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Resumo

A busca por uma salde equilibrada e uma boa qualidade de vida é bastante conceituada atualmente,
por isso que os antioxidantes de origem natural vem sendo cada dia mais utilizados, visto seus
beneficios para a satide. E nas frutas, principalmente nas cascas, que geralmente sio descartadas, onde
encontramos grande quantidade dessas substancias, como os compostos fendlicos, que estdo
associados a diversas atividades de prevengdo de doengas. Sendo assim, este trabalho teve como
objetivo determinar e comparar a atividade antioxidante dos chés de cascas do limdo siciliano (Citrus
limon), obtidos através do método de infusdo e maceracdo. Foi possivel observar a presenca de
atividade antioxidante sobre o radical ABTS dos chas obtidos tanto através da infusdo quanto da
macerac¢do, sendo dose-dependente, ou seja, quanto maior a concentragdo dos chas, maior a atividade
antioxidante. Estes resultados podem estar correlacionados a concentracéo de polifenois, que também
foi observado neste estudo, demonstrando concentracdo dose-dependente assim como a analise do
potencial antioxidante. Sendo assim, o estimulo ao uso do cha de cascas de limédo siciliano poderia
ser uma promissora estratégia para promocdo de salde.

Palavras-chave: Citrus limon. Antioxidantes. Compostos fendlicos. Estresse oxidativo.

Abstract

The search for balanced health and a good quality of life is currently highly regarded, which is why
natural antioxidants are being used more and more, given their health benefits. It is in fruits, especially
in the skins, which are usually discarded, where we find a large amount of these substances, such as
phenolic compounds, which are associated with various disease prevention activities. Thus, this study
aimed to determine and compare the antioxidant activity of teas made from Sicilian lemon peel (Citrus
limon), obtained through the infusion and maceration method. It was possible to observe the presence
of antioxidant activity on the ABTS radical of the teas obtained both through infusion and maceration,
being dose-dependent, that is, the higher the concentration of teas, the greater the antioxidant activity.
These results can be correlated with the concentration of polyphenols, which was also observed in
this study, demonstrating dose-dependent concentration as well as the analysis of the antioxidant
potential. Therefore, encouraging the use of Sicilian lemon peel tea could be a promising strategy for
health promotion.

Keywords: Citrus limon. Antioxidants. Phenoliccompounds. Oxidative  stress.
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1 INTRODUCAO

O indice de danos que o organismo sofre com a acédo de espécies reativas, principalmente de
oxigénio, que em estado acumulativo gera um desequilibrio metabdlico, chamado de estresse
oxidativo, vem sendo cada dia mais estudado, visto que 0 mesmo estd associado ao processo de

envelhecimento, danos e até mesmo a morte celular?.

No ambiente as substancias mais comumente capazes de gerar radicais livres sdo o0 oxigénio
(02), derivando as espécies reativas de oxigénio (EROs), estes apresentam um elétron
desemparelhado o que lhe configura acdo altamente reativa e instavel. S&o exemplos de EROs,
superoxido (TO2), o peroxido de hidrogénio (H202) a hidroxil, ("(OH), e a peridroxila, (Oz2H), e
também o nitrogénio (N2), como por exemplo nitratos (NO3 -) e peroxinitritos (ONOO-), que
caracterizam o estresse oxidativo?3. O aumento da producdo de EROs pode ser desencadeada por uma
disfuncéo bioldgica ou processo patoldgico, tais como a carcinogénese, mutagénese, aterogénese,
envelhecimento*>®, dentre outros que agridem o organismo e geram um processo de desordem, como

os fatores exogenos, tabagismo, poluicdo, radiacio, medicamentos, pesticidas, solventes industriais”®.

O excesso de producdo de radicais livres desencadeia um desequilibrio entre compostos

oxidantes e antioxidante que pode levar a danos com consequéncia de perda de funcgo biol6gica®1%1,

Sendo instalado o processo de estresse oxidativo, a peroxidacao de lipideos, a danificacdo de
proteinas e a oxidacdo no DNA inicia processos de modificacGes ou danos a nivel celular, induzindo
a degeneracdo celular, como o envelhecimento, e diversas patologias, como, cardiovasculares,
neurodegenerativas, cancer, dentre outras'?.

