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RESUMO

A gabiroba (Campomanesia xanthocarpa Berg) ¢ uma fruta encontrada em varias regides do
Brasil, Uruguai, Paraguai e Argentina. Esta fruta versatil pode ser apreciada fresca ou usada na
producdo de bebidas, geleias e sorvetes. Além de suas qualidades gastrondmicas, a gabiroba
destaca-se por suas propriedades bioldgicas, como atividade antioxidante e antimicrobiana.
Entretanto, ¢ um fruto pouco explorado, com sazonalidade curta e amadurecimento acelerado.
Sua aplicagdo ¢ muito limitada a pequenos produtores rurais e comercializacao local. Assim,
este trabalho tem como objetivo avaliar a atividade antibacteriana, de inibi¢do a-amilase e a-
glucosidase e a bioacessibilidade de compostos fenolicos totais (TPC), flavonoides totais (TFC)
e atividade antioxidantes da gabiroba in natura, liofilizada e fermentada. A gabiroba liofilizada
demonstrou alto teor de carboidratos (14,60 g/100 g) e fibras (29,76 g/100 g), com menores
teores de proteinas (2,84 g/100 g) e lipidios (3,37 g/100 g). Catequina e acido ferulico foram
identificados em maiores concentracoes na analise de HPLC-PAD. Trés extratos foram
preparados a partir da gabiroba liofilizada — aquoso (AA), etandlico 12% (E12%) e etandlico
80% (E80%). O TPC, TFC e atividade antioxidante foram identificados em maiores
quantidades no E80%. Esse mesmo extrato, mostrou melhor atividade antibacteriana contra
Escherichia coli ATCC 8739 (CIM: 1,9 ug/mL), proxima a gentamicina (CIM: 1,8 ug/mL). Na
inibi¢do da o-amilase, os extratos etandlicos inibiram 100% a 38 pg/mL, enquanto AA o fez a
uma concentragdo 1,06 vezes maior. Em contrapartida, o AA apresentou maior percentual de
inibi¢do da enzima a-glucosidase (12%) que o E12% e o E80%. Apos a simulagdo da digestao
gastrointestinal in vitro, a gabiroba liofilizada e o extrato seco apresentaram bioacessibilidade
superior a 30% para TPC e atividade antioxidante apds a fase géastrica. Por meio da fermentagao
espontanea da gabiroba in natura, foi possivel isolar duas linhagens de leveduras, do género
Hanseniaspora e Meyerozyma, essas, foram utilizadas para produzir dois fermentados (FA e
FB). Os resultados mostraram que a gabiroba in natura teve maior atividade antibacteriana para
E. coli ATCC 8739, Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 14028 ¢ S. aureus ATCC 25923
(CIM de 62,5, 31,2 e 125,0 mg/mL, respectivamente). Entretanto, o FA apresentou maior
inibi¢do a-amilase com ICso de 15,2 mg/mL e maior estabilidade de compostos antioxidantes
apos a digestdo gastrica, com bioacessibilidade >100% para TFC e atividade antioxidantes
pelos ensaios DPPH, FRAP e ABTS. Da mesma forma, o FB apresentou bioacessibilidade
>100% para TPC e DPPH. Ambos os fermentados apresentaram potencial para o
desenvolvimento de produtos alimenticios com propriedades biologicas com maior
bioacessibilidade de compostos antioxidantes ap6s a digestdo in vitro. Subprodutos da gabiroba,
como po, extrato e fermentados emergem como uma estratégia promissora para oS
consumidores e produtores do fruto, possibilitando o consumo de subprodutos ricos em
compostos antioxidantes ao mesmo tempo que auxilia os produtores a minimizar perdas pos-
colheita e melhora do fluxo comercial entressafras.

Palavras-chave: Gabiroba; composicdo quimica; polifenois; atividades biologicas;
liofilizagdo; extracdo; fermentacdo; digestdo in vitro.



