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Resumo

O interesse pelo reaproveitamento dos residuos alimentares obtidos das frutas e
vegetais tem vindo a aumentar nas Ultimas décadas, ndo s6 na defesa do conceito de
sustentabilidade como também pelas reconhecidas propriedades biologicas associadas
ao aporte nutricional e composicdo de fitoquimicos descritas nestes sub-produtos. As
sementes da papaia sdo um exemplo. De facto, da fruta, apenas se consome a polpa,
sendo a casca e as sementes consideradas sub-produtos que poderdo trazer um valor
acrescido as industrias alimentar, farmacéutica e cosmética. Por estes motivos, este
trabalho experimental teve como principal objetivo efetuar uma quantificacdo do teor de
fendlicos totais e de flavonoides totais, das sementes da Carica papaya Linn, bem

como, avaliar a atividade antioxidante das mesmas.

Os resultados obtidos revelaram que o extrato aquoso foi 0 que permitiu obter
maior teor de flavonoides (63,24 mg EC/100g). Em contrapartida, o extrato etandlico
foi 0o que obteve maior teor de fendlicos (981,84 mg EAG/100g). A atividade
antioxidante foi avaliada através de dois métodos espectrofotométricos: DPPH" e FRAP.
Por ser um antioxidante natural, o uso do &cido ascdrbico como controlo permitiu medir
a atividade antioxidante dos compostos bioativos presentes nos dois extratos, no sentido
de os comparar com um antioxidante natural. Apesar da atividade antioxidante do &cido
ascorbico ter sido superior aos dois extratos, pelos dois métodos espectrofotométricos,
estes poderdo ser utilizados como antioxidantes naturais, sendo que é através do extrato
etandlico que podemos tirar maior partido da atividade antioxidante dos compostos
bioativos das sementes da Carica papaya L. (416,87 pg/ml pelo DPPH’ e 283,52 pg/ml
pelo FRAP). Com os resultados obtidos podemos ainda concluir que o teor de
compostos bioativos € influenciado por diversos fatores, nomeadamente, o tipo de

solvente extrator utilizado.

Apesar das sementes da papaia poderem ser utilizados como antioxidantes
naturais, tanto na industria alimentar, farmacéutica e cosmética, torna-se necessario

aprofundar as investigacdes no sentido de avaliar a toxicidade das mesmas.

Palavras-chave: Carica papaya L., sementes, compostos bioativos, atividade

antioxidante.
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Abstract

The interest in the reuse of food residues obtained from fruits and vegetables has
been increasing in recent decades, not only in defense of sustainability but also for the
recognized biological properties associated with the nutritional contribution and
composition of phytochemicals described in these by-products. Papaya seeds are one of
these examples. In fact, only the pulp is consumed in the fruit, the bark and seeds are
considered as by-products that can bring added value to the food, pharmaceutical and
cosmetic industries. For these reasons, the main objective of this experimental work is
to quantify the total phenolic and total flavonoid content in Carica papaya seeds, as
well as to evaluate the antioxidant activity of the seeds.

The results obtained show that the aqueous extract allows to obtain a higher
flavonoid content (63.24 mg CE/100g). On the other hand, the ethanolic extract
obtained the highest phenolic content (981.84 mg GAE /100g). The antioxidant activity
was evaluated through two spectrophotometric methods: DPPH’ and FRAP. As a
natural antioxidant, the use of ascorbic acid as a control allowed to measure the
antioxidant activity of the bioactive compounds present in both extracts, when
comparing them with a natural antioxidant. Although the antioxidant activity of
ascorbic acid was superior in the two extracts, by the two spectrophotometric methods,
these can be used as natural antioxidants, and it is through the ethanolic extract that we
can take advantage of the antioxidant activity of the bioactive compounds of the seeds
of Carica papaya Linn (416.87 ug/ml by DPPH" and 283.52 pg/ml by FRAP). With the
obtained results we can conclude that the content of bioactive compounds is influenced

by several factors, namely, the type of solvent extractor used.
Although papaya seeds can be used as natural antioxidants, both in the food,
pharmaceutical and cosmetic industries, it is necessary to deepen the investigations in

order to evaluate their toxicity.

Keywords: Carica papaya L., seeds, bioactive compounds, antioxidant activity.
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1. Introducéo

A papaeira (Carica papaya Linn) é uma planta herbacea de grande porte, originaria
da América do Sul, que pertence a familia Caricaceae [1]. O seu fruto, comumente
designado por papaia, € mundialmente consumido, sendo uma fonte natural de vitamina
C, vitamina A, hidratos de carbono, criptoxantina, licopeno, fitoeno, ferro, célcio,
magnésio, zinco, entre outros [2]. As suas caracterizagdes, nutricional e quimica, ja
foram descritas por diversos autores, as quais estdo intimamente relacionadas com
algumas propriedades biologicas associadas ao consumo deste fruto [3,4]. Uma outra
carateristica deste fruto é a sua relagdo com o conceito de sustentabilidade, uma vez que
tanto o fruto, como as folhas, o latex e as raizes apresentam valor econdémico para as
diferentes areas industriais [5,6]. No entanto, até a data, pouca importancia tem sido

dada as sementes do mesmo [7].

A Organizagdo das Nacgdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO) estima
que anualmente cerca de 1/3 dos alimentos produzidos para consumo humano sejam
desperdicados ao longo de toda a cadeia de abastecimento alimentar, promovendo
graves consequéncias no impacto ambiental, econdmico e social. Embora haja um
amplo reconhecimento das principais implicacdes, o desperdicio alimentar continua a
ser uma realidade negativa presente na atualidade, sendo um problema global e

transversal [8].