Durante um processo metabdlico com a producdo de radicais livres, o organismo produz um
mecanismo antioxidante afim de regular e controlar o mesmo evitando danos sequentes. De acordo
com Halliwell et al (2004) “antioxidante ¢ qualquer substdncia que, quando presente em baixa
concentracdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente
a oxidagio do mesmo™3. Com intuito em proteger, regular ou até mesmo eliminar a instabilidade pré-
estabelecida, 0 organismo gera um recurso com compostos oriundos do metabolismo celular, também
chamados de agentes antioxidantes enddgenos produzindo uma resposta enzimatica de origem
natural, como a enzima superoxido dismutase (SOD), glutationaperoxidase (GPx), catalase (CAT),
glutationa- S-transferase (GST). Também podemos obter agentes exdgenos de origem sintética
apresentando baixo peso molecular como os tocoferdis, compostos fendlicos e o acido ascorbico
(vitamina C), ou de origem dietética incluindo minerais, vitaminas e flavonoides obtida via

alimentag&o®1314,



Atualmente, a busca por frutas e vegetais que apresentam atividade antioxidante esta
relacionado ao interesse nutricional, uma vez que estd associada a potencializacdo de efeitos
promotores da satide humana e prevencgdo de numerosas doencas®®.

A fim de reduzir o estresse oxidativo, a busca por compostos de acdo antioxidante em produtos
naturais, como as frutas, vem ganhando cada dia mais espago nos campos de pesquisa’®. Destacando
0s compostos fenolicos, que geralmente sdo encontrados nas cascas ou em estruturas superficiais de
frutas, sendo produtos secundarios, que apresentam anel aromatico com uma ou mais hidroxilas em
sua estrutura quimica, o que Ihe proporciona acdo de agente redutor, protegendo o organismo do
desequilibrio metabdlico também chamado de estresse oxidativo®’.

As plantas citricas pertencem ao género Citrus, familia Rutaceae, com origem na regido
sudeste da Asia, subfamilia Aurantioideae, onde o limdo siciliano, também denominado lim&o
“verdadeiro”, ¢ classificado em nivel de espécie como Citrus limon?8, tem demonstrado em pesquisas
que apresentam antioxidantes naturais e desempenham atividades anticancerigerana e
antibacteriana!®2%2!, \Vem sendo muito utilizado por indUstria de refrigerantes devido ao seu alto de
teor de &cido citrico, na fabricacdo de 0Oleos essenciais (OE) e esséncias utilizadas na perfumaria,
preparo de licores e sabdes, na producéo de pectina e farinha, e ainda na culinaria e uso doméstico?>23,

Pesquisas tém demonstrado que o consumo regular de frutas estd associado a reducdo da
mortalidade e morbidade por algumas doencas cronicas, devido as propriedades de substancias
bioativas que apresentam em sua composi¢ao, como por exemplo, a acdo antioxidante dos polifendis.
Sendo assim o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antioxidante dos chas das cascas do limao
siciliano (Citrus limon), a fim de demonstrar que o estimulo ao uso poderia ser uma promissora

estratégia para a promocdo de saude.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
O objetivo geral do presente trabalho foi quantificar e comparar as atividades antioxidante dos
chéas de casca do limao siciliano (Citrus limon), obtidos através de diferentes processos de extracao,

infusdo e maceracéo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Quantificar e comparar a presenca de compostos fenolicos nos chas de casca do lim&o siciliano
(Citrus limon), obtidos através dos métodos de infusdo e maceracdo, em intervalos de tempo
diferentes, 30, 60 e 120 minutos.

Quantificar e comparar a atividade antioxidante, sobre o radical ABTS, nos chés de casca do
limao siciliano (Citrus limon), obtidos através dos métodos de infusdo e maceracao, em intervalos de
tempo diferentes, 30, 60 e 120 minutos.