ABSTRACT

Gabiroba (Campomanesia xanthocarpa Berg) is a fruit found in several regions of Brazil,
Uruguay, Paraguay and Argentina. This versatile fruit can be enjoyed fresh or used in the
production of drinks, jellies and ice cream. In addition to its gastronomic qualities, gabiroba
stands out for its biological properties, such as antioxidant and antimicrobial activity. However,
it is a little explored fruit, with short seasonality and accelerated ripening. Its application is very
limited to small rural producers and local marketing. Thus, this work aims to evaluate the
antibacterial activity, inhibition of a-amylase and a-glucosidase and the bioaccessibility of total
phenolic compounds (TPC), total flavonoids (TFC) and antioxidant activity of fresh, freeze-
dried and fermented gabiroba. Freeze-dried gabiroba demonstrated a high content of
carbohydrates (14.60 g/100 g) and fiber (29.76 g/100 g), with lower levels of proteins (2.84
g/100 g) and lipids (3.37 g /100 g). Catechin and ferulic acid were identified in higher
concentrations in the HPLC-PAD analysis. Three extracts were prepared from freeze-dried
gabiroba — aqueous (AA), 12% ethanolic (E12%) and 80% ethanolic (E80%). TPC, TFC and
antioxidant activity were identified in greater quantities in E80%. This same extract showed
better antibacterial activity against Escherichia coli ATCC 8739 (MIC: 1.9 pg/mL), close to
gentamicin (MIC: 1.8 pg/mL). In the inhibition of a-amylase, ethanolic extracts inhibited 100%
at 38 pg/mL, while AA did so at a concentration 1.06 times higher. On the other hand, AA
showed a higher percentage of inhibition of the a-glucosidase enzyme (12%) than E12% and
E80%. After simulating gastrointestinal digestion in vitro, lyophilized gabiroba and the dry
extract showed bioaccessibility greater than 30% for TPC and antioxidant activity after the
gastric phase. After simulating gastrointestinal digestion in vitro, lyophilized gabiroba and the
dry extract showed bioaccessibility greater than 30% for TPC and antioxidant activity after the
gastric phase. Through spontaneous fermentation of gabiroba fresh, it was possible to isolate
two strains of yeast, of the genus Hanseniaspora and Meyerozyma, which were used to produce
two fermented yeasts (FA and FB). The results showed that fresh gabiroba had greater
antibacterial activity against E. coli ATCC 8739, Salmonella enterica subsp. enterica ATCC
14028 and S. aureus ATCC 25923 (MIC of 62.5, 31.2 and 125.0 mg/mL, respectively).
However, FA showed greater a-amylase inhibition with ICso of 15.2 mg/mL and greater
stability of antioxidant compounds after gastric digestion, with bioaccessibility >100% for TFC
and antioxidant activity by DPPH, FRAP and ABTS assays. Likewise, FB showed >100%
bioaccessibility for TPC and DPPH. Both fermented foods showed potential for the
development of food products with biological properties with greater bioaccessibility of
antioxidant compounds after in vitro digestion. Gabiroba by-products, such as powder, extract
and fermented products, emerge as a promising strategy for consumers and producers of the
fruit, enabling the consumption of by-products rich in antioxidant compounds while helping
producers to minimize post-harvest losses and improve commercial flow. off-seasons.

Keywords: Gabiroba; chemical composition; polyphenols; biological activities; freeze drying;
extraction; fermentation; in vitro digestion.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui grande diversidade de frutas nativas, que fazem parte dos aspectos sociais,
culturais, politicos e econdmicos. O desenvolvimento de pesquisas com frutas da
biodiversidade, contribui na agrega¢do de valor ao alimento, na produtividade agricola
sustentavel e na geragdo de renda para as comunidades locais (Blesh et al., 2019). Essas
condigdes estdo dentro dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel 2 (ODS), “erradicar a
fome, alcangar a seguranca alimentar, melhorar a nutrigdo e promover a agricultura sustentavel”
(ONU, 2023).