A nivel morfoldgico, a papaia é constituida por epicarco, mesocarpo, endocarpo e
feixe vascular (Figura 1). As numerosas sementes do fruto encontram-se localizadas no
endocarpo, apresentando dimens@es pequenas, formato redondo e tonalidade preta [9].
Embora seja 0 mesocarpo a parte edivel do fruto, alguns estudos tém sido realizados as

componentes ndo ediveis do mesmo, maioritariamente a casca e sementes [10,11,12].
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Epicarpo (casca) —————>
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Figura 1. Morfologia do fruto papaia.

Para além do reaproveitamento destes sub-produtos alimentares para a alimentacéo,
alguns autores sugerem a sua integracdo na industria de combustivel, para a producédo de
biodiesel [13].

2. Reviséao bibliogréafica

2.1. A papaia (Carica papaya L.)

2.1.1. Historia e origem

A origem exata da Carica papaya L. ainda se encontra desconhecida, porém
acredita-se que esta planta seja nativa da América do Sul [5]. Relatos histdricos afirmam
que este fruto foi descrito pela primeira vez em 1526 pelo cronista espanhol, Gonzalo
Fernandez de Oviedo, quando este encontrou o fruto ao largo da costa do Panama e da
Colémbia. Devido as suas numerosas e viaveis sementes, o fruto foi rapidamente
propagado pelos trépicos tendo-se adaptado bem aos climas tropicais, com solos férteis
e chuvas abundantes. Quanto a sua propagacao acredita-se que tenha tido inicio nos
primordios do século XVI, quando os navegadores espanhois transportaram as sementes
até ao Panama e Republica Dominicana. No século seguinte alguns relatos descreveram
gue tanto os navegadores portugueses como 0s espanhOis tiveram impacto na
propagacao deste fruto ao longo de todo o mundo, ao transporta-lo para as Filipinas,
Maléasia, india, América do Sul e Central, Sul do México, Antilhas, Bahamas, Bermuda
e Florida, tendo finalmente chegado a Europa [3,14].
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2.1.2. Classificacao cientifica

A papaia (Carica papaya L.), em termos econdmicos, é o principal fruto da familia
Caricaceae [3]. A papaeira € uma planta de vida curta, de rapido desenvolvimento e de
cultivo mundial. Porém a sua producédo ocorre principalmente nos paises tropicais e sub-

tropicais, sendo a india e o Brasil os principais produtores [3,13,15].

A nivel internacional adota varias terminologias, por exemplo, na india é conhecido
por Papita, na Holanda por Tree melon, em Franca por Papaya, na Australia por Paw

paw e no Brasil por Mamao [5].

2.1.3. Valor nutricional

Em termos nutricionais, a papaia € um fruto com um valor nutritivo elevado, com
baixo valor energético, mas rico em varias vitaminas e minerais, como as vitaminas A,
E, C, K e do complexo B (tiamina, riboflavina, niacina e Bg), céalcio e ferro
[5,6,16,17,18,19,20]. No entanto, a sua composicdo varia consoante o grau de
maturagdo, condi¢Bes edafo-climaticas e variedade. De uma maneira geral, o fruto
maduro contém, por 100g de produto edivel, 39 kcal (163 kJ), 0,6 g de proteina, 0,1 ¢
de gordura, 0,5 g de minerais, 0,8 g de fibra, 7,2 g de hidratos de carbono, 888um de -
caroteno, 3 mg de sédio, 0,10 g de ferro, 1094 1U de vitamina A, 0,73 mg de vitamina
E, 3 mg de niacina e 89% de &gua [5,16]. J& o fruto verde € muitas vezes consumido
como vegetal devido ao seu sabor mais adstringente. Apresenta um valor energético
menor (cerca de 27 kcal por 100 g de produto) e menor quantidade de hidratos de
carbono, uma vez que é durante o processo de maturacdo que ocorre a formacdo de
pigmentos e aromas, 0 aumento da concentracdo de agUcares e, consequentemente, a
diminuicdo do sabor adstringente. Apesar de ndo conter B-caroteno, o fruto verde
apresenta uma quantidade apreciavel de enzimas, incluindo-se a papaina (enzima

proteolitica), importante para a industria alimentar no atenramento das carnes [5,16].

Tal como foi anteriormente referido, 0 mesocarpo € uma fonte natural de proteinas,
lipidos, fibras, hidratos de carbono, minerais (maioritariamente calcio, fésforo e ferro)

vitaminas C, tiamina, riboflavina, niacina, aminoacidos (glicina, tiramina e valina, 0s
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principais aminoacidos que compdem a papaina), e acidos organicos (citrico e malico),
compostos volateis, alcaloides e pigmentos naturais (maioritariamente [3-caroteno)
[5,6,15,18]. Ja as sementes sdo uma excelente fonte de &cidos gordos (acido oleico e
palmitico, maioritariamente), proteinas, fibras, célcio, fésforo e outros compostos
benéficos para a saude, incluindo-se a carpaina, benzilisotiocinato, benzilglucosinolato,

glucotropacolina, benziltiureia, B-citosterol, caricina e mirosina [5,13].

2.1.4. Beneficios para a saude

Durante as ultimas décadas, varios estudos tém vindo a comprovar a atividade
bioldgica e as possiveis aplicacdes terapéuticas das diferentes partes da Carica papaya
L. [5,15,16,17].

