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Abstract
Info Oenocarpus Bacaba Mart. it is a fruit very appreciated by
Recebido: 06/2020 several consumers of the most different age groups, being
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the Amazon region, which can be an interesting source of
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substances. The objective of the present work was to study

Palavras-Chave the pulp of the bacaba from Par4, targeting the presence of
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Enzymatic activity, Partial purification, separation of them by molecular exclusion
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capacity by the methods of DPPH, CUPRAC, FRAP and ABTs.

In this work it was possible to partially purify the
peroxidase (POD) and polyphenol oxidase (POP) enzymes from the bacaba pulp (Oenocarpus Bacaba Mart)
using the Sephadex G-50. It was observed that it presented a purification factor of 1.10 for PPO and 4.58 for
POD. It was found the optimal activity of these enzymes in relation to the pH, temperature and concentration
of the extractive solution. By means of the enzymatic kinetics were found Km of 6.7x10-6 M for POD and
2.1x10-5 M for PPO. It was found presence of Phenols, anthocyanins, anthocyanidins, chalconas, aurones,
flavones, flavonols, xanthones, leucoantocianidins, saponins, pentacyclic triterpenes. Total flavonoids and
phenolics were quantified, being 16.41 mg quercitin 100 g-1 and 98 mg gallic acid 100 g-1. It was verified
that the bacaba pulp has antioxidant ability measured by the DPPH, FRAP, CUPRAC and ABTs methods.

Resumo

A Oenocarpus Bacaba Mart. é um fruto muito apreciado por diversos consumidores das mais diferentes
faixas etarias, sendo um fruto que pode apresentar diversos nomes populares como bacaba, bacaba-agu
ou bacaba-verdadeira. A bacaba é uma palmeira nativa da regido Amazonia, a qual pode ser uma fonte
interessante de nutrientes. O objetivo do presente trabalho foi o estudo da polpa da bacaba paraense
tendo como alvo a presenca de constituintes fitoquimicos, caracterizacio fisico-quimica, determinagio
da atividade enzimatica da peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO), separacdo das mesmas por
cromatografia de exclusdo molecular e determinacdo da capacidade antioxidante pelos métodos de
DPPH, CUPRAC, FRAP e ABTs. Neste trabalho foi possivel purificar parcialmente as enzimas peroxidase
(POD) e polifenoloxidase (POP) da polpa de bacaba (Oenocarpus Bacaba Mart.) utilizando o Sephadex
G-50. Observou-se que apresentou um fator de purificagdo de 1,10 para a PPO e de 4,58 para a POD. Foi
encontrada a atividade 6tima dessas enzimas em relacdo ao pH, temperatura e concentragdo da solugao
extrativa. Por meio da cinética enzimatica foram encontrados Km de 6,7x10-6M para POD e 2,1x10-5M
para PPO. Foi encontrada presenca de fenois, antocianinas, antocianidinas, chalconas, auronas, flavonas,
flavondis, xantonas, leucoantocianidinas, saponinas, triterpenos pentaciclicos. Os flavonoides totais e
fendlicos foram quantificados, sendo 16,41 mg de quercetina 100.g-1 e 98 mg de acido galico.100g-1.
Verificou-se que a polpa de bacaba possui capacidade antioxidante medida pelos métodos DPPH, FRAP,
CUPRAC e ABTs
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INTRODUCAO

A regido amazonica possui diversas variedades
de frutas que eram desconhecidas, porém estdo
ganhando cada vez mais espago nas mais diversas areas
de pesquisa, pois apresentam relevancia devido ao
excelente sabor, caracteristicas nutricionais e atividade
antioxidante. Dentre a vasta diversidade da regido
amazonica pode-se destacar a bacaba (Oenocarpus Bacaba
Mart.), a qual possui frutos em cachos, de coloraciao
negro-violacea, com polpa mucilaginosa de alto teor de
lipidios, a qual é caracteristica das regides do Para e
Amazonas, em dreas de solos pobres, argilosos e nio
alagados (EISERHARDT et al., 2011; CARNEIRO et
al,, 2013; NERI-NUMA et al., 2018).

O fruto é consumido in natura, apresentando a
polpa cor creme leitoso de sabor agradavel. Este fruto
possui alto valor comercial para fins agroindustriais
sendo bastante utilizado na producio de sucos,
sorvetes, doces e outros produtos, além de ser uma
fonte com grande potencial a ser estudado (ABADIO
FINCO et al., 2012; ABADIO FINCO et al.,2013).

Na medicina popular, as propriedades
funcionais dos frutos de bacaba, bem como os
beneficios decorrentes da ingestao desta matéria prima,
ainda n3o foram suficientemente estudado e esclarecido
(ABADIO FINCO et al., 2016; NASCIMENTO et al.,
2019). Contudo a literatura apresenta algumas pesquisas
realizadas  que  alegam

algumas  propriedades

relacionadas a ingestio do fruto, como agio
antioxidante (LEBA et al, 2016) e potencial na
atividade contra a carcinogénese (ABADIO FINCO et
al., 20106), porém ainda nio se tem muitos estudos
acerca do conteddo da bacaba paraense.

