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RESUMO GERAL

O consumo de polpas de frutas vem aumentando consideravelmente pela
populacdo mundial devido aos beneficios a saude. Em razdo de sua importancia
nutricional, estudos vém sendo realizados para descoberta de caracteristicas de
interesse para as agroindustrias, como propriedades reologicas, atividade
antioxidante e antimicrobiana. Porém, poucos estudos sdo dedicados ao
levantamento de dados de uma grande variedade de frutas nativas e exoéticas, como
relatado no Capitulo 1 — revisao bibliogréafica. Por essa razéo, esta pesquisa teve por
objetivo, avaliar a presenca de compostos bioativos, efeito antimicrobiano, simulacéo
de digestao in vitro e estudo reoldgico de polpas de frutas comerciais. A partir disso,
o trabalho foi fragmentado em partes especificas, tal que, o Capitulo 2, teve por
finalidade quantificar os compostos bioativos de 44 polpas de frutas, através da
determinacdo de compostos fendlicos totais, flavonoides, antocianinas monomeéricas
e atividade antioxidante pelo método ABTS e DPPH. Utilizou-se, para classificacdo
das amostras, a analise de componentes comuns e pesos especificos (CCSWA). Foi
observado que as polpas de frutas que apresentaram maiores concentracdes de
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante foram pand, acerola, acai e
jabuticaba. A CCSWA foi capaz de explicar quase 100% da variancia entre os dados,
estabelecendo relagcdes direta entre o conteido de compostos fendlicos e o potencial
antioxidante, sendo estas varidveis as mais influentes na componente comum 1
(CC1). A variancia nha componente comum 2 (CC2) foi explicada, principalmente, em
funcdo do conteudo de catequina, quantificado pelo HPLC-DAD. Por sua vez, o
Capitulo 3 abordou a caracterizacéo fisico-quimica e reoldgica de 42 polpas de frutas.
Foi utlizado para avaliar os resultados, os métodos quimiométricos de CCSWA e
andlise hierarquica de agrupamentos (HCA). As caracteristicas fisico-quimicas e o
comportamento reoldgico das polpas mostraram-se consideravelmente diferentes. O
modelo Herschel-Bulkley foi capaz de descrever o perfil reolégico das polpas de
frutas. O CCSWA foi capaz de explicar quase 100% da variagdo dos dados,
confirmando a relagéo entre quantidade de sélidos sollveis e a tenséo inicial - sendo
estas variaveis as responsaveis na classificacdo das amostras. Através da analise de
HCA, observou-se que a quantidade de soélidos soluveis influenciou na viscosidade. O
capitulo 4 foi destinado a avaliar a concentracdo de compostos fendlicos totais,
capacidade antioxidante por DPPH, ABTS e FRAP e caracterizacdo dos extratos por
UPLC-QToF-MSE, como também, explorar a atividade antimicrobiana e a
bioacessibilidade, por meio de andlise de digestdo in vitro de 10 polpas de frutas.
Diferencas no perfil fendlico e na atividade antioxidante foram observadas
dependendo da polpa de fruta, da fase de digestao, dos compostos fendlicos e do
ensaio de atividade antioxidante. Em geral, a digestéo teve um efeito redutor sobre os
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante. Na caracterizagdo dos extratos
por UPLC-QToF-MSE, destacou-se a presenca de dois acidos, citrico e quinico. Com
relacdo a concentragcdo minima inibitéria (CMI), os extratos apresentaram inibicao
tanto para bactérias gram positivas quanto para gram negativas. Portanto, as polpas
de frutas estudadas apresentam grande potencial bioativo que podem ser utilizadas
na industria como um rico ingrediente alimenticio.

Palavras-chave: Frutas nativas e exéticas, metabdlitos secundarios, reologia, analise
multivariada, cromatografia.



GENERAL ABSTRACT

The consumption of fruit pulps has been increasing considerably by the world
population due to the health benefits. Due to their nutritional importance, studies have
been carried out to discover characteristics of interest to agroindustries, such as
rheological properties, antioxidant and antimicrobial activity. However, few studies are
dedicated to the data collection of a large variety of native and exotic fruits, as reported
in Chapter 1 - bibliographic review. For this reason, this research aimed to evaluate
the presence of bioactive compounds, antimicrobial effect, in vitro digestion simulation
and rheological study of commercial fruit pulps. From this, the work was fragmented
into specific parts, such that, Chapter 2, aimed to quantify the bioactive compounds of
44 fruit pulps by determining total phenolic compounds, flavonoids, monomeric
anthocyanins and antioxidant activity by the ABTS and DPPH methods. The analysis
of common components and specific weights (CCSWA) was used for the classification
of the samples. It was observed that the fruits pulps that presented higher
concentrations of total phenolic compounds and antioxidant activity were pana,
acerola, acai and jabuticaba. CCSWA was able to explain almost 100% of the variance
between the data, establishing direct relations between the content of phenolic
compounds and the antioxidant potential, being these variables the most influential in
the common component 1 (CC1). The variance in common component 2 (CC2) was
mainly explained as a function of catechin content, quantified by HPLC-DAD. On the
other hand, Chapter 3 approached the physical-chemical and rheological
characterization of 42 fruit pulps. It was used to evaluate the results, the CCSWA and
hierarchical cluster analysis (HCA) chemometric methods. The physical-chemical
characteristics and the rheological behavior of the pulps were considerably different.
The Herschel-Bulkley model was able to describe the rheological profile of fruit pulps.
The CCSWA was able to explain almost 100% of the data variation, confirming the
relations between the amount of soluble solids and the yield stress - these variables
being responsible for the classification of the samples. Through the HCA analysis, it
was observed that the amount of soluble solids influenced the viscosity. Chapter 4 was
designed to evaluate the concentration of total phenolic compounds, antioxidant
capacity by DPPH, ABTS and FRAP and characterization of extracts by UPLC-QToF-
MSE, as well as to explore the antimicrobial activity and bioaccessibility through
digestion analysis in vitro of 10 fruit pulps. Differences in phenolic profile and
antioxidant activity were observed depending on the fruit pulp, the digestion phase, the
phenolic compounds and the antioxidant activity test. In general, the digestion had a
reducing effect on the total phenolic compounds and antioxidant activity. In the
characterization of extracts by UPLC-QToF-MSE, the presence of two acids, citric and
quinic, was highlighted. Regarding the minimum inhibitory concentration (MIC), the
extracts showed inhibition for both gram positive and gram negative bacteria.
Therefore, the fruit pulps studied have great bioactive potential that can be used in the
industry as a rich food ingredient.

Key words: Native and exotic fruits, secondary metabolites, rheology, multivariate
analysis, chromatography.
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil apresenta a maior biodiversidade do mundo, abrangendo um imenso
namero de espécies frutiferas. Consequentemente, o consumo de frutas nativas e
exoticas vém crescendo devido ao aumento do reconhecimento do valor nutritivo e
terapéutico dos frutos. Em razdo do grande potencial das frutas, as industrias estao
transformando as frutas in natura em polpas comercializadas na forma congelada, a
fim de torna-las disponiveis aos consumidores durante os periodos de entressafras.

As polpas de frutas sdo uma fonte rica em metabdlitos secundérios, tais como
vitaminas, flavonoides, antocianinas, e outros compostos fendlicos, que podem
desempenhar  funcdes antioxidantes, antitumorais, anti-inflamatérias e
antimicrobianas. Além disso, apresentam aplicagcbes biotecnoldgicas e
farmacoldgicas de enorme importancia.

Um dos principais fatores limitantes dos efeitos benéficos dos compostos
fendlicos é sua bioacessibilidade, que depende da estabilidade digestiva e sua
liberac@o da matriz alimentar no organismo humano. Portanto ha grande interesse nos
estudos sobre a simulacédo da digestdo gastrointestinal, que realizam testes in vitro,
simulando as condicdes fisioldgicas que ocorrem no processo de digestao.

Outra caracteristica importante em relacdo as polpas de frutas sédo as
propriedades reoldgicas, que sdo fundamentais para o projeto de operacfes unitarias,
otimizacao de processos e garantia de alta qualidade dos produtos. Deste modo, 0
conhecimento dos parametros reoldgicos se faz necessario, ndo apenas em
aplicacdes industriais para determinacdo do consumo de energia ao bombear
substéancias viscosas, mas também para solucionar problemas, como da incorporacéo
de ar, que provoca baixo rendimento, além de propiciar reacdes indesejadas, tais
como oxidacao e contaminagao.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo estudar os compostos
bioativos in vitro, as caracteristicas fisico-quimicas e reoldgicas, a atividade
antimicrobiana e a digestao in vitro de diferentes polpas de frutas nativas e exoticas
gue sao comercializadas no Brasil, como também utilizar ferramentas quimiométricas

para analisar alguns dos resultados que foram obtidos.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814612004062#b0225
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814612004062#b0225
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814612004062#b0225
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Estudar a caracterizacdo dos compostos bioativos, propriedades reoldgicas,
simulagdo da digestdo in vitro e atividade antimicrobiana de polpas de frutas

comerciais nativas e exoticas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os compostos fendlicos e a atividade antioxidante in vitro de diferentes
polpas de frutas empregando técnica estatistica multivariada (CCSWA) para

diferencia-las.

Determinar as caracteristicas fisico-quimicas e o comportamento reoldgico
das polpas de frutas avaliando os dados através da utilizacdo de métodos de analise

estatistica multivariada, tais como o CCSWA e HCA.

Avaliar dez polpas de frutas liofilizadas quanto a: concentracdo de fendlicos
totais, capacidade antioxidante através dos métodos de DPPH, ABTS e FRAP,
deteccdo os compostos fendlicos e acidos organicos por meio da analise em UPLC-
QToF-MSE, atividade antimicrobiana e a simulacdo da digestdo in vitro dos extratos

fendlicos.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 FRUTAS/ POLPA DE FRUTAS

Frutas sdo fontes que apresentam quantidades consideraveis de
micronutrientes, como minerais, vitaminas e compostos fitoquimicos
secundarios, que sao indispensaveis para dieta humana (SILVA et al., 2014a).
Suas principais funcdes s&o: auxiliar o organismo na resisténcia contra
infeccdes, no desenvolvimento do individuo saudavel, e de proporcionar um
aumento nas defesas do organismo contra algumas agressbes do meio
ambiente (EVANGELISTA, 2008; SEBRAE, 2014).

A producdo mundial de frutas apresenta um aumento continuo no
decorrer dos anos (Figura 1) (FAOSTAT, 2018). Segundo a FAOSTAT (2018), a
producdo em 2007 foi de 679,0 milhdes de toneladas e em 2014 foram colhidas

830,4 milhdes de toneladas; ou seja, um aumento de 18,23 % em 7 anos.

FIGURA 1 - PRODUCAO DE FRUTAS NO MUNDO DE 2007 A 2014.
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FONTE: Adaptado de FAO (2018).

Em relacdo ao Brasil, o pais é o terceiro maior produtor mundial de frutos

frescos e processados, seguido por China e india (Tabela 1) (BARROS et al.,
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2017). De acordo com a FAO (2018), em 2014 o Brasil produziu 40,2 milhdes de
toneladas.

TABELA 1 - MAIORES PAISES PRODUTORES DE FRUTAS EM 2014.

PAIS AREA (ha) PRODUCAO (t) % PRODUCAO
China 15.644.245 250.878.739 30,2
india 7.224.098 89.920.609 10,8
Brasil 2.367.904 40.171.283 4,8
Estados Unidos 1.216.601 28.248.236 34
Turquia 1.456.354 19.870.281 24
Espanha 1.560.252 19.337.080 2,3
México 1.355.679 19.324.424 2,3
Indonésia 778.090 18.169.387 2,2
Iré 1.194.283 17.819.079 2,1
Italia 1.175.701 16.626.601 2,0
Outros paises 29.166.733 310.006.057 37,3
TOTAL 63.139.940 830.371.776 100,0

FONTE: FAO (2018).

O territorio brasileiro possui uma grande variedade de espécies frutiferas
nativas e exoticas sub-exploradas de grande potencial e interesse para a
agroindustria (ALMEIDA et al., 2011; SILVA et al., 2014a; SCHIASSI et al.,2018).
Tal perspectiva é devido a grande extensdo territorial e sua insercao,
principalmente em zonas de clima tropical e temperado (PEREIRA et al., 2013).

A fim de aprimorar e aumentar a producdo de frutas no Brasil, as
industrias realizam o seu processamento, com objetivo de aumentar a vida (Util,
uma vez que apresentam elevada perecibilidade, o que acarreta perdas
expressivas ao longo da cadeia produtiva. Dentre as formas de processamento,
destaca-se a producéo de polpas de frutas congeladas, que podem ser utilizadas
como mateéria-prima para elaboracéo de outros produtos, aléem de proporcionar
praticidade ao consumidor e evitar a sazonalidade das frutas (SEBASTIANY et
al., 2010).

De acordo com a Instrugcdo Normativa n°l de 7 de janeiro de 2000
(MAPA, 2000), define-se polpa de fruta como:


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814613010698#b0095
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“Polpa de fruta é o produto ndo fermentado, né&o
concentrado, n&o diluido, obtido de frutos polposos,
através de processo tecnoldgico adequado, com um teor
minimo de sdlidos totais, proveniente da parte comestivel
do fruto”.

Devido a alta producdo de polpas de frutas, tem havido um enorme
interesse no uso de polpas de frutas e seus subprodutos no isolamento de
fitoquimicos especificos, com objetivo de serem aplicados em suplementos
nutracéuticos, aditivos alimentares, novos produtos alimentares e
farmacéuticos (AYALA-ZAVALA et al., 2011; SILVA et al., 2014a). Um dos
fatores que contribuem para tal interesse, se deve ao fato das frutas serem
consideradas fonte de compostos antioxidantes, tais como fendlicos,
carotenoides, vitaminas e minerais, que colaboram para o potencial
quimiopreventivo (KUSKOSKI et al., 2005; MAHATTANATAWEE et al., 2006;
ALMEIDA et al., 2011).

Estudos epidemioldgicos, por exemplo, mostram que uma dieta rica em
frutas, esté diretamente relacionada com beneficios a saude. Diminuindo riscos
de doencas cronicas, incluindo diabete, cancro e doencas cardiovasculares
(KAULMANN et al., 2014; PARK et al., 2015).

1.2 PROCESSAMENTO

Para a realizacao da producao de polpas de frutas congeladas segue-se

as seguintes etapas descritas na Figura 2.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814613010698#b0040
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FIGURA 2 - ESQUEMA DA PRODUCAO DE POLPAS DE FRUTAS.
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FONTE: Adaptado de TOLENTINO; GOMES (2009).

Na etapa de recepcao e pré-selecdo ocorre a separacao das frutas
maduras e improprias para o processo. Em seguida, seguem para pré-lavagem
e lavagem, passando primeiramente por uma pré-lavagem com agua limpa, para
remocdo de sujidades superficiais; logo apés, sdo lavadas com agua clorada
durante 20 a 30 minutos. Essa etapa é fundamental para evitar a incorporacao
de sujidades da superficie da fruta para a polpa, durante as etapas
subsequentes. Apds a lavagem, as frutas sdo enxaguadas com agua limpa para
retirada do excesso do cloro. Entéo, é realizada uma nova selec¢éo, conforme o
grau de maturacao, firmeza, machucaduras e defeitos, tendo como objetivo de
eliminar as frutas com néo conformidades para o processo (MATTA et al., 2005;
TOLENTINO e GOMES, 2009; SEBASTIANY et al., 2010).

Posteriormente, é realizada a etapa de corte ou descascamento
dependendo da fruta, a fim de facilitar o despolpamento das frutas, onde ocorre
a separacao da polpa do material fibroso, sementes e restos de cascas. Na
sequéncia, o refinamento é executado com objetivo de melhorar a aparéncia e a
estabilidade fisica das polpas.

Depois do refinamento, o material é direcionado ao tanque de equilibrio,
para homogeneizacdo do produto antes do envaze. Vale salientar que, nesta
etapa também ocorre a correcdo do teor de sdlidos solaveis (°Brix). Apés a
formulacéo, as polpas sao envazadas e levadas para o congelamento (MATTA
et al., 2005; TOLENTINO e GOMES, 2009; SEBASTIANY et al., 2010).
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O congelamento tem por finalidade assegurar um ambiente de
conservacgao, por meio da reducao expressiva da temperatura, proporcionando
a polpa maior tempo de prateleira. Para alcancar a maxima eficacia desta
operacao, a polpa deve ser congelada de forma rapida e imediata, logo apés o
envase, uma vez que a velocidade na execucao favorece a preservacao das
caracteristicas originais da fruta. Finalizando o processo, as polpas vao para
camaras frigorificas, onde sdo armazenadas em temperaturas de —18 a 22 °C
(MATTA et al., 2005; TOLENTINO e GOMES, 2009; SEBASTIANY et al., 2010).

1.3 COMPOSTOS BIOATIVOS

1.3.1 Antioxidantes

Os compostos antioxidantes podem ser definidos como substancias que,
gquando presentes em pequenas concentragbes em relacdo ao substrato
oxidavel, sdo capazes de retardar ou mesmo inibir substancialmente a oxidacao
do substrato; ou seja, atuam inibindo e/ou diminuindo os efeitos provocados
pelos radicais livres (HALLIWELL, 1997; ZHENG; WANG, 2001; NIKI, 2010).

Quanto a classificacdo, os antioxidantes podem ser classificados em
dois grupos principais, antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. Alguns
destes antioxidantes sao produzidos endogenamente, o que inclui enzimas,
moléculas de baixo peso molecular e cofatores de enzimas. Entre os
antioxidantes ndo enziméticos, sdo obtidas muitas formas de fontes
dietéticas. Antioxidantes dietéticos podem ser classificados em diferentes
classes, dos quais os compostos fendlicos sdo o maior grupo (Figura 3)
(RATNAM et al., 2006).
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FIGURA 3 - CLASSIFICACAO DOS ANTIOXIDANTES.
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FONTE: Adaptado de RATNAM et al. (2006).

7

Outra possivel classificacdo para os compostos antioxidantes é sua
divisdo em dois grupos: sintéticos e naturais. Os antioxidantes sintéticos, como
0 butil-hidroxianisol (BHA) e o butil-hidroxitolueno (BHT), sdo largamente
empregados nas industrias de alimentos, por serem seguros para a saude. Ja
0s antioxidantes naturais sédo substancias bioativas, tais como organosulfurados,
fendlicos e terpenos, que fazem parte da constituicdo de diversos alimentos,
incluindo as frutas (DUARTE- ALMEIDA et al., 2006).

Os antioxidantes podem atuar por meio de varias formas: como
inibidores de reacgdes de oxidagao de radicais livres oxidantes (preventivas), por

inibicdo da formacgé&o de radicais livres de lipideos; interrompendo a propagacéo
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da reacdo em cadeia da auto-oxidacdo (antioxidantes de quebra de
cadeia); como supressores de oxigénio atbmico; através de sinergismo com
outros antioxidantes; como agentes de hidroperéxidos, que sdo convertidos em
compostos estaveis redutor; como quelantes de metais, que se convertem o0s
pré-oxidantes metalicos (derivados de ferro e cobre) em produtos estaveis; e,
finalmente, como inibidores de enzimas pro-oxidativas (lipoxigenases)
(DARMANYAN et al., 1998; HEIM et al., 2002; MIN; BOFF, 2002; POKORNY,
2007; KANCHEVA, 2009).

A acdo dos antioxidantes para desativar os radicais livres podem ser
realizados por dois mecanismos principais: transferéncia de um atomo de
hidrogénio (Hydrogen Atom Transfer, HAT) ou por transferéncia de um elétron
(Single Electron Transfer, SET). O mecanismo por transferéncia de um atomo de
hidrogénio (HAT) mede a capacidade de um antioxidante em eliminar radicais
livres doando hidrogénio. Entre os ensaios deste mecanismo, esta o sistema de
autooxidagao B-caroteno/4cido linoleico. Ja no mecanismo por transferéncia de
um elétron é detectado a capacidade de um antioxidante em reduzir um
composto (incluindo metais, grupamentos carbonila e radicais livres), através da
transferéncia de um elétron. Entre os ensaios deste mecanismo, pode-se citar o
ensaio FRAP (Ferric reducing antioxidant power - Poder antioxidante de reducéo
do ferro). Entretanto, existem dois métodos em que ambos 0s mecanismos HAT
e SET acontecem, o DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) e o ABTS [2,2’-azino-
bis(3-etil-benzolina-6-sulfonado)] (PRIOR et al., 2005). Para determinar a
capacidade antioxidante de um produto, geralmente utiliza-se de dois ou mais
métodos, uma vez que nenhum ensaio, isoladamente, ira expressar
precisamente a atividade antioxidante total de uma amostra (PRIOR e CAO,
1999).

O método de eliminacdo de radicais DPPH esta entre 0os ensaios mais
realizados para avaliar a atividade antioxidante (NOIPA et al., 2011; SHAHIDI;
ZHONG, 2015). A molécula de DPPH é um radical livre, sendo caracterizado
como um radical estavel e de coloragdo violeta intensa. A coloracdo deste
radical, na presenca de um doador de atomos de hidrogénio ou elétron
(antioxidante) que se liga ao nitrogénio do DPPH, é reduzida ao longo da reacéo,

tornando-se amarela, de acordo com o numero de elétrons capturados (Figura


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691512006941#b0075
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691512006941#b0210
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691512006941#b0290
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691512006941#b0320
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691512006941#b0320
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691512006941#b0230
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4) (Ali et al., 2008). A forma reduzida do radical é observada pelo decréscimo de
absorbancia na faixa de 515 a 520 nm (NOIPA et al., 2011).

FIGURA 4 - MECANISMO DE REACAO ENTRE O RADICAL DPPH+ E UM ANTIOXIDANTE
(AH) ATRAVES DA TRANSFERENCIA DE UM ATOMO DE HIDROGENIO.
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. FONTE: Adaptado de PYRZYNSKA; PEKAL (2013).

Por outro lado, a metodologia de sequestro do radical ABTSe«+ baseia-se
na formacdo de um radical céation estavel de ABTSe++, através da reacdo de
oxidagao do 2,2’-azino-bis(3-etil-benzolina-6-sulfonado) (ABTS) com persulfato
de potéssio, possuindo uma coloragéo azul esverdeado (Figura 5). Na presenca
de um antioxidante ao radical formado, ocorre a reducéo do radical ABTS++ a
novamente ABTS, diminuindo a intensidade da coloracdo do meio reacional
(SHAHIDI; ZHONG, 2015). O radical ABTS++ € soluvel em solventes agquosos e
organicos e nao é afetado pela forca idnica. Portanto, pode ser utilizados em
varios meios para determinacdo da capacidade antioxidante de extratos
hidrofilicos e lipofilicos (PRIOR et al., 2005).
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FIGURA 5 —SJXIDAQAO DO REAGENTE ABTS POR PERSULFATO DE POTASSIO PARA
GERACAO DE CATION RADICAL ABTS™ E SUA REACAO COM UM COMPOSTO
ANTIOXIDANTE (AOH).
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FONTE: Adaptado de OLIVEIRA et al. (2014).

O ensaio FRAP, no entanto, € um método que baseia-se na capacidade

dos antioxidantes em reduzir o complexo de ions férricos (Fe3*) e TPTZ (2,4,6-

tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) para o complexo ferroso (Fe?*) (Figura 6). Esta

reducdo ocorre em meio acido, alterando a coloracdo da solucdo na presenca

de um antioxidante, de amarelo para azul intenso, analisado por meio de um

espectrofotometro (BENZIE; STRAIN, 1996).

FIGURA 6 - REDUGAO DO COMPLEXO FE3*- TPTZ EM COMPLEXO FE?*- TPTZ, ATRAVES
DA ACAO DE ANTIOXIDANTE.
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FONTE: Adaptado de SHALABY; SHANAB (2013).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/ferric-reducing-ability-of-plasma
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Essas analises de atividade antioxidante tem uma grande importancia
no meio cientifico, j& que, pesquisas vém sendo realizadas para tentar explicar
os beneficios dos antioxidantes na prevencdo de doencas cardiovasculares, em
diversos tipos de cancer, e inclusive em doencas diretamente associados com o
processo de envelhecimento, como de cataratas, doenca de Alzheimer e outras
alteracbes do sistema nervoso (CAIl et al., 2004; NETZEL et al., 2007;
JAYAPRAKASHA et al., 2007).

1.3.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos estdo distribuidos no reino vegetal, originados
do metabolismo secundario das plantas em situacbes de defesa, sendo
fundamentais para seu crescimento e reproducdo (LIU, 2007). Sé&o
caracterizados por possuirem pelo menos um anel aromatico com um ou mais
grupamento hidroxila. Atualmente, mais de 8000 estruturas sdo encontradas na
natureza, variando de moléculas simples a altamente polimerizadas (DAI, J.;
MUMPER, 2010). Tais compostos sao sintetizados durante o desenvolvimento
normal da planta, bem como em resposta a diferentes situacdes, como estresse,
infeccdes, ferimentos, radiacdes ultravioleta, dentre outros (NACZK; SHAHIDI,
2004).