Para além do valor econdmico, as diferentes partes da planta apresentam
propriedades medicinais proeminentes que incluem atividades anti-fertilidade [21], anti-
inflamatéria e imunomoduladora [22], diurética [23], anti-hipertensiva [24],
hipolipidémica e hipoglicémica [25], anti-helmintica [26], cicatrizante [27], anti-fungica
[28], antibacteriana [29,30,31], antitumoral [32,33] e antioxidante [34]. A Carica
papaya também tém revelado beneficios para a saude intestinal, na prevenc¢édo do cancro

da prostata, do cancro do cdlon e da artrite reumatéide [5,16].

Relativamente as sementes, em termos bioldgicos ja foram demonstrados diversos
efeitos, como efeito nefro-protetor, propriedades antimicrobianas contra as infecdes
provocadas por Salmonella, Escherichia coli e Staphylococcus, propriedade anti-
helmitica e anti-amebiana, propriedades anti-inflamatérias, efeito hipoglicémico e
hipolipidico [25,35].

2.2. Atividade antioxidante
Em organismos aerdbios, os radicais livres sdo constantemente produzidos durante o

funcionamento normal da célula, na maior parte sob a forma de espécies reativas de

oxigénio (EROs), nomeadamente, ao nivel da mitocéndria [36,37].
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A mitocbndria, um organelo intracelular que existe na maioria das células
eucarioticas, apresenta diversas funcdes ao nivel da homeostasia celular, participando na
sinalizacdo intracelular, nos processos de apoptose, no metabolismo de aminoacidos,
lipidos, colesterol, esteréides e nucledtidos. Para além destas funcdes, a mitocondria
desempenha uma funcao essencial ao nivel do metabolismo energético, na B-oxidacéo
dos acidos gordos, no ciclo da ureia e na cadeia respiratoria, a principal via de producdo
de adenosina trifosfato (ATP) [38,39].

Nas células eucaridticas, a quantidade de ATP sintetizado ao nivel da mitocéndria €
muito superior & quantidade de ATP formado durante a glicdlise, o que torna a
mitocondria o principal local de formacéo de EROs e de radicais livres [37,39].

Entende-se por radical livre 0 &tomo ou molécula que contém um ou mais eletrdes
desemparelhados, 0 que o torna um composto com uma elevada reatividade, isto é,
encontra-se quimicamente instavel, com tendéncia para reagir com uma molécula
préxima de carga positiva, assumindo, assim, funcbes de agente oxidante ou redutor
[36,37].

Ao participarem em processos fisioldgicos de sinalizacdo e de regulacdo, os EROs
podem ser benéficos para as células, mas apenas em concentracGes baixas a moderadas.
Todavia, uma acumulacdo intracelular de niveis tdxicos de EROs conduz a uma

condicgéo que pode ser definida por stresse oxidativo [37,40].

Nesta condicdo, as EROs podem oxidar e danificar lipidos celulares, proteinas e
material genético, nomeadamente, o acido desoxirribonucleico (DNA), inibindo as suas
funcbes e a longo prazo estes compostos provocam danos celulares irreversiveis
conduzindo ao desenvolvimento de varias doencas cronicas ndo transmissiveis, como o0

cancro e as doengas cardiovasculares, e ao envelhecimento precoce [36,41,42,44].
Uma vez produzidos, grande parte dos radicais livres sdo removidos pelas defesas

antioxidantes das células que sdo essenciais para garantir a manutencdo do equilibrio

celular e consequentemente o seu normal funcionamento [36].
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Estas defesas enddgenas podem ser de natureza enzimatica, como por exemplo, o
superoxido dismutase, a catalase, a glutationa peroxidase, a glutationa redutase, entre
outras, ou ndo enzimatica, como a glutationa [36,44].

Para além das defesas enddgenas, existe um numero infindavel de moléculas com
atividade antioxidante, que podem ser obtidas pela dieta, auxiliando assim o mecanismo
de defesa end6geno, os fitoquimicos.

2.3. Antioxidantes naturais

Os fitoquimicos sdo compostos biologicamente ativos com propriedades
antioxidantes e benéficas ao metabolismo que estdo distribuidos pelo reino Plantae
[45,46,47]. Segundo Niki (2010), estes compostos tém atividade antioxidante pois
quando estdo presentes em pequenas concentracdes em relacdo ao substrato oxidavel,

séo capazes de retardar ou mesmo inibir substancialmente a oxidagdo do mesmo [48].

Estima-se que os frutos, horticolas e cereais inteiros, tenham algures entre 5.000 a
25.000 fitoquimicos individuais, dos quais apenas uma pequena fracdo foi identificada
[49].

Por apresentarem uma grande diversidade de estruturas quimicas, estes metabolitos
secundarios apresentam atividades bioldgicas distintas, e podem ser classificados em
varios grupos, sendo os principais: alcal6ides, carotendides, compostos fendlicos,

compostos azotados e compostos organosulfurados [50].

2.3.1. Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos ou polifendis sdo um vasto grupo de fitoquimicos e
apresentam como caracteristica comum, pelo menos, um anel aromatico que pode estar

ligado a um ou mais grupos hidroxilo [51,52].