Desta forma, o objetivo do presente trabalho
foi o estudo da polpa da bacaba paraense tendo como
alvo a presenca de constituintes fitoquimicos,
determinacio  da

(POD) e

caracterizagdo  fisico-quimica,

atividade enzimatica da peroxidase

polifenoloxidase (PPO), separacio das mesmas por
cromatografia de exclusio molecular e a determinagio
capacidade antioxidante pelos métodos de DPPH,
CUPRAC, FRAP e ABTs.

MATERIAIS E METODOS
Reagentes

Os padroes foram obtidos da Sigma Chemical
Co. (St. Louis, EUA) e os solventes utilizados foram de

grau analitico da Merck.

Matéria - prima

As amostras de polpa de bacaba (Oenocarpus
Bacaba Mart.) foram obtidas no municipio de Cameta
no Estado do Pard, sendo congelados -18 °C e
transportados para as andlises no Laboratério de
Quimica da Universidade do Estado do Para.
Presenga de fitonutrientes

As  analises

fitoquimicas  seguiram  os

procedimentos  descritos Matos  (1997) e

por
Ugochukwu, Uche e Ifeanyi (2013).

Pesou-se cerca de 20 gramas de polpa e
adicionou-se 60 mL de etanol a 30% para realizar a
extragdo dos compostos, servindo de extrato para
determinar a presenca ou auséncia das substancias
abaixo:

Teste de Fendis e Taninos: utilizou-se 3 mL do
extrato com 3 gotas da solugdo de FeCl; a 10%, a
formacio da cor azul com precipitado, indica a presenca
destes compostos.

Teste de antocianidinas, antocianinas e
flavonoides: utilizou-se 3 ml. do extrato em 3 tubos
diferentes, em seguida variou o pH de cada tubo com a
amostra para os pHs 3, 8.5 e 11 onde a mudanca de
coloracio nos tubos, indica a presenca destes
compostos.

Teste de leucoantocianidinas, catequinas e

flavanonas: utilizaram-se os tubos do teste anterior,
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sendo aquecidos por 3 minutos, onde a mudanca ou
intensificacio da coloragio indica a presenca destes
compostos.

Teste de esteroides e triterpenos pentaciclicos:
utilizou-se 3 mL do extrato em um becker e adicionou-
se cloroférmio. Em seguida foi colocado 1 mL de
anidrido acético e trés gotas de HzSO4 onde a
coloracio vermelha indica a presenca de esteroide ou
colorac¢io verde para triterpenos pentaciclicos.

Teste de saponinas: retirou-se 3 mL do extrato
e adicionou-se 10 mL de agua destilada e agitou-se por
3 minutos onde a presenca de espuma, indica a presenca
deste composto.

Teste de cumarinas: Se adicionou 2 gotas de
extrato em um papel de filtro. Aplicou-se sobre uma das
manchas uma gota de KOH (1 M), em seguida cobriu-
se parcialmente uma das manchas com carvao ativado
e levou-se o papel para exposi¢ao a lampada UV por
trés minutos, onde o aparecimento de uma
fluorescéncia indica a presenca deste composto.

Teste de alcaloides: pegou-se 3 mL e adicionou
NaOH até alcangar o pH 11 e realizou-se uma extragao
com éter e cloroférmio (3:1), em seguida adicionou-se
porcoes de HCI (0,1 M). Por fim, colocaram-se trés

gotas do reagente de Dragendorff, onde a presenca de

um precipitado indica a presenca deste composto.

Caracterizagio fisico-quimica

A acidez total foi mensurada conforme a
metodologia do Instituto Adolf Lutz (2008). Tendo
resultados expressos em porcentagem (%) de acido
citrico.

Quantificou-se o teor de umidade segundo o
método gravimétrico da AOAC (2005), aplicando uma
temperatura de 70 °C na polpa.

O teor de lipideos foi realizado conforme o

método da AOAC (2005), que esta baseado na extragao

intermitente com solvente organico. O solvente
organico utilizado foi o éter de petrdleo.

Realizou-se analise de proteinas pelo método
de micro Kjeldahl, segundo a metodologia da AOAC
(2005), que consiste na digestao, destilacdo e titulagdo
da amostra. Os equipamentos para efetuar o método
foram: digestor da marca TECNAL, modelo TE-007A
e destilador de nitrogénio TECNAL modelo TE-
036/1.

O teor de cinzas foi determinado pela
metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008).

Para a quantificacio dos aglcares totais e
redutores foi utilizada a metodologia de acido 3,5
(DNS) por
Maldonade, Amaya & Scamparini (2008), sendo

dinitrossalicilico conforme  descrito
analisados em espectrofotometro (Femto 700) a 540
nm. A quantidade de agicares foi medida por meio de
uma curva de calibracio da glicose (y = 4,9579x +
0,128; R* = 0,9990). Os teores dos nido redutores foram

encontrados pela diferenca dos totais com os redutores.