Avaliar se 0 método de extracdo, infusdo e maceragdo, influenciam na quantificacdo dos

compostos fendlicos e na atividade antioxidante sobre o radical ABTS.



3 MATERIAIS E METODOS

O fruto foi adquirido no comércio local de Guarapuava/Pr, a selecdo do produto foi realizada
pela autora, onde houve a preocupacdo na escolha de frutos uniformes, estdgio de maturacédo e
auséncia de danos fisicos afim de garantir a qualidade das amostras em analise. A realizacao de todas

as analises foi desenvolvida nos laboratorios do Centro Universitario UniGuairaca.

3.1 Higienizacgéo das cascas das frutas
Para a realizacdo das andlises foi padronizado a higienizacdo da casca com sabao neutro e
esponja de limpeza macia em agua potavel corrente. Logo foi enxaguado com agua destilada e seca

com papel toalha.

3.2 Preparo dos chas

Foram utilizados dois métodos, sendo o de infusdo e o de maceragdo. Para a infusdo foi
inicialmente colocado agua destilada em um béquer sobre a chapa de aquecimento e coberto com
papel aluminio e em seguida na balanca pesado 3 g de casca do limé&o siciliano para cada béquer.
Estando em ponto de fervura a dgua destilada a mesma foi acrescida 25 mL sobre as cascas de limao
siciliano e vedado com papel aluminio e aguardado o tempo de | (30 minutos), I (60 minutos) e 1 (120
minutos), para a realizagdo das analises em triplicatas.

Para a maceracdo foram utilizados 3 g de casca de limdo siciliano para cada béquer,
acrescentado 25 mL de agua destilada sem fervura em cada béquer e vedado com papel aluminio e
aguardado o tempo de M (30 minutos), M (60 minutos) e M (120 minutos), para a realizacdo das
andlises em triplicatas.

Tanto para 0 método de infusdo quanto para 0 método de maceragdo, decorrido o tempo as
amostras foram filtradas com auxilio de papel filtro originando o chd mée e sendo possivel seguir, a

partir desta, com 05 sucessivas diluigdes 1:2.

3.3 Quantificacdo dos compostos fenolicos
A quantificacdo de compostos fendlicos totais dos chas foi determinada pelo método de Folin-
Ciocalteau, descrito por Smiderle (2013)?* e adaptado, no qual o cha verde (Camelia sinensis) foi
utilizado como padrao, na concentracdo final de 1 mg/mL. Foram acrescentados 100 pL de cada
amostra respectiva das dilui¢des dos chas de liméo siciliano e de cha verde, durante o intervalo de 30,

60 e 120 minutos, 500 pL da solucao reagente Folin-Ciocalteau e 400 pL da solucdo de carbonato de



sodio (7.5% p/v). Posteriormente o conteudo foi incubado em banho maria a 55°C por 15 minutos e
determinada a absorbancia a A760 nm, este processo foi realizado tanto no método de infusdao quanto
na maceracdo. Para melhor reprodutibilidade todos os ensaios foram realizados em triplicatas, e 0s
resultados foram expressos como equivalentes ao cha verde. Este método se baseia no principio de
gue em meio alcalino, a mistura dos acidos constituintes do reagente Folin-Ciocalteau se reduz ao
oxidar os compostos fendlicos, produzindo éxido tangstico e molibdeno, que apresentam coloracao

azul®.

3.4 Atividade antioxidante dos chéas sobre o radical ABTS

A andlise da atividade antioxidante sobre o radical ABTS foi realizada de acordo com o
método descrito por Rufino (2007)2°, e modificado por Andrade (2017)%’, utilizando o cha verde como
padrdo, na concentracdo final de 0,5 mg/mL. A atividade antioxidante pode ser quantificada através
da anélise colorimétrica obtida pela reducéo do radical ABTS. Inicialmente produziu-se uma solucao
de ABTS (7mM) e persulfato de potéssio (2,4mM), que foi incubado a temperatura ambiente e abrigo
da luz por 12 horas. Em seguida a solugdo formada, contendo o radical ABTS foi diluida em agua
destilada a uma absorbéancia de A0,8 — 1,0 (A=734 nm). Em uma microplaca foram pipetados 10 pL
das diferentes concentracdes dos chas do liméo siciliano, obtidos das respectivas dilui¢cdes seriadas,
e do cha verde, e adicionados 190 pL do radical ABTS. Ap6s 5 minutos, a reducdo do radical ABTS
pela agdo antioxidante dos chéas foi observada em A=734 nm. O resultado foi expresso em
porcentagem de inibicdo, conforme a equacdo 1. As analises foram realizadas em triplicata.

