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RESUMO - As frutas citricas destacam-se por serem alimentos ricos em compostos fitoquimicos, como
vitamina C, compostos fendlicos e carotenoides, e isso ocorre tanto na polpa quanto na casca. Muitos
desses compostos sdo conhecidos por possuirem alta capacidade antioxidante, ou seja, capacidade de
prevenir ou retardar reacfes de oxidacdo pela acdo de radicais livres. Mas, para avaliar o potencial
antioxidante, ha que se testarem e otimizarem métodos de analise. Nesse contexto, mensurou-se a
atividade antioxidante (AA) de cascas de quatro cultivares de citros de mesa, das
cultivaresSatsumaOkitsu (C. unshiuMarcovitch) colhida na cidade de Pelotas, Cara Cara (C. sinensis L.
Osbeck), na safra de 2012. A atividade antioxidante foi avaliada através de dois métodos, sendo que um
utiliza como molécula de captura dos radicais livres o radical DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) e
outro utiliza, como radical, o ABTS (2,2-azino-bis(ethylbenzo-thiazoline- 6-sulfonic acid). Dessa
avaliacdo, verificou-se que os métodos apresentam variabilidade em funcéo do genotipo, tendo-se obtido,
pelo radical DPPH e ABTS respectivamente, para as cultivares Cara Cara , valores de 13.686 e 3.718;
SatsumaOKkitsu, valores de 7.735 e 16.632; Rainha, valores de 18.353 e 17.476 e, por fim, para
Ortanique, valores de 18.676 e 15.375. Como conclusdo, verifica-se que o método utilizado interfere
na estimativa da AA. Por exemplo, a cultivar com menor AA pelo método DPPH foi a Okiktsu e pelo
método ABTS foi a Cara Cara.

Palavras-chave: radicais-livres, cultivares, compostos fitoquimicos.

1.INTRODUCAO
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O complexo agroindustrial de citros no Brasil se destaca como um setor altamente organizado e
competitivo, responsavel por 60% da producdo mundial de laranja, colocando o Pais no patamar de
grande produtor e campedo mundial em exportacdes do produto. Anualmente no Pais sdo colhidas, mais
de 18 milhdes de toneladas de laranja o que compreende cerca de 30% da safra mundial da fruta(MAPA).
Mesmo com a expansédo da cultura da cana-de-acUcar, a producdo de citros se destaca na pauta agricola
brasileira. Porém, o Brasil ndo se apresenta como Pais produtor de citros de mesa. Pelo contrario, ainda é
um Pais importador dessa fruta.

Nesse contexto, instituicbes publicas e empresas privadas vém atuando na introducéo, adaptacdo
e melhoramento de cultivares para mesa ou dupla finalidade. Nesse segundo caso, buscam-se genotipos
gue produzam frutas que, além da boa aparéncia, tenham boas propriedades sensoriais, nutricionais e
funcionais, e que essas propriedades estejam em todas as partes da fruta (suco, bagaco, casca)
(CHITARRA & CHITARRA,; 2005).

Citros sdo ricas fontes de vitamina C, fibras e minerais, bem como muitos fitoquimicos,
incluindo flavondides, aminoécidos, triterpenos, acidos fendlicos e carotendides (ROUSSOUS, 2011). A
maioria desses compostos possui uma propriedade denominada como ac¢do antioxidante, ou seja, tém a
capacidade de reagir com as ROS (reactive oxygen species).Um antioxidante pode ser definido como uma
substancia que em baixas concentracdes, retarda ou previne a oxidacdo de um substrato pela acdo de
radicais livres, que podem levar a disfuncdo das células, os quais estdo diretamente ligados com o
aumento do envelhecimento além de serem capazes de causar diversas doengas como o cancer, problemas
cardiacos e diabetes (Halliwel B et. al1995)

Diferentes métodos para avaliacdo de atividade antioxidante sdo propostos na literatura
(referéncia, usar referencias dos diferentes métodos DPPH, ABTS, FRAP, ORAC, etc), sendo que cada
método deve ser testado e adaptado de acordo com a natureza da amostra. De modo geral, as diferengas
abordadas por estes métodos sdo os mecanismos de acdo contra os radicais livres. portanto, preconiza-se a
utilizacdo de duas ou mais técnicas, visto que, 0 uso de um ensaio isoladamente para determinar a
capacidade antioxidante ndo ird refletir exatamente a “capacidade antioxidante total” de uma amostra
(PRIOR, CAO; 1999).

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo caracterizar cascas de frutas citricas produzidas
no Rio Grande do Sul quanto a capacidade antioxidante, através de dois métodos ja popularizados em
outros alimentos (DPPH e ABTS).

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados frutos das cultivares SatsumaOKkitsu (C. unshiuMarcovitch) colhida na cidade
de Pelotas, Cara Cara (C. sinensis L. Osbeck) colhidos em Rosério do Sul, Rainha e Ortanique colhidas na
regido do Vale do Cai. A colheita foi realizada quando os frutos estavam maduros. As cascas foram
retiradas dos frutos, congeladas em nitrogénio liquido e maceradas utilizando moinho de bola (Marconi

MA 350) e armazenados a -20°C até o momento das andlises.
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A extracdo dos componentes antioxidantes das amostras foi realizada segundo método adaptado
de BRAND-WILLIAMS (1995). Pesou-se 5g de amostra e adicionou-se 20mL de metanol, agitou-se por
2 minutos em vdrtex, e em seguida o extrato ficou em repousopor a 4°C por 24 horas. O extrato foi entdo
centrifugado a 7800g por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi entdo recolhido e armazenado a -80°C até
0 momento da realizagdo das reacGes para quantificacdo dos antioxidantes pelas metodologias de DPPH e
ABTS.