Compostos bioativos

Quantificou-se o teor de fendlicos totais
conforme o método espectrofotométrico descrito por
Singleton, Orthofer & Lamuela (1999) e modificado
por Georgé et al. (2005), onde o extrato foi elaborado a
partir de cinco gramas da amostra, com uma solucio de
acetona a 70% sob agitacio por 30 minutos, apos a
agitacdo centrifugou-se o extrato e utilizou-se o
sobrenadante para a analise. A absorbancia foi lida em
750 nm com um espectrofotometro uv visivel (Femto
700). O conteddo de fendis totais foi determinado por
meio de uma acido

curva

padrio de
¥=0,0107x+0,0491; R? = 0,9962). A partir da reta

galico

obtida, realizou-se o cilculo do teor de fendlicos totais,
expresso em mg de acido galico.100 g,
flavonoides totais

O teor de seguiu  a

metodologia descrita na literatura (MEDA et al, 2005;
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AHN et al., 2007) onde o extrato foi elaborado com 10
gramas de amostra, sobre agitagdo com uma solucio de
metanol 50% e acetona 80 % (1:1), por 30 minutos, em
seguida centrifugou-se o extrato e utilizou-se o
sobrenadante para reagir com a solucdo de cloreto de
aluminio a 2%. A absorbancia foi lida com o auxilio de
espectrofotometro em um comprimento de onda de
415 nm, apdés 10 minutos de reacgdo, utilizando o
metanol como branco. Uma curva padrio de quercetina
(y=0,0206x+0,0038; R* = 0,9942) foi utilizada, para
determinacdo do teor de flavonoides totais na amostra,

sendo expresso em mg de quercetina.100g! de amostra.

Determinagio da atividade antioxidante

Para a elaboracdo dos extratos antioxidantes da
polpa de bacaba, pesou-se cerca de 5 gramas da
amostra, onde adicionou-se 20 mL de metanol a 50%,
homogeneizou-se e manteve a mistura em agitacio por
60 minutos. Apds esse tempo foi realizada a
centrifugacio. O sobrenadante foi transferido para um
baldo volumétrico de 50 mL. No residuo da primeira
extracdo foi acrescentado 20 ml. de acetona a 70%,
repetindo o mesmo processo de extracdo do metanol.
O novo sobrenadante foi adicionado junto com o
primeiro, aferindo-se o baldo com dgua destilada, até
completar o volume final. Este extrato serviu para
realizar as analises de ABTS, DPPH, FRAP e
CUPRAC.

A atividade antioxidante determinada pelo
método ABTS foi segundo Kuskoski et al. (2004), onde
o ABTS reage estequiometricamente a uma relagiao
1:0,5 com o perssulfato de potassio. Foram transferidos
0,03 mL da amostra ¢ 3 mL da solugdo de radical
ABTSe+ em tubos de ensaio, sendo homogeneizados.
Apbs 7 min, as absorbancias foram registradas em 754
nm. Utilizou-se uma curva padrio de trolox (y = -
0,0004x + 0,6307; R = 0,9999), obtendo resultados em
uM trolox.g .

O método DPPH, idealizado por Brand-
Williams et al. (1995), ¢ baseado na captura do radical
DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazil) por antioxidantes,
sendo realizadas por um decréscimo do DPPH na
absorbancia no comprimento de 515 nm, sendo
utilizado 3,9 mL. de DPPH (0,06 mM) e 0,1 mL da
amostra. Realizou-se uma curva padrio de DPPH,
sendo determinado o teor de grama de fruta por grama
de DPPH-.

A atividade antioxidante avaliada quanto ao
potencial de reducido do Ferro (FRAP), foi realizada
segundo Firuzi et al. (2005), onde a solu¢ido FRAP foi
preparada por adicio de 25,0 mL de tampio acetato 300
mM, 2,50 mL. de cloreto férrico hexa-hidratado 20 mM
e 2,50 mL de TPTZ (2,4,6-Ttis(2-piridil)-s-triazina) 10,0
mM. Foram transferidos 0,09 ml. da amostra em um
tubo de ensaio, adicionado 0,27 mL de 4gua destilada e
2,70 mL de reagente FRAP. Ap6s 30 min de incubagio
a 37° C, os dados de absorbancia foram registados em
595 nm. Utilizou-se uma curva padrio de sulfato
ferroso sendo os resultados expressos em pumol de
trolox.g!.

A metodologia de CUPRAC foi medida
segundo Apak et al. (2004), onde utilizou-se 1 mL de
CuClz (2,102M) + 1 mL de neocuproine (7,510 M) +
1 mL. de NH4Ac (1 M) + 0,5 mLL de H>O e 0,6 mL do
extrato de bacaba, a leitura foi realizada a 450 nm apds
30 minutos de reagdo. Utilizou-se uma curva padrio de
quercetina, os resultados foram expressos em mg de

quercetina.g’l.

Atividade enzimatica

Foram  realizados  diferentes  extratos
enzimaticos da polpa de bacaba, onde realizou-se
curvas de cinéticas das enzimas polifenoloxidase (PPO)
e peroxidase (POD), variando a solugdo tampao (50mM
e 100mM), pH (5,5 6,0; 6,5 7,0), a faixa de

concentracio do substrato catecol de 25, 50, 75 ¢ 100
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mM para polifenoloxidase (PPO), enquanto que para
peroxidase (POD) foi utilizado o substrato guaiacol a
10,15, 17,5 e 20 Mm, com uma solucio de peroxido de
hidrogénio na propor¢io de 1:8 (3 mmol.Lll) em
tampdo fosfato, por fim, verificou-se a influéncia da
temperatura (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C) sobre a
atividade das enzimas.