De modo geral, os compostos fenolicos s&o considerados
multifuncionais, podendo agir de varias maneiras: combatendo os radicais livres,
pela doacdo de um atomo de hidrogénio ou elétron da sua estrutura; quelando
metais de transicdo, como Fe?* e o Cu*; interrompendo a reacdo de propagacéo
dos radicais livres na oxidac¢éao lipidica; modificando o potencial redox do meio;
e, reparando a lesdo de moléculas atacadas por radicais livres (BALASUNDRAM
et al., 2006; PODSEDEK, 2007; KYUNGMI; EBELER, 2008).

De acordo com Podsedek (2007), os compostos fendlicos sé&o
classificados em classes, dependendo de sua estrutura; e subclassificados
dentro de cada classe, de acordo com o numero e a posi¢cédo do grupo hidroxila
e a presenca de outros substituintes. Dentre as classes, os mais comumente

encontrados em frutas séo os acidos fendlicos e os flavonoides.
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Os acidos fenodlicos compdem cerca de um terco dos compostos
fendlicos, que podem estar presentes nas plantas em forma livre e ligada
(ROBBINS, 2003). Trata-se de uma classe de compostos que possui pelo menos
um anel aromatico, em que pelo menos um hidrogénio € substituido por um
grupo hidroxila (HELENO et al., 2015). S&o divididos em dois grupos principais,
os acidos hidroxibenzoicos e os &cidos hidroxicinamicos (Tabela 2). O primeiro,
€ composto por acidos que possuem sete a&tomos de carbono (C6-C1), como
galico, vanilico, elagico e siringico - comumente encontrados em frutas. O
segundo, sdo compostos aromaticos com uma cadeia lateral de trés carbonos
(Ces -C3), como acidos caféico, ferulico, p -cumarico e sinapico (BRAVO, 1998;
BALASUNDRAM et al., 2006; IGNAT et al., 2011).

TABELA 2 - DERIVADOS DO ACIDO BENZOICO E ACIDO CINAMICO.
Derivados do acido benzoico  Derivados do acido cinamico

R O R o]
R R
Substituicdo L o
R R
Rt R
R1=OH - Acido o-cumarico
R3= OH Acido p-hidroxibenzoico Acido p-cumérico
R3=R4=OH Acido protocatecuico Acido cafeico
R2= OCHs, R3= OH Acido vanilico Acido ferdlico
R2= R3= OCHs Acido veratrico -
R2=R3=R4= OH Acido galico -
Rl=R4=OH Acido gentisico -
R2=R4= OCHs; R3= OH Acido siringico Acido sinépico
R1= OH; R4= HSO3 Acido 5-sulfosalicilico -
R?2=R3=OH - Acido 3,4 ou 5- cafeoilquinico”

FONTE: HELENO et al. (2015).
NOTA: *O grupo carboxilico é esterificado com &cido quinico.

Os flavonoides sao um grupo formado por compostos de baixo peso

molecular, consistindo de quinze atomos de carbono, organizados em uma


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814610016353#b0535
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configuracdo Cs —Cs; —Cs(STALIKAS 2007). Basicamente, a estrutura possui dois
anéis arométicos A e B, unidos por uma ligacao de trés carbonos, geralmente na
forma de um anel heterociclico, C (Figura 7). O anel aromatico A é proveniente
da via acetato/malonato, enquanto o anel B € derivado da fenilalanina pela via
do chiquimato (MERKEN; BEECHER, 2000).

FIGURA 7 - ESTRUTURA QUIMICA BASICA (Cs-Ca-Cs) DOS FLAVONOIDES. (A) ANEL A; (B)
ANEL B E (C) ANEL C DA ESTRUTURA DA MOLECULA.

FONTE: Adaptado de COOK; SAMMAN (1996).

A classificacdo das classes dos flavonoides depende das variacdes nos
padrdes de substituicdo para o anel C; isto é, flavonas, isoflavonas, flavanonas,
flavonais, flavandis e antocianinas (Figura 8) (HOLLMAN; KATAN, 1999). Ha,
também, substituicbes aos anéis A e B que ddo origem a outros compostos
dentro de cada classe de flavonoides. Estas substituicGes podem abranger
oxigenacao, glicosilacao, alquilacéo, sulfatacdo e acilacdo (HOLLMAN; KATAN,
1999; PIETTA, 2000).
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FIGURA 8 - ESTRUTURA QUIMICA DE FLAVONOIDES.
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FONTE: Adaptado de IGNAT et al. (2011).

As polpas de frutas contém varios acidos fendlicos e flavonoides, tais
como: quercetina, rutina, campferol, acidos fendlicos, acido galico, acido
clorogénico, luteolina, acido elagico e acido protocatecuico (FU et al., 2011). De
acordo com Nogata (2006), as frutas citricas contém uma ampla gama de
constituintes flavonoides que estdo englobados nas subclasses das flavanonas,
flavonas e flavonoides. Ja o estudo realizado por Li et al. (2013), em 62 polpas

de frutas, detectou-se a presenca de compostos como: acido galico, acido


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/quercetin
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/kaempferol
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/phenolic-acids
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/gallic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/chlorogenic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/chlorogenic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/luteolin
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/ellagic-acid

33

clorogénico, rutina, cianidina, &acido homogentisico, catequina, acido

protocatecuico e acido ferulico.

1.3.3 Compostos bioativos em polpas de frutas

A composicao fendlica dos frutos € determinada por fatores genéticos e
ambientais, mas pode ser modificada por reacdes oxidativas durante o
processamento e armazenamento (ROBARDS et al., 1999). Devido ao grande
potencial desses compostos presentes em polpas de frutas, estudos vém sendo
realizados (conforme Tabela 3) para quantificar e comparar esses compostos

bioativos presentes nas polpas de frutas (SILVA et al., 2014a).



TABELA 3 - ESTUDOS DE COMPOSTOS BIOATIVOS EM POLPAS DE FRUTAS.
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Autor/ Ano

Amostra

Objetivo

Conclusdes

Paz et al/
2015

Silva et al./
20142

Martinez et al./
2012

Almeida et al./
2011

Rufino et al./
2010

Polpa de acai, acerola, caja,
goiaba, graviola, manga,
abacaxi e tamarindo.

Polpa de abacaxi, acerola,
caji, caju, goiaba, graviola,
mamao, manga, maracuja,
pitanga, sapoti e tamarindo.

Polpa de manga, abacaxi,
goiaba e maracuja.

Polpa de
abacaxi, graviola, fruta do
conde, jaca, murici,
mamao, mangaba,
sapoti, seriguela, umbu
e tamarindo.

Polpa de acai, acerola, bacuri,
caja, caju, camu-camu,
carnauba, gurguri, jabuticaba,
jamboldo, jucara, mangaba,
murici, murta, pucd, umbu e
uvaia.

Caracterizar as polpas em termos de
suas propriedades antioxidantes. Foram
realizados testes de DPPH, FRAP,
compostos fendlicos totais (CFT) e
flavonoides totais (FT).

Quantificar e comparar 0s principais
compostos bioativos encontrados nas
polpas. Foram realizados testes de
compostos fendlicos totais (CFT),
flavonoides totais (FT) e antocianinas.

Quantificar os compostos fendlicos totais
encontrados nas polpas com dois
diferentes solventes. Também foram
realizados testes antioxidantes, através
dos métodos de ABTS, DPPH e FRAP.

Caracterizar a atividade antioxidante
através do método de DPPH e ABTS,
como também a sua correlagdo com o0s
compostos fendlicos totais e
antocianinas.

Caracterizar a capacidade antioxidante,
através dos métodos de ABTS, DPPH e
FRAP. Juntamente com uma
quantificacdo dos principais compostos
bioativos.

As polpas de acerola e acai
apresentaram 0s maiores valores
para CFT, FT e atvidade
antioxidante.

A polpa da acerola foi a que
apresentou melhor resultado nas 3
andlises realizadas.

A polpa de manga extraida com o
solvente metanol/acetona foi o que
apresentou maior quantidade de
compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante.

As polpas mangaba e murici, foram
0S que apresentaram maior potencial
antioxidante. O conteldo dos
compostos fendlicos totais mostrou
correlacéo positiva com a capacidade
antioxidante, ja as antocianinas néo
obteve essa correlacéo.

As polpas de acerola e camu-camu
foram os que apresentaram maior
quantidade de compostos fendlicos e
atividade antioxidante.
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1.3.4 Atividade Antimicrobiana dos compostos bioativos

Os compostos fendlicos presentes em frutas e vegetais, vém atraindo
grande atencdo devido aos seus potenciais terapéuticos (FATTOUCH et
al.,, 2007). Geralmente, as propriedades terapéuticas desses compostos
demonstraram efeitos antimicrobianos, causando danos estruturais ou
funcionais a membrana celular bacteriana (SARAVANAN;
PARIMELAZHAGAN, 2014). A eficacia dos compostos fenélicos como agentes
antimicrobianos depende da quantidade e estrutura dos compostos (GARCIA-
RUIZ et al., 2007).

Os compostos fendlicos possuem um grupo hidroxila (OH), que ocasiona
a acao inibitoria através da ruptura da membrana celular da bactéria, com perda
de componentes celulares (XUE et al, 2013). A hidroxila propicia o
deslocamento de elétrons, que entdo agem como permutadores de proétons,
reduzindo o gradiente através da membrana citoplasmatica das células
bacterianas. Isto ir4 acarretar colapso da forca motriz do proton e esgotamento
da reserva de ATP, ocasionando a morte celular (ULTEE et al., 2002).

Apesar do desenvolvimento de inUmeras drogas antimicrobianas, a
resisténcia a multiplas drogas por microrganismos patogénicos tem aumentado
nos ultimos anos (SAAVEDRA, et al., 2010; ALVES et al., 2013). Devido a este
fato, a utilizacdo dos compostos fendlicos visando seus efeitos antimicrobianos,
vem sendo cada vez mais requisitada para a eliminagdo desses microrganismos
patogénicos (AYALA-ZAVALA et al., 2011; DAGLIA, 2012; MOSTAFA et al.,
2018).

Diferentes matrizes de frutas vém sendo analisadas com relacéo a suas
propriedades terapéuticas, seguranca e eficacia. Medina et al. (2011),
observaram que o0s extratos de araca amarelo e vermelho (Psidium
cattleianum Sabine) apresentavam efeito inibitorio ao crescimento da bactéria
Salmonella enteritidis. Agourram et al. (2013), estudaram os extratos de cascas
de romé& e macgé e detectaram o efeito antimicrobiano sobre a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus e Yersinia
enterocolitica. Oliveira et al. (2017) avaliaram o efeito antimicrobiano de extratos
fendlicos da fruta buriti (Mauritia flexuosa) e observaram efeito antibacteriano


https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/drug-resistance
https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/drug-resistance
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sobre Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Enterococcus faecalis.

A utilizacdo de extratos de fontes vegetais também pode ser como
aditivos antimicrobianos naturais para a conservacdo de alimentos (AYALA-
ZAVALA et al., 2011). Kanatt et al. (2010), utilizaram o extrato da casca de roma
para preservagao da carne de frango. Os resultados demonstraram que a adi¢do
de 0,1% do extrato na carne de frango reduziu a contagem bacteriana total,
coliformes e S. aureus e aumentou a vida de prateleira em 2 a 3 semanas durante
0 armazenamento. O extrato de erva-mate (llex paraguariensis), estudado por
Burris et al. (2015), inibiu o crescimento de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina em carne bovina. As concentracbes dos extratos variaram de 2 a 32
mg/mL nas carnes bovina moidas, dependendo do nivel de gordura.

A atividade antimicrobiana em extratos vegetais pode ser avaliada através
de testes de susceptibilidade antimicrobiana (DAS et al., 2010). Existem varios
tipos de métodos laboratoriais que podem ser utilizados para determinar
a atividade antimicrobiana in vitro de um extrato. Um dos métodos mais
conhecidos é o método de diluicdo em agar ou em caldo (BALOUIRI et al., 2016).

A diluicdo (macrodiluicdo ou microdiluicdo) em caldo € um dos métodos
mais basicos de teste de susceptibilidade antimicrobiana, e o mais adequado
para a determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) das amostras
(BALOUIRI et al., 2016). A CMI é a menor concentracdo do agente
antimicrobiano capaz de inibir totalmente o crescimento do microrganismo em
tubos ou pocos de microplacas, podendo ser analisados a olho nu (CLSI, 2012).

O método de macrodiluicdo em caldo realizado em tubos de ensaio,
considera a relacao entre a proporcéo de crescimento do microrganismo no meio
liguido e a concentracdo do agente antimicrobiano analisado. A avaliacdo é
comparada frente a um padrdo biologico de referéncia. E compreende-se por
proporcdo a densidade da turbidez provocada pelo crescimento microbiano
(Pinto et al., 2003).

O principio basico do ensaio de microdiluicdo é o mesmo que 0 ensaio
de macrodiluicdo em caldo. Mas o teste é realizado em pocos de microplacas.
As principais vantagens deste método com relagédo ao método de macrodiluicao
€ a reprodutibilidade, a economia de reagentes e a minimizacdo do espago

necessario para a realizacéo das analises (BALOUIRI et al., 2016).
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1.3.5 Bioacessibilidade de compostos bioativos

Estudos in vitro tém confirmado que os compostos bioativos presentes
nas frutas, possuem consideravel importancia devido as suas diversas
atividades biologicas, entre as quais se destaca a atividade antioxidante
(HAMINIUK et al.,, 2011; MOO-HUCHIN et al.,, 2014; PARK et al., 2015;
SCHIASSI et al., 2018). No entanto, as quantidades totais dessas moléculas
presentes nas plantas devem estar disponiveis para serem absorvidas e
metabolizadas pelo organismo (TAGLIAZUCCHI et al., 2010).

A bioacessibilidade pode ser definida como a fracdo de um composto
gue € liberada a partir de uma matriz alimentar, no trato gastrointestinal, e assim,
torna-se disponivel para absorcao intestinal (HEANEY, 2001). Nesse sentido, a
bioacessibilidade depende de véarios parametros, incluindo a composicdo e a
concentracgdo inicial da substancia na matriz alimentar, além das caracteristicas
fisico-quimicas dos fluidos gastrointestinais e a presenca de enzimas digestivas
(TAGLIAZUCCHI et al., 2010). J& o termo biodisponibilidade, pode ser definido
como sendo a fracdo de nutriente ou composto ingerido que atinge a circulagcéo
sistémica (WOOD, 2005).

A biodisponibilidade de compostos bioativos depende de diversos
fatores, incluindo a liberacdo da matriz durante a digestdo gastrointestinal
(bioacessibilidade), adsorcédo celular, metabolismo e transporte pelo sistema
circulatorio (BOUAYED et al., 2012; BLANCAS-BENITEZ et al., 2015).

A digestdo € um processo fisioldgico que possibilita a extracdo de
micronutrientes, macronutrientes e fitoquimicos, a partir de uma matriz alimentar,
para a absorcdo subsequente (BOUAYED et al., 2012). O trato gastrointestinal
pode ser considerado como um extrator, onde tanto a agcdo mecanica no
processo de mastigacdo, como a ac¢do quimica durante a fase digestiva
promovem a extracdo de compostos bioativos de matrizes soélidas
(TAGLIAZUCCHI et al., 2010). Portanto, para avaliar o efeito bioldgico dos
compostos bioativos sobre a saude humana é imprescindivel avaliar ndo
somente 0s niveis de ingestdo, mas também a quantidade que apresenta
biodisponibilidade (GIAO et al., 2011). Somente 0s compostos bioativos que s&o

solubilizados a partir da matriz alimentar e que néo sdo destruidos durante o
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processo de digestdo gastrointestinal sdo verdadeiramente bioacessiveis e,
consecutivamente, biodisponiveis (TAGLIAZUCCHI et al., 2010).

A melhor forma de determinar os beneficios decorrentes da ingestao de
alimentos, e sua biodisponibilidade, consiste em submeter o produto a digestéo
gastrointestinal in vivo. No entanto, estudos in vivo sdo caros, demorados e
complicados, especialmente em amostras humanas. Além disso, envolvem
implicacbes médicas e éticas (BRIONES-LABARCA et al., 2011). Devido a essas
limitacbes, estudos cientificos abordam positivamente a alternativa ao
emprego de meétodos in vitro para reproduzir com exatiddo as condicbes
bioguimicas de diferentes fases envolvidas na digestdo gastrointestinal
(DURING; HARRISON, 2005). A simulacdo da digestdo in vitro apresenta
vantagens adicionais em compara¢do com 0s meétodos in vivo, uma vez que sao
rapidos, seguros e nao possuem restricbes éticas (BRIONES-LABARCA et al.,
2011). O método simula o processo de digestao (para bioacessibilidade) ou os
processos de digestao e absorgéo (para biodisponibilidade), e a resposta obtida
€ a concentracdo de um nutriente em um determinado tipo de extrato (PARADA;
AGUILERA, 2007). Portanto, a avaliagcdo das alteracbes nas estruturas dos
antioxidantes presentes na matriz alimentar, ao longo digestdo gastrointestinal,
por meio de uma simulacao in vitro, pode ser considerado uma abordagem valida

para estudos de matrizes diversas.

1.4 REOLOGIA

A reologia € a ciéncia que estuda o comportamento mecanico e de
deformacé@o da matéria devido a agcédo de tensdes, atraves de determinadas
condi¢cdes termodindmicas ao longo de um intervalo de tempo (BRODKEY,
1967; TOLEDO, 1991). Para a reologia, a propriedade de importancia no caso
de uma matéria solida, € a elasticidade, jA para a matéria liquida, é a
viscosidade. Quando a matéria se encontra no seu estado solido ocorre a
deformacéo, enquanto que no estado liquido, ocorre o escoamento. No caso

dos materiais que ndo podem ser distinguidos em sélidos e liquidos, a
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propriedade reolégica de importancia é a viscoelasticidade (SHAW, 1975;
PASQUEL, 1999; RAO, 1999).

Para a area de alimentos, a reologia € de extrema importancia para
calculos em processos de engenharia, tais como célculo de vazdes, escolha de
bombas, célculos de perda de carga em tubulagdes, bem como em operacdes
unitarias, como evaporacao e esterilizagdo, e no controle de qualidade, a partir
da correlacdo com a avaliagdo sensorial, testes de tempo de prateleira, entre
outros (HOLDSWORTH, 1993; SHARMA et al., 2000; TABILO-MUNIZAGA,
BARBOSA-CANOVAS, 2005). Com relacdo aos derivados de frutas, o
comportamento reolégico é importante como medida de qualidade, além de ser
indispensavel em projetos, avaliacdo e operacdo dos equipamentos; além de ser
essencial para economia de energia (HAMINIUK, 2005).

As caracteristicas reoldgicas sdo consideradas como uma ferramenta
analitica, possibilitando melhor percepcdo da organizacdo estrutural dos
alimentos. No caso de polpas de frutas, varios fatores afetam o comportamento
reologico, destacando-se a temperatura (HOLDSWORTH, 1971; VITALI; RAO,
1984), solidos soluveis (RAO, 1977; ILICALI,1985; HERNANDEZ et al., 1995) e
o tamanho das particulas (TANGLERTPAIBUL; RAO, 1987; AHMED et al.,
2000).

1.4.1 Caracteristicas reoldgicas

Na reologia, os fluidos sao classificados conforme o0 seu comportamento
reolégico, por meio do estudo da relagcéo entre a tensdo de cisalhamento e a taxa
de cisalhamento e para condi¢cdes de temperatura. Eles séo divididos em duas
classes: newtonianos e n&o-newtonianos (Figura 9) (STEFFE, 1996;
BHATTACHARYA, 1997).
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FIGURA 9 - CLASSIFICACAO DO COMPORTAMENTO REOLOGICO DOS FLUIDOS.

Fluidos
Newtonianos N&o-newtonianos
Inelasticos Viscoelasticos
Dependentes do tempo Independentes do tempo
Tixotropico Reopético Pseudoplastico

Dilatante

Plastico de Bingham

Herschel-Bulkley

Outros

FONTE: Adaptado de STEFFE (1996).

Os fluidos newtonianos séo aqueles em que a tensdo de cisalhamento
(t) é linearmente proporcional a taxa de cisalhamento (y) (Figura 10 A); ou seja,
a viscosidade (u) preserva-se constante com a variacao na taxa de cisalhamento
(y) (Figura 10B), dependendo apenas da temperatura e da composi¢do (RAO;
RIZVI, 1986; SARAVACOS; MAROULIS, 2001).
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FIGURA 10 - REPRESENTAGCAO GRAFICA DE FLUIDOS NEWTONIANOS.
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T (tensdo de cisalhamento)
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FONTE: Adaptado de Brookfield engineering laboratories (1994).

A relacdo dos fluidos newtonianos foi criada por Newton em 1687, e é
representada pela Equacgéo 1 (BIRD et al., 1960):

T=U.y (Equacéo 1)

em que:
T = tensédo de cisalhamento (Pa),
y = taxa de cisalhamento (s}),

M = viscosidade (Pa .s).

O comportamento newtoniano é notado em varios produtos, tais como
sucos de frutas clarificados e despectinizados (LIRA, 2001); leite, suco de maca,
suco de laranja, vinho e cerveja (SHARMA et al., 2000); e 4gua (VIEIRA, 1971).

Os fluidos n&o-newtonianos sdo caracterizados por apresentarem
comportamento mais complexo, onde a relagdo entre a tensédo de cisalhamento
e a taxa de cisalhamento ndo € linear; ou seja, a viscosidade de um fluido néo-
newtoniano ndo é constante em uma determinada temperatura e pressao, mas
depende da taxa de cisalhamento (TATTERSALL; BANFIL, 1983; TANNER,
1988).
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Dentro da classe dos fluidos ndo-newtonianos, existe a classificacao de
fluidos que podem ser independentes ou dependentes do tempo. A viscosidade
neste comportamento, mesmo estando em temperaturas fixas, ndo € uma
constante, sendo denominada viscosidade aparente (Jap) (RAO, 1999). De forma
que, qualquer fluido ndo-newtoniano pode ser descrito pela Equacao 2:

u T
ar ~

(Equacéo 2)
onde:

Map = viscosidade aparente (Pa.s);

1 = tensao de cisalhamento (N/m2 = Pa);

y = taxa de cisalhamento (s2).

Os fluidos ndo-newtonianos independentes do tempo, em temperatura e
composicdo constantes, a viscosidade aparente depende da taxa de
cisalhamento ou da tensdo de cisalhamento (Figura 11) (RAO; RIZVI, 1986;
CASTRO et al., 2001).

FIGURA 11 - CURVAS DE ESCOAMENTOS DOS FLUIDOS.

Herschel - Bulklev

Plastico de Bingham

Pseudoplastico
Newtoniano

Dilatante

Tensao de cisalhamento

v

Taxa cisalhamento
FONTE: Adaptado de SHARMA et al. (2000).
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Os fluidos pseudoplasticos apresentam uma diminuicdo na viscosidade
com o aumento da tenséo de cisalhamento (MCCLEMENTS, 2006), mostrando
gue a taxa de cisalhamento versus a tensdo de cisalhamento gera uma linha
convexa (SHARMA et al., 2000). Neste tipo de fluido, quando ha uma aplicacéo
de uma taxa de cisalhamento crescente, ocorre aumento mais que proporcional
na tensao de cisalhamento, sendo que a curva comeca na origem (BOURNE,
2002). Alguns exemplos de fluidos pseudoplasticos sédo: sucos de frutas
concentrados, puré de macéa, pasta de amido e proteinas (RAO, 1999).

Os fluidos dilatantes possuem o comportamento inverso aos fluidos
pseudoplasticos; ou seja, a viscosidade do fluido aumenta a medida que
aumenta a taxa de cisalhamento (HOLDSWORTH, 1971). O comportamento
dilatante é encontrado em fluidos que possuem alta quantidade de particulas
rigidas insoliveis em suspensdao (BOURNE, 1982). Alguns tipos de mel e
suspensdes de amido fazem parte dessa categoria (SHARMA et al., 2000;
STEFFE, 1996).

Plasticos de Bingham sao fluidos representados pela existéncia de uma
tensdo de cisalhamento inicial, diferente de zero, antes de o fluido sofrer uma
deformac@o ou escoamento. O fluido se deformara elasticamente; ou seja,
apresenta comportamento de um corpo sélido ou se mantém em repouso,
guando a tenséo externa utilizada é menor que a tensao de cisalhamento inicial.
Quando a tensédo externa ultrapassar o valor de 0, a curva da tensédo de
cisalhamento (t) em funcéo da taxa de cisalhamento (y) do fluido pode ser linear
ou ndo linear, mas ndo passara pela origem do gréafico. Para niveis de
cisalhamento maiores que 10, a substancia comporta-se como um material
viscoso (URBICAIN; LOZANO, 1997; BARNES, 1999; MCCLEMENTS, 2006).

Um fluido, no qual o gréafico da tenséo de cisalhamento () versus a taxa
de cisalhamento (y) € uma curva linear, em que Itl > 1t0l, € chamado de fluido
plastico de Bingham, sendo determinado por uma constante de viscosidade
plastica (tangente ao grafico) e pela 0. Ja os fluidos que possuem 10 e uma
curva nao linear no grafico de tensdo de cisalhamento (t) versus taxa de
cisalhamento (y) em coordenadas lineares, para Itl > I70l, s&o chamados de

Herschel- Bulkey ou plastico real. (RAO, 1999). Alguns exemplos de fluidos na
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industria de alimentos que apresentam o comportamento de Plastico de Bingham
séo: molhos de tomate, maionese, clara de ovo batida e margarina (BOURNE,
1982).