Inibigdo (%) = [(Ac — Aa) / Ac] x 100 (Eq. (1))

Onde:
= Ac ¢ aabsorbancia do controle, registrada a A=734nm;

= Aa é a absorbancia da amostra dos diferentes chas, registrada a
A=734nm.

Equacéo 1: Equacdo de porcentagem de inibigéo®.



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Quantificagdo dos compostos fenolicos

O limé&o siciliano € um fruto com propriedade boténica e quimica, que apresenta um excelente
potencial antioxidante em sua casca, além de atividade farmacoldgica e alimenticia, estas acGes sao
capazes de nutrir o organismo humano, garantindo uma metabolizacdo adequada, também do fruto é
extraido 6leos essenciais utilizados na aromaterapia e utilizado em cosméticos?.

Foram analisadas as amostras em triplicatas, das 5 (cinco) diferentes concentracGes de chés,
obtidas das diluicdes seriadas (1:2), como descrito na metodologia, em 3 (trés) intervalos de tempo
(30,60 e 120 minutos) e obtidos por 2 (dois) métodos diferentes, infusdo e maceragdo. Os resultados
expressos na figura 1 sdo representativos do método de infusdo e na figura 2 do método de maceracéo,
onde os valores apresentados, correspondem a média £ DP das triplicatas realizadas. Vale ressaltar
gue para obtencdo da concentracdo de polifendis, foi utilizada a equacéo da reta y=0,0493x + 0,0552
(R?0,9973)%.

Podemos observar na figura 1, que os chés da casca do limé&o siciliano apresentam compostos
fenolicos na sua composicdo e que estes se apresentam de forma decrescente de acordo com as
sucessivas diluigdes. Também é notavel que o tempo de extracao é um fator que influencia o resultado,
onde a maior concentracdo de compostos fendlicos é presente na concentragdo de 12 mg/ml do chéa e
no intervalo de 120 minutos, 1,21 + 0,21 mg/mL, em 60 minutos, 1,03 + 0,23 mg/mL e 30 minutos,
1,18 + 0,09 mg/mL, equivalente ao cha verde, enquanto que, na concentracdo de 6 mg/ml do cha, aos
120 minutos a concentracdo encontrada foi de 0,99 £ 0,1 mg/mL, em 60 minutos, 1,09 + 0,11 mg/mL,
e aos 30 minutos de 0,98 = 0,09 mg/mL.
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Figura 1- Gréfico demonstrativo da analise para quantificagdo de compostos fenolicos totais nos chas da casca

do limdo siciliano (Citrus limon), sobre o0 método de infusdo aplicado (Fonte: elaborado pela autora, 2021).

Resultados semelhantes foram encontrados pelo método de maceragao, como demonstrado na
figura 2, onde os chas das cascas do liméo siciliano também apresentam compostos fendlicos e as
concentracdes decrescem de acordo com as sucessivas diluicdes. Assim como no método de infusao,
o tempo de extracdo influenciou as concentragbes de compostos fendlicos obtidos através da
macerac¢do, sendo na concentracdo de 12 mg/mL do cha encontrados 1,08 + 0,11 mg/mL, 0,95 + 0,08
mg/mL e 0,87 + 0,22 mg/mL, equivalente cha verde para os tempos de 120, 60 e 30 minutos,

respectivamente.
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Figura 2- Gréfico demonstrativo da analise para quantificacdo de compostos fendlicos totais nos chas da casca

do limé&o siciliano (Citrus limon), sobre 0 método de maceracéo aplicado (Fonte: elaborado pela autora, 2021).