Para a elaboracio do extrato enzimitico se
procedeu da seguinte forma, foi pesado 10 gramas de
polpa de bacaba e adicionou-se uma grama de PVP
(polivinilpirrolidona) e a solucdo tampdo fosfato para
um volume de 50 mL. Em seguida deixou-se em um
banho de gelo sobre agitagio por uma hora. Por fim,
fez-se a separacdo das fases das amostras na centrifuga
a qual se aproveitou o sobrenadante e armazenou em
frasco ambar no congelador a -18°C, para ser usadas
com fonte enzimatica da peroxidase e polifenoloxidase.

Atividade da peroxidase foi determinada pelo
método espectrofotométrico, utilizando-se o guaiacol
como substrato. Em um tubo contendo 1760 pl. de
solucio tampao fosfato, foram adicionados 175 pL de
guaiacol e 14uL de perdxido de hidrogénio (3 mmol.L-
). Ap6s a homogeneizacio dessa soluc¢ao, adicionaram-
se 50 uL. de extrato enzimatico. A cada 30 segundos foi
medida de reagdo formada até a estabilizagdo da
atividade enzimitica, a absorbancia do tetraguaiacol
formado foi medida em 470 nm.

A atividade enzimatica da polifenoloxidase foi
determinada por meio do método espectrofotométrico,
onde o meio reacional foi composto por 50 pL. do
extrato enzimatico, 250 uL. de catecol, e 1700 pL de
solu¢do tampio fosfato de sédio em um tubo. A
velocidade da reagdo foi seguida em 420 nm, com
leituras a cada 30 segundos até estabilizacao da atividade
da enzima.

Tanto a atividade da peroxidase quanto a
polifenoloxidase foram realizadas segundo Vieira et al.

(2003) e Fernandes et al. (2007), onde uma unidade de

atividade foi definida como a quantidade de enzima que
provoca um aumento na absorbancia de 0,001 unidades
por minuto.

A quantificagdo da protefna total nos extratos
enzimaticos foi realizada empregando-se a metodologia
descrita por Bradford (1976). Em um tubo de ensaio
adicionou-se 50 pl. de amostra, com 50 pl. de 4gua
destilada e 2 mL do reagente blue (Azul Brilhante de
Commassie), apos 5 minutos de reacdo, a absorbancia
do  complexo  formado  foi medido no
espectrofotdmetro em 595 nm. Para quantificagao das
proteinas em mg.ml.! foi utilizada uma curva padrio de
soro albumina (y=32,8x-0,009; R?= 0,997).

A atividade especifica da enzima (U.mg") foi
calculada pela razio da atividade enzimatica (U.mL1) e
o teor de proteina (mg.ml1).

A separacdo por cromatografia de exclusao
molecular se deu a partir do extrato bruto da amostra,
o qual sofreu uma dilui¢éo. Retirou-se 2 mL do extrato
e transferiu-se para uma baldo volumétrico de 25 mL
com solugdo tampio fosfato que melhor se
desenvolveu na cinética. A coluna apresentou uma
vazao de 20 mL..H-1. Fracées de 2,0 mL. foram coletadas
em tubos de ensaio. Nestas fracoes foi realizado teste a
fim de se verificar em quais fracdes se observava a
atividade das enzimas peroxidase e polifenoloxidase e
foram monitoradas as concentragdes de proteinas por
espectrofotometria no comprimento de onda de 280
nm.

Determinou-se também por meio do principio
de Linewever & Burk (1934), a velocidade maxima
(Vmax) da reacdo enzimitica e a constante de
Michaelis-Menten (Km), verificando a afinidade do

guaiacol e do catecol com as enzimas peroxidase e

polifenoloxidase, respectivamente.
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Analises dos resultados

Todas as analises foram feitas em triplicatas e o
resultado expresso na forma de média e desvio padrio,
com um intervalo de confianca de 98%, utilizando o

soft Statistica 7.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Presenca de fitonutrientes
Na tabela 01 encontram-se os tesultados dos

fitonutrientes encontrados na polpa de bacaba.

Tabela 01 - Resultados dos fitonutrientes da polpa de
bacaba paraense

Componentes Quimicos Situagio
Fenéis Presente
Taninos Ausente
Antocianinas e antocianidinas Presente
Chalconas e auronas Presente
Flavonas, flavondis e xantonas Presente
Leucoantocianidinas Presente
Catequina (Taninos Ausente
Catéquicos)
Cumarinas Ausente
Saponinas Presente
Triterpenos pentaciclicos Presente
Esteroides Ausente
Alcaloides Ausente

Contatou-se a presenca de fendis e varios tipos
de flavonoides, esses grupos sio responsaveis por
apresentar inumeras caracteristicas, dentre elas a mais
estudada ¢ a capacidade antioxidante, a qual promove
reduc¢do ou eliminacdo da acdo dos radicais livres,
compostos estes que sio responsaveis por aumentarem
o estresse oxidativo e podem danificar moléculas
importantes, como proteinas, DNA dentre outros
compostos (ALVES et al., 2013; IRONDI et al., 2015;
SANTANGELO et al, 2016; CASAMENTI e
STEFANI, 2017).