Sdo metabolitos secundarios sintetizados pelas plantas quando estas se encontram

perante situacOes adversas, que atuam como mecanismos de defesa das mesmas contra
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agentes patogénicos, parasitas e predadores e condi¢des edafoclimaticas desfavoraveis,
nomeadamente, temperatura extrema, stresse nutricional e hidrico, radiacdo ultravioleta
(UV) e oxidagdo, e atuam, ainda, no desenvolvimento de pigmentos e compostos
volateis, que fazem parte das carateristicas organoléticas [53,54,55]. Como compostos
antioxidantes, estes atuam como agentes redutores, dadores de protdes, sequestradores
de radicais livres e supressores do anido superoxido [54,55,56], podendo agrupar-se em
4 grupos principais: &cidos fenolicos, cumarinas, flavonoides e taninos [56,57,58].

3. Relacgédo entre os compostos bioativos e as propriedades antioxidantes

Um padrdo alimentar saudavel, isto é, uma alimentacdo completa, variada e
equilibrada aliada a prética de exercicio fisico, proporciona inimeros beneficios para a

salide, pois estd associada a um maior consumo de frutas e vegetais.

As frutas e os vegetais sdo uma fonte de vitaminas, minerais, fibras e compostos
bioativos e 0 seu consumo regular estd diretamente relacionado com a prevencdo do
desenvolvimento de doencas crénicas ndo transmissiveis, como as doencas
cardiovasculares, a diabetes e o cancro [59,60,61,62]. Estes beneficios, para varios
autores, sao geralmente atribuidos aos compostos bioativos com atividade antioxidante,
nomeadamente, as vitaminas C e E, carotendides, acidos fendlicos e flavonoides
[60,61,62]. Segundo alguns autores, a inclusdo diaria dos antioxidantes na dieta pode
apresentar um efeito protetor contra 0s processos oxidativos que ocorrem no organismo,
devido a capacidade que os polifendis apresentam para sequestrar radicais livres
[63,64].

Neste sentido, varios foram os estudos, nomeadamente, in vitro, que reconheceram
as accbes anti-carcinogénicas, anti-arteriosclerdticas, anti-inflamatorias, anti-

tromboticas e anti-osteopordticas destes compostos [65,66,67].

Vaérios autores descrevem os polifendis como sendo compostos fotoprotetores dada
a sua capacidade em prevenir a penetragdo da radiacdo ultra-violeta (UV) na pele,
quando admistrados topicamente. Consequentemente, estes compostos reduzem

processos inflamatorios, previnem o stresse oxidativo e o dano de material genético,
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causados pela radiacdo cutdnea com UV, atuando ao nivel da prevengdo do
fotoenvelhecimento [68,69,70].

Para os flavonoides, por exemplo, a comunidade investigadora tem vindo a
demonstrar diversas acdes biologicas e terapéuticas, tanto em condi¢cdes experimentais
como em seres humanos, destacando-se a sua acgdo antiflngica, antivirica,
antibacteriana, antiparasitaria, imunomoduladora e anti-inflamatéria, vascular e
cardioprotetora (efeito anti-aterosclerotico e anti-trombogénico), citotdxica, antitumoral
bem como a sua capacidade para inibir enzimas, como por exemplo, as hidrolases. Para

além destas actividades destaca-se a sua atividade antioxidante [66,71].

Através da sua capacidade em doar electrGes, em inibir a acdo das enzimas
responsaveis pela producdo do anido superdxido, através da quelacdo de metais
vestigiais que exercem funcgbes ao nivel do metabolismo do oxigénio ou atraves de
reacOes diretas com os radicais livres, os flavonoides podem prevenir danos causados

pelos radicais livres [72,73,74].

Segundo Harborne e Williams (2000), a atividade antioxidante é uma das suas
propriedades mais estudadas neste grupo de compostos, tendo sido o primeiro
mecanismo de acdo a ser estudado, nomeadamente no que respeita ao seu poder protetor

contra doencas cardiovasculares [75,76].

Devido as suas propriedades antioxidantes e quelantes, os flavonoides inativam as
EROs atenuando a oxidacdo do colesterol LDL plasmatico, amenizando, assim, a
inflamacédo do endotélio dos vasos sanguineos. Para além disso, através da diminuicéo
da atividade da xantina oxidase, NADPH oxidase e da lipoxigenase também conseguem
diminuir a producéo de EROs [77].

Porém, o conteddo dos compostos bioativos presentes nos frutos e vegetais é
fortemente influenciado pela variedade, as condi¢Ges edafoclimaticas como a
temperatura, a luminosidade, a irrigacdo e 0s nutrientes presentes no solo, a

sazonalidade, a area geografica, as propriedades intrinsecas da especie, o estado de
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maturacao, a colheita e a pos-colheita, 0 processamento e 0 armazenamento dos mesmos
[53,78].

Neste sentido, torna-se essencial quantificar o teor de compostos bioativos,
nomeadamente, fendlicos e flavonoides totais, das sementes da Carica papaya L., bem
como avaliar a atividade antioxidante das mesmas uma vez que o conteddo em
compostos bioativos influencia a agdo antioxidante, que por sua vez estd directamente
relacionada com estruturas quimicas destes compostos e suas concentracoes, a afinidade

para com o solvente extrator e a sua biodisponibilidade [79,80].