Os fluidos nédo-newtonianos dependentes do tempo, possuem um
comportamento chamado de histerese, no qual a viscosidade dos sistemas
sujeitos a uma forga por um intervalo de tempo nao é a mesma, quando medida
no mesmo tempo, depois de cessada a acao da for¢ca (Figura 12) (BOBBIO;
BOBBIO, 1983).

FIGURA 12 - CURVAS DE ESCOAMENTOS DOS FLUIDOS DEPENDENTES DO TEMPO.
M

Tixotropico

Reopético

Tensdo de cisalhamento

.
-

Taxa de cisalhamento

FONTE: Adaptado de SHARMA et al. (2000).

Os fluidos reopéticos sdo aqueles onde obtém um aumento da
viscosidade aparente com o tempo de cisalhamento. Esses fluidos tendem a
retornar ao seu comportamento reoldgico inicial. Os fluidos reopéticos sdo casos
muito complexos e raros, ndo sendo muito frequentes na area de alimentos. O
comportamento desses fluidos, normalmente, ndo é utilizado nos célculos de
engenharia, devido a complexidade do fenbmeno (AWUAH et al. 1993; CHOI;
YOO, 2004). Apesar deste tipo de comportamento ndo ser comum em alimentos,
existem exceg¢des, como nas solugcbes de amido altamente concentradas
(SHARMA et al., 2000).

Um fluido tixotropico possui caracteristica de diminuicdo da viscosidade
aparente com o tempo, quando o fluido € submetido a uma taxa de cisalhamento

constante. Quando o fluido fica em repouso, retorna a condi¢do original, como
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nos fluidos reopéticos. Fluidos tixotropicos sdo conhecidos por possuir pequenas
particulas (cristais ou biopolimeros), que sdo mantidos juntos por forcas fracas.
O cisalhamento do fluido separa as particulas aglomeradas e, neste caso, ocorre
uma menor resisténcia ao escoamento e a viscosidade decresce com o tempo
até um valor constante ser obtido (MCCLEMENTS, 2006). Exemplos desse tipo
de fluido s&o: suco concentrado de maracuja (VITALI et al., 1974), leite
condensado agucarado, clara de ovo, maionese (RAO, 1977), gelatinas, cremes,
manteigas, molhos para saladas, entre outros (SHARMA et al., 2000).

Alguns materiais ndo sdo liquidos ou sdlidos puros, pois possuem
propriedades reoldgicas que séo parcialmente viscosas e parcialmente elasticas,
conhecidos como materiais viscoelasticos (MCCLEMENTS, 2006). Como
exemplo na area de alimentos pode-se citar o creme de amendoim e manteiga
(DICKIE; KOKINI, 1982).

1.4.2 Reologia em polpas de frutas

O conhecimento do comportamento reoldgico ocupa posicao de grande
destaque, sendo util ndo s6 como medida de qualidade, mas também em
projetos, avaliacdo e operacao dos equipamentos (IBARZ et al., 1996). Sendo
assim, existem varios estudos com objetivo de pesquisar a reologia das polpas

de frutas, como apresentado na Tabela 4.



TABELA 4 - ESTUDOS REOLOGICOS REALIZADOS COM POLPAS DE FRUTAS.

Autor/ Ano

Amostra

Objetivo

Conclusodes

Pereira et al/

2014

Augusto et al/

2012

Tonon et al./ 2009

Sato;Cunha/
2009

Haminiuk et al./
2007

Haminiuk et al./
2006

Polpa de acerola

Polpa de seringuela

Polpa de acai

Polpa de jabuticaba

Polpa de amora,

morango e framboesa

Aracé

Estudou o comportamento reolégico da polpa,
em concentracdes de 5,5, 7,5, 9,5, 11,5 e 13,5
° Brix e temperaturas de 20, 30, 40, 50 e 60 °C.

Avaliou os estados de equilibrio dindmico e
propriedades reoldgicas de cisalhamento da
seringuela em funcéo da temperatura.

Estudou o comportamento reoldgico da polpa
de acai em diferentes temperaturas (10, 25, 40,
55 e 70 ° C) sob condi¢cdes de cisalhamento
estacionario e dindmico.

Avaliou a influéncia da suspenséo de particulas
/ fibras de tamanho em parametros reoldgicos
da polpa.

Estudou o comportamento reolégico de
misturas ternarias em cisalhamento constante
sendo utilizado a metodologia de superficie de
resposta para anélise de dados.

Avaliou o comportamento reolégico da polpa
em diferentes temperaturas de 10-60 °C.

O modelo Herschel-Bulkley proporcionou os melhores
ajustes estatisticos.

A polpa mostrou um comportamento de gel fraco, sendo
que o modelo de Herschel-Bulkley foi quem descreveu
melhor o comportamento de fluxo do produto.

A polpa de acai apresentou um comportamento
pseudoplastico com tenséo inicial nas medi¢bes de
cisalhamento estacionario. Os dados foram melhor
ajustados ao modelo de Herschel-Bulkley em todas as
temperaturas.

O aumento de tamanho de particula promoveu aumento
de tixotropia, viscosidade, pseudoplasticidade e limite
de elasticidade da polpa. A maioria das amostras
apresentaram uma boa correlagdo com o modelo de
Herschel-Bulkley.

As respostas reologicas foram influenciadas pela
diferenca de propor¢des e também pelas temperaturas
(20 e 60 °C). As curvas de escoamento foram
adequadamente descrita pelo modelo de Herschel-
Bulkley.

O comportamento reolégico da polpa de ara¢éa entre as
temperaturas de 10-60 ° C foi descrito corretamente
pelo modelo de lei de poténcia.
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1.5 QUIMIOMETRIA

A quimiometria € um campo da quimica, onde se utiliza métodos matematicos
e estatisticos para planejar e/ou selecionar dados de forma otimizada, tendo como
objetivo a extracdo da maior quantidade de informacdes e melhores resultados
analiticos (FERREIRA et al.,, 1999; VALDERRAMA, 2005). Entre as técnicas
multivariadas podem ser citados: o0 método de componentes comuns e analise de
pesos especificos (CCSWA) ou Comdim e a analise hierarquica de agrupamentos
(HCA). Nestas andlises e/ou em outras de método multivariado, primeiramente ha
uma coleta dos dados que podem ser obtidos através de diversas técnicas analiticas,
tal como aceitacdo sensorial, compostos fendlicos, propriedades reoldgicas, conteudo
de vitaminas, carotenoides, minerais essenciais, espectros, entre outros. Em seguida,
€ realizada a organizacdo dos resultados experimentais, onde a matriz deve ser
definida e estruturada antes do uso do software (ZIELINSKI et al., 2014a).

Inicialmente, o método chamado de componentes comuns e analise de pesos
especificos (CCSWA), é agora usualmente referido como ComDim (para 'Dimensdes
Comuns'). CCSWA é um método multibloco ndo supervisionado, e foi utilizado pela
primeira fez a fim de resolver um problema relativo a analise sensorial (QANNARI et
al., 2000). Mais recentemente, a andlise tem sido utilizada para combinar varios
meétodos analiticos na area de alimentos (FERREIRA et al., 2017; RAMPAZZO et al.,
2018). O método CCSWA foi desenvolvido para considerar simultaneamente vérias
tabelas de pares de linhas, para determinar sequencialmente 0s componentes
comuns a todas as tabelas e a contribuicdo de cada uma das tabelas para cada um
desses componentes (CLAEYS-BRUNO et al., 2016).

A ideia principal do CCSWA é calcular iterativamente, para cada dimensao
comum sucessiva, uma série de vetores de pontuagdo (coordenadas das n amostras
ao longo da direcao definida por essa dimensdo comum). Cada bloco tem um peso
especifico, chamado de saliéncia, associado a cada dimensdo do espacgo
comum. Diferencas significativas nos valores dos pesos especificos para uma
determinada dimenséao refletem o fato de que a dimenséo contém informacdes que
estavam presentes em alguns blocos, mas ndao em outros (BOUVERESSE et al.,
2011).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0950329317300526#b0140
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0950329317300526#b0140
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O método da andlise hierarquica de agrupamentos (HCA) é outro método de
carater ndo supervisionado, e tem como objetivo apresentar os dados de modo a
ressaltar seus clusters (agrupamentos) e padrbes naturais em um espaco
bidimensional. Os resultados, de natureza qualitativa, sdo na maioria das vezes
apresentados como um dendrograma, permitindo a visualizagdo de agrupamentos e
correlagbes entre amostras ou variaveis. No HCA, as distancias euclidianas entre
amostras ou variaveis sdo calculadas e transformadas em uma matriz de similaridade,
cujos elementos sado indices de similaridade que variam de 0 a 1; uma distancia menor
significa um indice maior e, portanto, uma semelhan¢a maior (GRANATO et al., 2010).

A utilizacdo dessas ou outras ferramentas quimiométricas para
caracterizacdo, determinacdo de origem, autenticacdo, adulteracdo e controle de
gualidade em alimentos tem sido cada vez mais utilizadas na ciéncia dos alimentos
(Zielinski et al., 2014b). H& vérios trabalhos utilizando técnicas de estatistica
multivariada, com o intuito de explorar e classificar os compostos bioativos e a
atividade antioxidante em frutas (CAM et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2011; MELENDEZ
et al., 2013; DORTA et al., 2014).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814610007855#bib13
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CAPITULO 2: ESTUDO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DE 44 POLPAS DE
FRUTAS BRASILEIRAS NATIVAS E EXOTICAS: COMPOSTOS FENOLICOS
E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O conteudo desse capitulo foi publicado na revista International Journal of Food Properties.


https://www.tandfonline.com/toc/ljfp20/current
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RESUMO

Compostos bioativos de quarenta e quatro polpas de frutas congeladas foram
avaliadas em relacdo aos compostos fendlicos totais (CFT), flavonoides totais (FT),
conteudo de antocianinas monoméricas (MAC) e atividade antioxidante, utilizando
ensaios da atividade sequestrante do radical livre por DPPH" e ABTS™*. Os compostos
fendlicos individuais foram quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC-DAD). A analise de componentes comuns e pesos especificos (CCSWA) foi
aplicada para avaliar as amostras de acordo com as caracteristicas relevantes,
definindo a influéncia das analises de cromatografia e espectrofotometria sobre a
composicdo. As polpas de frutas que apresentaram maiores concentracdes de
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante foram pana (Annona crassiflora),
acerola (Malpighia emarginata), acai (Euterpe oleracea) e jabuticaba (Myrciaria
cauliflora). A CCSWA confirmou a relagao direta entre CFT e o potencial antioxidante,
sendo estas varidveis as mais influentes na classificacdo das amostras na
componente comum 1 (CC1). A varidncia na componente comum 2 (CC2) foi
explicada em funcdo do flavonoide em maior quantidade nas polpas de frutas, a
catequina. O método aplicou-se bem a este estudo, obtendo-se uma correlacéo entre
duas componentes comuns, capaz de explicar quase 100% da variancia entre os
dados. Este meétodo estatistico € ideal para analisar rapidamente uma grande
guantidade de dados, como obtidos nesta pesquisa, o que facilita as rotinas de

analises industriais.

Palavras-chave: Fendlicos totais, ABTS, DPPH, polpas de frutas, CCSWA,; analises

multi-bloco.

1 INTRODUCAO

O Brasil possui uma grande variedade de espécies frutiferas nativas e
exoticas sub-exploradas de grande potencial e interesse para a agroindustria, de
maneira que o consumo dessas frutas ndo é mais exclusivamente um resultado de

gosto e/ou preferéncia pessoal, mas se tornou uma preocupac¢ao com a saude devido
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ao reconhecimento do valor nutritivo e terapéutico dos frutos (SILVA et al., 2014a). No
entanto, existem varias frutas nativas e exoéticas que nao foram ainda estudadas com
relacdo aos seus compostos bioativos, como também o seu potencial antioxidante.

Em raz&o desse reconhecimento, as industrias estéo transformando as frutas
in natura em polpas comercializadas em forma congelada, que podem ser utilizadas
como matéria-prima para a elaboracéo de outros produtos, além de proporcionarem
praticidade para o consumidor, e evitar a sazonalidade das frutas (SEBASTIANY et
al., 2010).

As polpas de frutas sdo uma fonte de compostos antioxidantes, tais como
fendlicos, vitaminas, flavonoides, que podem proteger constituintes celulares contra o
dano oxidativo e, portanto, limitar o risco de varias doencas degenerativas associadas
ao estresse oxidativo. Estudos experimentais apoiam fortemente o papel de
compostos fendlicos na prevencdo de doencas cardiovasculares, cancer,
osteoporose, diabetes mellitus e doenca neurodegenerativa (ALMEIDA et al., 2011).

Entre os antioxidantes, os compostos fendlicos sdo os que recebem maior
atencdo, onde pesquisas tém demonstrado que fontes naturais de compostos
fendlicos possuem maior efeito, quando comparados aos antioxidantes sintéticos
(BURSAL et al., 2013).

Estudos que envolvem espécies frutiferas, como composicdo dos compostos
bioativos, caracterizacdo e avaliagdo de suas propriedades funcionais, vém sendo
realizados a fim de garantir a sua apreciacao efetiva no agronegécio, gerando matéria-
prima de qualidade para as industrias de alimentos, farmacéuticas e cosmeéticas
(BERTO et al., 2015).

A utilizacdo de ferramentas quimiométricas, para a caracterizacéo,
determinacdo de origem, autenticacdo e adulteracdo, e controle de qualidade de
produtos alimentares tém sido cada vez mais empregadas na ciéncia dos alimentos
(ZIELINSKI et al., 2014b). Assim, ha muitas aplicagbes de técnicas de estatistica
multivariada com a finalidade de explorar e classificar a bioatividade e funcionalidade
de frutas (MELENDEZ et al., 2013; DORTA et al., 2014).

A analise de componentes comuns e pesos especificos (CCSWA), foi
desenvolvida por Qannari et al. (2000), utilizada no tratamento de dados de testes
sensoriais. Este trabalho é um dos primeiros estudos a utilizar a CCSWA como método
de classificagdo de compostos bioativos em frutas. A verificagédo da viabilidade do uso

desta analise, nesta area, torna-se um precursor em pesquisas futuras, demonstrando


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814614018433#b0035
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um novo método para classificacdo de compostos fendlicos e antioxidantes em polpas
de frutas.

Neste contexto, este estudo teve por objetivo a avaliagdo dos compostos
bioativos de 44 polpas de frutas utilizando testes colorimétricos in vitro e analise
cromatografica, fazendo-se uso da andlise de componentes comuns e pesos
especificos (CCSWA) como métodos estatisticos de classificacdo das amostras por

meio das suas caracteristicas mais relevantes.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIA- PRIMA

Quarenta e quatro espécies de polpas de frutas foram utilizadas: abacaxi
(Ananas comosus), acai (Euterpe oleracea), acerola (Malpighia emarginata), amora
(Rubus fruticosus), aracd (Psidium guineenses), buriti (Mauritia vinifera), cacau
(Theobroma cacao), cagaita (Eugenia dysenterica), caja (Spondias mombin), caju
(Anacardium occidentale), cambuci (Paivaea Langsdorfiii), carambola (Averrhoa
carambola), coco (Cocos nucifera), cupuacu (Theobroma grandiflorum), framboesa
( Rubus idaeus), garcinia (Garcinia sp.), goiaba (Psidium guajava), graviola (Annona
muricata), grumixama (Eugenia brasiliensis), kiwi (Actinidia deliciosa), jabuticaba
(Myrciaria cauliflora), jaca (Artocarpus heterophyllus), jatoba ( Hymenaea courbaril),
laranja (Citrus sinensis), limao (Citrus limon), macad (Malus sp.), mamao (Carica
papaya), manga (Mangifera indica), maracuja ( Passiflora edulis), meldo (Cucumis
melo), melancia (Citrullus lanatus), mirtilo (Vaccinium myrtillum), morango (Fragaria
sp.), murici (Byrsonima verbascifolia), pand (Annona crassiflora), péssego (Prunus
persica), pitanga (Eugenia uniflora), pitomba (Talisia esculenta), seringuela (Spondias
purpurea), tamarindo (Tamarindus indica), tangerina (Citrus reticulata), umbu
(Spondias tuberosa), uva (Vitis sp.) e uvaia (Eugenia uvalha).

As polpas foram adquiridas das empresas Polpa Norte da cidade de Campo
Mourédo - Parana e Sitio do Bello de Paraibuna - Sdo Paulo. Todas as polpas foram

armazenadas em ultrafreezer a -80 °C, até o momento das analises.



53

2.2 PROCESSO DE EXTRAGCAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

A extracao foi realizada na proporcao 1:10 (m/v), onde 2 gramas de polpas
foram transferidas para erlenmeyers e adicionados 20 mL de solucao hidroetandlica
40%. Os erlenmeyers contendo as polpas e a solugcdo, foram colocados em
incubadora com agitacao (Shaker SL 222 - Solab, Piracicaba, SP, Brasil) a 130 rpm,
por 120 minutos a temperatura de 25 °C. ApOs a extracdo, as amostras foram
centrifugadas a 5000 rpm durante 10 minutos. Os extratos sobrenadantes dos
centrifugados foram armazenados em frascos ambar sob refrigeracdo a temperatura

de 5 °C, até o momento das andalises.

2.3 QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais nos extratos foi realizada
segundo o meétodo colorimétrico de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton e Rossi
(1965), com algumas modificacdes. Em baldes volumétricos de 10 mL, foram
pipetados 7 mL de agua ultrapura, 0,1 mL do extrato centrifugado das polpas e 0,5 mL
de Folin — Ciocalteau. Ap6s 3 minutos, foi adicionado 1,5 mL de carbonato de sodio
20% e por fim, foi completado o volume para 10 mL do baléo volumétrico com agua
ultrapura. As leituras foram realizadas em espectrofotbmetro (UV M51 - BEL
Engineering, Monza, MB, Italia) a 765 nm. Foi utilizado acido gélico como padrao, e
os resultados foram expressos em massa fresca de equivalentes de acido galico em
100 gramas (mg EAG/ 100 g de polpa fresca), calculados por meio de uma curva de
calibracéo de acido galico em concentracdes que variaram de 0 a 500 mg L.

2.4 QUANTIFICACAO DOS FLAVONOIDES TOTAIS

A concentracdo de flavonodides totais foi determinado de acordo com a
metodologia de Chang et al. (2002). Foi utilizado 250 yL de extrato centrifugado das
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polpas e 1250 uL de &gua ultrapura. Posteriormente, foi acrescentado 75 uL NaNO:
(5%) e depois de 6 minutos, foi adicionado 150 uL AICI3.6H20 (10%). Apds 5 minutos,
foi acrescentado 0,5 mL de NaOH 1 M e 275 pL de agua ultrapura para completar
2500 uL do volume. Logo apds o preparo, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro
(UV M51 - BEL Engineering, Monza, MB, Itdlia) a 510 nm. A catequina foi utilizada
como padréo e a curva de calibracao foi construida com a concentragéo de 0 a 65 mg/
L. Todos os valores foram expressos como miligramas de equivalentes de catequina

por 100 gramas de massa fresca (mg EC/ 100 g de polpas).

2.5 CONTEUDO DE ANTOCIANINAS MONOMERICAS (CAM)

A quantificacdo do conteudo antocianinas monoméricas (CAM) foi
determinada pelo método do pH diferencial de Giusti e Wrolsted (2001). Foi
determinado o fator de diluicdo apropriado para cada tipo de amostra de modo que as
respectivas absorbéncias ficassem compreendidas entre a faixa de linearidade do
espectrofotometro considerando 510 nm (cianidina-3-glicosideo + sistema de
extracdo). As diluicdes foram realizadas utilizando solugédo tampé&o cloreto de potassio
pH 1,0 e tampdo de acetato de sédio pH 4,5. Apos a diluicdo os extratos foram
repousados no minimo por 15 minutos. Foi realizada, para cada amostra diluida,

leitura a 510 nm e depois a 700 nm.

A absorbancia A de 510 e 700 nm foi calculada pela seguinte equacéo (3):

A = (Asionm — A700nm)pr1,0 — (Astonm — A700mm)pHas (Equacao 3)

sendo, Asionm pH1,0 € A7oonm pH1,0 &S absorbancias das amostras na diluicdo do pH 1,0 a
510 e 700 nm, respectivamente. Enquanto Asionm pH45 € A70onm pH45 SE0 as
absorbancias das amostras na diluicdo do pH 4,5 para 510 e 700 nm.

A concentracao da antocianina (MA) foi expressa em miligramas de cianidina-

3-glicosideo/ 1000 mL de extrato, e foi calculada de acordo com a Equagéao 4:
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_ AXMXDFX1000
- exA

MA (Equacéo 4)
onde, A é a absorbéancia calculada na Equacgéo 3; M é massa molar de cianidina-3-
glicosideo (449,2 g/ mol); FD é o fator de diluicdo (4,0); € é o coeficiente de extingao

molar (26 900 L /mol cm) e A é o comprimento do caminho 6ptico (1 cm).

2.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

2.6.1 Atividade sequestrante do radical livre DPPH"

A determinacéo da atividade antioxidante pelo método de DPPH" foi realizado
de acordo com metodologia descrita por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995),
com algumas modificagbes. Em tubos de ensaio, foram adicionados 2.75 mL de
etanol, 1,75 mL da solucdo etandlica de DPPH" e 0,5 mL de amostra. Logo apoés, 0s
tubos foram mantidos no escuro durante 30 minutos. Apds o tempo de reacdo, foi
realizada a leitura em espectrofotdmetro (UV M51 - BEL Engineering, Monza, MB,
Italia), na absorbancia de 517 nm. O etanol foi utilizado como branco. Os valores foram
expressos em umol de Trolox equivalente por g de polpa fresca, calculado a partir de

uma curva padrao com a concentragao variando de 0 a 250 ymol/ L de Trolox.

2.6.2 Atividade sequestrante de radicais livres (ABTS™)

A determinagdo da atividade de inibicdo do radical ABTS foi realizada
conforme Re et al. (1999), com modificacdes. O radical ABTS™* foi formado pela reacéo
de 7 mM de 2.2"azino-bis-(3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico) com 2,45 mM de
persulfato de potassio, em quantidades iguais. Esta mistura foi mantida no escuro a

temperatura ambiente durante 16 horas antes de seu uso.
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Em seguida, 4 mL de solucéo radical ABTS** foram adicionados com 40 pL
dos extratos. A mistura permaneceu em repouso no escuro, durante 6 minutos a
temperatura ambiente. Logo apds, foi realizada a leitura em 734 nm. A capacidade
antioxidante dos extratos foi apresentada como valor de uymol de Trolox equivalente
por g de polpa fresca, calculado a partir de uma curva padrdao com a concentragao
variando de 0 a 1000 ymol/ L de Trolox.

2.7 DETERMINACAO DO PERFIL FENOLICO POR HPLC-DAD

A andlise do perfil fendlico foi realizada segundo a metodologia descrita por
Haminiuk et al. (2014), com inje¢&o de 10 pL de extratos hidroetandlicos previamente
filtrados em filtro de seringa 0,45 um. Foi utilizado um cromatografo liquido de alta
eficiéncia (HPLC), modelo Shimadzu Prominenca acoplado a um detector de arranjo
de diodos (DAD) e auto sampler. Os dados foram coletados pelo software LCSolution
fornecido pela Shimadzu.

A separacdo foi realizada em uma coluna Acclaim® 120 C18, com dimensées
de 4,6 mm x 250 mm, 5 um (Dionex, Salt Lake City, UT, USA) a 40 °C. A fase movel
foi composta por dois solventes: acido acético 1,0% v/v (solvente A) e metanol
(solvente B). Foi realizada gradiente: 0- 10% de B durante 2 min; 10-20% de B durante
3 min; 20-30% de B durante 5 min; 30-35% de B durante 5 min; 35-50% durante 10
min; 50-60% de B durante 5 min; 60-80% de B durante 5 min; 80-100% de B durante
10 min, seguido de lavagem e recondicionamento da coluna com 100% de B durante
7 min; 100-5% de B durante 5 min. A quantificacdo dos compostos fendlicos foi
realizada utilizando curvas de calibracdo de padrdes de acido cafeico, acido p-
cumarico, acido ferulico, acido clorogénico, acido trans-cinamico, acido galico, acido

siringico, acido vanilico, quercitina, catequina, rutina e resveratrol.
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2.8 ANALISE DOS DADOS

Cada parametro foi analisado em triplicata. Os resultados sdo apresentados
como média £ desvio padrao (DP). O coeficiente de correlacao de Pearson foi utilizado
para avaliar a forca de correlagéo entre os valores experimentais obtidos por meio das
analises espectrofotométricas.

Uma abordagem quimiométrica composta pela analise de componentes
comuns e pesos especificos (CCSWA) foi aplicada com o intuito de mesclar os dados
de quantificacdo de compostos bioativos por espectrofotometria e compostos isolados
por HPLC-DAD de uma forma ideal. Esta andlise estatistica permite avaliar as
variaveis de maior relevancia na separacdo das diferentes amostras de polpas de
frutas. Todas as analises foram realizadas em triplicata, e o modelo estatistico
multivariado foi obtido utilizando as médias das mesmas.