Ao analisar a tabela 01, observa-se a presenca
de alguns grupos de antocianinas presentes na polpa de
bacaba. Ressalta-se que a presenga de antocianinas nos
alimentos ¢ interessante ja que algumas moléculas de
antocianinas podem apresentar

uma capacidade

antioxidante ~ maior quando comparadas com
antioxidantes classicos como butilato hidroxi anisol,
butilato hidroxi tolueno e alfa tocoferol (vitamina E),
além de que esses compostos propiciam a preven¢io
contra auto-oxidag¢do e peroxidagio de lipideos em
sistemas biologicos (GOUVEA et al.,, 2012; KAKKAR
& BAIS, 2014).

Observou-se  também a  presenca de
triterpendides pentaciclicos que proporcionam efeitos
farmacologicos interessantes para O  organismo
humano, como, propriedades anti-inflamatérias, anti-
carcinogénica, antiviral, antibacteriana, anti-
nociceptivo, gastroprotetora e hepatoprotetora, além de
propriedades antimicrobianas citotoxicas e
cardioprotetoras (BALTINA et al., 2003; KATERERE
et al,, 2003; OLIVEIRA et al., 2005; SILVA; DUARTE
& VIEIRA, 2014).

A polpa de bacaba apresentou também
saponinas, que segundo a literatura estes compostos
possibilitam a¢do expectorante e diurética, além de
serem consideradas parte do sistemas de defesa, esta
caracteristica é em virtudade da estrutura da molécula
que apresenta um comportamento anfifilico que
possibilidade gerar complexos com esteroides,
proteinas e fosfolipidios das membranas, justificando as
propriedades bioldgicas deste composto, ja que algumas
pesquisas observaram uma correlagio entre o teor de
saponinas com atividade antimicrobiana sobre o
crescimento de fungos, além de inibir algumas bactérias
como 8. aurens, E. coli, E. faecalis, Klebsiella pnenmoniae,
¢ Salmonella typhi (LOKESH;
MANASVI & LAKSHMI, 2016; SABOORA et al,

2019)

Pseudomonas  aernginosa

Caracterizagao fisico-quimica
Na tabela 02 encontram-se os resultados das

analises fisico-quimicas da polpa de bacaba paraense.
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Tabela 02 - Resultados da analise fisico-quimica
DeterminagGes na Média
polpa de Bacaba
Acidez em Acido Citrico (%0)
Umidade (%)
Solidos Totais (o)

0,065 + 0,002
83,30 + 0,35
16,70 + 0,35

Proteina (%0)* 8,80 £ 0,20
Gordura (%0)* 60,40 + 1,70
Cinzas (%o)* 0,77 £ 0,01
Acutcares Totais (%) 0,68 £ 0,02
Acucares Redutores (%0) 0,58 £ 0,02
Actcares Nao Redutores (%) 0,11

pH 4,1 £ 0,01

Legenda: *(resultados expressos em mateira seca)

Ao observar a tabela 02, pode-se constatar que
polpa de bacaba apresentou baixo teor de agucares
redutores e altos teores de lipideos. Quando comparado
o teor de lipideos com outras polpas, nota-se que a
polpa de bacaba paraense ¢ maior do que polpas de

frutas analisadas por Canuto et al. (2010) Euterpe oleracea

(27,54%), Oenocarpus bacaba (59,67%), Ebling et al.
(2016) Psidium guajava 1.. (0,33%) e Andrade, Santos e
Castle (2010) Spondias mombin L (2,45%).

Constatou-se também que o teor de proteinas
superou outras polpas como de Ebling et al. (2016)
Psidium gnajava L. (3,3%) e Andrate, Santos e Castle
(2010) Spondias mombin L. (7,715%).

Os teores destes compostos mostrados na
tabela 02 podem variar entre diferentes localidades, em
funcdo de diversas varidvels como temperatura,
intensidade de luz e conteudo de umidade, além do
processamento da polpa, que pode afetar bastante a
concentragio de nutrientes (STEFANOSKI et al.,

2013).

Analises de compostos bioativos
Na tabela 03, encontram-se os resultados dos

compostos bioativos.

Tabela 03 - Resultados dos compostos bioativos da polpa de bacaba paraense

Determinagées na polpa de Bacaba Média* Média**
Compostos Fenodlicos (mg.100g™) 98,0 = 0,45 574,25 £ 0,45
Flavonoides Totais (mg.100g™") 16,41 £ 0,18 96,53 + 0,18

Legenda: *(resultados em matéria umida) **(resultado em matéria seca)

Ao comparar o teor de compostos fendlicos da
tabela 03 com a literatura, observa-se que o teor de
compostos fenolicos da bacaba paraense ¢ superior em
relacio as polpas de bacaba analisadas por Timoni et al.
(2015) que apresentou uma variagao de 8,18 a 11,2
mg.100 g'. No entanto, a bacaba paraense apresentou
baixo teor de fendlicos quando comparada com os
resultados encontrados por Finco et al. (2012) de
1759,27 mg.100g! em base seca, contudo, a polpa
paraense apresentou maiores teores de compostos
fendlicos quando comparado com outras polpas de
frutas como os resultados encontrados pelos autores
Morais et al., (2011) ao analisar as polpas de bacuri
(Platonia insignis Mart.), polpa de caja (Spondias monbin

L) e polpa de tamarindo (Tamrindus indica 1.)

encontrando valores de 7,23 a 10,35 mg.100g1, 6,62 a
70,92 mg.100g! e 23,57 a 23,35 mg100g!
respectivamente.