4. Materiais e métodos

4.1. Amostras

As sementes de papaia foram adquiridas num hipermercado do Porto, provenientes
do Brasil. Foram usados 30 frutos maduros (casca amarelo-esbranquicada e de facil
remocdo), lavados cuidadosamente com agua destilada antes da separacdo das sementes
usadas para este estudo. Antes de proceder aos ensaios experimentais, as sementes
foram liofilizadas (Liotop L101, Brasil), posteriormente trituradas e homogeneizadas,
recorrendo a um moinho Grindomix GM 200 (Retsch, Haan, Alemanha), a 2 000 rpm.

As amostras foram armazenadas a 4°C em frascos hermeticamente selados.

4.2. Preparagao dos extractos

Para a obtencdo dos extratos, adicionou-se cerca de 1 g de amostra a 50 ml de
solvente, recorrendo a dois solventes diferentes: etanol e agua. O método de extracéo foi
baseado no estudo realizado por Costa et al. (2014) [81], que decorreu durante 60
minutos a 50°C, numa placa de aquecimento (Mirak, Thermolyse, USA), sob agitacdo
constante (600 rpm). Seguidamente, os extratos foram filtrados com papel de filtro

(Whatman N° 1) e liofilizados (Telstar, Cryodos, Spain).

4.3. Compostos bioactivos
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4.3.1. Fendlicos totais

Os compostos fenolicos totais dos extratos aquosos e etanolicos foram determinados
pelo método de Folin-Ciocalteau, segundo metodologia validada por Vinha et al.
(2015) [82]. Resumidamente colocou-se num tubo de ensaio 500 ul de cada extrato,
branco ou padréo (solucdo de acido géalhico 1000 ppm) aos quais se adicionaram 2,5 ml
de RFC diluido em &gua desionizada (1:10) e 2,0 ml de carbonato de sodio (Na,COs3)
7,5%. Os extratos foram colocados em banho a 45 °C durante 15 minutos, ao abrigo da
luz. Posteriormente deixou-se em repouso a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Foram efetuadas leituras das absorvéncias a 765 nm em leitor de microplacas (BioTek
Synergy HT, GENS5, EUA). Os resultados sdo expressos em mg de equivalentes de
acido galhico (EAG)/100g de amostra.

4.3.2. Flavonoides totais

A andlise para a quantificacdo dos flavonoides totais seguiu a metodologia
previamente descrita por Vinha et al. (2016) [83]. A absorvéncia foi lida a 510 nm, a
qual corresponde ao maximo de absor¢do do complexo AlClz-flavonoide formado. Para
a elaboracdo da reta de calibracdo foi usada a catequina como padrdo. Para o ensaio,
foram adicionados 1 ml de cada extrato (aquoso e etandlico, respetivamente), 4 ml de
agua desionizada e 300 ul de nitrito de sédio a 5%. Ap6s uma homogeneizagdo de 5
minutos, adicionaram-se 300 pl de AICIl; a 10%. Posteriormente, adicionaram-se 2 ml
de solucdo de hidroxido de sodio (1 mol/l) e 2,4 ml de &gua desionizada. A mistura
resultante foi homogeneizada em vortex, imediatamente antes de proceder & leitura num
espectrofotometro UV/Vis (Thermo, Genesys 10S UV-Vis, China). Os resultados,
obtidos em triplicado, sdo expressos em mg equivalentes de catequina (EC) por 100g

de amostra.

4.4. Avaliacéo da actividade antioxidante

Nos ensaios in vitro da atividade antioxidante foram usados 0s extratos
anteriormente preparados para a determinacdo dos compostos bioativos (sub-capitulo

4.3). O potencial antioxidante foi avaliado segundo os métodos espetofotométricos:
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efeito bloqueador de radicais livres de DPPH" (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) e poder
antioxidante por reducédo do ido férrico (FRAP).

4.4.1. Inibicéo do radical livre DPPH"

O método usado para a determinacdo da capacidade de neutralizacdo do radical
DPPH® mede a captacdo deste radical através da diminuicdo da absorvéncia, medida a
525 nm, que resulta da reducgédo de um antioxidante (AH) ou de uma reagdo com radicais
livres. A metodologia previamente descrita por Costa et al. (2016) [84], consistindo em
adicionar 20 pl de cada extrato a 280 ul de solucdo etanélica de DPPH" (6,0 x 10-5
mol/l), preparada no proprio dia, efetuando-se leituras sequenciais de 2 em 2 minutos, a
525 nm em leitor de microplacas (BioTek Synergy HT, GENS5, EUA). O decréscimo
de DPPH’ foi determinado até a reacdo estabilizar (aproximadamente 30 minutos). Foi
usado uma solucdo de acido ascorbico como solugcdo controlo. Os resultados sdo
expressos em ECsy (ug/ ml), o qual representa a concentracdo do composto alvo para

qual 50% do efeito é observado.

4.4.2. Avaliacdo do poder antioxidante por reducéo do ido férrico (FRAP)

Dos diferentes extratos em estudo retiraram-se 35 ul, adicionando-se 265 pl de
reagente FRAP, previamente preparado com tampéo acetato 0,3M, solugdo TPTZ 10
mM e cloreto férrico 20 mM. A solucédo foi incubada no leitor de microplacas a 37°C,
ao abrigo da luz durante 30 minutos. A leitura das absorvéncias foi realizada 595 nm,
apos periodo de incubacdo (Rodrigues et al., 2014) [85]. Para o método de FRAP,
utilizou-se o sulfato ferroso 1 mM como padrdo. Foi usado uma solucdo de &cido
ascorbico como solugdo controlo. A correlacdo entre a absorvéncia das amostras e a
concentracdo do padrédo foi obtida através da curva de calibracdo e os resultados obtidos

foram expressos em ECsq (ug/ mL).