Para comparar os resultados das anélises, de acordo com os processos de obtencdo dos chas,
seria importante a realizacdo de uma analise estatistica, uma vez que os resultados ficaram proximos,
sendo dificil afirmar a superioridade de um método sobre o outro.

Durante a avaliagdo da quantificagdo de polifendis de um fruto pode ocorrer algumas variacdes
nos resultados. Isto se deve por fatores como, condicdo climética, ponto de maturacdo, colheita
adequada que garante integridade do fruto. Pode haver também variacGes sobre o método de extracéo,
visto que é ideal obter o madximo de compostos bioativos, pois nestes ha variacdo de polaridade, sendo
necessario utilizar um solvente capaz de absorver maior concentragdo de compostos das amostras®!.

Como ja citado o ponto de maturacdo do fruto pode interferir durante a avaliacdo dos
resultados, expressando menor capacidade antioxidante devido a reducéo dos fendlicos totais durante
0 processo?’. De acordo com estudos recentes, é sugestivo que a diminuicio de compostos fendlicos,
durante o processo de maturagdo ocorre devido a oxidacao de polifendis pela polifenoloxidase. Dados
relatados nesse estudo demonstram valores de conteudo fenolico que podem ser observados em fruto
imaturo 189,77 e 176,31 mg GAE/g extrato em flavedo e albedo (casca) e em ponto de maturagéo,
51,71 e 61,08 mg GAE/g extrato em flavedo e albedo (casca), respectivamente®?.

Nota-se que em diferentes partes do fruto podem ser encontrados diferencas nas concentragdes
destes compostos. De acordo com estudos realizados com folhas secas, macerado de cascas e suco in
natura do fruto do liméo siciliano, 0 mesmo apresenta compostos fendlicos nas folhas, 116,76 + 0,01

mg EAT/g, no macerado da casca 430,20 = 0,001mg EAT/g e no suco in natura 289,63 + 0,01 mg



EAT/g, onde nas cascas a presenca de polifendis é muito mais significativa comparado as outras
partes®. Ainda neste estudo, observou-se a atividade antioxidante, capaz de reduzir o radical ABTS
em porcentagem de inibicdo. Perante os resultados obtidos com o presente trabalho e os estudos, fica
evidente a correlagdo que a casca do limédo siciliano apresenta concentragOes significativas de
compostos fendlicos, e que, podem estar relacionados a capacidade antioxidante, e 0 seu uso diario

poderia contribuir para prevencio de doencgas?.

4.2 Atividade dos chas das cascas do liméo siciliano (Citrus limon) sobre o radical ABTS
A reducdo do radical ABTS é um dos métodos mais utilizados devido ser um cromoforo
quimicamente estavel e com alta solubilidade em agua. Apresenta coloracdo verde/azul e 6tima
absorbancia em 645, 734 e 815 nm. Com a adicdo de antioxidante sobre o radical ABTS, 0 mesmo €
reduzido, promovendo o decréscimo da coloracdo e obtendo o percentual de inibicdo do cha sobre o

radical®*%,

Os resultados desta analise que demonstram o potencial antioxidante dos chas, estdo expressos
atraves do percentual de inibicdo sobre o radical ABTS, onde na figura 3 estdo demonstrados os
resultados referentes ao método de infusdo e, na figura 4 referentes ao método de maceracéo.

Na figura 3, podemos observar que todos as amostras de chas do limao siciliano apresentaram
de forma significativa, um potencial antioxidante sobre o radical ABTS, sendo dosedependente. Nos
diferentes tempos de extracao, para o cha de 6 mg/mL, foi observado a mesma capacidade de inibicéo,
sendo 100% + 0,57 (120 minutos), 100% + 0,67 (60 minutos) e 100% % 0,19 (30 minutos). As
diferencas no potencial antioxidante aparecem quando comparamos as outras concentracdes, e em
tempos diferentes, onde se sobressai 0 tempo de extracdo de 30 minutos sobre os tempos de 60 e 120
minutos. No periodo de 30 minutos, as inibicdes mais significativas sdo visualizadas nas
concentracdes de 3 e 1,5 mg/mL, demonstrando uma capacidade inibitoria de 92,69% * 2,98, e

63,13% = 1,49, respectivamente.
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Figura 3- Grafico demonstrativo da andlise de atividade antioxidante dos chas da casca do limaosiciliano

(Citrus limon) sobre o radical ABTS no método de infusdo (Fonte: elaborado pela autora, 2021).