Neste trabalho observou-se que a bacaba
apresenta teor consideravel tanto de flavonoides como
fendlicos, estes compostos apresentam inumeras
alegacdes funcionais pois reduzem o risco de acidentes
coronarios, apresentam uma atividade antioxidante,
anti-microbiana e ac¢do anti-inflamatéria. Boa parte
desses beneficios gerados por essas substancias se da
pela capacidade inibidora ou de retardamento das
reacOes de diversas espécies oxidantes, como radicais
hidroxil, peroxi dentre outros. SANDHAR et al., 2011;
SOUSA et al., 2015; ARENAS-CHAVES et al., 2018)

Capacidade antioxidante
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Na tabela 04, encontram-se os resultados dos

diferentes métodos de capacidade antioxidantes.

Tabela 04 - Capacidade antioxidante da polpa da
bacaba por diferentes métodos

Capacidade Antioxidante Média*

DPPH (g.¢cDPPHY)
ABTSs (umol trolox.g™")
FRAP (umol sulfato de ferro.g™) 61,67 = 0,33
CUPRAC (mg.g ) 65,87% 0,63

2264+ 12
85,31 + 0,03

Legenda: *(resultados expressos em matéria seca)

Pode-se observar que a bacaba paraense
apresenta uma capacidade antioxidante maior do que as
amostras analisadas por Finco et al. (2012), que obteve
601 grama de polpa por grama DPPH-! e por Carvalho
et al. (20106) ao estudar diferentes genétipos de bacaba,
onde os resultado variaram de 3651 a 4524 grama de
polpa por grama de DPPH-, revelando o alto potencial
da bacaba paraense.

Em relacdo a anilise de ABTSs, a polpa da
bacaba  paraense apresenta maior capacidade
antioxidante, quando comparada com a pesquisa de
Finco et al. (2012), ao analisar Oenocarpus bacaba
encontrando valores de 57.9 pmol trolox.g!. Ressalta-
se que a polpa de bacaba apresenta maior capacidade
antioxidante quando comparada com outras polpas de
frutas, pois com base nos dados de pesquisa de Rufino
et al. (2010) que analisou 18 tipos de frutos, a bacaba
paraense apresentou uma capacidade antioxidante
maior que 7 frutos dos 18 frutos estudados por Rufino
et al. (2010), dentre eles pode-se citar (acal) Euterpe
oleracea Mart e a carnauba (Copernicia prunifera val) que
obtiveram 64,5 pmol trolox.g! e 16,4 pmol trolox.g!
respectivamente.

Os métodos de FRAP e CUPRAC também sdo
utilizados para medir a capacidade antioxidante. No
método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) o
(Fem-TPZ) ¢

complexo  férrico-tripiridiltriazina

reduzido ao complexo ferroso (Fen-TPZ), na presenga

de um antioxidante e em condi¢des 4cidas. O complexo
formado por esta reagdo possui uma coloragio azul
intensa, com absor¢ao maxima a 593nm. Enquanto, que
o método por CUPRAC baseia-se inicialmente na
formacido de um complexo entre Cu?* com os ligantes
da neocuproine (2,9-dimetil-1,10-fenantrolina) na
proporcio de 2:1 ligante em relagdo ao metal, com isso,
na presenga de compostos com atividade antioxidante
o fon complexado Cu?* ¢ reduzido a Cu+, alterando a
cor do complexo e possibilitando mensurar a
capacidade antioxidante em uma amostra (HUANG;
OU & PRIOR, 2005; PRIOR; WU & SCHAICH,
2005).

Diferentemente do CUPRAC e FRAP, o
DPPH baseia se na presenca de uma substancia
antioxidante que ird doador elétrons para o dtomo de
nitrogénio desemparelhado do radical DPPH,
resultando na intensidade de absor¢do que diminuira,
consequentemente, a solugdo do radical ird mudar de
cor para amarelo. Enquanto, que o ABT's esta baseado
na possibilidade das substancias antioxidantes em
capturar o cation ABTSe+, desta forma, resultando em
um decréscimo na absorbancia que sera lida junto com
a mudanca de coloracio (PEREZ-JIMENEZ &
SAURA- CALIXTO, 2006; SUCUPIRA et al.,, 2012).
Com base nesses principios pode-se constatar que a
polpa de bacaba paraense apresenta um potencial
antioxidante, confirmado por diferentes métodos.

Vale ressaltar que a discrepancia entre os
valores encontrados pela atividade antioxidante neste
trabalho ¢é fruto das diferentes metodologias aplicadas,
que consistem em diferentes mecanismos de reagio,
gerador de radical, meio reacional, periodo de reacio e
reacOes baseadas nos mecanismos dos proprios
métodos fornecendo essa vatriacdo nos resultados, essa
discrepancia foi notada também por Miiller, Fréhlich

&Bohm (2011) ao comparar as metodologias de

antioxidantes.
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Destaca-se as pesquisas de Song et al. (2010),
que observaram uma correlacio positiva entre 0s
compostos bioativos em relagao atividade antioxidante,
essa relacio foi percebida também neste trabalho sendo
a correlagao de 20,9905 dos compostos bioativos com
o método de ABTSs, 120,9125 dos compostos bioativos
com DPPH, 1209337 dos bioativos com o método
FRAP e 2 09038 dos bioativos com o método
CUPRAC. Outros

autores observaram diferentes

correlagio ao comparar compostos bioativos e
atividade antioxidante sendo as pesquisas de Kaur e
Kapoor (2002) com r20.6578, e Almeida et al. (2008)
com r?de 0,7142, constataram um correlacio positiva
entre o teor de compostos bioativos e a capacidade
antioxidante das matérias Essa

primas vegetais.