4.5. Andlise estatistica

Os resultados obtidos neste estudo sdo apresentados como média + desvio-padréo.

Para o tratamento e andlise dos dados utilizou-se o software Statiscal Package for
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Social Science® versdo 23.0 (SPSS) para Windows. A diferenca significativa foi

definida quando p <0,05.

5. Resultados e Discussao

Foi realizada uma andlise do conteddo de compostos bioativos contidos nas
amostras de sementes da espécie Carica papaya L. estudadas. Os compostos bioativos
estudados foram os fenolicos e os flavonoides totais e os resultados obtidos encontram-

se na Tabela 1.

Tabela 1. Quantificagdo de compostos antioxidantes obtidos nas sementes estudadas

Compostos antioxidantes (mg/100g)

Extratos Fendlicos Flavonoides
Aquoso 302,26+2,59 63,24+4,18
Etandlico 981,84+8,22 30,43+5,86

Relativamente ao extrato aquoso, obtiveram-se 302,26 mg/100g e 63,24 mg/100g
para o teor de fenolicos e flavonoides totais, respetivamente. Ja para o extrato etanolico,
obtiveram-se 981,84 mg/100g e 30,43 mg/100g de fendlicos e flavonoides totais,

respetivamente.

Pela andlise dos resultados obtidos, verificou-se que em ambos 0s extratos o teor de
fendlicos totais foram significativamente superiores aos flavonoides totais. Estes
resultados estdo de acordo com o estudo realizado por Asghar et al. (2016) que teve
como objetivo estabelecer o teor de fendlicos e de flavonoides totais e o potencial perfil
antioxidante dos extratos de diferentes partes da Carica papaya (folhas, caules, raizes,
casca, sementes e polpa) utilizando sete solventes: agua, etanol, metanol, butanol,
diclorometano, acetato de etilo e n-hexano [86]. Apesar dos resultados estarem
expressos em unidades diferentes e nem sempre apresentarem diferencgas significativas
entre os solventes, estes autores apresentam concordancia com os resultados obtidos
com o presente estudo, pois o teor de fendlicos totais foi significativamente superior ao

teor de flavonoides extraidos, verificando-se esta tendéncia para todos os extratos [86].
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No entanto, estes resultados experimentais ndo foram concordantes com 0s
resultados obtidos por Maisarah et al. (2013) e Zhou et al. (2011) [87,88]. Maisarah et
al. (2013) desenvolveram um estudo onde compararam a atividade antioxidante, o teor
de fenolicos e de flavonoides totais em diferentes partes da Carica papaya,
nomeadamente, o fruto verde, maduro, sementes e folhas, utilizando como solvente
extrator o metanol [87]. J& a equipa liderada por Zhou (2011) avaliou a atividade
antioxidante das sementes da papaia usando varios solventes, nomeadamente, etanol,
éter de petrdleo, acetato de etilo, butanol e agua [88]. Ambos 0s estudos evidenciaram
maior teor de flavonoides totais nas sementes da papaia, contrariando os resultados
experimentais deste trabalho [87,88]. Porém, Maisarah et a.l (2013) ndo verificaram
esta tendéncia para as restantes partes da Carica papaya, isto é, para o fruto verde, para
o fruto maduro e para as folhas, estes autores obtiveram maior teor de fenolicos totais
[87].

Ao analisar os resultados obtidos para os fendlicos totais, isoladamente, tendo em
conta os extratos utilizados, verificou-se que 0s mesmos apresentaram maior afinidade
com o extrato etanolico uma vez que com este extrato foi possivel extrair-se maior
quantidade de fendlicos totais (981,84 mg EAG/100g), significativamente superiores
aos obtidos no extrato aquoso (302,26 mg EAG/100g).

Zhou et al. (2011) também encontraram resultados semelhantes aquando da
quantificacdo dos fendlicos totais [88]. Apesar de terem reportados valores superiores
de fendlicos totais para o extrato etanolico (1132,41 mg/100g) e inferiores com o extrato
aquoso (276,64 mg/100g), os mesmos concluiram que os compostos fenolicos

apresentam maior afinidade para o etanol [88].

Asghar et al. (2016) também concluiram que os compostos fendlicos tém maior
capacidade de serem extraidos com etanol, quando comparados com a agua, e cujos
resultados obtidos foram superiores aos resultados obtidos pelo presente estudo, com
2794 mg EAG/100g e 4342 mg EAG/100g, para os extratos aquoso e etandlico,
respetivamente [86]. Estes autores reportaram o etanol como o melhor solvente extrator

de fenolicos totais, para todas as partes da planta estudadas [86].
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Maisarah et al. (2013) recorreram ao metanol como solvente extrator e obtiveram
teores de 30,32 mg EAG/100g nas sementes da papaia [87]. Como Asghar et al. (2016)
e Maisarah et al. (2013), muitos outros autores utilizam o metanol como solvente
extrator de compostos biativos. No entanto, para fins alimentares o uso deste solvente
ndo é viavel, pois o metanol para além de dispendioso € toxico. Sendo um dos objetivos
deste trabalho experimental, a potenciacdo da matriz como um género alimenticio
passivel de ser digerivel de forma segura, € fundamental ter em conta ndo s6 a

sustentabilidade do solvente como a viabilidade do seu uso na dieta [86,87,89].