O CCSWA foi realizado com o Matlab R2008b seguindo um algoritmo
proposto por Qannari et al. (2000) e detalhado por Bouveresse et al. (2011). O método
€ baseado em uma estrutura comum para tabelas de dados, ou melhor, uma
representacdo comum para conjuntos de dados. Um peso especifico (ou saliéncia) é
dado a cada tabela para cada componente comum (MAZEROLLES et al., 2006).
Supondo-se p tabelas de medidas diferentes que descrevem um conjunto de n
amostras, existem matrizes p disponiveis, Xi, de tamanhos n x ki (i = 1 a p), em que Ki
€ 0 numero de medidas usadas em cada conjunto de dados. Cada matriz é primeiro
centrada na coluna (XiC) e depois normalizada (dividida pela norma Frobenius), para
obter uma matriz de escala de variancia (XiS). Embora em alguns casos possa
diminuir a relacdo sinal-ruido, a normalizacdo das matrizes de dados deve ser
realizada para garantir que todos os blocos de dados tenham uma ordem de
magnitude semelhante. Consequentemente, nenhuma tabela deve predominar sobre
as outras, reduzindo a influéncia de matrizes com as menores ordens de magnitude.
Desde que os p blocos de dados originais foram normalizados como descrito acima,
p também corresponde a variancia total dos dados (BOUVERESSE et al., 2011). A
equacao 5 mostra a formulacédo dos modelos CCSWA como matrizes de associacéo
(W).
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W; = QAIQT + E; (Equacéo 5)

Onde W; = X;sX’; Q é a matriz na qual as colunas s&o as dimensdes comuns
di, 92, ..., gp € QT é a transposta da matriz Q; A é a matriz diagonal cujo k' elemento
diagonal, Ak € o peso iterativamente otimizado associado ao nimero da tabela de
dados i e a0 componente comum gk; Ei € a matriz residual (Mazerolles et al., 2006;
Qannari, Wakeling, MacFie, 1995). Os componentes comuns e suas saliéncias
correspondentes sdo computados de forma iterativa, que visa reduzir os valores em
matriz residual. A resolucdo para o problema de minimizagao resulta em um algoritmo
de minimos quadrados alternados (ALS). O mesmo algoritmo de ALS é feito apds a
deflacdo da matriz de associacdo para determinar componentes subsequientes e

saliéncias associadas (Qannari, Courcoux, Vigneau, 2001).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DETERMINACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS POR
ESPECTROFOTOMETRIA

Os compostos bioativos das polpas de frutas foram extraidas com uma
mistura dos solventes, alcool etilico e 4gua, na concentracédo 40:60 (v/v). De acordo
com Haminiuk et al. (2011), essa concentragéo de solucao pode ser a melhor condicéo
extratora para 0os compostos em algumas polpas de frutas. Segundo Chaicouski et al.
(2014), uma solucédo extratora hidroalcodlica pode carregar tanto compostos polares
quanto apolares, apresentando vantagens na extracao.

A concentracdo de compostos fendlicos totais das polpas de frutas variou
entre 66,09 a 902,18 mg EAG/ 100 g (Tabela 5). Tomando por exemplo Vasco et al.
(2008), que estudaram a concentracdo de compostos fendlicos totais em 17 frutas do
Equador, as polpas de frutas foram classificadas em 3 categorias de concentragéo de
compostos fendlicos totais: baixa (<100 mg EAG/ 100 g), média (100 - 500 mg EAG/
100 g) e alta (> 500 mg EAG/ 100 g), com base em matéria fresca.



TABELA 5 - CONCENTRAGAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DAS POLPAS DE FRUTAS.

Frutas CFT FT CAM DPPH ABTS
(mg/ 1009) (mg/ 100g) (mg/ 1009) (umol/ 1009) (umol/ 1009)
Abacaxi  69,76+2,26  6,83+0,50  0,05:0,01  685,20+11,40 609,74+5,02
Acai 708,22+10,21 197,25+6,30  46,12+1,83  3951,94+13,99 4035,35+9,82
Acerola 593 77+10,16 29,09+0,34  4,52+0,00  7433,37+26,26 8511,84+61,44
Amora 198,21+2,02  38,47+0,77  54,65+2,96  1988,72+39,57 2040,39+21,75
Araca 344,00+5,73  91,43+4,32 0,00 2525,74+19,50 2284,47+20,02
Buriti 168,69+2,36  66,70+2,72 0,00 516,56+11,96 736,73+14,81
Cacau 84,37+2,45  17,36%0,70 0,00 979,19+5,54 813,79+5,05
Cagaita  15595+431  13,37+0,71  0,28+0,01  1394,78+13,77 1577,84+21,28
Caja 134,22+3,23  14,94+0,25 0,00 1271,88+7,55 1352,23+10,07
Caju 205,52+2,95  6,930,13 0,05+0,03  1874,67+19,47 1715,59+16,31
Cambuci 323 23+2,54 30,76+1,17  0,01+0,00  2993,86+39,45 2780,23+26,11
Carambola  220,78+4,18 122,17+2,00 0,23+0,09  1151,15+24,54 1303,73+18,56
Coco 66,66+1,22  23,81+0,60 0,12+0,05  91525+9,03 768,94+1,90
Cupuagu  91,02+1,39 4,87+0,19 0,22+0,03  906,94+16,76 666,88+6,78
Framboesa 13503+3,22 22,48+0,70  24,07+0,61  1503,49+6,64 1666,94+4,96
Garcinia 172 28+3,77  29,74+1,28 0,00 564,46+23,11 506,29+19,87
Goiaba 194 54+243  30,25:0,68  0,83+0,02  1507,78+15,94 1773,02+8,59
Graviola 147 61+3,71  46,10£0,29  0,17+0,04  1305,03+13,73 1023,55+6,79
Grumixama 207,83+9,95  36,36+2,52  1,54:0,11  1043,85%8,55 1401,88+16,49
Jabuticaba 626 57+4,39  79,84+4,85  28,90+1,80 5229,87+21,88 3658,05+26,51
Jaca 101,94+2,97  10,74+0,82 0,00 176,85+16,22 362,81+18,28
Jatoba 99,40£2,51  12,92+0,91  0,34+0,09 283,62+4,74 335,43+3,82
Kiwi 130,90+1,89  7,34+0,36 0,00 1346,14+24,10 1012,89+9,50
Laranja  12453+1,12  10,57+0,60  0,78+0,24  1042,59+12,00 1193,34+13,12
Liméo 66,09+0,96 2,45+0,13 0,00 803,04+12,88 464,54+8,16
Magca 124,28+1,79  40,00£0,66  0,03+0,01  1120,30+25,60 935,62+11,75
Mamao 87,28+1,27 4,07+0,17 0,00 902,40+19,59 943,74+10,41
Manga 74,32+0,99 7,34+0,13 0,00 1063,98+6,09 794,51+10,06
Maracuja  86,48+1,14 7,25+0,41 0,00 931,63+4,11 722,09+16,57
Melancia 55 66+0,99 5,71+0,13 0,35:0,00  638,00+14,23 511,46++10,10
Mel&o 69,98+1,72 2,98+0,21 0,04+0,02 699,63+18,40 508,16+5,05
Mirtilo 100,77+0,97  29,00:0,61  38,54+0,35  1035,06+32,88 655,67+7,62
Morango  221,29+563  38,94+0,78  12,18+0,06 1646,10+23,14 2033,12+13,12
Murici 262,92+3,36  86,29+2,27  0,35x0,06  2900,77+30,88 2974,68+20,14
Pana 902,18+10,68 449,18+4,88 0,00 4486,11+30,40 4778,32+19,87
Péssego  157,78+2,32  47,79+0,47  0,30£0,14  1349,44+12,48 1227,50+13,07
Pitanga 222 28+6,07 27,15+0,60  0,93+0,12  1765,25+22,85 1667,75+15,41
Pitomba  15850+3,81  95,78+2,23  0,19+0,09  1265,37+26,89 1046,47+8,24
Seringuela  204,11+6,36  61,74+2,75  0,30+0,18  1297,62+23,60 1522,65+18,06
Tamarindo  148,77+2,49  39,99+0,82 0,00 1144,33+24,16 1226,54+16,84
Tangerina  86,98+0,71 5,47+0,04 0,04+0,01  704,16+26,39 602,12+11,41
Umbu 216,74+2,30  27,64+1,10 0,00 2425,96+15,71 1992,60+10,49
Uva 157,28+5,35  41,5620,40  6,21+0,03  1260,50+28,61 1396,48+17,22
Uvaia 132,48+4,35  20,34+0,31 0,00 889,48+22,93 812,61+17,20

NOTA: CFT: compostos fendlicos totais; FT: compostos flavonoides totais; CAM: contelido de
antocianinas monomeéricas; DPPH: atividade sequestradora de radicais livres pelo DPPH; ABTS:
atividade de eliminag&o de radicais livres pela ABTS.
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As polpas de frutas que apresentaram elevadas concentracdes de compostos
fendlicos totais foram pana (902,18 + 10,68 mg EAG/ 100 g), acai (708,22 + 10,21 mg
EAG/ 100 g), jabuticaba (626,57 + 4,39 mg EAG/ 100 g) e acerola (593,77 + 10,16 mg
EAG/ 100 g), respectivamente. As polpas de frutas classificadas com o teor médio de
compostos fendlicos totais apresentaram concentragdes que variaram de 344,09 +
5,74 mg EAG/ 100 g, para a polpa de araca, a 100,77 + 0,97 mg EAG/ 100 g, para a
polpa de mirtilo. E finalmente as polpas classificadas como contendo baixa
concentracdo de compostos fendlicos totais apresentaram uma variagao de 99,40 mg
EAG/ 100 g (polpa de jatob4) a 55,66 mg EAG/ 100 g, para a polpa de melancia.

De acordo com Souza et al. (2012), que quantificaram 0s compostos bioativos
de 5 polpas do cerrado brasileiro, a polpa de marolo também conhecido como pana
ou araticum, foi igualmente classificada com elevada concentracdo de compostos
fendlicos totais, com valor de 739,37 + 7,92 mg EAG/ 100 g, indicando que a fruta é
uma excelente fonte de compostos fendlicos totais. A estrutura desses compostos,
presentes em frutas e plantas, podem apresentar propriedades benéficas devido a
sua capacidade sequestradora de espécies radicais, principalmente devido as
hidroxilas vicinais ligadas ao anel aromético (HALLIWELL et al., 1995). Além disso, 0s
compostos fendlicos podem interromper as reacdes de oxida¢ado da cadeia por doagéo
de um atomo de hidrogénio ou de metais quelantes (BURSAL et al., 2013). Portanto,
eles agem como agentes antioxidantes e redutores.

As frutas séo as principais fontes de flavonoides, e seus beneficios a saude
estdo associados com os doadores de hidrogénio e também suas propriedades
redutoras, que contribuem para regulacdo nas células (GONCALVES et al., 2010). A
concentragdes de flavonoides totais variou de 2,45 a 449,18 mg EC/ 100 g. A polpa
de pana e acai também apresentaram as maiores concentracdes de flavonoides
totais, 449,18 mg EC/ 100 g e 197,249 mg EC/ 100g, respectivamente. O acai, por
outro lado, foi a segunda polpa com maior contedudo de antocianinas monoméricas
(46,118 mg/ 100g), sendo que polpa de amora foi a que apresentou maior
concentracéo (54,648 mg/ 100g). Segundo Kong et al. (2003), as frutas vermelhas
apresentam um aumento na concentragédo de flavonoides totais, devido a presenca
de antocianinas monoméricas em sua composi¢ao.

Os valores de atividade antioxidante avaliada por ensaios de sequestro de
radicais livres variaram de 176,85 + 16,22 a 7433,37 = 26,26 pmol/ 100 g para o
método do DPPH’, e de 335,43 + 3,82 a 8511,84 + 61,44 umol/ 100 g para o ABTS™.
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As polpas que apresentaram maiores valores de atividade antioxidante foram a polpa
de acerola (DPPH" = 7433,37 + 26,26 pmol/ 100 g e ABTS™" = 8511,84 + 61,44 pmol/
100 g) e a pana (DPPH" = 4486,11 + 30,40 umol/ 100 g e ABTS™*= 4778,32 + 19,87
pmol/ 100 g).

O método de ABTS™ é geralmente indicado para avaliar a atividade
antioxidante dos compostos hidrofilicos ou lipofilicos, enquanto o método de DPPH" é
frequentemente usado para extratos organicos (PRIOR et al., 2005). A capacidade
antioxidante de frutas pode variar de acordo com a sua concentracdo de compostos
fendlicos totais, flavonoides, carotenoides e vitaminas C e E (SAURA-CALIXTO;
GONII, 2006). Ja a baixa eficiéncia anti-radical dos extratos de frutas pode ser
associada ao fato dos compostos fendlicos estarem ligados a outras moléculas, por
exemplo, hidratos de carbono, os quais reduzem consideravelmente a atividade
antioxidante (VASCO et al., 2008).

Os resultados deste estudo mostraram correlacdo de Pearson positiva e
significativa entre a capacidade antioxidante medidas pelos ensaios de DPPH' e
ABTS*, com os compostos fendlicos totais (r = 0,863 e 0,839; P < 0,001,
respectivamente) e flavonoides totais (r = 0,4701 e 0,4758; P= 0.001,
respectivamente). Os ensaios de DPPH' e ABTS* realizados para determinar a
capacidade antioxidante apresentaram correlacédo altamente significativa (r = 0,969; P
<0,001). A maior correlagéo entre o ensaio por DPPH" e o reagente de Folin-Ciocalteu
ocorreu devido ao fato de que ambos sdo baseados em mecanismos de acgao
semelhantes; isto €, na transferéncia de elétrons (GONCALVES et al., 2010). Os
resultados sugerem que os compostos fendlicos, tais como &cidos fendlicos, acido
tanico e proantocianidinas, podem ser responsaveis por apresentarem as
contribuicdes mais importantes para a atividade antioxidante dos frutos estudados
(SOUZA et al., 2012). Almeida et al. (2011) avaliaram 11 polpas de frutas e verificaram
gue a atividade antioxidante medidas em ensaios de ABTS+ e DPPH" foram altamente
correlacionadas (r = 0,94 e r = 0,88; P < 0.001, respectivamente) com 0s compostos
fendlicos totais. Outros estudos também relataram uma alta correlacdo entre a
concentracdo de compostos fendlicos e a atividade antioxidante (MOO-HUCHIN et
al.,2014; ZIELINSKI et al., 2014b). Lin et al. (2008), relataram que a capacidade
antioxidante de flavondides pode ocorrer devido a presenca de ligacdes duplas nos

aneis C, o que aumenta o poder nucleofilico.
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3.2 AVALIACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA

Cinco acidos hidroxicindmicos, juntamente com trés acidos hidroxibenzbicos,
quatro flavonoides e um estilbeno foram identificados nas polpas de frutas por analise
de HPLC-DAD. Acido cafeico com tempo de retencdo (TR — 14,36 min), acido p-
cumarico (TR — 18,3 min), acido ferdlico (TR — 19,6 min), acido clorogénico (TR —
12,71 min), &cido trans-cindamico (TR — 29,95 min), acido gélico (TR — 6,55 min), acido
siringico (TR — 15,25 min), acido vanilico (TR — 14,30 min), quercitina (TR — 30,53
min), catequina (TR — 11,30 min), rutina (TR — 23,55 min) e resveratrol (TR — 24,18

min). Os resultados quantitativos sdo mostrados na Tabela 6.



TABELA 6 - CONCENTRACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS NAS POLPAS DE FRUTAS.

Acidos

Acidos

Frutas hidroxibenzéico hidroxicindmicos Flavo?f(;%es St”?i%%
(mg/ 100) (mg/ 100) (mg/100) (mg/100)
Abacaxi 0,0976 + 0,0025 0,1300 + 0,0001 N.D. N.D.
Acai 0,8124 + 0,0358 0,4687 + 0,0129 3,2637 £ 0,1625 N.D.
Acerola N.D. 0,0951 + 0,0001 0,1287 + 0,0007 N.D.
Amora 0,2894 + 0,0150 0,1190 + 0,0005 0,2635+0,1214 N.D.
Araca 0,6235 + 0,0185 0,2980 + 0,0003 4,3942 +0,1416 N.D.
Buriti 0,1758 + 0,0007 0,4133 + 0,0017 1,4442 + 0,0063 N.D.
Cacau 0,1281 + 0,0003 N.D. 0,2792 + 0,0392 N.D.
Cagaita 0,4718 + 0,0555 0,2215 + 0,0003 0,0959 + 0,0000 N.D.
Caja 0,5341 + 0,0073 0,2257 + 0,0013 0,1322 + 0,0012 N.D.
Caju 0,1643 +0,0014 0,2408 + 0,0001 N.D. N.D.
Cambuci 0,3833 +0,0104 0,1786 + 0,0091 N.D. N.D.
Carambola 0,2747 + 0,0038 0,0810 + 0,0001 2,3558 + 0,0660 N.D.
Coco 0,0854 + 0,0009 0,1114 + 0,0001 0,7011 + 0,0184 N.D.
Cupuacu 0,0779 + 0,0002 N.D. 0,5229 + 0,0038 N.D.
Framboesa 0,2157 + 0,0021 0,3390 +0,0134 2,6399 +0,2185 N.D.
Garcinia 0,0892 + 0,0001 0,3396 + 0,0006 N.D. N.D.
Goiaba N.D. 0,0944 + 0,0000 0,6670 + 0,0026 N.D.
Graviola 0,1001 + 0,0010 0,6487 + 0,0006 0,9018 + 0,0104 N.D.
Grumixama 0,1787 £ 0,0042 0,2012 + 0,0001 0,9705 + 0,0991 N.D.
Jabuticaba 0,7662 + 0,0087 0,4146 + 0,0520 0,0972 + 0,0004 N.D.
Jaca N.D. N.D. 0,2009 + 0,0012 N.D.
Jatoba 0,1588 + 0,0005 0,4677 + 0,0011 N.D. N.D.
Kiwi 0,0906 + 0,0001 0,1893 + 0,0002 N.D. N.D.
Laranja 0,0836 + 0,0009 0,5787 + 0,0007 0,5762 + 0,0038 N.D.
Lim&o N.D. 0,1174 + 0,0011 0,1278 + 0,0001 N.D.
Maca 0,0995 + 0,0002 0,8936 + 0,0010 0,5427 + 0,0092 N.D.
Mamaé&o N.D. N.D. N.D. N.D.
Manga 0,0806 + 0,0000 0,1009 + 0,0003 N.D. N.D.
Maracuja 0,0425 + 0,0036 0,2270 + 0,0003 0,3906 + 0,0061 N.D.
Melancia N.D. 0,3924 + 0,0057 N.D. N.D.
Meldo N.D. N.D. N.D. N.D.
Mirtilo 0,4021 + 0,0072 0,6387 + 0,0149 0,2476 + 0,0037 N.D.
Morango 0,3735 + 0,0948 0,6564 + 0,0188 3,1487 + 0,2985 N.D.
Murici 0,3329 + 0,0025 0,6028 + 0,0053 0,4884 + 00,0024 0.0291 + 0.0017
Pana 0,0800 + 0,0002 0,3064 + 0,0033 4,5958 + 0,1034 N.D.
Péssego 0,1145 + 0,0002 0,7962 + 0,0003 2,1137 £0,1773 N.D.
Pitanga 0,3619 + 0,0031 0,4099 + 0,0008 4,2146 +0,0471 N.D.
Pitomba 0,0776 + 0,0001 N.D. 0,5287 + 0,0101 N.D.
Seringuela 0,4507 + 0,0127 0,5167 + 0,0033 1,3376 £ 0,2191 N.D.
Tamarindo 0,1349 + 0,0003 0,2211 + 0,0007 0,5454 + 0,0063 N.D.
Tangerina 0,0790 + 0,0001 0,5393 + 0,0022 0,4685 + 0,0081 N.D.
Umbu 0,2018 + 0,0293 0,1832 + 0,0000 1,4509 + 0,0034 N.D.
Uva 0,2595 + 0,0024 0,6767 + 0,0197 1,7939 +£0,0168 0.0236 + 0.0002
Uvaia 0,3257 + 0,0247 0,1038 + 0,0001 0,2599 + 0,0076 N.D.

NOTA: N.D. = ndo detectado.

O grupo dos flavonoides foram os compostos mais abundantes na polpa de
pand (4,5958 + 0,1034 mg/ 100 g), araca (4,3942 + 0,1416 mg/ 100 g) e pitanga
(4,2146 + 0,0471 mg/ 100 g). Entre os flavonoides, a catequina foi a principal

responsavel pela concentracéo de flavonoides nas polpas de frutas estudadas. Lage
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et al. (2014), relataram a presenca de flavonoides na polpa de pana, sendo que a
catequina foi um dos principais flavonoides encontrados na polpa. A estrutura quimica
dos flavonoides determina uma relativa facilidade da atividade oxidativa e eliminacao
dos radicais livres. Embora a presenca dos grupos galoil, 0 nimero e a posi¢cdo dos
grupos hidroxil (com base no potencial redox) sao responsaveis em aumentar a
atividade antioxidante, enquanto que a metoxilacdo e glicosilacdo da posicdo 3,
aparentemente inibem a capacidade de reducdo (ARON; KENNEDY, 2008). Os
flavonoides ganharam uma grande atencdo devido a sua atividade antioxidante,
fundamentados em suas propriedades relacionadas a saude (SAMPAIO et al., 2015).

A polpa de murici apresentou maior concentracdo com relacdo ao estilbeno
resveratrol em massa fresca (0,0291 + 0,0017 mg/ 100 g). Os estilbenos sao
considerados um grupo que atua como potencial quimiopreventivo do cancer,
guimioterapéutico e agente anti-envelhecimento (RIMANDO et al., 2004). Além disso,
o resveratrol inibe a formacéao de radicais livres e possui uma atividade antimutagénica
(Malta et al., 2012). Estudos realizados por Malta et al. (2012), relataram a presenca
de resveratrol na polpa de fruta murici em uma concentracao de 0,31 = 0,04 mg/ 100
g em massa seca, podendo este ser o responsavel pelas atividades funcionais
encontrados na fruta.

Os &cidos hidroxibenzéicos foram encontrados com maior concentracdo na
polpa de acai (0,8124 + 0,0358 mg/ 100 g), sobressaindo o &cido vanilico que
apresentou maior concentracdo. Acidos hidroxibenzoicos estdo geralmente presentes
na forma ligada e sdo tipicamente um componente de estrutura complexa, como
ligninas e taninos hidrolizaveis. Também podem ser encontrados ligados a derivados
de acucar e acidos organicos em alimentos de origem vegetal (Barros et al., 2009).
Pacheco-Palencia et al. (2009), encontraram na polpa de acai a predominancia dos
acidos vanilico (0,505 + 0,027 mg/ 100 g) e siringico (0,402 + 0,036 mg/ 100 g). Os
acidos vanilico e siringico possuem propriedades antimicrobiana, anti-cancerigena e
de anti-oxidacao do DNA (ITOH et al., 2010).

Com relacao aos acidos hidroxicinamicos, houve maior concentragdo na polpa
de maca (0,8936 + 0,0010 mg/ 100 g), destacando-se a presenca do acido
clorogénico. O acido clorogénico é amplamente distribuido em frutas, tendo diversas
propriedades bioldgicas benéficas, incluindo agentes antibacterianos, antiflogisticos,
anti-viral, e mesmo efeitos inibitérios sobre a carcinogénese em intestino grosso e
figado (WANG et al., 2015, HAO et al., 2016). Estudos realizados por Pingret et al.
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(2012) e Hao et al. (2016) mostraram que a mac¢a contém quantidades consideraveis
de derivados do acido hidroxicindmico, que sdo representados principalmente por
acido clorogénico. Os acidos hidroxicinamicos geralmente sao encontrados
principalmente esterificado com pequenas moléculas, bem como ligado aos
componentes estruturais de parede celular tais como celulose, lignina, e proteinas
através de ligacoes de éster (BARROS et al., 2009).

3.3 ANALISE ESTATISTICA MULTIVARIADA

A distribuicdo das amostras de polpa de fruta na CCSWA foi obtida a partir
dos dados espectrofotométricos das andlises de CFT, FT, CAM, DPPH" e ABTS™,
como também da andlise cromatografica por HPLC-DAD.

Nesta analise é possivel demonstrar tendéncias de agrupamento em funcgéo
das caracteristicas relevantes de cada amostra, encontrando uma estrutura comum
entre as tabelas, analisadas iterativamente, conferindo-as o mesmo peso, gerando um
espaco de consenso para representacdo das amostras (MAZEROLLES et al., 2010).
Esta analise possibilita avaliar um grande numero de amostras, facilitando a
elucidacéo de possiveis relacdes entre o conjunto de dados, 0 que € essencial em
rotinas de andlises industriais que avaliam a qualidade do produto antes de ser
comercializado.