Dentre a diversidade de espécies nativas brasileiras, a Campomanesia xanthocarpa Berg,
popularmente conhecida como gabirobeira, ¢ abundante nas regides Centro-Oeste, Sul e
Sudeste do Brasil. Seu fruto, chamado de gabiroba, possui polpa amarela, carnuda e suculenta,
de sabor doce e altamente aromatico (Sarmento, Silva, e Silva 2012). Apresenta alto teor de
agua, carboidratos, acido ascorbico (vitamina C), fibra alimentar € em menor concentragao,
proteinas e lipideos (Alves et al. 2017; Barbieri et al. 2018). Além de apresentar compostos
fenodlicos como acido galico, acido clorogénico e quercetina, que sdo responsaveis pela
atividade antioxidante (Alves et al. 2017; de Oliveira Raphaelli et al. 2021).

O fruto apresenta um padrao respiratorio classificado como climatérico. Seu metabolismo
permanece ativo mesmo apds a colheita, o que resulta no aumento da taxa respiratoria e
amadurecimento, posteriormente levando a fase de senescéncia. Esse processo torna o fruto
altamente perecivel, com uma durabilidade de cerca de seis dias quando armazenado sob
refrigeragdo (Carvalho, 2006). Por conseguinte, devido ao seu amadurecimento rapido e as
propriedades nutricionais da polpa da gabiroba, o fruto torna-se uma excelente matéria-prima
para a aplicag@o na industria de bebidas, sorvetes e geleias. Isso ndo apenas reduz as perdas
pos-colheita, mas também diversifica as formas de seu consumo (Sereno et al. 2023).

Além disso, evidéncias epidemiologicas indicam uma correlagdo positiva entre a reducao
dos riscos de desenvolvimento de Doengas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNT) e o consumo
de alimentos abundantes em compostos antioxidantes, como os compostos fendlicos e os
carotenoides presentes em vegetais (Banwo et al. 2021; Cilla et al. 2018).

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2), ¢ uma doenca cronica, progressiva e complexa (Ong et
al. 2023). Atualmente, flavonoides, taninos e acidos fendlicos presentes nas frutas estdo sendo
relacionados com a capacidade de inibicdo de enzimas digestivas, como a a-amilase e o-

glucosidase. Essas enzimas, correlacionam-se com os niveis de glicose no sangue cujo controle
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¢ fator importante na hiperglicemia pés-prandial, ligada ao aparecimento do DM2 (Andrade,
Barros, et al. 2022; Barros et al. 2020).

Regginato et al., (2021), realizaram um estudo sobre o potencial antidiabético e
hipolipidémico do extrato obtido por CO: supercritico da semente de gabiroba, em ratos
hiperglicémicos. Os resultados demonstraram que o extrato da semente do fruto € util na
reducdo dos niveis de glicemia, colesterol total e lipoproteina de baixa densidade (LDL) com
potencial terapéutico adjuvante no tratamento de diabetes e hipercolesterolemia. Potenciais
esses, correlacionados com as quantidades de compostos bioativos presentes no fruto.

Assim, para garantir que esses efeitos benéficos possam ser maximizados, os compostos
fenolicos devem estar bioacessiveis no trato gastrointestinal. Logo, torna-se fundamental
estudar a bioacessibilidade dos compostos para compreender a interacao do que pode afetar seu
potencial terapéutico, e assim, tragar estratégias para aumentar seus efeitos bioldgicos
(Bouayed, Hoffmann, e Bohn 2011; Quatrin et al. 2020). Além disso, ¢ fundamental adquirir
conhecimento sobre as transformagdes que ocorrem ao longo do processo digestivo. Isso abre
oportunidades para explorar novas fontes alimentares, especialmente aquelas provenientes de
espécies frutiferas nativas subutilizadas, visando a cria¢do de novos produtos alimenticios com
propriedades funcionais (de Paulo Farias et al. 2021).

