ndo é capaz de atuar
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como antioxidante quando comparado ao BHT e ao acido ascorbico, pois
apresentou p<0,001 e, portanto, houve diferenca significativa frente aos controles
positivos. Sugere-se que na maior concentragéo do extrato bruto a porcentagem de
inibicdo foi menor devido a interferéncia da cor que causou erro na leitura do
espectrofotometro, uma vez que este fato ocorreu na amostra mais concentrada e
uma das desvantagens do método DPPH ¢ a interferéncia da cor na avaliagdo da
atividade antioxidante, visto que esta € uma analise colorimétrica. Nas
concentragbes de 0,01 mg/mL e 0,1 mg/mL, o extrato bruto ndo apresentou
diferenca significativa frente aos controles positivos, ou seja, esse extrato possui
substancias capazes de atuar como antioxidantes nestas concentracoes.

A fracdo em acetato de etila apresentou porcentagem de inibicao de 92,3%,
93,2% e 83,4%, respectivamente, nas concentra¢des de 0,01 mg/mL; 0,2mg/mL e
1 mg/mL. Desta forma, nas trés concentracfes testadas essa fracdo nao
apresentou diferenca significativa frente aos controles positivos, podendo ser
considerada uma amostra que contém substancias antioxidantes.

A T1 apresentou porcentagens de inibicdo nas concentracdes de 0,01
mg/mL; 0,1 mg/mL e 1 mg/mL, respectivamente, iguais a 84,0%, 85,4%, 88,2%.
Essa substancia pode ser considerada antioxidante, visto que nao apresentou
diferenca significativa frente aos controles positivos. Apesar do 5-HMF ter sido
oriundo do extrato bruto e da fragdo em acetato de etila, nas concentracdes de 0,01
mg/mL e 0,1 mg/mL ele inibe menos a acao do radical do que o extrato bruto e a
fracdo em acetato de etila, nas mesmas concentracoes. Este fato pode ter ocorrido,
visto que na amostra do extrato bruto e na fracdo em acetato de etila,
provavelmente, existe mais de uma substancia que pode atuar como antioxidante;
ao contrario da amostra do 5-HMF, que possui somente ele como substancia
antioxidante. E importante ressaltar que a presenca da hidroxila (OH) na estrutura
do 5-HMF o potencializa como doador de atomos de hidrogénios para os radicais
presentes no meio (Chen et al., 2014).

Zuhair e colaboradores (2013) avaliaram a atividade antioxidante do
mamao por cinco métodos diferentes: contetdo total de fendis (TPC), conteudo
total de flavonoides (TFC), poder antioxidante redutor férrico (FRAP), atividade
sequestrante de radicais contra 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), e atividade de

eliminagdo contra radicais acido 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina)-6-acido
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sulfénico (Ensaio ABTS), em diferentes estagios de maturacdo do C. papaya, e
verificaram que no estagio de maior maturacdo o potencial antioxidante foi maior.

Nesse trabalho, os autores submeteram o extrato metandlico da polpa do
mamao a avaliacdo antioxidante pelo método DPPH, que apresentou 72,19% de
inibicdo do DPPH no estagio de maior maturacdo. Ja no trabalho de lordanescu e
colaboradores (2021), a avaliagéo da atividade antioxidante do extrato etandlico da
polpa madura do mamaéo foi de 86,44% de inibicdo do DPPH. No presente trabalho
a porcentagem de inibicdo do extrato bruto nas concentra¢des de 0,01 mg/mL e 0,1
mg/L foi de 91,4%, 93,1%.

O 5-HMF é uma substancia formada a partir da desidratacdo de
carboidratos presentes no alimento sob a influéncia da temperatura. Desta forma,
Kowalski (2013) realizou um trabalho com diferentes tipos de mel relacionando a
concentragcdo de 5-HMF quando aquecidos, e a relacdo com a atividade
antioxidante. Das amostras de mel analisadas, o mel de lima foi o Unico que obteve
relacdo da concentracdo do 5-HMF com a atividade antioxidante, apresentando
inibicdo de 69,04% e 75,88% do DPPH quando o mel foi aquecido em banho-maria
e por micro-ondas, respectivamente. No trabalho de Li e colaboradores (2009), o 5-
HMF, isolado da alga marinha vermelha, foi submetido ao teste de DPPH em
diferentes concentragcdes do 5-HMF (100 pM, 25 pM, 10 uM e 1 pM) e as
porcentagens de inibicdo foram, respectivamente, 75,6%, 56,3%, 35,6% e 10,4%.
As porcentagens de inibicdo do DPPH para o 5-HMF deste trabalho (84,0%, 85,4%,
88,2%.) foram superiores aos valores encontrados no trabalho de Kowalski (2013)

e Li e colaboradores (2009).
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5. RESUMO E CONCLUSOES

A polpa de mamao possui altas concentracdes de carboidratos e, por isso,
guando a polpa foi submetida a extracdo por aquecimento, ocorreu a reacao de
desidratacdo dos monémeros de carboidratos presentes que, portanto, levaram a
formacédo da substancia 5-hidroximetilfurfural (5-HMF).

As substancias isoladas e identificadas neste trabalho, o 5-HMF e o -
sitosterol, ja foram identificadas no mamado. O 5-HMF foi identificado por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). O B- sitosterol foi isolado a partir
do mamao e identificado por Ressonancia Magnética Nuclear.

Das quatro amostras analisadas pelo método DPPH, apenas trés amostras
apresentaram atividade antioxidante, o extrato bruto, a fracdo em acetato de etila e
o 5-HMF. No entanto, apesar de na maior concentracdo o extrato bruto nao ter
apresentado atividade antioxidante significativa, nas outras duas concentracdes ele
apresentou atividade antioxidante. Ja o B-sitosterol ndo pode ser considerado uma
substancia antioxidante pelo método do DPPH, pois quando comparado aos
antioxidantes comerciais ele ndo apresentou atividade antioxidante.

Sendo assim, € possivel concluir que 0 mamao pode ser uma fonte de
antioxidante natural na alimentacéo, visto que possui substancias que sao capazes
de atuar no sequestro dos radicais livres. Isso foi comprovado a partir da avaliagéo

da atividade antioxidante do seu extrato bruto e da fragdo em acetato de etila.
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