Na figura 4, pode se observar que todos as amostras de cha do liméo siciliano obtidos pela
maceracdo apresentaram capacidade antioxidante sobre o radical ABTS. Nota-se que durante os
diferentes periodos na concentracdo de 6 mg/mL houve maior percentual de inibi¢do, sendo que o
maior percentual de inibicdo sendo para 120 minutos, 80,99% + 6,2, 60 minutos, 79,54% + 3,77 e
para 30 minutos, 59,19% + 5,11. Vale ressaltar que, mesmo na maior concentracdo dos chas, o
potencial antioxidante é inferior quando comparado ao método de infusdo. No entanto, podemos
considerar que o intervalo de tempo para 0 método da maceracéo foi relevante, pois em maior tempo
se observa maior percentual de inibicdo sobre o radical, destacando a concentracdo de 3 mg/mL que
demonstrou uma capacidade inibitéria de 46,85% + 0,93. Uma andlise estatistica auxiliaria na
confirmacdo das diferencas encontradas e na suposicdo de superioridade entre os métodos de
obtencgéo.
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Figura 4- Gréafico demonstrativo da analise de atividade antioxidante dos chas da casca do limdo siciliano

(Citrus limon), sobre o radical ABTS no método de maceragédo (Fonte: elaborado pela autora, 2021).

Outros estudos demonstram o potencial antioxidante sobre o radical ABTS. Como Everton et
al., 2018%, evidenciaram que um percentual de inibi¢do acima de 70% apresenta forte capacidade de
inibicdo sobre o radical, onde nas folhas 91,62 % + 0,00, no macerado da casca 99,72 % + 0,00 e no
suco in natura 97,50% =+ 0,01. Enquanto que Moura (2010)3® comparou as atividades antioxidantes
de sucos de algumas frutas citricas, entre elas o limao siciliano, que demonstrou atividade antioxidante
intermediaria (= 2,7 umol Trolox/g) comparado as outras frutas. Semelhante aos resultados expressos
nesse estudo, onde os chas de cascas de limao siciliano apresentaram potencial antioxidante sobre o
radical ABTS bastante significativo, podendo ser observados os maiores indices em maior
concentracdo do cha, durante o método de infusdo, 100% + 0,19 e a maceracdo 80,99% =+ 6,2,

respectivamente.



5 CONSIDERACOES FINAIS

Atraveés do presente trabalho foi possivel realizar a quantificagdo de compostos fendlicos totais
dos chés da casca do liméo siciliano, sendo que em todos os chés observou-se um alto teor de
compostos fendlicos em sua composi¢do. Podemos destacar que o método de infusdo é mais eficaz
em relacdo a maceracgdo, Vvisto que os resultados apresentados demonstraram maior concentracdo de
compostos fendlicos.

Quanto a atividade antioxidante dos chas sobre o radical ABTS, ambos tiveram a capacidade
de inibir o radical e se mostraram dose-dependentes. No entanto, podemos destacar o0 método de
infusdo, visto que 0 mesmo apresentou maior capacidade em inibir o radical, demonstrando ser um
método eficaz e com resultados relevantes na busca de atividade antioxidante em frutos.

Ressalta-se a importancia de uma analise estatistica para comparar e confirmar as correlagdes
de superioridade entre os resultados das analises, de acordo com os processos de obtencéo dos chas,
e dos intervalos de tempo.

Visto que os chés da casca do limdo siciliano apresentam atividade antioxidante significativa
e pode estar sendo incrementada em uma rotina de dieta, com intuito em prevenir doengas e promover
salide. E importante considerar que a casca geralmente é desprezada, e que a mesma tem consideravel

fonte de antioxidantes naturais, que oferecem beneficios a saide humana.
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