A determinagdo da atividade antioxidante utilizando o radical DPPH(1,1-Diphenyl-2-
picrylhydrazyl)foi realizada segundo método adaptado de BRAND-WILLIAMS (1995) com algumas
adaptac@es. Preparou-se uma solugdo de DPPH (24mg de DPPH em 100mLde metanol), chamada solugédo
estoque. A solugdo de uso foi preparada de uma aliquota de 10mL da solucdo descrita anteriormente, a
qual foi diluida em 45mL de metanol (absorbéancia entre 1,08-1,12). Para a rea¢do adicionaram-se 100puL
do extrato e 3,9mL da solucdo de uso, e para o branco utilizaram-se 100uL de metanol mais 3,9mL de
solugdo de uso de DPPH. Apds 24 horas, foi realizada a leitura a 517nm, sendo importante ressaltar que o
espectrofotdmetro foi ser zerado com metanol.

A quantificacdo da capacidade antioxidante com o radical ABTS (2,2’-azinobis(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonate) foi realizada segundo método adaptado de Re et al. (1999). A solucéo de
uso de ABTS e Persulfato de Potassio consiste em dissolver 88uL de persulfato de potassio e completar
com solugdo padrdo ABTS até atingir o volume de 5mL. A mistura foi mantida no escuro a temperatura
ambiente por um periodo de 16 horas. Apds esse periodo, diluiu-se 1mL da mistura em alcool etilico
(90mL) até se obter uma absorbancia de 0,700+0,05nm a 734nm. Da mesma maneira que o procedimento
anterior, a reagdo consistiu em adicionar 0,1mL de extrato e 3,9 da solucdo diluida de ABTS; em seguida
agitou-se em vortex e aguardaram-se 6 minutos, apds os quais realizou-se a leitura a 734nm, utilizando
alcool metilico como prova em branco da leitura. As concentracGes e tempos utilizados foram otimizados

em ensaios preliminares.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade antioxidante (AA), mensurada pelos métodos dos radicais DPPH e ABTS,
apresentou variagdo significativa entre os genétipos e entre os métodos. Assim, pelo método do DPPH a
maior AA foi da Ortanique (18.676 mg Trolox/g), seguida pelas Rainha (18.353 mg Trolox/g), Cara Cara
(13.686 mg Trolox/g) e Okitsu (7.735 mg Trolox/g). Quando a AA foi mensurada pelo método de ABTS,
0s maiores valores foram observados para Rainha (17.476 mg Trolox/g), e 0 menor para Cara Cara (3.718
mg Trolox/g). Embora os principios basicos dos dois métodos seja 0 mesmo (reacdo de oxi-reducéo), é
sabido que a reatividade dos radicais desses métodos € distinta (Prior, 1999). Desse modo, como deve
haver composicao distinta entre as cascas, é razodvel que haja diferenca de respostas frente aos radicais
DPPH e ABTS.
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Tabela 1: Atividade Antioxidante de cascas de Cara Cara, Okitsu, Rainha e Ortanique
Radical

Cultivar DPPH (mgTrolox/g) ABTS (mgTrolox/g)
Cara Cara 13.686 b* 3718 b

Okitsu 7735 ¢ 16.632 a

Rainha 18.353 ab 17.476 a

Ortanique 18.676 a 15.375 a

Médias acompanhadas por letra mintscula diferente na coluna, comparando cada parte entre as cultivares, diferem entre si pelo teste tukey(p<0,05),

respectivamente. Médias acompanhadas por * na mesma linha, significativo pelo teste t (p<0,05), comparando cada método dentro de cada cutivar.

Devido a complexidade dos compostos que possuem capacidade antioxidante, assim como seus
mecanismos de acdo, diversos estudos (Rufino, 2008; Rufino et. al 2010) encontram diferentes valores
para atividade antioxidante. Estes fatos, somados aos resultados encontrados neste trabalho, evidencia que
métodos utilizados para determinagdo de atividade antioxidante, quando utilizados isoladamente, podem
ndo fornecer resultados seguros.

E importante ressaltar também que, compostos como carotenoides, compostos fenolicos e
vitamina C colaboram para a a¢do antioxidante (XU et al., 2008). Portanto, € importante ressaltar que este
estudo deve se complementar com estudos quantificacdo e caracteriza¢cdo dos mesmos, assim como, um

estudo da correlacdo entre estes a atividade antioxidante.

4. CONCLUSAO

As cultivares que apresentaram maiores variagcbes entre os métodos estudados foram as
cultivares Cara Cara e Okitsu.. Conclui-se com isso, que se fazem necessarios a utilizagcdo de mais de um
método para quantificar a capacidade antioxidante das frutas, devido seu grande nimero de compostos,

assim como diferentes mecanismos de agéo.
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