Foi observado que apenas duas componentes comuns (CC1 e CC2) foram
suficientes para explicar quase 100% da variancia dos dados (Figura 13). Um grupo
principal reuniu a maioria das amostras, devido os valores das andlises estarem em
uma faixa préoxima. Isso ocorre, pois por se tratarem de polpas de frutas, muitas
possuem caracteristicas semelhantes, dispondo de altas quantidades de compostos
fendlicos e, consequentemente, antioxidantes, quando comparados a outras fontes
alimentares. As frutas sdo uma das principais fontes de antioxidantes, de facil acesso
para aquisicdo e consumo, e, dessa forma, faz-se importante o estudo da
caracterizacdo da bioatividade das mesmas, sobretudo de espécies pouco

exploradas.
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FIGURA 13 - DISTRIBUICAO DE AMOSTRAS DE ACORDO COM COMPONENTES COMUNS E
PESOS ESPECIFICOS ENTRE CC1 E CC2.
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NOTA: abacaxi= abac; acai= acai; acerola= acer; amora= amor; ara¢ga= arag; buriti= buri; cacau= caca;
cagaita= caga; caja= cajé; caju= caju; cambuci= camb; carambola= cara; coco= coco; cupuagu= cupu;
framboesa= framb; garcinia= garc; goiaba= goia; graviola= grav; grumixama= grumi; kiwi= Kkiwi;
jabuticaba= jabu; jaca= jaca,; jatob&= jato; laranja= lara; limdo= lima; macd= maca; mamao= mama;
manga= mang; maracuja= mara; meldo= melo; melancia= mela; mirtilo= mirt; morango= mora; murici=
muri; pand= pana; péssego= pess; pitanga= pita; pitomba= pito; seringuela= seri; tamarindo= tama;
tangerina= tang; umbu= umbu; uva= uva; uvaia= uvaia.

Algumas amostras distanciaram-se das demais, o que foi caracterizado
principalmente pela capacidade antioxidante de amostras como acerola, que possui
potencial antioxidante superior comparado com as demais. As polpas de pand, acai e
jabuticaba também se distanciaram do principal grupo de amostras pela mesma
caracteristica, como também pelo alto contetudo de compostos fendlicos, sobretudo a
amostra de pana.

A Tabela 7 mostra as saliéncias das tabelas dos resultados do HPLC-DAD e
UV-Vis, correspondente a participacéo de cada tabela na separacdo. Embora as duas
primeiras componentes comuns foram suficientes para explicar a variancia, os dados
foram avaliados até a quinta componente comum (CC5), demonstrando que as
saliéncias obtidas a partir da terceira componente comum ndo apresentaram
relevancia na explicacdo dos dados.
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TABELA 7 - SALIENCIAS / PESO ESPECIFICO DE CADA CONJUNTO DE DADOS DE ACORDO
COM OS COMPONENTES COMUNS CC1 A CCs.

Tabela de dados cc1 cc2 CC3 Ccc4 CC5
HPLC-DAD 0,08 0,85 0,02 0,02 0,00
UV-Vis 0,98 0,00 0,00 0,00 0,01

A partir das saliéncias, foi possivel observar que na CCl os dados
apresentaram variancia predominantemente em funcdo dos resultados encontrados
nas analises espectrofotométricas, enquanto na CC2 obteve-se predominancia da
variancia dos resultados encontrados pela cromatografia liquida. A partir disso, foi
avaliado separadamente a relevancia de cada andlise do UV-Vis e cada composto

identificado no HPLC-DAD em diferentes correlacdes, como demonstrado nas Figuras
14A e 14B.
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FIGURA 14 - (A) CORRELACAO ENTRE VARIAVEIS ESPECTROFOTOMETRICAS (UV-VIS) E
COMPONENTES COMUNS (CC1 E CC2); (B) CORRELACAO ENTRE AS VARIAVEIS
CROMATOGRAFICAS (HPLC-DAD) E COMPONENTES COMUNS (CC1 E CC2).
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Com relagéo as analises espectrofotométricas, a variancia das amostras foi
explicada majoritariamente na CC1, como pode ser observado na Figura 14A, que
demonstra a correlacdo das varidveis mais influentes na separacdo dos dados
espectrofotométricos na CC1l e CC2. Na CC2, as variaveis mais influentes foram CFT
e FT.

Das variaveis avaliadas, DPPH" e ABTS™ destacaram-se na influéncia da

separacdo das amostras, seguido da analise de CFT. Isso pode ter ocorrido, pois &
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comprovado que os compostos fendlicos podem possuir atividade antioxidante
(BURSAL et al., 2013), e como confirmado anteriormente pelo teste de Pearson, as
amostras apresentaram alta correlacdo entre os compostos fendlicos e antioxidantes.

A concentracdo de antocianinas monomeéricas apresentou maior influéncia na
CC1, no entanto, quando relacionado as demais variaveis, pouca influéncia na
separacdo das amostras foi observada, devido estarem em menor quantidade nas
frutas analisadas, comparados aos outros parametros. Embora o conteudo de
antocianinas tenha sido muito pequeno ou até mesmo ausente em algumas das
amostras, este grupo possui grande importancia sobre a capacidade antioxidante das
amostras que o contém, como amora, acai e mirtilo, devido seu efeito contra os
radicais livres (RUFINO et al., 2010).

A Figura 14B demonstra a correlagdo das variaveis mais influentes na
separacdo dos dados cromatograficos na CC1 e CC2. Nesta correlacdo, ambas as
componentes comuns apresentaram influéncia na separacao, destacando a CC2, que
apresentou maiores correlacdes para 0s compostos catequina e acido vanilico.

O grupo de flavonoides foi o principal responsavel pela distribuicdo das
amostras na CC2, devido ao composto catequina, que esta entre o grupo de
flavonoides e que se apresenta em maior quantidade nas amostras, destacando as
polpas de pand, araca e pitanga. Estas amostras distanciaram-se das demais ao longo
da CC2 devido seu alto contetdo de catequina.

Para grande parte das amostras de polpa de fruta utilizadas nesta pesquisa,
estudos sobre a caracterizacdo dos compostos bioativos Sdo escassos, e a aplicacao
da analise de CCSWA para classificacdo destas amostras ainda néao foi realizada.

E de grande importancia que as propriedades bioativas das frutas sejam
destacadas, visto que atualmente ha um grande interesse por fontes alimenticias de
facil acesso que possuam propriedades funcionais, sobretudo de frutas brasileiras,
que dispéem de uma vasta diversidade de aplicagBes. Evidenciar os beneficios a
salde a partir destas frutas, principalmente das que ainda sdo pouco exploradas,
impulsiona a producdo das mesmas, fazendo com que aumente a rentabilidade dos
produtores e ainda, levem aos consumidores o conhecimento das vantagens que o

consumo frequente pode trazer ao organismo.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814614008437#b0215
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4 CONCLUSOES

Os resultados do estudo revelaram que as frutas com as maiores
concentracbes de compostos fendlicos totais (pand, acerola, acai e jabuticaba)
também tiveram os maiores valores de atividades antioxidantes nos ensaios de DPPH"
e ABTS™, demonstrando relac&o direta entre os compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante. Além disso, observou-se que a polpa de pana e acai foram as polpas
que apresentaram maiores concentracdes de flavonoides, sendo o acai a segunda
polpa com maior concentragdo de antocianinas monomeéricas. Compostos fendlicos
com potencial efeito antioxidante foram identificados por meio do HPLC-DAD, entre
eles destaca-se a catequina, que é o principal composto pertencente ao grupo de
flavonoides, identificado nas polpas de frutas. Outros compostos importantes que
compdem os grupos de &cidos hidroxicindmicos, acidos hidroxibenzdicos e estilbeno
também foram identificados.

Mesmo sendo a primeira vez que a analise de componentes comuns e pesos
especificos (CCSWA) é aplicada para este tipo de estudo, foi possivel visualizar a
relacao entre os dados, destacando as caracteristicas mais importantes de cada polpa
de fruta com relacdo a composicédo de compostos bioativos. Foi confirmado a relacéo
entre o contetdo de CFT e atividade antioxidante, e ainda que o composto de maior
guantidade nas amostras de polpas (catequina), foi um dos fatores mais relevantes
que influenciaram na distribuicdo das amostras.

Esses dados reforcam a importancia de uma ingestéo regular de frutas para
fornecer compostos antioxidantes na dieta humana. No entanto, mais estudos séo
necessarios para identificar e quantificar os principais compostos bioativos presentes

nas frutas, em especial a sua atividade antioxidante em modelos animais.



CAPITULO 3: AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E
REOLOGICAS DE 42 DIFERENTES POLPAS DE FRUTAS UTILIZANDO
ANALISE MULTIVARIADA
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RESUMO

O método quimiométrico de analise de componentes comuns e pesos
especificos (CCSWA) para analise multibloco e analise hierarquica de agrupamentos
(HCA), foi utilizado para avaliar os dados obtidos a partir da caracterizacéo fisico-
quimica e reoldgica de 42 polpas de frutas comerciais. As caracteristicas fisico-
guimicas e o comportamento reoldgico das polpas mostraram-se consideravelmente
diferentes.Os dados experimentarais para as curvas de escoamento em regime
permanente das polpas de frutas foram ajustados ao modelo de Herschel-Bulkley, e
observou-se que descrevia adequadamente os materiais, que mostravam uma ampla
gama de tensdes iniciais. A correlacédo dos resultados no modelo CCSWA indicou que
duas componentes principais (CCs) foram suficientes para explicar quase 100% da
variacdo dos dados. A quantidade de solidos sollveis e a tensao inicial foram os
principais fatores responsaveis pela discriminagdo dos dados. Geralmente, a
guantidade de sdlidos soluveis pode influenciar a viscosidade, como monstrado pelos
resultados semelhantes das amostras em ambos 0s componentes comuns, € isto

corrobora com a analise de HCA.

Palavras-chave: Frutas, caracterizagdo, escoamento, herschel-bulkley, analise multi-

bloco, dimensdo comum.

1 INTRODUCAO

O consumo de frutas nativas e exoticas tem aumentado significativamente nos
ultimos anos, devido ao reconhecimento de seu valor nutritivo e terapéutico (DUTRA
et al., 2017). Essa tendéncia ocorre principalmente porgue os frutos sédo reconhecidos
como fontes potenciais de compostos bioativos, que possuem alta atividade
antioxidante, frequentemente associada a protecdo contra o estresse oxidativo e
varias doencas cronico-degenerativas (DUTRA et al., 2017; RUFINO et al., 2010). A
transformacao de frutas frescas em polpas congeladas € uma alternativa industrial
para aumentar o acesso ao consumo de frutas durante os periodos de entressafra
(ZIELINSKI et al., 2014Db).
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Polpas de frutas podem ser empregadas como matéria-prima na industria de
alimentos para obter diversos produtos, como néctares, geléias, sorvetes e sucos, que
também podem ser vendidas diretamente aos consumidores. Para avaliar a
viabilidade técnica e econdmica desses processos industriais, € importante conhecer
as propriedades fisico-quimicas dos produtos. Dentre essas propriedades, o estudo
reolégico € essencial para uso em aplicacdes de engenharia, como o célculo de
vazbes e selecdo de bombas, agitadores, trocadores de calor, tubulacbes e
homogeneizadores (LOPES et al., 2013).

A determinacdo dos parametros reolégicos é um critério importante, néao
apenas para estimar o consumo de energia de bombas quando a polpa possui alta
viscosidade, mas também para reduzir a incorporacdo de ar em bombas, o que pode
prejudicar a operacdo e provocar reacdes indesejaveis, como oxidacdo e
contaminacdo (HAMINIUK et al., 2006). Conhecer o comportamento reoldgico
também permite determinar a funcionalidade das polpas antes de sua incorporagéo
em novos produtos. Além disso, permite controlar a textura do produto final ou
intermediério por correlacdo com dados sensoriais, considerando que as propriedades
reoldgicas dos alimentos podem afetar sua aceitabilidade (PEREIRA et al., 2014).

O comportamento reolédgico das polpas de frutas € amplamente influenciado
por parametros, como temperatura, soélidos sollveis totais, concentracdo e tamanho
das particulas. Portanto, as caracteristicas reoldgicas apresentada dependera do tipo
de fruto utilizado no processo e do tratamento ao qual os frutos foram expostos
durante o processo de fabricacdo (CONCEICAO et al., 2012; PEREIRA et al., 2014).

Estudos anteriores da literatura pesquisaram o comportamento reolégico de
algumas polpas de frutas, como as polpas de jabuticaba (SATO; CUNHA, 2009),
macads Malay (SANTOS et al., 2016), grumixama (DE AGUIAR et al., 2016) e “uva
Japonesa” (MAIEVES et al., 2017). No entanto, a maioria desses estudos se
concentraram em um Unico (ou pequeno numero) numero de frutas, e ndo foram
encontradas comparacgfes entre o comportamento reologico de diferentes polpas de
frutas exdticas.

A aplicacdo de quimiometria na engenharia de alimentos & uma ferramenta de
grande importancia para avaliar semelhancas ou diferencas entre um grande nimero
de amostras e para projeta-las em um plano de fator de duas trés dimensdes, com
base em vérias caracteristicas (GRANATO et al., 2018). Andlise de componentes

comuns e pesos especificos (CCSWA) foram desenvolvidas pela primeira vez por
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Qannari et al. (2000), para tratamento de dados de testes sensoriais. No entanto, este
método tem sido usado para correlacionar técnicas analiticas para avaliacdo da
qualidade e classificacdo de amostras em ciéncia e tecnologia de alimentos
(FERREIRA et al., 2017; RAMPAZZO et al., 2018).

Portanto, diante do exposto, este trabalho teve como objetivo investigar as
caracteristicas fisico-quimicas e o comportamento reolégico de 42 diferentes polpas
de frutas e encontrar uma relacéo entre os dados obtidos por estas andlises utilizando
0s métodos de andlise estatistica multivariada, como o CCSWA e analise hierarquica

de agrupamentos (HCA).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIA-PRIMA

Foram utilizadas 42 espécies de polpas de frutas: abacaxi (Ananas comosus),
acai (Euterpe oleracea), acerola (Malpighia emarginata), amora (Rubus fruticosus),
aracad (Psidium guineense), buriti (Mauritia vinifera), cacau (Theobroma cacao),
cagaita (Eugenia dysenterica), caja (Spondias mombin), cambuci (Paivaea
langsdorffii), carambola (Averrhoa carambola), coco (Cocos nucifera), cupuacu
(Theobroma grandiflorum), framboesa (Rubus idaeus), garcinia (Garcinia sp.), goiaba
(Psidium guajava), graviola (Annona muricata), grumixama (Eugenia brasiliensis),
jabuticaba (Myrciaria cauliflora), jaca (Artocarpus heterophyllus), jatoba (Hymenaea
courbaril), kiwi (Actinidia deliciosa), laranja (Citrus sinensis), limao (Citrus limon), maca
(Malus sp.), mamao (Carica papaya), manga (Mangifera indica), maracuja (Passiflora
edulis), melancia (Citrullus lanatus), meldo (Cucumis melo), morango (Fragaria sp.),
murici (Byrsonima verbascifolia), pand (Annona crassiflora), péssego (Prunus
persica), pitanga (Eugenia uniflora), pitomba (Talisia esculenta), seriguela (Spondias
purpurea), tamarindo (Tamarindus indica), tangerina (Citrus reticulata), umbu
(Spondias tuberosa), uva (Vitis sp.) e uvaia (Eugenia uvalha).

As polpas de frutas foram compradas da "Polpa Norte", localizada na cidade

de Campo Mourédo (Parand, Brasil), e do "Sitio do Bello", em Paraibuna (Sao Paulo,



75

Brasil). Todas as polpas foram armazenadas congeladas a -80 ° C até as analises

posteriores.

2.2 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

Os solidos soluveis totais (°Brix) e o pH foram determinados através do
refratbmetro Abbe (modelo WY1A, EUA) e um medidor de pH Orion com um eletrodo
de vidro (modelo 710 A, Orion Research, Boston, EUA) a 20 °C, respectivamente. A
acidez titulavel foi medida de acordo com o método 942.15 da Association of Official
Analytical Chemists (AOAC, 2000).

A identificacdo de pectina foi determinada com o kit K-PECID 05/16
(Megazyme Internacional Irlanda Ltd, Condado de Wicklow, Irlanda). O pectato foi
incubado com pectato liase, uma enzima que cliva o acido poligalacturénico, liberando
oligossacarideos insaturados, que podem ser detectados por absorcao
espectrofotométrica a 235 nm (modelo UV-M51, BEL Engineering, Monza, MB, Italia).

A quantidade de produto insaturado produzido foi calculada pela Equacéo 5:
Produto insaturado = AL—A.S (Equacéo 5)

Onde:
AA = absorbancia da reagdo (ap6s 30 min) - absorbancia do branco.
L = caminho-comprimento da cubeta de reacdo (= 1 cm).

€ = o coeficiente de extingdo molar do produto de reacéo (4600 Mt cm™).

2.3 ANALISE REOLOGICA

As 42 polpas de frutas foram avaliadas em um reémetro rotacional MARS llI
(Haake Co, Alemanha). As polpas de frutas apresentaram uma ampla gama de

viscosidades, 0 que exigiu 0 uso de geometrias de medicdo adequadas para cada
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polpa. Portanto, as polpas de menor viscosidade foram avaliadas com uma célula
Couette de superficie lisa com didametro externo de 27,20 mm e didametro interno de
25,08 mm. Por outro lado, as polpas mais viscosas foram estudadas com placas
paralelas ranhuradas com 35 mm de diametro e 1 mm de espacamento que evitou
deslizamento da parede durante as medi¢bes (DIMITRIOU et al.,, 2011). Todas as
analises foram conduzidas a 25 °C e a temperatura foi controlada por um sistema de
banho termostatico Peltier.

Os experimentos foram realizados com a curva de escoamento em regime
permanente. Taxas de cisalhamento constantes, linearmente variando de 103a 10 s
1, foram impostas a cada polpa, com o objetivo de avaliar as respostas de tensdo no
estado estacionario. As taxas de cisalhamento foram impostas na forma de
patamares, da maior para a menor taxa de cisalhamento (DA CRUZ et al., 2002;
DIVOUX et al., 2013), e cada patamar de taxa teve a duracao de 60s. A tensao inicial
no estado estacionario foi entdo tomada como a média das tensdes nos ultimos 9 s
do patamar. Os experimentos foram realizados em duplicata, de acordo com outros
trabalhos da literatura (GENOVESE et al., 2010; MOELANTS et al., 2014; DE AGUIAR
et al., 2016; SANTOS et al., 2016). Os dados de tenséo de cisalhamento versus taxa
de cisalhamento para cada uma das repeticdes foram ajustados pela equacéao de
Herschel-Bulkley, Equacdo (6). Nesta equagédo, 1w [Pa], k [Pa.s"] e n [-] s&o os
parametros ajustados e representam, respectivamente, a tenséo limite de escoamento
extrapolada (tensdo inicial), o coeficiente de consisténcia e o indice de

comportamento.

T=19+ ky" (Equacéo 6)

2.4 ANALISE DOS DADOS

O CCSWA foi aplicado para mesclar os conjuntos de dados reolégicos e fisico-
guimicos. O método foi realizado seguindo um algoritmo proposto por Qannari et al.
(2000) e detalhado por Bouveresse et al. (2011). Supondo-se p tabelas de medidas
diferentes que descrevem um conjunto de n amostras, existem matrizes p disponiveis,

Xi, de tamanhos n x ki (i = 1 para p), em que kié o nUmero de medidas usadas em
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cada conjunto de dados. Cada matriz € primeiro centrada na coluna (XiC) e depois
normalizada (dividida pela norma Frobenius) para obter uma matriz de escala de
variancia (XiS). A normalizacdo das matrizes de dados foi realizada para garantir que
todos os blocos de dados tivessem uma ordem de magnitude similar. Como os p
blocos de dados originais foram normalizados como descrito acima, p também
corresponde a variancia total dos dados (Bouveresse et al., 2011). A Equagéo 7

mostra a formulacdo de modelos CCSWA como matrizes de associacao (W).

W; = QAIQT +E; (Equacéo 7)

onde W; = X;sX%; Q é a matriz na qual as colunas sdo as dimensdes comuns qz, gz,
..., Jp € QT é a transposta da matriz Q; Al é a matriz diagonal cujo ki elemento diagonal
Ad é o peso iterativamente otimizado associado ao nimero da tabela de dados i e ao
componente comum (x; € Ei € a matriz residual (Mazerolles et al., 2006; Qannari et
al., 1995). Os componentes comuns (CCs) e suas correspondentes saliéncias sao
computados iterativamente. A resolucdo para o problema de minimizacéo resulta em
um algoritmo de minimos quadrados alternados (ALS). O mesmo algoritmo ALS é feito
apos a deflacdo da matriz de associacdo, para determinar oS componentes
subsequentes e as saliéncias associadas (QANNARI et al., 2001).

Um método estatistico multivariado nédo-supervisionado (HCA) foi aplicado
aos dados reologicos e fisico-quimicos, para agrupar amostras com base na
dissimilaridade apresentada. O método foi utilizado considerando as distancias
euclidianas e as técnicas de Ward (método de aglomeracdo e truncamento
automatico). Ambas as analises foram realizadas no MATLAB R2008b (The
Mathworks, Inc., Natick, EUA).



78

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO DE POLPAS DE FRUTAS

Polpa de fruta, segundo a Resolugcdo CNNPA n°12 de 1978 (ANVISA, 1978),
€ definida como produto obtido por esmagamento das partes comestiveis de frutas
carnosas por processos tecnologicos adequados. Segundo a legislacéo brasileira para
produtos fabricados a partir de frutas, RDC n°8 de 2013 (ANVISA, 2013), as polpas
de frutas comerciais podem conter acidulante/regulador de acidez, antiespumante,
antioxidante, aromatizante, conservador, corante, estabilizante e sequestrante,
respeitando os limites estabelecidos por esta resolucédo. Estas informacfes sao
necessarias para que seja compreendido que as caracteristicas obtidas pelas analises
fisico-quimicas estdo levando em consideracdo que estas polpas de frutas séo
produtos processados e que podem conter os aditivos citados anteriormente, o que
pode influenciar nas caracteristicas das mesmas. Além disso, outros fatores
intrinsecos das frutas, como variabilidade genética, fertilizagdo, condi¢des climaticas,
solo, localizagdo geografica, estagdo, cultivo, amadurecimento e colheita afetam as
caracteristicas fisico-quimicas (GONCALVES et al.,2018).

As caracteristicas fisico-quimicas e a presenca de pectina nas 42 polpas

de frutas estudadas estédo apresentadas na Tabela 8.



TABELA 8 - CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA E QUANTIFICACAO DE PECTINA EM POLPAS

DE FRUTAS.
Polpas Sélidos Acidez titulavel Quantificacao de
frutas soluveis (°Brix) pH (g/100 mL) pectina (M)*

Liméo 3,81+ 0,01 2,42+0,08 2,28+0,03 3,13:105+3,32:107
Melancia 8,04+0,02 5,51+0,01 0,08+0,00 5,14-10%+4,21-107
Tangerina 19,67+0,01 3,29+0,04 1,05+0,02 3,67-10-%+ 2,05-107
Laranja 24,01+0,01 3,5040,00 1,62+0,04 3,15-106+3,74-107
Mel&do 6,83+£0,00 6,34+0,03 0,39+0,00 4,96-10-6+3,90-10”7
Carambola 7,42+0,02 3,2040,02 0,67+0,01 1,37-105+2,86-10°
Cagaita 5,65+0,01 3,01+0,00 0,54+0,00 1,02:10°+1,38-106
Pitomba 10,01+0,00 3,66+0,01 0,72+0,02 1,44-105+1,42-10°
Framboesa 8,06+0,00 3,04+0,05 0,48+0,00 1,62:10°+2,50-106
Uvaia 7,41+0,02 2,91+0,07 1,89+0,03 1,75-105+1,46-106
Uva 14,22+0,01 3,29+0,04 0,54+0,01 1,04-:10°+£1,61-106
Cacau 12,25+0,01 3,5240,02 0,89+0,02 1,25-105+1,52-106
Coco 2,81+0,02 4,67+0,01 0,19+0,00 7,30-10%+2,47-107
Kiwi 13,04+0,00 3,2740,00 1,52+0,03 1,14-105+2,35-106
Caja 9,26+0,00 2,77+0,03 0,88+0,02 1,36-10°+£1,40-106
Maracuja 12,40+0,01 2,88+0,00 3,86+0,03 6,54:10%+4,11-107
Acai 5,03+£0,00 4,21+0,00 0,23+0,01 1,69:10°+£2,23-106
Grumixama 8,60+0,00 3,58+0,01 0,69+0,01 1,45-105+1,19-106
Amora 9,01+0,01 3,15+0,03 0,51+0,00 1,78:10°+1,39-106
Abacaxi 12,04+0,01 3,7940,07 0,59+0,01 2,83-106+2,97-107
Cambuci 6,60+0,00 2,62+0,04 2,16+0,01 2,13-:10°+2,91-106
Pitanga 8,07+0,01 3,31+0,03 1,28+0,04 1,56-105+1,21-106
Péssego 8,03+0,01 3,46+0,04 0,78+0,03 1,80-10°+2,29-106
Morango 7,81+0,00 3,38+0,02 0,79+0,00 1,86-105+1,41-10°
Jatoba 6,68+0,00 4,38+0,00 0,68+0,03 1,99:10°+2,10-10¢
Acerola 7,61+0,00 3,44+0,01 0,89+0,01 1,86:105+1,60-106
Graviola 11,27+0,01 3,65+0,03 0,83+0,02 1,61-10°+2,02:10°
Araca 11,05+0,02 3,5040,05 1,57+0,03 1,62-105+2,08-10°
Seriguela 12,89+0,00 2,9040,00 0,98+0,04 2,2:10°+1,00-106
Manga 13,01+0,01 3,87+0,00 0,62+0,01 8,12:106+4,71-107
Jabuticaba 12,24+0,00 3,07+0,01 0,94+0,02 1,51-10°+1,23-10°
Tamarindo 17,62+0,00 2,3610,03 2,85+0,03 7,12:10645,99-107
Mamaéo 10,21+0,01 5,05+0,01 0,08+0,00 2,12:105+2,05-10
Cupuacu 10,60+0,01 3,3510,02 2,11+0,06 1,41-105+1,26-107
Maca 12,04+0,02 3,7840,00 0,33+0,00 8,95:10%+4,41-107
Jaca 23,81+0,00 4,82+0,01 0,57+0,01 8,46:10%+5,36-107
Umbu 6,80+0,00 2,36+0,04 1,65+0,03 2,95-10°+1,04-10¢
Goiaba 6,03+0,00 4,03+0,00 0,76+0,01 1,78-105+2,03-10¢
Pana 17,06+0,00 4,39+0,00 0,55+0,00 2,86-10°+3,02:10©
Murici 6,67+0,00 3,731£0,00 1,07+0,04 1,61-105+1,45-106
Garcinia 7,21+0,01 2,7940,03 1,60+0,03 2,17-10°42,73-10©
Buriti 7,02+0,01 3,62+0,01 0,46+0,00 2,00:10°+1,69-106

*Quantificacdo de pectina é expressa como produto insaturado (M).
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A caracterizacao representa importantes parametros que devem ser levados
em consideracdo em relacdo a qualidade das polpas. Estes devem respeitar a
legislacdo vigente estabelecida pelo Ministério da Agricultura e Abastecimento
(BRASIL, 2000), que regulamenta os padrdes de identidade e qualidade para as
polpas de frutas. No entanto, esta legislagédo ndo engloba os parametros de todas as
polpas de frutas analisadas nesta pesquisa e isso se deve ao fato de que muitas frutas,
como as do cerrado brasileiro, tiveram maior reconhecimento da populacdo e
comercializacdo apenas nos ultimos anos.