correlacio mostra que os compostos bioativos

influenciam na atividade antioxidante, porém nio sao
os unicos responsaveis pela mesma, em virtude de
existir outros fatores que influenciam na capacidade

antioxidante.
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Atividade enzimatica

Ao avaliar a atividade enzimatica, se observou
que a concentracao da solugdo tampio de fosfato que
obteve melhor desempenho foi 100 mM em relagdo a
50 mM, conseguindo uma maior atividade enzimatica,
além desse fato, ressalta-se que ao analisar as diferentes
concentragbes de substrato, conclui-se que a melhor
concentra¢do de catecol para a atuacdo das enzimas na
bacaba foi de 50 mM, em relagio a polifenoloxidase,
enquanto que para peroxidase foi o guaiacol de 20 mM.
A partir desses resultados foram realizados a atividade

6tima da enzima em pHs e temperaturas variadas.

Determinagio do pH 6timo para as enzimas POD
e PPO nos extratos de polpa de bacaba

Nas figuras 01 e 02, observa-se o melhor pH
da atuacio da enzima POD e PPO no extrato de polpa
de bacaba.

0
4 4,5 5

5,5

pH

Figura 01. Compara¢ido do pH durante a cinética enzimatica do PPO
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Figura 02. Compara¢io do pH durante a cinética enzimatica da POD

Observou-se que tanto para POD quanto para
PPO o pH 6,0 apresentou o meio propicio para a maior
atividade enzimatica, porém segundo estudos de
Evangelista (20006) ao analisar a atividade enzimatica,
observou que a PPO e POD podem apresentar
conforme o alimento analisado uma variacdo na faixa
6tima de pH, fato verificado também por Halpin
(1989), o qual observou que a gama de diferentes pHs

¢ em virtude das isoenzimas presentes, fato que pode

1500

1200

900

Uml-1

600

300

0

justificar a diferenca entre os pH 6timos das enzimas

em uma amostra.

Determinagio da temperatura 6tima para as
enzimas POD e PPO nos extratos de polpa de
bacaba.

As figuras 03 a 04 mostram o comportamento

das diferentes temperaturas sobre as enzimas

0 10 20 30 40

50 60 70 80 90

Temperatura °C

Figura 03. Influéncia da temperatura sobre a POD
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Figura 04. Influéncia da temperatura sobre a PPO

Segundo os autores Atkins e Jones (2000)
comentam que nas rea¢oes quimicas, a velocidade das
reagoes enzimaticas aumenta com o aumento da
temperatura, porém isto ocorre até que se atinja a
velocidade maxima, a partir da qual comega a decrescer
em virtude da estrutura tridimensional das enzimas se
romperem, impossibilitando-a de formar o complexo
enzima-substrato, fato que justifica o decaimento da
atividade enzimdtica ao aumentar a temperatura, COmo
mostrados nas figuras 03 e 04.

No caso da polpa de bacaba, a atividade da
PPO foi maior na temperatura de 30°C, decaindo com
0 aumento da mesma, no entanto, no caso da POD foi
a temperatura de 50°C que alcangou o melhor
desempenho. Além da temperatura 6tima, observou-se
que PPO ¢é mais sensivel sendo bastante inibida a
medida que aumenta a temperatura chegando a uma

inibicao de 97% em relacido a atividade 6tima. Outros

pesquisadores da enzima PPO ja observaram
comportamento semelhante como no caso de Galdino
e Clemente (2008) que conseguiram a inativacao de 70
a 80 % da PPO nas amostras de pupunha, mostrando a
sensibilidade da enzima com variacdo de temperatura
de 65 a 85 °C por 10 minutos, diferentemente da POD,
a qual é mais termoestavel.

Segundo Macedo et al. (2005) a POD, é uma
enzima resistente a elevadas temperaturas e sua
inativacido tem sido frequentemente usada como indice
de eficiéncia do branqueamento, tratamento térmico
aplicado em alimentos para inibir a acdo das enzimas. A
perda da atividade enzimatica da POD num produto
branqueado indica uma perda correspondente da
atividade das outras enzimas deteriorantes.

Na tabela 05 encontram-se a quantificacdo do
teor de proteinas, atividade enzimatica e especifica do

extrato bruto da polpa de bacaba.

11
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Tabela 05. Quantificagdo do teor de proteinas, atividade enzimatica e especifica do extrato bruto

Amostra A.E.E.B.PPO | A.E.E.B. POD A.E.E.E.B. A.E.E.E.B. POD T.P.E.B.
(U.mL") (U.mL") PPO (U.mg) (mg.mL-1)
(U.mg™)
Polpa da 6000 £ 35 1274,66 £ 15 2985,07 = 1,5 634,15 £ 1,78 2,01 £ 0,56
Bacaba

Legenda: A.E.E.B. = Atividade enzimatica do extrato bruto; A.E.E.E.B.= Atividade enzimatica especifica do
extrato bruto; TP.E.B.= Teor de proteina do extrato bruto.