Relativamente ao teor de flavonoides totais, verificaram-se que estes apresentaram
maior afinidade com a agua (63,24 mg EC/100g) comparativamente com o extrato

etandlico (30,43 mg EC/100g), resultado oposto ao obtido para os fendlicos totais.

No entanto, estes resultados n&o séo concordantes com os publicados por Zhou et al.
(2011), pois estes autores concluiram que os flavonoides apresentavam maior afinidade
com o extrato etandlico, uma vez que o contetdo de flavonoides obtido com o etanol
(2247,00 mg ER/100g) foi superior ao obtido com a agua (422,00 mg ER/100g) [88].
Porém, foram encontradas diferencas significativas entre os resultados obtidos para o
etanol e para o butanol. Estes autores concluiram, uma vez mais, que o acetato de etilo
era o melhor solvente extrator de flavonoides (11748,00 mg ER/100g), e que a agua era

o0 pior solvente [88].

Também Asghar et al. (2016) chegaram a mesma conclusdo que a equipa liderada
por Zhou (2011), pois o conteudo de flavonoides total presente nas suas amostras foi
superior com o etanol (1044,00 mg EC/100g) comparativamente com a agua (656,00
mg EC/100g) [86,88]. Tal como para os fenolicos totais, também para os flavonoides o
etanol foi o melhor solvente extrator, para todas as partes da planta estudadas [86]. De
todos os solventes utilizados por Asghar et al. (2016), o diclorometano foi o pior
solvente na extragdo dos fendlicos e dos flavonoides para as raizes, e para as restantes

partes da papaia 0 n-hexano mostrou-se o pior solvente [86].

Maisarah et al. (2013), o grupo de investigadores que utilizou apenas o metanol

como solvente extrator, conseguiram extrair maior quantidade de flavonoides totais
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(59,54 mg EAG/100g), nas sementes, comparativamente com o0s resultados obtidos com
o etanol, no presente trabalho [87]. Porém, Asghar et al. (2016), ao utilizarem 0 mesmo
solvente (metanol), conseguiram maiores teores de flavonoides, tanto para as folhas
(1554,00 mg EC/100g) como para as sementes (862,00 mg EC/100g),

comparativamente com os resultados publicados por Maisarah et al. (2013) [86,87].

De acordo com Khamsah et al (2006), os compostos bioativos contribuem para a
atividade antioxidante das sementes do fruto, no entanto, a afinidade que os compostos
apresentam face ao extrato utilizado também pode influenciar ndo s6 o seu teor

quantitativo como também a respetiva atividade [90].

Na figura 2 encontram-se representados os resultados obtidos para a avaliacdo da
atividade antioxidante dos extratos estudados, expressos em ECsq (ug/ml), baseados nos

métodos espectrofotométricos DPPH" e FRAP.

1083,23

m Extrato aquoso

m Acido ascorbico (aquoso)
u Extrato etandlico

m Acido ascorbico (etandlico)

Atividade antioxidante
EC50 (ug/ml)

DPPH FRAP

Figura 2. Resultados da atividade antioxidante das sementes da Carica papaya L.

analisados, utilizando o etanol e a &gua como solventes extratores

O &cido ascorbico é uma vitamina essencial ao ser humano, na medida que 0 mesmo
ndo a consegue sintetizar [91]. Encontra-se naturalmente presente na maioria dos
alimentos de origem vegetal e apresenta atividade antioxidante por ser capaz de

neutralizar os radicais livres. Neste trabalho, o &cido ascorbico foi utilizado como
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controlo. Por ser um antioxidante natural, 0 seu uso permitiu medir a atividade
antioxidante dos compostos bioativos presentes nos dois extratos, no sentido de os

comparar com um antioxidante natural [92].

Pela analise da figura 4, verificou-se que pelo método DPPH’, os valores de ECsg
obtidos para os extratos aquoso e etanolico, foram de 1083,23 pg/ml e 416,87 pg/ml,
respectivamente. Pelo método FRAP, os valores obtidos foram de 873,54 pg/ml e de

283,52 pg/ml para o extrato aquoso e etandlico, respetivamente.

Estando os resultados expressos em ECsy (quantidade de extrato necessaria para
reduzir em 50% a concentracdo inicial do substrato), é importante referir que a atividade
antioxidante é inversamente proporcional ao valor de ECs, obtido, isto €, quanto menor

for o valor de ECs, obtido, maior a atividade antioxidante do composto em analise [87].

Sendo assim, neste trabalho experimental verificou-se que o extrato etanélico foi o
gue obteve maior atividade antioxidante, tanto pelo método DPPH’ como pelo método
FRAP. Para além disso foi possivel concluir que pelo método FRAP a atividade
antioxidante foi superior a obtida pelo método DPPH’, o que estd concordante com
outros estudos que referem que o método DPPH’ embora seja uma ténica analitica

corrente, apresenta muitos fatores interferentes que influenciam os resultados [93,94].

Por exemplo, Zhou et al. (2011) obtiveram conclustes semelhantes, na medida que
0 extrato etandlico, pelo método DPPH, foi o que obteve menor valor de ECsg (248,63
pg/ml) [88]. Todavia, para o etanol, estes autores obtiveram maior atividade
antioxidante, enquanto para a Aagua obtiveram menor (1628,33 pg/ml),
comparativamente com o0s resultados obtidos neste estudo. Um dado interessante
encontrado pela equipa liderada por Zhou et al. (2011) reportaram que a atividade
antioxidante obtida com o solvente acetato de etilo (64,61 pg/ml) foi superior a
atividade do &cido ascérbico (66,96 pg/ml) [88].