Comparando os valores obtidos das analises fisico-quimicas das polpas de
frutas com as polpas presentes na legislacéo, foi verificado que a maioria das polpas
apresentaram valores dentro do regulamentado, com excecéo das polpas de cacau,
goiaba e meldo que apresentaram valores de sdlidos solUveis um pouco abaixo do
padrdo, sendo que os valores minimos para essas polpas de acordo com a legislacéo
sdo: 14,00 °Brix para o cacau; 7,00 °Brix para a goiaba e 7,00 °Brix para o meldo.
Esses resultados indicam qualidade do produto ofertado para o consumidor, uma vez
qgue as marcas estdo atendendo as normas.

A pectina consiste em uma familia de heteropolissacarideos complexos,
compostos predominantemente de residuos de acido galacturdnico parcialmente
metoxilados (GUO et al., 2012a). Além das proteinas, os polissacarideos séo o0s
principais componentes dos produtos alimenticios e as vezes sdo usados para
controlar a estrutura, textura e estabilidade (CHAN et al., 2017).

Das caracteristicas fisico-quimicas das 42 polpas de frutas estudadas, pode-
se observar que os valores de pectina seguem a mesma tendéncia da viscosidade
média aparente, determinada pela analise reoldgica, que sera discutida mais adiante
na Secdo 3.2 deste capitulo; ou seja, as amostras com 0 maior concentracado de
pectina sdo as amostras com maior viscosidade. Assim, pode-se dizer que a
concentracdo de pectina influencia os dados reolégicos. No entanto, esse
comportamento ndo segue uma relacdo linear, porque as polpas de frutas sao
estruturas complexas e outros componentes podem afetar seu comportamento
reologico.

Segundo Chan et al. (2017), quando a pectina € razoavelmente diluida em
uma solugéo, as moléculas estéo distantes umas das outras, e a interagdo entre elas
€ menos provavel de ocorrer do que nas solugdes concentradas. Consequentemente,

a proporcdo aumentada de moléculas hidratadas pode causar apenas um ligeiro
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aumento na viscosidade, devido a distor¢do no padrao de velocidade do liquido. Por
outro lado, quando a concentracdo de pectina € aumentada, as distancias
intermoleculares entre as moléculas de pectina diminuem, facilitando as interacdes
intermoleculares e, assim, aumentando a viscosidade do fluido. Neste trabalho, a
maioria das polpas de frutas com baixa viscosidade (por exemplo, lim&o, melancia,
tangerina, laranja, meldo, maracuja, abacaxi e coco) também apresentam menores
concentracdes de pectina que as demais polpas. Umbu, cambuci, pana e garcinia sao
exemplos de polpas de frutas com concentracfes relativamente mais altas de pectina
e uma viscosidade média consideravelmente maior.

Embora as maiores fontes de pectina seja advinda das cascas de frutas
citricas, polpa de maca e polpa de beterraba (GUO et al., 2012a), a caracterizacao
das polpas de frutas em relacdo a quantidade de pectina, assim como as outras
caracteristicas fisico-quimicas (sélidos soluveis, pH e acidez) ajudaram a
compreender o comportamento reolégico de cada fruta, o que séo fatores essenciais
no processamento das mesmas, dimensionamento de equipamentos, assim como é

de suma importancia para possiveis aplicacdes de subprodutos.

3.2 ESTUDO REOLOGICO DAS POLPAS DE FRUTAS

Nas curvas de escoamento em regime permanente das 42 polpas diferentes
(Figura 15), os simbolos representam a média da tenséo de cisalhamento medida para
cada taxa de cisalhamento imposta, as barras de erro representam o desvio padrao
dos dados experimentais, e as linhas representam o ajuste da equacao de Herschel-
Bulkley. Os dados séo apresentados em quatro faixas de viscosidades (Figura 15 (a
— d)) para facilitar a visualizacédo dos resultados. Como pode ser visto, a maioria das
polpas sao viscoplasticas, o que significa que elas ndo escoam a menos que a tensao
limite de escoamento seja superado (BALMFORTH et al., 2014).

A tenséo limite de escoamento é a tensao de cisalhamento minima necessaria
para iniciar o escoamento, estando associada a estrutura interna do material que deve
ser quebrada (GENOVESE; RAO, 2005; TABILO-MUNIZAGA; BARBOSA-
CANOVAS, 2005). A tensdo limite de escoamento diferencia o comportamento dos

materiais, pois 0s materiais com tenséo limite de escoamento exibem uma transicao
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de um comportamento predominantemente elastico para um comportamento
preponderantemente viscoso no limite de escoamento (BAYOD et al.,, 2007,
FERNANDES et al., 2017). As polpas de frutas sdo exemplos de materiais
multifasicos, pois contém componentes insolUveis em sua COmMpOSIiCa0 e, Como
resultado, a tensdo desse tipo de material € caracterizada como estando acima da
tensao limite de escoamento (SUN; GUNASEKARAN, 2009).

A tensdao limite de escoamento das polpas de frutas € geralmente associada
a presenca de uma fase dispersa (CANTU-LOZANO et al., 2000). No entanto, o efeito
do tamanho das particulas na tenséo limite de escoamento das polpas de frutas
parece divergir, dependendo da natureza da polpa (LEITE et al., 2014). Para as polpas
de tomate, por exemplo, particulas menores levam a um aumento na tensao limete de
escoamento (AUGUSTO et al., 2012). Para outras polpas, como as polpas de maca
(SCHIJVENS et al., 1998) e de abacaxi (SILVA et al., 2010), a diminuicdo do tamanho
das particulas resulta em uma resisténcia relativamente menor ao fluxo e, portanto,
ao declinio na tenséo limite de escoamento. Uma explicacdo plausivel para esse
fenbmeno é apresentada por Moelants et al. (2014); ou seja, enquanto particulas
menores tendem a aumentar as interagdes entre as particulas e assim, aumentar a
tensdo limite de escoamento (YOO; RAO, 1994), particulas maiores tendem a se
agrupar, ocupando mais espaco devido ao empacotamento ineficiente das particulas,
0 que pode aumentar a tensdo limite de escoamento do material (QUEMADA, 1999).

A viscosidade aparente das polpas, dada pela Equacéo (8), pode ser tomada
como a inclinacéo das curvas tensao de cisalhamento versus taxa de cisalhamento, a

cada taxa de cisalhamento avaliada.

n=t/y (Equacao 8)

Para a maioria das polpas estudadas, a viscosidade aparente ndo € constante
em toda a faixa de taxas de cisalhamento avaliadas (Figura 15). Esta observacéo
indica que a equacédo de Herschel-Bulkley € de fato o modelo adequado para ajustar
0 comportamento reolégico das polpas, uma vez que considera tanto a tenséao inicial
guanto a resposta nao linear das curvas de escoamento. Segundo Moelants et al.
(2014), a viscosidade das polpas depende da concentracdo de particulas dispersas

(MEWIS; WAGNER, 2012). O comportamento pseudoplastico das polpas pode ser
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explicado pela quebra gradual da estrutura (DESHPANDE et al., 2010), formada pelas

interacdes entre as particulas e entre as fases continua e dispersa.

FIGURA 15 - CURVAS DE ESCOAMENTO EM REGIME PERMANENTE DAS POLPAS DE FRUTAS.
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As médias dos dados de cada leitura foram ajustadas nos parametros de

Herschel-Bulkley (7,, k e i), assim como a média dos coeficientes de correlagéo dos

ajustes, R2 e o desvio padrdo dos parametros (Tabela 9). A média da viscosidade

aparente 7 (também mostrada na Tabela 9) pode ser calculada de acordo com a

Equacédo 9, em que m € o numero de diferentes taxas de cisalhamento avaliadas, e 7;

€ a viscosidade aparente medida para cada taxa de cisalhamento. A viscosidade

aparente media 7 ndo € um parametro fisico e serve apenas como referéncia para

comparar a viscosidade média das polpas de frutas.

_ Zﬁﬂ?i
n m

(Equacéo 9)
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TABELA 9 - MEDIAS E DESVIO PADRAO DOS PARAMETROS DE HERSCHEL-BULKLEY

AJUSTADOS AS POLPAS DE FRUTAS.

Poflrz?isde %o [Pa] k[Pa.s"] ] R? [Pg.s] vigc?l)xsailddaede
Lima&o 0,000 + 0,000 0,001 +0,000 0,991 +0,008 1,000 0,001
Melancia 0,000 + 0,000 0,004 +0,893 0,893+0,014 0,999 0,002
Tangerina 0,000 + 0,000 0,005+0,926 0,926 +0,002 1,000 0,004
Laranja 0,000 + 0,000 0,043+0,630 0,630+0,051 0,980 0,004
Meldo 0,807 + 0,041 0,033+0,719 0,719+0,011 0,997 0,013
Carambola 0,502 + 0,012 0,004 +0,000 0,990 +0,006 0,974 0,015
Cagaita 0,908 + 12,295 0,062 +0,696 0,696 +0,020 1,000 0,018 Viscosidade
Pitomba 0,064 + 0,091 0,128 +0,650 0,650+ 0,068 0,989 0,019 Baixa
Framboesa 1,002 + 0,070 0,133+0,707 0,707 +0,001 1,000 0,033
Uvaia 2,560 + 3,560 0,523+0,530 0,530+0,116 0,964 0,036
Uva 2,046 + 0,187 0,101 +0,715 0,715+0,017 1,000 0,036
Cacau 3,213 +0,136 0,035+0,813 0,813+0,110 0,994 0,037
Coco 0,245 + 0,125 0,164 +0,725 0,725+0,003 1,000 0,037
Kiwi 2,284 +0,117 0,160+ 0,646 0,646 + 0,003 1,000 0,040
Caja 1,910 + 0,096 0,160 +0,676 0,676 +0,016 0,999 0,040
Maracuja 0,883 + 0,037 0,075+0,752  0,752+0,005 1,000 0,045
Acai 0,467 + 0,088 0,856 + 0,452  0,452+0,016 0,989 0,047
Grumixama 2,973 + 0,034 0,180+ 0,636 0,636 +0,001 1,000 0,048
Amora 0,981 + 0,587 0,498 + 0,562 0,562 +0,065 0,999 0,051
Abacaxi 0,000 + 0,000 1,194 £ 0,400 0,400 +0,002 0,974 0,056
Cambuci 5,217 + 0,235 0,015+1,104 0,996+0,020 0,998 0,056 Viscosidade
Pitanga 3,882 + 0,668 0,008 +0,001  0,988+0,011 0,996 0,063 Média
Pera 1,991 + 0,138 0,348 +0,648 0,648 +0,004 1,000 0,065
Morango 5,429 + 0,733 0,226 + 0,695 0,695 +0,045 0,996 0,080
Jatoba 0,000 + 0,000 2,878 +0,347 0,347+0,022 0,995 0,083
Acerola 4,660 + 0,063 0,684 +0,524 0,524 +0,002 0,999 0,087
Graviola 4,527 + 0,382 2,767 +0,384  0,384+0,009 1,000 0,140
Aracé 7,524 + 1,006 0,906 + 0,574 0,574+0,039 0,999 0,145
Seriguela 7,524 + 1,006 0,906 + 0,574 0,574+0,039 0,999 0,145
Mango 5,061 + 0,274 1,713+0,500 0,500 +0,006 1,000 0,154
Jabuticaba 6,966 + 3,718 2,880+0,488 0,488+0,261 0,990 0,157
Tamarindo 8,545 + 1,892 2,633+0,429 0,429+0,012 0,999 0,193
Mamao 8,067 + 0,638 2,465+0,455 0,455+0,014 0,999 0,193
Cupuagu 3,732 £ 5,277 6,147 +0,352  0,352+0,084 0,996 0,212
Maca 3,588 + 0,022 5,660+ 0,367 0,367 +0,006 1,000 0,229 Viscosidade
Jaca 15,376 + 1,970 2,083+0,523 0,523+0,025 0,999 0,274 Alta
Umba 0,000 + 0,000 8,806 + 0,372  0,372+0,001 0,999 0,313
Goiaba 18,697 + 7,692 7,802 +0,373 0,373+0,048 0,997 0,426
Pana 70,272 + 1,478 1,234+0,629 0,629+0,055 0,991 0,713
Murici 67,921 +12,295 5088+0,499 0,499 +0,134 0,988 0,833
Garcinia 158,682 + 50,021 18,994 + 0,441 0,441 +0,210 0,978 1,909
Buriti 122,850 + 64,738 97,129+ 0,241 0,241+0,070 0,988 2,848

NOTA: 1o [Pa]itensdo limite de escoamento extrapolada (tensdo inicial); k [Pa.s"]: coeficiente de
consisténcia; n[-]:indice de comportamento; R2: coeficiente ddeterminagéo; j: viscosidade aparente.
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A viscosidade aparente média das polpas de frutas variou de 0,001 a
2,848 Pa.s. Portanto, as polpas de frutas foram classificadas em trés faixas de
viscosidade: polpas de baixa viscosidade (7 < 0,040 Pa.s), polpas de média
viscosidade (0,040 < 77 < 0,145 Pa.s) e polpas de alta viscosidade (0,145 <7 < 2,848
Pa.s). A organizacao das polpas de frutas nessas trés regides de viscosidade fornece
um banco de dados do comportamento reoldgico das polpas de frutas, que podem ser
usadas para projetar equipamentos e tubulacdes para o processamento de polpas de
frutas. Além disso, a Figura 16 apresenta a viscosidade em funcdo da taxa de
cisalhamento das polpas dos frutos, indicando os trés faixas de viscosidade

delimitados pelas polpas de limdo, carambola, seriguela e buriti.

FIGURA 16 - A VISCOSIDADE APARENTE EM Fl’JNQAO DA TAXA DE CISALHAMENTO
DAS POLPAS DE FRUTAS COMO LIMAO, KIWI, ARACA E BURITI, LIGOU AS REGIOES DE
BAIXA, MEDIA E ALTA VISCOSIDADE.
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3.3 ANALISE ESTATISTICA MULTIVARIADA

A aplicagdo da quimiometria na Ciéncia e Tecnologia de Alimentos € uma
ferramenta importante para avaliar semelhancas ou diferencas entre um grande

namero de amostras e projeta-las em um plano de fator bi/tridimensional baseado em
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vérias caracteristicas (GRANATO et al., 2018). A andlise multivariada foi realizada
com dados de pectina e solidos soluveis, a fim de avaliar a influéncia de cada um
sobre o comportamento reoldgico das amostras estudadas neste trabalho, uma vez
que as polpas se comportam como fluidos ndo-newtonianos como resultado de
interacbes complexas entre sollveis e solidos suspensos e substancias pécticas
(HAMINIUK et al., 2006).

Para a andlise De CCSWA, os dados foram divididos em duas tabelas:
reologia e fisico-quimica. Dois CCs foram suficientes para acumular 99,51% da
variancia dos dados contidos nas duas tabelas (CC1 = 58,05% e CC2 = 41,46%). As
protuberancias de cada CC, correspondendo a contribuicdo de cada tabela de dados

na separacao da amostra, também foram fornecidas (Tabela 10).

TABELA 10 - SALIENCIAS / PESO ESPECIFICO DE CADA CONJUNTO DE DADOS DE ACORDO
COM O COMPONENTE COMUM CC1 A CC5.

Tabela de dados CcC1 cc2 CC3 CC4 CC5
Reologia 0,007 0,904 0,088 9,901-107 4,512-10°
Fisico-quimica 0,946 3,539-105 0,001 0,043 0,010

As saliéncias mostram que CC1 tem a maior contribuicdo da tabela com os
dados fisico-quimicos e o CC2 da tabela com os dados de reologia. O fato de as
tabelas ndo apresentarem simultaneamente projecdes elevadas no mesmo CC indica
que as informacdes contidas em cada tabela sdo complementares e néo
correlacionadas. Essa afirmacdo é confirmada pelas baixas correlacdes entre as
variaveis das duas tabelas.

Com base nos loadings (Figura 17A) para cada tabela de dados, é possivel
verificar que a andlise de solidos soluveis foi a principal responsavel pela distribuicéo
das amostras em CC1l. Além disso, os escores do CC1 (Figura 17B) permitem
visualizar quais amostras foram destacadas, de acordo com a importancia obtida na
distribuicdo. As polpas de tangerina, laranja, tamarindo, jaca e pana apresentaram
valores de CC1 consideravelmente superiores as demais polpas (Figura 18), devido
ao alto valor de solidos soluveis, 0 que significa que essas polpas possuem grande

guantidade de agUcares naturais em sua composi¢cado. Em contraste, as amostras com
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valores comparativamente mais baixos de solidos sollveis, como coco, limdo e acai,
foram colocadas na parte negativa da distribuicdo CC1.

As cargas de CC2 (Figura 17C), em que as amostras foram distribuidas
principalmente em funcéo dos dados reoldgicos, verificaram que a tensado limite de
escoamento foi o principal parametro responséavel pela distribuicdo das amostras no
CC2. Esse parametro estd diretamente relacionado a pressdo em tubulacdes
necessaria para iniciar o escoamento de cada produto (NEGRAO et al., 2011),
fundamental para o dimensionamento de tubula¢des industriais.

Os escores amostrais, representando a importancia de cada amostra na
distribuicdo CC2 (Figura 17D), demonstraram que as polpas de garcinia, pana e buriti
apresentaram maiores escores CC2 do que as demais, devido a sua tensao limite de
escoamento ser consideravelmente maior quando comparadas as demais polpas.
Esse resultado aconteceu porque essas frutas nativas, possuem polpas com
particulas maiores e fibrosas, levando a polpas comerciais substancialmente mais
viscosas que as demais. A baixa tensdo inicial das outras polpas em relacdo a
garcinia, pand e buriti, explica porque essas amostras ndo se destacaram na
distribuicdo das amostras e, em vez disso, foram agrupadas no mesmo grupo na
distribuicdo CC2 (Figura 18).
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FIGURA 17 - SCORES E LOADINGS DA ANALISE DE CCSWA (A - B) DE DADOS FiSICO-QUIMICOS E (C - D) REOLOGICOS.
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FIGURA 18 - DISTRIBUICAO DE AMOSTRAS DE ACORDO COM CCSWA EM CC1 E CC2.
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A andlise CCSWA distribui as amostras em um espaco bidimensional, de
acordo com caracteristicas semelhantes, dando igual importancia a todas as tabelas
de dados. Assim, este método destaca-se entre outros meétodos existentes de analise
estatistica multivariada, conforme demonstrado por Bouhlel et al. (2018) e Kassouf et
al. (2013), que avaliaram diferentes tipos de métodos, como analise de componentes
principais e andlise de componentes independentes. A CCSWA foi recentemente
utilizado no campo da Engenharia de Alimentos e mostrou-se eficaz na discriminacao
de amostras de acordo com as caracteristicas mais relevantes (BOUHLEL et al., 2018;
RAMPAZZO et al., 2018). Além disso, informacdes pertinentes foram extraidas da
matriz de dados, com base em um método de critério de otimizagdo original, para
produzir resultados complementares aos obtidos a partir da analise (BOUHLEL et al.,
2018; RAMPAZZO et al., 2018).

A analise de agrupamento com dados reoldgicos e fisico-quimicos foi
representada em um dendrograma construido a partir da matriz de dissimilaridades
dos componentes (Figura 19). As amostras foram agrupadas em trés grupos principais
de acordo com suas semelhancas. O grupo 1, que contém a maioria das amostras,
nao conseguiu uma boa separacdo de acordo com as caracteristicas, pois
representam as polpas com valores intermediarios de todos os parametros avaliados.
O grupo 2 associou as amostras com solidos soluveis elevados (12,0 a 24,0 °Brix),

que também apresentaram baixas concentracdes de pectina (3,15 x 10- 8,95 x 10®
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M). O grupo 3 apresentou uma diferenga de 100% quando comparado com os demais
grupos, corroborando com a analise de CCSWA, conforme demonstrado pelos
escores CC1 e CC2 (Fig. 3B e 3D), pois essas amostras apresentaram alto teor de
solidos soluveis e tensdo limite de escoamento. Ao analisar outras subdivisbes, &
possivel destacar alguns agrupamentos, como as amostras de pessegueiro e

morango, que mostraram pontuac¢des semelhantes na analise do CCSWA.

FIGURA 19 - ANALISE HIERARQ’UICA DE AGRUPAMENTOS (HCA) APLICADA A DADOS
REOLOGICOS E FISICO-QUIMICOS.
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O uso de analise estatistica multivariada por método multi-bloco e HCA
permite uma melhor visualizacdo de possiveis correlacbes entre as analises,
contribuindo para melhorar os processos industriais. Além disso, a abordagem pode
ser adaptada a varios tipos de materiais, 0 que é de suma importancia quando se lida
com matérias-primas que apresentam varia¢cdes substanciais, como as polpas de

frutas.
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4. CONCLUSOES

Este estudo forneceu informacbes criteriosas sobre caracteristicas
importantes para processos industriais por meio de analises fisico-quimicas realizadas
em 42 polpas de frutas, incluindo amostras n&o relatadas na literatura, como as frutas
nativas brasileiras. Essas caracteristicas podem influenciar o comportamento
reologico das polpas de frutas, conforme verificado pela analise estatistica. Os
atributos reologicos relatados podem servir como diretriz para o dimensionamento de
equipamentos e tubulagbes responsaveis pelo processamento desses materiais.

Foi evidenciada uma relacéo entre o teor de sélidos solluveis e a tensao limite
de escoamento, representada pelas amostras de garcinia e buriti, que apresentaram
escores semelhantes na andlise de CCSWA e foram separadas das outras polpas
pela andlise de HCA. Assim, o teor de sdlidos soluveis é a propriedade fisico-quimica
gue mais influenciou os parametros reoldgicos. No entanto, embora a analise de
pectina ndo tenha tido uma influéncia marcante na distribuicéo estatistica, também foi
observada uma relacao entre o teor de pectina e a viscosidade.