Pode-se observar na tabela 05 que a bacaba
apresenta alta atividade das enzimas POD e PPO, Purificagdo das enzimas através de cromatografia

sendo um fator negativo ja que essas enzimas sio  de exclusido molecular

responsaveis pelo escurecimento enzimatico, gerando
rea¢Ges de oxirreducdo que culminardo da degradacio

de nutrientes bem como na qualidade sensorial do

Na figura 05 se apresenta a separacdo das
enzimas por cromatogratia de exclusio molecular do

extrato da bacaba.

produto.
0,12
POD e PPO
01 PPO v
0,08 POD POD
280,06
<
0,04
0,02
0
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 60 63 66 69 72 75 78 81
Tubos

Figura 05. Cromatograma do fracionamento da peroxidase e polifenoloxidase na polpa de bacaba em gel sephadex
2-50 (2,5 x 70 cm): volume das fragSes de 2,0 ml; monitoramento das proteinas (absorbancia 280 nm)

Ao observa a figura 05, constata-se que a Na tabela 06 encontra-se a atividade enzimatica

cromatografia de exclusio molecular em gel Sephadex
G-50 possibilitou a purificacdo parcial do extrato, tendo
apresentado duas formas de PPO e trés formas de
POD. Ressalta-se que até o tubo 40 apresentou
atividade enzimatica, os demais tubos poderiam ser
outros compostos como flavonoides, fendlicos e outras

substancias.

e atividade especifica das enzimas PPO e POD

purificadas na cromatografia por exclusio molecular

em gel Sephadex G-50.

12
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Tabela 06 -Atividade enzimatica do extrato parcialmente purificado

Tubo AE.E.P. (UmL?) A.E.E.E.P.(U.mg") T.P.E.P.(mg.mL") Fator de
purificagao
11 (POD) 256,25 711,805 0,36 1,12
16 (PPO) 990,0 3300 0,3 1,10
24 (POD) 7225 2890 0,25 4,58

Legenda: A.E.E.P. = Atividade enzimatica do extrato parcialmente purificado; A.E.E.E.P.= Atividade enzimatica
especifica do extrato parcialmente purificado e T.P.E.P.= Teor de proteina do extrato parcialmente purificado

Na tabela 06 se observa os altos valores
encontrados da atividade enzimaética especifica em
relacio ao extrato bruto, resultado que foi possivel
gracas a cromatografia por exclusio molecular,

possibilitando a separagio e concentracio das
diferentes formas de PPO e POD, além de constatar
que o processamento de purificagdo alcangou um fator
de purificacio maior que 1, mostrando que o processo
de purificacio aplicado ndo ofereceu  perdas
significativas da atividade enzimatica.

Com base nessas informacdes, pode-se utilizar

as enzimas purificadas que apresentaram uma alta

atividade enzimatica para outros processamentos
tecnologicos, como, para fermentagio do cacau ou
cupuacu para obten¢io do chocolate, pois o petiodo de
transformacdes

fermentacio e  marcado

por
bioquimicas efetuadas, principalmente, por enzimas
que agregam as améndoas caracteristicas organolépticas
desejaveis do chocolate, quando aplicadas no mosto
fermentativo das sementes (FERREIRA, 2017).

Na tabela 07, encontram-se os valores de

velocidade maxima de reagdo das enzimas

polifenoloxidase e peroxidase e os valores da constante

de Michaelis-Menten (Km).

Tabela 07- Resultados da Vmax e Km das reages enzimaticas dos extratos parcialmente purificados.

Amostra Vmax (uM.mint) POD Vmax (uM.mint) PPO
2,05 <1004 1,73 1004
Polpa da Bacaba Km PODM) Km PPOM)
6,70 < 10-06 2,1010-05
Em relacio aos valores da constante de chalconas, auronas, flavonas, flavondis, xantonas,

Michaelis-Menten (Km) constatados na tabela 07,
destaca-se a grande afinidade dos substratos fendlicos
em relacdo as enzimas. Ademais, valores de Km sdo
importantes, pois permitem calcular a concentracao do

substrato necessaria para saturar todos os sitios ativos

da enzima (ZERAIK; SOUZA & FATIBELLO, 2008).

CONCLUSAO
O estudo dos fitonutrientes qualitativo na
polpa de bacaba indicou a presenga dos compostos

fendlicos, flavonoides, antocianinas, antocianidinas,

saponinas e terpenos, mostrando que a polpa paraense
apresenta um grande potencial a ser explorado. A polpa
de bacaba apresentou teor de fendlicos e flavonoides
que foram expressivos, principalmente quando
comparado com outras polpas.

A polpa da bacaba apresentou uma boa
capacidade antioxidante mesurada pelos difenrentes
métodos antioxidante (DPPH, CUPRAC, ABTS e
FRAP). Estes resultados sugerem que a polpa da bacaba

apresenta capacidade antioxidante com beneficios para

13
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O Oorganismo ja que apresentam COMpPOStos com
principios ativos de protecio.

Por fim, foi possivel realizar a separagdo das
enzimas PPO e POD através da cromatografia de
exclusio molecular, além de que se constatou a alta
atividade dessas enzimas bem como a grande afinidade

dessas enzimas com os substratos fendlicos utilizados.
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