Maisarah et al. (2013) obtiveram menor atividade antioxidante nos extratos
metanolicos das sementes de papaia (1000 pg/ml), comparativamente, com o0s
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resultados obtidos neste estudo, nomeadamente, no extrato etanolico (416,87 pg/ml)
[87].

Como Asghar et al. (2016) ndo utilizaram o mesmo controlo, utilizaram um
antioxidante sintético (BHT), nem apresentaram os resultados nas mesmas unidades,
ndo foi possivel efetuar uma comparacao [86]. No entanto, estes autores concluiram que
0 extrato que obteve um maior potencial de eliminacdo dos radicais livres DPPH® foi o
etanol, nomeadamente nas folhas (75,05%) seguindo a polpa (68,07%). O n-hexano e o
butanol foram os extratos que exibiram menor atividade antioxidante talvez pela

afinidade exibida pelos compostos bioativos para com estes dois solventes [86].

O Unico estudo que utilizou o método FRAP para avaliar a atividade antioxidante
dos compostos bioativos presentes nas sementes da papaia foi o estudo conduzido por
Zhou (2011) [88]. Estes autores concluiram que a fracdo de acetato de etilo foi a que
apresentou maior capacidade de reduzir o ido férrico enquanto as outras fracdes,
nomeadamente, éter de petrdleo, etanol, agua e butanol, revelaram baixa capacidade
redutora. Para além disso, ndo foram descritas diferencas significativas entre o0s

resultados obtidos para as frac6es supracitadas [88].

Tendo em conta os resultados obtidos, expressos na figura 2, foi possivel efetuar a
comparacao entre os dois métodos espectrofotométricos, recorrendo a dois solventes
extratores (etanol e agua), verificando-se que a atividade antioxidante revelou-se
superior no extrato etandlico. Assim, por ordem crescente de atividade antioxidante para
a amostra em estudo, obteve-se: extrato aquoso e método DPPH’ <extrato aquoso e
método FRAP <extrato etanolico e método DPPH’ < extrato etanodlico e método FRAP.

Uma vez que foi utilizado um controlo, o acido ascérbico, foi efetuada uma analise
aos resultados para este mesmo controlo. Pela analise da figura 2, verificou-se que pelo
método DPPH’, a atividade antioxidante do acido ascdrbico (86,94 ug/ml) foi superior a
encontrada no extrato aquoso (1083,23 pg/ml). Pelo mesmo método, a atividade
antioxidante do acido ascérbico (52,03 pg/ml) também foi superior comparativamente

com o extrato etandlico (416,87 pg/ml). Sendo assim, pelo método DPPH’, o &cido
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ascorbico apresentou uma atividade antioxidante superior tanto para o extrato aquoso

como para o etanolico.

Tambem pelo método FRAP o comportamento do acido ascérbico foi semelhante,
ou seja, a atividade antioxidante do &cido ascorbico foi superior aos dois extratos

estudados em ambos os métodos analiticos.

O Unico estudo que comparou a atividade antioxidante dos seus extratos com um
antioxidante natural foi o estudo desenvolvido por Zhou et al. (2011) [88]. Estes autores
concluiram que o acetato de etilo foi o solvente que obteve maior atividade
antioxidante, seguido do &cido ascorbico (controlo). O etanol (248,63 pg/ml) foi o
extrato que exibiu melhor atividade antioxidante comparativamente com a &gua
(1628,33 pg/ml) mas menor do que o &cido ascérbico (66,96 pg/ml). Estes resultados
séo concordantes com os resultados obtidos no presente estudo [88].

6. Conclusao

Através do presente trabalho experimental, foi reconhecida ndo s6 a presenca de
compostos bioativos como também a atividade antioxidante das sementes da Carica
papaya L.. De um modo geral, os resultados obtidos demonstraram que as sementes
estudadas sdo uma fonte rica em compostos bioativos, nhomeadamente, fendlicos e
flavonoides. O extracto aquoso foi 0 que permitiu obter maior conteido de flavonoides,
porém foi o que obteve menor atividade antioxidante. Ja o extrato etandlico foi o que

permitiu obter maior contetdo de compostos fendlicos e maior atividade antioxidante.

Dado o seu contetdo rico em antioxidantes, as sementes da papaia podem ser
incorporadas na alimentacdo, de modo a obter-se 0 maximo dos efeitos bioldgicos dos
seus compostos bioativos, promovendo, assim, a salde. Todavia, o conteido de
compostos bioativos é francamente influenciado por diversos factores, nomeadamente,
as propriedades intrinsecas da espécie, 0 estado de maturagdo do fruto, as condi¢des
edafoclimaticas, a biodisponibilidade dos compostos, a afinidade com o solvente

extrator, entre outros.
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Neste sentido, torna-se interessante aumentar os estudos das propriedades bioldgicas
desta semente, numa perspetiva futura de integré-los ndo so6 na dieta alimentar como
também noutras areas, como por exemplo, na industria farmacéutica na formulacao de
farmacos naturais contra diferentes doencas infeciosas, e na industria da cosmética, com
0 objetivo de combater o desperdicio das mesmas, garantindo assim a sustentabilidade.
Para além disso, apesar de ja existirem alguns estudos previamente publicados, também
seria bastante interessante o estudo da toxicidade das sementes da papaia, para que estas

pudessem ser incorporadas na dieta de forma segura.
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