A analise CCSWA é ainda uma andlise recente utilizada para discriminar
dados obtidos por analises laboratoriais em engenharia de alimentos. Contudo,
mostrou-se eficiente para o objetivo proposto. Essa abordagem pode ser promissora
para trabalhos que possuem uma grande matriz de dados, na qual caracteristicas

relevantes que podem ser usadas para agrupar e classificar amostras sdo desejadas.
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CAPITULO 4: ESTUDO DOS COMPOSTOS FENOLICOS, ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE, ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E DIGESTAO IN VITRO DE
10 POLPAS DE FRUTAS NATIVAS E EXOTICAS
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RESUMO

As polpas de frutas sdo muito consumidas e possuem diversas aplicacdes na
industria de alimentos. Consequentemente, estudos sobre seus potenciais
antioxidantes, bioacessibilidades e atividades antimicrobianas dos compostos
bioativos presentes nas polpas vem crescendo nos ultimos anos. Esta pesquisa teve
0 objetivo de avaliar a concentragdo fendlica, capacidade antioxidante e microbiana
de dez extratos liofiizados de polpas de frutas, como também verificar a
bioacessibilidade das amostras por meio da andlise de digestao in vitro. Para isso, foi
determinado a concentracdo de compostos fendlicos totais (CFT), atividade
antioxidante, utilizando ensaios da atividade sequestrante do radical livre por DPPH*
e ABTS™, e 0 ensaio de potencial redutor de ferro por FRAP, além do perfil dos
extratos por UPLC-QToF-MSE. As polpas apresentaram altas concentracdes de CFT,
variando entre 3604,54 + 55,45 a 3890,90 + 254,57 mg EAG/100 g, como também,
apresentaram elevada atividade antioxidante nos diferentes métodos, DPPH (108,66
+ 2,26 e 727,85 + 6,23 umol TE/g), ABTS (137,01 + 1,81 e 958,20 + 8,20 umol TE/Q)
e FRAP (161,29 + 1,00 e 1257,27 + 1,09 umol TE/g). Na caracterizacédo dos extratos
por UPLC-QToF-MSE foram identificados uma série de compostos, destacando-se a
presenca dos &cidos citrico e quinico, identificados na maioria das amostras. Em
geral, a digestdo simulada teve um efeito redutor na bioacessibilidade dos compostos
superior a 80% em todas as amostras. Com relacao a concentragcdo minima inibitoria
(CMI), os extratos apresentaram inibicdo tanto para bactérias gram positivas
(Staphylococcus aureus e Bacillus cereus) quanto para gram negativas (Escherichia
coli e Salmonella enteritidis). Embora as polpas de frutas apresentarem elevado
potencial antioxidante e antimicrobiano, apds a digestdo in vitro foi verificado que
grande parte dos compostos sédo perdidos neste processo, 0 que instiga novas
pesquisas a buscarem alternativas para melhorar a absorcéo desses nutrientes no

organismo.

Palavras-chave: metabdlitos secundarios, cromatografia, concentragdo minima

inibitéria, bioacessivel.
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1 INTRODUCAO

O crescimento da conscientizacao sobre a saude e a demanda por alimentos
nutritivos de alta qualidade como consequéncia da busca por uma vida mais saudavel,
vem aumentando nos ultimos anos. Muitos estudos se concentraram no conteddo
fendlico e na capacidade antioxidante em espécies de plantas, com o objetivo de
compreender seu papel no valor nutricional dos produtos, sua valorizacdo comercial
e sua associacdo a prevencao de doencas degenerativas causadas, principalmente,
pelo estresse oxidativo (NEVES et al., 2015).

O consumo frequente de frutas tem sido correlacionado a menor existéncia e
menores taxas de mortalidade de cancer em humanos (DRAGSTED et al., 1993). A
prevencdo de inflamacdes, doencas cardiovasculares e distarbios relacionados ao
envelhecimento também podem ser associadas com a ingestdo de frutas que sao
ricas em compostos fendlicos e vitaminas (WILLET, 2001).

Embora a atividade antioxidante de frutas seja amplamente discutida, existe
a necessidade de estudos que investiguem o efeito da digestdo gastrointestinal nos
compostos bioativos. Durante o processo digestivo, apenas uma fracdo dos
compostos presentes na matriz alimentar € extraida e solubilizada, constituindo a
fracdo bioacessivel. Dai a importancia de testes como a digestao in vitro, capaz de
simular as condicdes fisioldgicas do processo digestivo humano, incluindo estdmago
e intestino (JARA-PALACIOSA et al., 2018).

Além de sua atividade antioxidante, os compostos fendlicos existentes nas
plantas também podem possuir atividade antimicrobiana (YAKHLEF et al., 2018;
PETROPOULOS et al., 2018). Apesar de existir diversos estudos sobre a capacidade
antioxidante das frutas, suas propriedades antimicrobianas séo pouco abordadas. A
capacidade antimicrobiana de uma fruta (ou seus extratos) é de extrema importancia,
pois apesar de grande quantidade de técnicas de preservacdo disponiveis, a
deterioracdo dos produtos alimentares por microrganismos ainda € um problema que
nao foi totalmente controlado (PAZ et al., 2015).

A utilizacao de polpas de fruta na fabricacdo de sucos e demais derivados se
caracteriza como uma fonte de alto valor nutricional e funcional na dieta (JEDDOU et
al., 2017). Desta forma, é de interesse que pesquisas demonstrem o potencial das

mesmas em varios aspectos, desde propriedades quimicas a antimicrobianas. Até


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996913000665#bb0050
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/oxygen-radical-absorbance-capacity
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onde se sabe, nenhum trabalho contemplou todas estas informac¢ées em uma mesma
pesquisa das polpas utilizadas.

Com base neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar 10 polpas de
frutas comerciais, por meio da avaliacdo da capacidade antioxidante e concentracao
de fendlicos totais, como também detalhar os compostos fendlicos e acidos organicos
por meio da andlise em UPLC-QToF-MSE. Além disso, a atividade antimicrobiana dos
extratos fendlicos foi avaliada contra algumas bactérias patogénicas. Para que
houvesse uma estimacao da bioacessibilidade das polpas no organismo humano, a

analise de digestéo in vitro foi realizada.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIA- PRIMA

Neste estudo foram utilizadas 10 espécies de polpas de frutas que
apresentaram maiores concentracdes de compostos fendlicos totais, de acordo com
os resultados mostrados no capitulo 2. Sendo as polpas de acai (Euterpe oleracea),
acerola (Malpighia emarginata), araca (Psidium guineenses), cambuci (Paivaea
Langsdorfiii), carambola (Averrhoa carambola), jabuticaba (Myrciaria cauliflora), murici
(Byrsonima verbascifolia), morango (Fragaria sp.), pand (Annona crassiflora), e
pitanga (Eugenia uniflora).

As polpas de frutas foram adquiridas da empresa “Polpa Norte”, localizada na
cidade de Campo Mourao (Parana, Brasil), e do “Sitio do Bello”, em Paraibuna (S&o

Paulo, Brasil). Todas as polpas foram liofilizadas para as analises posteriores.

2.2 PROCESSO DE EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

As amostras das polpas de frutas foram extraidas na proporc¢éo 1:20 (m/v), no

gual 1 grama de polpa liofilizada foi transferida para erlenmeyers e adicionados 20 mL
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de uma solucéo alcool etilico P.A. e agua destilada, 40:60 (v/v), respectivamente. Em
seguida, os erlenmeyers foram colocados em uma incubadora de agitagéo (Shaker
SL 222 - Solab, Piracicaba, SP, Brasil) a 130 rpm por 120 min em 25 °C. Apés a
extracdo, as solucdes foram transferidas para tubos de falcdo e centrifugada a 5000
rpm durante 10 minutos. As fracdes de sobrenadantes (extratos) foram transferidas
para o frascos ambar e armazenadas sob refrigeragcdo a 5 °C até as andlises
posteriores.

2.3 QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (CFT)

A quantificacdo dos compostos fendlicos nos extratos foram realizadas
conforme o método colorimétrico de Folin-Ciocalteu descrito por Singleton e Rossi
(1965), com algumas modificacdes. Em baldes volumétricos de 10 mL, foram
pipetados 7 mL de &gua ultrapura, 0,1 mL de extrato de fruta e 0,5 mL de reagente de
Folin-Ciocalteu. Apdés 3 minutos, foram adicionados 1,5 mL de carbonato de sédio a
20% e o volume foi aferido para 10 mL com &gua ultrapura. As leituras foram
realizadas com um espectrofotébmetro (UV M51, BEL Engineering, Monza, MB, Italia)
a 765 nm. O acido galico foi utilizado em diferentes concentracdes (0-500 mg/L) para
construir a curva de calibracdo. Os resultados foram expressos em mg EAG/100 g de

polpa seca.

2.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

2.4.1 Atividade sequestrante de radicais livres por DPPH

A determinacao da atividade antioxidante nos extratos pelo método DPPH foi
baseado no método de Brand-Williams et al. (1995) com algumas modificagfes.
Foram adicionados em tubos de ensaio, 2,75 mL de etanol P.A., 1,75 mL de solugao

de DPPH e 0,5 mL de extrato, logo apds foram mantidos no escuro por 30 minutos.
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As leituras foram realizadas com um espectrofotémetro (UV M51, BEL Engineering,
Monza, MB, Itdlia) a 517 nm de absorbéancia. Etanol P.A. foi utilizado como branco. A
curva de calibragé@o de trolox foi construida com concentragfes variando de 0 a 400
pmol/L. Os resultados foram expressos em pmol de trolox equivalente por 1 g de polpa
seca (umol TE/g PS).

2.4.2 Atividade sequestrante de radicais livres por ABTS

A determinacdo da atividade de inibicdo do radical ABTS foi realizada
conforme Re et al. (1999), com algumas modificacfes. Foram adicionados 4 mL de
solucdo radical ABTS em 40 pL dos extratos. A mistura permaneceu em repouso no
escuro durante 6 minutos a temperatura ambiente. Logo apés, foi realizada a leitura
em 734 nm. Uma curva padréo de trolox (0-1000 umol L!) foi plotada e os resultados

foram expressos em pmol de equivalente de trolox por 1 g de polpa seca.

2.4.3 Potencial antioxidante redutor de ferro (ensaio FRAP)

O ensaio FRAP foi realizado de acordo com a metodologia de Thaipong
(2006). O reagente FRAP foi preparado por uma mistura de tampao acetato (300
mmol/L, pH 3,6), 10 mmol/L de TPTZ (diluido em 40 mmol/L HCI) e 20 mmol/L de
FeCI3 (10/1/1, viviv). Em tubos de ensaio foram adicionados 150 uL do extrato das
polpas e 2850 uL do reagente FRAP. Os tubos foram agitados e incubados durante
30 minutos a 37 + 1°C, e entdo a absorbancia foi determinada a 594 nm. O potencial
redutor foi expresso em unidades de pmol de trolox equivalente por 1 g de polpa seca,
calculado a partir de uma curva padrdo com a concentragao variando de 0 a 1000

umol L de trolox.
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2.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A determinacdo da atividade antimicrobiana foi realizada com extratos
fendlicos das polpas de frutas, que foram obtidos de acordo com Item 2.2 deste
capitulo. Para as analises, o solvente (&lcool etilico) foi evaporado dos extratos em
um evaporador rotativo (Fisatom 802, Sdo Paulo, SP, Brasil) sob presséo reduzida a
50 = 2 °C. Os extratos rotoevaporados voltaram para sua concentracao inicial com
adicao de agua destilada e foram filtrados por membranas de 0,45 um e armazenados
em frascos ambar sobre refrigeracdo até o momento da andlise.

As concentra¢des minimas inibitérias (CMIs) foram determinadas por ensaios
de microdiluicdo, de acordo com a metodologia descrita por Wiegand, Hilpert e
Hancock (2008). Os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos com 50 uL de
caldo Mueller Hinton (MH) e 50 pL de extrato das polpas de frutas foram adicionados
na primeira linha da placa e depois foram realizadas diluicbes seriadas (1:1) dos
extratos em caldo MH. A faixa de concentracdo obtida para os extratos foi de 100 a
0,19 mg/mL. Em seguida, foram adicionados 50 pL da suspensdo bacteriana a
1,0 x 10° UFC mL ! em caldo MH ao contetdo dos pocos. As microplacas foram
incubadas a 37°C por 20 horas. Os microrganismos testados foram taphylococcus
aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC 11778), Escherichia coli (ATCC 25922)
e Salmonella enteritidis (ATCC 13076).

O CMI foi definida como a menor concentracdo dos extratos testados que
impediram o crescimento microbiano. As bioatividades foram registradas através da
coloracédo rosa nos poc¢os apos o uso do corante 10 L cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio
a 0,5% (v/v) em alcool metilico, onde ap6s 30 minutos de reincubacao a 37 °C, a leitura
foi realizada. Cada placa de teste incluiu controle de crescimento e controle de
esterilidade. O antibiético utilizado como referéncia foi a amoxicilina (concentragéo

inicial de 64 mg/L).
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2.6 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS POR UPLC-QTOF-MSE

Os experimentos foram realizados em um sistema Acquity UPLC H-Class
(Waters Corp., Milford, EUA) equipado com um amostrador automatico (Sample
Manager FTN, Waters Corp., Milford, EUA), mantido & temperatura ambiente. A
coluna utilizada foi uma coluna Acquity UPLC ® BEH C18 (50 x 2,1 mm, 1,7 ym),
mantida a 40 °C. Um sistema de fase mdvel constituido de agua (A) e acetonitrila (B)
(ambos contendo 0,1% de acido formico e 3 mmol/L de formato de amonio) foi utilizado
no modo de eluigéo gradiente, como se segue: 0- 5 min, 5% de B; 5-13 min, 5% a 95%
de B; 17-17,10 min, 95% a 5% de B; 17,10-20 min, 5% B. A vaz&o utilizada para
separacao dos compostos foi de 0,4 mL/min e o volume de injegao foi de 5 pL.

O espectro de massa acoplado ao sistema UPLC foi um espectro de massa
de quadrupolo-tempo de voo (Xevo G2-S, Waters, Milford, EUA), com uma fonte de
ionizacdo electrospray operada nos modos positivo e negativo. Os parametros da
fonte de ionizacdo foram estabelecidos da seguinte forma: tensdo do cone: 40 V;
voltagem capilar: 3,5 kV. A vazao de gas do cone e dessolvatacédo foi de 50 L/h e 800
L/h, respectivamente, usando nitrogénio de alta pureza como gas do cone e
dessolvatagao e argbnio como géas de colisdo. A temperatura da fonte foi estabelecida
em 150 °C e a temperatura de dessolvatacao foi ajustada em 500 °C. O procedimento
MSE (que obtém na mesma corrida analitica informacgées do ion precursor e dos seus
respectivos fragmentos) foi conduzido com a energia de baixa colisdo de 4 eV e a
energia de alta coliséo de 20 para 40 eV. Os dados de espectrometria de massa foram
coletados em modo de resolucdo de m/z 50 a 1000. A aquisicdo de dados ocorreu no
modo centroide, usando o software MassLynx ™ NT4.1. Para assegurar a precisao
da massa durante a experiéncia de MSE foi utilizada leucina encefalina como o
composto de referéncia ([M + H]* = 556,2771 e [M-H] = 554,2615.

2.7 SIMULACAO DA DIGESTAO GASTROINTESTINAL IN VITRO

As 10 amostras de polpas de frutas foram submetidas ao teste de simulagao

de digestdo gastrointestinal in vitro, segundo o método proposto por Gawlik-Dziki et
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al. (2009), com pequenas modificacdes. As amostras foram suspensas em etanol 40%
(v/v) e um branco com a mesma solugéo de etanol também foi submetido ao teste, a
fim de descontar possiveis interferéncias.

Primeiramente o ambiente simulado da etapa gastrica foi preparado ajustando-
se 0 pH das amostras para 1,2 com solucado de HCI 5 mol/L e apds adicionando 30
mL do fluido géastrico para cada 10 mL de amostra, preparado com 3,2 g/L de pepsina
em solugao 0,03 mol/L de NaCl. A mistura foi agitada a 150 rpm durante 120 min sob
protecdo da luz. Posteriormente, para a etapa que simula o ambiente intestinal,
ajustou-se o pH para 6,0 adicionando solu¢cdo de NaHCOs3 1 mol/L. Em seguida, foram
adicionados 5 mL de NaCl 120 mmol/L, 5 mL de KCI mmol/L e 30 mL de fluido
intestinal preparado pela dissolucéo de 0,05 g de pancreatina e 0,3 g de sais biliares
para cada 35 mL de solugdo de NaHCOs 0,1 mol/L. A mistura final foi levada para
agitacdo sob as mesmas condicbes citadas anteriormente, durante 60 min.
Finalmente, as solucdes foram centrifugadas a 6000 rpm durante 10 minutos e em
seguidas armazenadas a -20 °C até o momento das andlises de CFT e atividade
antioxidante por DPPH e ABTS.

As porcentagens de bioacessibilidade foram calculadas pela Equacéo 10, onde
Br é o valor da fracédo bioacessivel de cada método (apés digestao intestinal); Tc é 0
conteddo inicial de cada andlise (CFT, DPPH e ABTS) antes da digestdo (LUCAS-
GONZALEZ et al., 2018; VELDE et al., 2018).
(10)

B
Bioacessibilidade (%) = (T—F

>x100
c

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A concentracdo de compostos fendlicos totais (CFT) e da capacidade

antioxidante por diferentes métodos estao dispostos na Tabela 11.
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TABELA 11 - FENOLICOS TOTAIS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS DE POLPAS

DE FRUTAS.
Amostras CFT DPPH ABTS FRAP

(mg EAG/100g) (umol TE/Q) (umol TE/Q) (umol TE/g)

Acai 6166,36+6,36 P 168,89+6,03 ¢ 348,40+2,44 d 321,89+0,50 ¢
Acerola 13890,90+254,54 2 727,85+6,23 2 958,20+8,20 @ 1257,27+1,09 2
Araga 3604,54+55,45 1 108,66+2,26 " 137,012+1,81 " 165,23+3,09 hi
Cambuci 5189,09+47,27 ¢ 229,56+£13,90 ¢ 371,6046,40 © 425,13+1,77 ¢
Carambola 4983,63+12,72 ¢ 124,55+6,99 ¢ 196,62+6,21 ¢© 202,09£1,10f
Jabuticaba 5794,54+61,81 ¢ 260,97+1,08 b 387,80+6,21° 564,45+8,54 °
Morango 4307,27+61,81 9 130,81+0,72 "9 179,21+0,42°F 212,29+3,74 ¢
Murici 3689,09+27,27 126,435,679 158,25+1,42 9 161,29+1,00
Pana 4558,18+78,18f 150,13+0,91 ¢ 184,81+7,61F 178,29+0,54 ¢
Pitanga 3890,00+15,45 h 138,15+1,08 153,61+6,12 9 167,34+2,25 0

NOTA: Todos os valores sdo média * desvio padrao das triplicatas.
Valores na mesma coluna que ndo seguidos pela mesma letra sdo significativamente diferentes
(p <0,05).

De maneira geral, os resultados seguiram uma tendéncia, na qual as amostras
que apresentaram maiores concentracdes de CFT também apresentaram maior
potencial antioxidante. O conteudo de fendlicos totais variaram de 3604,54 + 55,45 a
13890,90 + 254,54 mg EAG/100g.

Rufino et al. (2010), que avaliaram 18 frutas, observaram que a polpa de
acerola também apresentou contetdo superior de compostos fenélicos comparado a
outras frutas avaliadas, apresentando valor de 10280,00 + 77,70 mg EAG/100g. Na
mesma pesquisa, 0s autores quantificaram o conteudo de vitamina C, onde foi
verificado que a acerola possuiu uma quantidade significantemente maior que as
demais frutas. Sabe-se que a vitamina C € um composto com grande capacidade
antioxidante (Rufino et al., 2010), o que pode explicar o motivo da polpa de acerola
ter se destacado, ndo apenas no conteudo de CFT, como também nas andlises de
atividade antioxidante.

Valores superiores de CFT foram obtidos quando comparado a outros autores
gue avaliaram polpas de frutas em comum com esta pesquisa, como Rufino et al.
(2010) que avaliaram as polpas de acai (3268,00 + 527,00 mg EAG/100g), acerola
(10280,00 + 77,70 mg EAG /100g), jabuticaba (3584,00 £ 90,90 mg EAG/100g) e
murici (2380,00 + 104,00 mg EAG/100g) e Paz et al. (2015) que avaliaram as polpas
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de acai (1808,00 + 28,00 mg EAG/100g) e acerola (12466,00 £+ 1256,00 mg
EAG/100g). Silva et al. (2014), contudo, apresentou um valor superior para a acerola
(29093,47 £ 799,68 mg EAG/100g).

Esta variacdo de valores ocorre pois a analise de compostos fendlicos totais
pelo método de Folin-Ciocalteu detecta uma grande quantidade de compostos como
fendis, agentes redutores e possiveis quelantes de metais. No entanto, outros
compostos interferentes podem ser detectados dependendo da matéria-prima
utilizada, como éacido ascorbico, frutose, glicose e sulfitos, como também alguns
aminoacidos e proteinas (MEDINA, 2011).

Com excecdo das polpas de araca e murici, as demais polpas apresentaram
diferencgas significativas entre si pela anélise de CFT. No entanto, com base nos
valores encontrados € possivel verificar que todas as polpas sédo excelentes fontes de
compostos fendlicos, de acordo com os niveis propostos por Vasco et al. (2008), que
dividiram em trés niveis de acordo com o valor de CFT: (i) baixo, quando o contetdo
de compostos fendlicos € abaixo de 500 mg EAG/100g; (ii) intermediario, quando os
valores variam entre 500 e 2500 mg EAG/100g; e (iii) alto, quando os valores séo
maiores que 2500 mg EAG/100g.

Diferentes métodos de analise de potencial antioxidante devem ser
empregados devido ao fato de que cada método responde e quantifica diferentes
mecanismos de reacao (PRIOR et al., 2005). Das analises realizadas, DPPH e ABTS,
possuem 0 mesmo mecanismo de reacao, por meio do sequestro de elétrons (NOIPA
et al., 2011). J4 na andlise de FRAP, a capacidade antioxidante é avaliada a partir da
habilidade que o antioxidante apresenta em reduzir o ion Fe (1) do complexo de 2,4,6-
tripiridil-triazina-Fe(lll) a Fe(ll) (BENZIE; STRAIN, 1996).

Quanto a atividade antioxidante, os valores variaram entre 108,66 + 2,26 e
727,85 £ 6,23 umol TE/g para a analise de DPPH, de 137,01 + 1,81 a 958,20 + 8,20
umol TE/g para ABTS e entre 161,29 + 1,00 a 1257,27 + 1,09 umol TE/g para FRAP.
Nas trés analises, a polpa de acerola foi a que apresentou o maior potencial
antioxidante, o que corrobora com outras pesquisas que avaliaram diferentes tipos de
polpas de fruta, como Rufino et al. (2010) e Paz et al. (2015).

Kang et al. (2012), apresentou valores de 133,40 + 11,20 e 320,30 % 23,80
pmol TE/g na analise de DPPH para duas diferentes espécies de acai, demonstrando
gue a espécie € um fator determinante na quantidade de antioxidantes presentes na

matriz.
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A andlise de correlacdo de Pearson (r) foi realizada entre os resultados obtidos

de CFT e capacidade antioxidante. Foi verificado que todas as correlacdes foram

altamente positivas, onde a correlacdo entre CFT e DPPH apresentou o r= 0,97, p<

0,001; CFT e ABTS com r=0,97, p< 0,001; CFT e FRAP com r= 0,93, p< 0,001; DPPH

e ABTS com r=0,97, p< 0,001; DPPH e FRAP com r= 0,96, p< 0,001 e ABTS e FRAP

com r= 0,97, p< 0,001. Rufino et al. (2010) também apresentou correlacdes positivas

entre CFT (p< 0,05) e ABTS (r= 0,92) e FRAP (r= 0,89). Almeida et al. (2011)

demonstrou correlagao positiva (p< 0,001) entre as anélise de DPPH e ABTS (r=0,92),
como também entre as analises de CFT e ABTS (0,94) e DPPH (0,88).

3.2 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS POR UPLC-QTOF-MSE

Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa de alta resolucao
tem sido amplamente utilizada para identificar compostos, pois oferece vantagens em
termos de sensibilidade e resolucédo. Apesar da maioria dos compostos presentes nos
extratos terem melhor ionizacdo no modo negativo (por exemplo, compostos fendélicos
contém grupos hidroxila e/ou &cido carboxilico adequados a desprotonacéo), algumas
antocianidinas séo identificadas principalmente no modo positivo. Desta forma, a
analise foi realizada em ambos os modos. Os extratos foram caracterizados
guimicamente por UPLC-QToF-MSE e os resultados estdo apresentados na Tabela
12. Além disso, os compostos nos extratos foram identificados de acordo com o
comportamento cromatografico, a precisdo da massa e os fragmentos obtidos em alta
energia.

Dentre os compostos identificados na acerola, o cianidina 3-ramnosideo e o
pelargonidina 3-ramnosideo, ja foram relatados em estudos anteriores (DELVA;
GOODRICH, 2010; RIBEIRO et al., 2018). Estes compostos séo representantes de
antocianinas, que sao reconhecidas por sua atividade antioxidante (RIBEIRO et al.,
2018). Os mesmos podem ter sido responsaveis pelo fato desta polpa ser a que
apresentou maior conteudo de CFT e atividade antioxidante. Outro composto
pertencente aos flavondis, a catequina, foi identificada nesta polpa, no entanto os
estudos prévios destacam apenas a cianidina 3-ramnosideo e pelargonidina 3-

ramnosideo como principais compostos identificados nesta matriz.
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Férmula
" m/z elementar
Ordem TR Massa m/z (lon lon (lon de fons Erro de massa Identificagéo Amostras
(min) exata precursor) PR (mDa)
fragmentado) provaveis
1 13,73 180,0422 181,0500 [M+H]*  L03:0369; CoHsOs ~ H9710;-2,7616; Acido cafeico Acai; Aracd; Pitanga
135,0431 0
84,9608; -2 4385: Acai; Acerola;
2 8,70 287,0556 287,0556  [M] 149,0232; CisHuOs* ) (2> Ta60 Cianidina Morango
213,0549
o Acai; Jabuticaba;
. 0,4453; 0,4453; Cianidina 3- ' '
3 9,10 449,1084  449,1084  [M] 287,0531 C21H20011+ 0.9297 dlicosideo Pitanga
4 8,70 433,1129 433,1129  [M]* 287,0518 C21H21010 -0,2308 Clanidinass Acerola
ramnosideo
. 449,1089; Cianidina 3- Acai
5 10,37 595,1663 5951663  [M] 287 0528 C27H31015+ 4,5365 - rinosideo ¢
177,1121; -3,0758; - ) ) e
8 13,70 194,0580 1950658  [M+H]* ’ ’ C10H1004 4,6138; Acido ferdlico Acai; Araca; Pana
149,0235
-3,0759
9 9,40 271,0600 271,0600  [M]* - CisH110s+ 1,84 Pelargonidina Acerola
10 8,50 433,1129 433,1129  [MJ* 271,0600 C21H21010  -4,3868; 0,9235 Pe'gﬁggg;gg‘;‘& Agai; Morango
11 9,40 417,1186 417,1193  [M[* 271,0500 C21H2100+ 1,6781 Pelargonidina 3- Acerola

ramnosideo
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12

13

14

15

16

17

18

19

20

11,99

9,20

7,80

8,40

0,43

7,70

9,67

9,40

9,50

579,1709

609,1813

302,0426

290,0790

192,0270

326,1001

302,0062

434,0485

448,0641

579,1736

609,1821

303,0503

289,0712

191,0192

325,0937

300,9984

433,0407

447,0563

[M]*

[M]*

[M+H]*

[M-H]

[M-H]

[M-H]

[M-H]

[M-H]

271,0600

301,0720

229,6521

151,0374,
125,0251,
123,0436;
245,0812;
203,0696

85,02809;
87,0083,
111,0080;
129,0185

145,0220

199,0031,;
175,0031,;
257,0107

300,9966

300,9970

C27H31014

C28H33015+

C21H18013

C15H140e6

CeHsO7

C15H180s

C14HeOs

C19H14012

C20H16012

4,6618

1,3132

-0,3300; 2,7100

2,4215; -1,0378;
1,0378; -0,6918;
-1,7297

-0,5235; 0,5235;
2,6175; 0O;
1,5705; 2,0940;
1,0470; 1,5705

4,3064

0; -1,3289;
-0,9967; -
2,3256;
-0,3322

-1,8474

-0,8900

Pelargonidina 3-
rutinosideo

Peonidina 3-
rutinosideo

Quercetina

Catequina

Acido citrico

Coumaroil hexosideo
Acido elagico
Acido elagico

pentose

Acido elagico
ramnosideo

Acai

Acai

Cambuci

Acerola; Araca;
Carambola; Morango;
Pana
Acai; Araca;
Cambuci;
Carambola;
Jabuticaba; Pitanga;

Morango; Pana
Morango

Araca; Cambuci;
Jabuticaba; Pitanga;

Morango

Jabuticaba

Morango
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21

22

23

24

25

26

27

28

29

0,80

10,10

8,58

10,60

9,5

9,55

10,00

9,30

0,34

170,0215

448,1005

594,1584

302,0426

478,0747

464,0954

448,1005

464,0954

192,0634

169,0137

447,0927

593,1520

301,0348

477,0669

463,0877

447,0927

463,0866

191,0556

[M-H]

[M-H]

[M-H]

[M-H]

[M-H]

[M-H]

111,0075;
125,0235

285,0395

285,0538

151,0086;
178,8406

301,0345

301,0327

301,0330

301,0327

85,0290;
92,9279;
123,0398

C7HeOs

C21H20011

C27H3001s

C1sH1007

C21H18013

C21H19012

C21H20011

C21H20012

C7H120s6

-1,7750; -
1,1833; 0,5917;
-0,5917; 0

0;-2,9076; 0

2,3603
-0,9966; -
0,3322;
-2,3253

-2,1000

-1,9435; 1,2956;
0,8637; 0,8637

-1,5657; -0,8947

-2,1594

0; -3,6639;

-1,0468; 0;

-4,0826; 0;
1,0468; -2,6170

Acido galico

Caempferol 3-
glicosideo

Caempferol 3-
rutinosideo

Quercetina

guercetina
glicoronideo

Quercetina 3-
glucosideo

Quercetina-
ramnosideo

Quercimeritrina

Acido quinico

Araca; Cambuci;
Jabuticaba; Pitanga;
Murici;
Jabuticaba;
Morango; Murici

Acai
Aracd; Pitanga;
Murici
Morango

Acai; Acerola;

Pitanga; Murici;

Jabuticaba; Pitanga

Jabuticaba

Acai; Aracé;
Cambuci; Carambola;
Jabuticaba; Pitanga;
Morango; Murici;

Pana
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30 8,6 448,1005  447,0927 [M-H] 357,0455 C27H3001s 4,4733 Orientina Acai
407,0768;
31 7,70 578,1424 577,1346 [M-H]- 425,0836; C3H26012 -0,1732 Procianidina Carambola
289,0708
L 463,0874; i . Murici
32 9,60 610,1534 609,1456 [M-H] 3010356 C27H3006 0,3283 Rutina
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Destacaram-se nesta pesquisa, o acido citrico e quinico, que foram os
compostos identificados na maior parte das frutas, ambos identificados nas polpas de
acai, araca, cambuci, carambola, jabuticaba, pitanga, morango e pand, sendo que o
acido quinico ainda foi identificado na polpa de murici. Ap0s 0s compostos citados
acima, catequina, acido elagico e acido galico seguem como 0s compostos mais
identificados entre as polpas.

Entre os compostos que vem ganhando cada vez mais atencdo dos
pesquisadores quanto as suas atividades benéficas a saude, o acido elagico destaca-
se por ter demonstrado em pesquisas que pode possuir entre outros efeitos,
propriedades antimutagénicas, antivirais e antioxidantes (BARCH et al., 1996;
PRIYADARCINI et al., 2002; TALCOTT,; LEE, 2002).

A polpa de jabuticaba, sendo a segunda amostra que apresentou maior
atividade antioxidante nas trés andlises, destacou-se pela quantidade de compostos
identificados, entre eles: cianidina 3-glicosideo, igualmente reportada no estudo de
Morales et al. (2016), assim como o composto fendlico acido elagico, o flavonoide
guercetina 3-ramnosideo e 0s acidos organicos citrico e quinico. Pertencente ao grupo
de flavondis, o caempferol hexosideo também foi detectado. Calloni et al. (2015),
mencionaram ser o primeiro trabalho a detectar a presenca de caempferol na
jabuticaba. Acido galico, composto também identificado nesta polpa, foi reportado pela
primeira vez por Reynertson et al. (2006).

As cianidinas e compostos glicosilados fazem parte de uma importante classe
dos compostos fendlicos, as antocianinas. Estes compostos foram identificados em
diversas polpas como acerola, acai, jabuticaba, morango e pitanga. Pesquisas tem
demonstrado que varios efeitos benéficos a saude tem sido relacionados a estes
compostos, como efeitos no metabolismo de gorduras (TSUDA et al., 2006; GUO et
al., 2012b), efeitos antidiabéticos (SASAKI et al., 2007; SCAZZOCCHIO et al., 2011)
e até mesmo efeitos anticancerigenos (KATSUBE et al., 2003; DING et al., 2006).

3.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO

As concentragcdes minimas inibitorias (CMI) dos extratos fendlicos das polpas

de frutas contra bactérias gram positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus cereus) e
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gram negativas (Escherichia coli e Salmonella enteritidis) estdo apresentados na
Tabela 13.

TABELA 13 - ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS DE POLPAS DE FRUTAS
AVALIADOS  PELO METODO' DE MICRODILUIGAO, ATRAVES DA
CONCENTRACAOQO MINIMA INIBITORIA (CMI).

CMI (mg/mL)
Amostras Gram-positiva Gram-negativa
S. aureus? B. cereus® E. coli¢ S. enteritidis®
Amoxicilina 0,25 4,00 12,5 1,00
Acai 100 50 100 100
Acerola 6,25 12,5 25 12,5
Araca 25 25 12,5 25
Cambuci 6,25 6,25 25 12,5
Carambola 6,25 6,25 25 12,5
Jabuticaba 6,25 6,25 25 25
Morango 6,25 12,5 12,5 12,5
Murici 50 25 25 50
Pana 25 12,5 50 100
Pitanga 6,25 6,25 25 12,5

NOTA: aStaphylococcus aureus, PBacillus cereus, °Escherichia coli, 4Salmonella enteritidis.

O controle positivo (amoxicilina) apresentou diferentes valores de CMI para
as cepas bacterianas utilizadas no estudo, variando de 0,25 mg/L (S. aureus) a 12,50
mg/L (E. coli). Os extratos fendlicos das polpas de frutas mostraram atividade
antimicrobiana contra as bactérias gram positivas e gram negativas testadas, com CMI
variando de 6,25 a 100 e 12,5 a 100 mg/mL, respectivamente. O estudo realizado por
Paz et al. (2015), também mostrou atividade antimicrobiana (10 a > 400 mg/mL) dos
extratos obtidos de oito tipos de polpas de frutas (acai, acerola, caja, guava, graviola,
manga, abacaxi e tamarindo), contra as bactérias L. monocytogenes, S. aureus,
Pseudomonas aeruginosa, E. coli e Salmonella sp.

A atividade antimicrobiana de compostos fendlicos estd associada com
diversos mecanismos, como desestabilizagcdo e permeabilizacdo da membrana
celular, bloqueio de substratos para o crescimento microbiano através do processo de

quelacdo de metais e inibicAo enzimatica causada pela ligagdo de grupamentos
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hidroxila de fendlicos com sitios ativos de enzimas microbianas (principalmente ferro
e zinco) (CUSHNIE et al., 2007).

Como pode ser observado na Tabela 13, os resultados do CMI mostram que
0s extratos foram, em sua maioria, efetivos contra as bactérias gram-positivas,
comparados aos resultados para a bactéria gram-negativa. De modo geral, as
bactérias gram-negativas sdo mais resistentes aos antimicrobianos de origem vegetal
devido a sua membrana externa de lipopolissacarideo, que restringe a difusdo de
compostos hidrofobicos, enquanto € permeavel aos nutrientes (OH et al., 2013). Esta
membrana tem sido responsavel pela incapacidade da industria farmacéutica de
produzir tipos de compostos de amplo espectro, que sdo igualmente ativos contra
bactérias gram-negativas e gram-positivas (OLIVEIRA et al, 2016).

Outros estudos demonstraram que 0s extratos hidroalcodlicos de plantas e
vegetais possuem maior efeito inibitério em bactérias gram-positivas do que negativas
(PIRES et al., 2018; TIAN et al., 2018), o que pode ser explicado pela composi¢cao de
compostos bioativos dos extratos. Tian et al. (2018), reportaram que o0 numero de
grupos hidroxila das moléculas pode afetar na atividade antimicrobiana, e por isso, 0s
extratos ricos em elagitaninos e protocianidinas obtiveram alta inibicdo as bactérias
gram-positivas.

Em uma pesquisa realizada por Alves et al. (2013), foi demonstrado que a
capacidade antibacteriana dos acidos fendlicos, depende principalmente da presenca
do grupo carboxila. No entanto, o padrdo de substituicdo do anel benzeno também
poderia influenciar na atividade. Puupponen-Pimia et al. (2001), avaliaram a atividade
antimicrobiana de diferentes berries, e demonstraram que os acidos fenélicos foram
mais efetivos sobre bactérias gram-negativas, o que poderia explicar o fato das polpas
de morango e araca terem apresentado alta inibicdo nesse tipo de bactéria, pois como
obtido na andlise de UPLC-QToF-MSE, foram detectados nestas polpas a presenca
de alguns acidos como os acidos quinico, elagico, citrico e galico.

Ainda na pesquisa de Puupponen-Pimia et al. (2001), foi demonstrado que as
antocianidinas apresentaram alta inibicéo a E.coli, o que também foi obtido pela polpa
de morango, que possui em sua Composicao entre outros compostos, cianidina e
pelargonidina 3-glucosideo, o que pode ajudar a explicar o porqué desta polpa ter
apresentado alta inibicdo em ambas as bactérias gram-negativas testadas.

A analise da atividade antimicrobiana contra ambos os tipos de bactérias gram

pode indicar a presenca, ha composi¢ao das polpas de frutas, de um amplo espectro
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de compostos bioativos com propriedades antimicrobianas (GULLON et al., 2016). A
maioria dos estudos sobre atividades antimicrobiana e antioxidante atribui a atividade
antimicrobiana ao conteudo de fendlicos dos extratos e, assim, estabelece uma
relacdo direta entre as duas atividades (BARBOSA-PEREIRA et al., 2014; BOUHLALI
et al., 2016).

3.4 DIGESTAO IN VITRO

As alteracdes na bioacessibilidade dos compostos fendlicos, como também a
atividade antioxidante das polpas durante o teste de digestdo in vitro também foram
determinadas. Os valores obtidos das fracdes bioacessiveis das etapas géstrica e
intestinal de cada analise sédo apresentados na Tabela 14.



TABELA 14 - FRACOES BIOACESSIVEIS DE CFT, DPPH E ABTS DAS ETAPAS GASTRICAS E INTESTINAL.
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Amostras CFT (mg EAG/1009) DPPH (umol TE/g) ABTS (umol TE/Q)
Depois da fase Depois da fase Depois da fase Depois da fase Depois da fase Depois da fase
gastrica intestinal gastrica intestinal gastrica intestinal

Acai 4204,66 + 166,00 1055,50 + 56,50 110,31 +1,81 4,20 + 0,02 844,80 + 4,26 40,53 + 5,86
Acerola 8305,33 + 406,66 2076,66 + 84,66 179,77 + 4,80 22,01+ 0,17 924,80 + 2,13 94,13 + 8,00
Araga 1869,66 + 84,33 513,83 £ 11,50 80,88 + 2,10 4,15+ 0,07 523,20 + 14,40 37,60 £ 33, 86
Cambuci 2533,66 + 150,33 779,16 + 24,83 145,25 + 1,02 4,22 +0,12 698,66 + 11,73 53,33 +12,80
Carambola 2746,00 + 23,33 790,16 + 1,83 89,30 + 0,02 4,37 + 0,09 685,33 £ 0,53 21,86 + 19,20
Jabuticaba 3300,00 + 286,00 911,83 + 108,16 114,27 + 0,56 4,28 + 0,03 601,06 + 154,13 71,73 £ 8,26
Morango 1978,00 + 76,66 722,83 + 58,16 103,52 + 0,17 4,73 + 0,68 644,26 + 54,40 42,93+ 7,73
Murici 1787,33 £ 24,00 597,33 + 24,33 84,49 £1,44 5,45 + 0,06 571,73 £ 14,93 36,80 + 3,73
Pana 2165,66 + 27,66 548,83 + 31,66 76,67 + 3,66 5,44 £ 0,01 453,33 £ 64,00 28,00 £ 25,33
Pitanga 1916,33 £ 70, 33 641,16 + 83,33 99,62 + 1,85 3,84 +0,28 598,40 +2 5,60 30,66 + 29,06
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Foi possivel verificar pelos resultados apresentados que houve uma
consideravel reducdo dos compostos fendlicos e capacidade antioxidante durante o
processo de digestdo, tanto na etapa gastrica quanto na intestinal.

A perda de compostos fendlicos durante a digestdo simulada pode ter sido
ocasionada principalmente por causa das condi¢cdes alcalinas encontradas no
intestino. O pH do ambiente intestinal e a acdo dos sais biliares podem causar
alteracdes nas estruturas quimicas, resultando em novos compostos com diferentes
biodisponibilidades e atividades biologicas (KOEHNLEIN et al., 2016). Esse fato ja foi
observado anteriormente, onde foi relacionado que a digestao in vitro, em particular a
digestéo pancreética, causou uma diminuicao dos valores de antocianina e resveratrol
em vinho tinto, uva vermelha, romas, morangos e framboesas (PEREZ-VICENTE et
al., 2002; GIL-IZQUIERDO et al., 2002).

Outras possibilidades que justificariam as perdas de fendlicos seriam
interacdes com outros compostos dietéticos como fibras, proteinas, carboidratos e
minerais (LUCAS-GONZALEZ et al., 2018), como também reacdes quimicas,
principalmente oxidacdo e polimerizacdo, proporcionando a formacédo de outros
derivados fendlicos, tais como chalconas (GIL-IZQUIERDO et al., 2002) ou ainda,
mudancas nas estruturas devido a acdo enzimatica e consequentemente na sua
solubilidade (KROLL et al., 2003).

Na Tabela 15 é possivel visualizar a bioacessibilidade de cada amostra; ou
seja, 0 quanto os compostos estéo disponiveis para serem absorvidos pelo intestino,
apos passar pelo processo de digestao, representado nesta pesquisa pelas anéalises
de CFT e capacidade antioxidante por DPPH e ABTS.
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TABELA 15 - PORCENTAGEM DE BIOACESSIBILIDADE DOS CFT, DPPH E ABTS.
Bioacessibilidade (%)

Amostras CFT DPPH ABTS
Acai 14,398 2,264 7,599
Acerola 13,742 2,973 8,356
Araca 9,603 3,477 17,184
Cambuci 11,784 1,676 10,569
Carambola 12,490 3,209 3,972
Jabuticaba 12,842 1,496 14,872
Morango 12,889 3,328 16,114
Murici 11,646 4,011 14,376
Pana 8,362 3,376 7,545
Pitanga 12,172 2,511 10,813

Como observado, apenas uma parcela fica bioacessivel ao final do processo.
Os valores variaram entre 8,36 a 14,39% para CFT, 1,49 a 4,01% para DPPH e de
3,97 a 17,18% para ABTS.

A polpa de acerola, que foi a amostra com maior quantidade de CFT inicial,
apresentou maiores valores comparados as demais nas etapas gastrica e intestinal.
No entanto, a perda de compostos ao longo do processo também foi alta, o que fez
com que a bioacessibilidade desta polpa ficasse em 13,74%, abaixo da polpa de acai
gue apresentou a maior biacessibilidade (14,39%). O mesmo ocorreu para capacidade
antioxidante, onde a amostra de polpa de araca apresentou bioacessibilidade superior
(17,18%), comparado a acerola (8,35%) para a andlise de ABTS.

Mesmo com estes valores, € importante salientar que a fracdo bioacessivel
dos compostos fendlicos apds a fase intestinal continua tendo um valor
significantemente alto, comparado a outras matrizes de frutas in natura como abacaxi
(197,87 + 45,96 mg EAG 100 g* polpa seca), banana (264,08 + 22,72 mg EAG 100 g
1 de polpa seca), mamao (325,97 + 64,46 mg EAG 100 g de polpa seca) e maracuja
(378,13 + 9,58 mg EAG 100 g de polpa seca) (MORAIS et al., 2015). Isso representa
gue as matrizes escolhidas nesta pesquisa possuem um alto valor biolégico e mesmo
apos as perdas ocorridas pelo processo de digestédo, elas ainda representam boas
fontes de compostos bioativos.

Os compostos fendlicos ndo absorvidos, que permanecem na digestédo

intestinal, sdo transportados para o célon, onde poderiam ser absorvidos pelo epitélio,
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liberados e metabolizados pelas bactérias do célon que poderiam transformar os
polifendis da dieta em compostos fendlicos simples, o que poderia resultar em
metabolitos mais biologicamente ativos que 0os compostos originais (SELMA et al.,
2009; CROZIER et al., 2010). Os compostos fendlicos ndo bioacessiveis, que nao
passam através da barreira do intestino, podem ter alguns efeitos antioxidantes no
intestino delgado, uma vez que séo, pelo menos em parte, soliveis no meio digestivo
(SAURA-CALIXTO et al., 2007).

Rocchetti et al. (2017), estudaram as mudancas no perfil polifendlico de
massas sem gluten apds digestdo gastrointestinal simulada in vitro, incluindo
fermentacao coldnica. Os autores revelaram que a atividade metabdlica da microbiota
do intestino grosso resultou em grande modificacdo do perfil do composto fendlico,
com degradacdo de varias classes quimicas e formacdo paralela de novos
metabolitos.

A perda dos compostos bioativos ao longo do processo de digestdo € um
processo hatural, no entanto, pesquisas tem buscado alternativas para que haja
protecdo destes compostos por meio de biossor¢cdo dos compostos em matrizes
celulares, como demonstrado por Jilani et al. (2015), que apresentou um aumento
superior a 100% na bioacessibilidade dos compostos bioativos de chas por meio da
biossorcdo em Saccharomyces cerevisiae. O mesmo foi obtido por Rubio et al. (2018)
que avaliaram a biossorcdo dos compostos bioativos do bagaco de uva em
Saccharomyces cerevisiae, e verificaram um aumento de 21,92% na bioacessibilidade
dos compostos apos digestao.

Apesar dos testes in vivo serem a melhor forma de estimar a bioacessibilidade
do alimento no organismo, estes demandam altos custos e longos periodos de
observacéo, por isso, a simulacéo da digestdo in vitro apresenta vantagens adicionais
em comparacao com ensaios in vivo, tais como a possibilidade de amostragem em
diferentes momentos do processo de digestdo, bem como o controle da variabilidade
do organismo humano (HERAS et al., 2017).
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4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no estudo confirmaram a relacdo entre compostos
fendlicos e capacidade antioxidante. As polpas de acai, acerola, cambuci e jabuticaba
foram as que apresentaram maiores concentracbes de compostos fendlicos e
atividade antioxidante pelos métodos de DPPH, ABTS e FRAP. Os compostos
fendlicos foram identificados através do UPLC-QToF-MSE, e entre eles, sobressairam
a presenca do acido citrico e quinico, estando presentes na maioria das polpas de
frutas.

Através da simulacao da digestéo in vitro foi observada uma diminui¢do na
quantidade de compostos fendlicos totais e na atividade antioxidante nas fases
gastrica e intestinal, que pode ser causado por varias interacdes e rea¢cdes no sistema
gastrointestinal.

Por meio da atividade antimicrobiana foi possivel visualizar que as polpas de
frutas inibiram o crescimento das bactérias gram negativas e gram positivas nas
devidas concentracdes testadas.

Estes resultados suportam o potencial das polpas de frutas como fontes de
compostos fendlicos com potencial bioativo, de alto potencial antimicrobiano, e que
ainda apresentou uma grande variedade de compostos identificados de grande
interesse para a industria alimenticia. No entanto, pelas andlises de digestéo in vitro
foi verificado que a bioacessibilidade destes compostos diminuiu ao longo da
simulacdo do sistema gastrointestinal, o0 que estimula novas pesquisas a buscarem
formas de aumentar a bioacessibilidade destes compostos, para que 0S mesmos

possam exercer sua funcionalidade e serem absorvidos em maior proporcao.
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CONSIDERACOES FINAIS

As diferentes polpas de frutas foram analisadas para avaliar o contetudo de
compostos fendlicos e atividade antioxidante. Foi possivel verificar que as polpas
pand, acerola, acai e jabuticaba, em base Umida, apresentaram o maior contetdo de
compostos fendlicos e atividade antioxidante. A andlise estatistica de CCSWA
confirmou a relacéo direta entre CFT e potencial antioxidante, e ainda, que a presenca
de catequina na polpas, foi um dos fatores mais importantes que influenciou na
distribuicdo das amostras em relagdo as demais caracteristicas avaliadas. Além disso,
outras abordagens podem ser investigadas no futuro, por exemplo: atividade
antioxidante das polpas através de outros métodos, como FRAP e ORAC, bem como
o estudo dos compostos bioativos em modelos animais.

As caracteristicas fisico-quimicas das polpas de frutas podem influenciar o
comportamento reoldgico das mesmas, conforme foi averiguado pela anélise de
CCSWA. O teor de solidos soluveis e a tensao inicial foram os fatores mais relevantes
qgue influenciaram na distribuicdo das amostras. As amostras de garcinia e buriti se
destacaram com relacdo as demais polpas de frutas, devido ao fato dos escores
serem semelhantes na andlise de CCSWA e também foram separadas das outras
polpas pela andlise de HCA. Desta forma, estas analises permitem que estudos
posteriores possam utilizar dos dados apresentados para o dimensionamento de
equipamentos e tubulacdes para as industrias que utilizam polpas de frutas como
matéria prima.

Por fim, foram avaliadas dez polpas de frutas em peso seco, das quais as
polpas de acai, acerola, cambuci e jabuticaba apresentaram o maior contetdo de
compostos fendlicos e atividade antioxidante. Foi evidenciada a presenca do acido
citrico e quinico na maioria das polpas de frutas, através da analise de UPLC-QToF-
MSE. A capacidade antimicrobiana das polpas de frutas foi confirmada através da
exposicdo a bactérias gram positivas e gram negativas. JA& com a simulacdo da
digestao in vitro foi possivel observar um decréscimo no conteudo dos compostos
fendlicos e na atividade antioxidante ao final das etapas da digestdo. Sendo assim,
recomenda-se para estudos futuros a utilizacdo de técnicas que sejam capazes de
proteger os compostos bioativos, como a biossorcdo. Além de estudos exploratorios,

como a digestdo em modelos animais.
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Por fim, os resultados dessa pesquisa ressalta a importancia de estudos que
demonstram a riqueza dos compostos presentes em polpas de frutas e as suas
caracteristicas fisicas e quimicas, com o objetivo de complementar a dieta humana e
enriquecé-la nutricionalmente; uma vez que as polpas de frutas vem ganhando o
interesse dos consumidores e das industrias, devido a qualidade nutricional, em

especial, sua composicao fendlica.
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