Nesse contexto, a fermentagdo de frutas tem sido sugerida como um método de grande valia
para melhorar suas propriedades nutricionais e bioativas, estando correlacionada a
biotransformacdo dos compostos bioativos (Barreto et al. 2023). Os fenolicos de diferentes
classes sdo convertidos em compostos que muitas vezes apresentam maior atividade do que os
compostos originais. A fermentacdo geralmente leva a um maior contetido fendlico e atividade
antioxidante, potencializando a atividade inibitéria das enzimas digestivas (Andrade, Barros, et
al. 2022; Leonard et al. 2021; Marco et al. 2017). Além disso, anélises de digestibilidade in

vitro com os frutos da C. xanthocarpa Berg nao foram relatadas até o momento.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1  Objetivo Geral

Determinar as caracteristicas fisico-quimicas, atividade antibacteriana, inibigao
enzimatica e avaliar os compostos fendlicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante

do fruto de gabiroba in natura, liofilizado e fermentado, antes e apds a digestao in vitro.

1.1.2  Objetivos Especificos

e Avaliar as caracteristicas fisicas da gabiroba in natura;

e Isolar leveduras da gabiroba;

e Fermentar a gabiroba pasteurizada com leveduras isoladas;

e Determinar as propriedades fisico-quimicas do fruto in natura, liofilizado e fermentado;

e Avaliar a atividade antibacteriana do fruto in natura, liofilizado e fermentado;

e Verificar a inibicdo enzimatica da a-amilase e a-glucosidase do fruto in natura,
liofilizado e fermentado;

e Estimar a bioacessibilidade dos compostos fendlicos totais e flavonoides totais antes e
apos a digestdo in vitro do fruto in natura, liofilizado e fermentado;

e Avaliar a atividade antioxidante antes e apds a digestdo in vitro do fruto in natura,

liofilizado e fermentado.
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CAPITULO I

Parte deste capitulo foi submetido e aceito como “artigo de revisao” no XVII Encontro Regional
Sul de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos e EPEAL, 2023. A ser publicado no Boletim do

Centro de Pesquisa de Processamento de Alimentos (CEPPA). Anexo I.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ALIMENTOS DA SOCIOBIODIVERSIDADE, SOBERANIA E SEGURANCA
ALIMENTAR E NUTRICIONAL

A biodiversidade ou diversidade bioldgica, pode ser definida como a “variabilidade
entre organismos vivos de todas as origens, incluindo, entre outros, os ecossistemas terrestres,
marinhos, aquaticos e os complexos ecoldgicos dos quais fazem parte; isto inclui a diversidade
dentro das espécies, entre espécies e dos ecossistemas” (Convention on Biological Diversity,
1992).

O Brasil ocupa quase metade da América do Sul e € o pais com a maior biodiversidade
do mundo. Devido as distintas zonas climaticas, diferentes solos, grande extensao territorial e
posi¢cdo geografica, sdo conhecidas no pais, mais de 116.000 espécies de animais € mais de
46.000 espécies vegetais (MMA/Brasil, 2022).

O Brasil estd entre os primeiros dos 17 paises megadiversos do mundo (Uno -
Environment Programme, 2009). Os seis biomas brasileiros, Amazdnia, Caatinga, Pantanal,
Pampa e Mata Atlantica, abrigam pelo menos 20% de todas as espécies do planeta (Lohbauer,
2019). Riqueza bioldgica que esta associada a uma diversidade sociocultural, representada por
povos indigenas, comunidades tradicionais, como quilombolas, pescadores, agricultores
familiares, entre outros. Comunidades detentoras de todo conhecimento associado a esses
agroecossistemas, que podem ser ou nao valorizados nas questdes que envolvam o manejo € a
preservacao de toda essa biodiversidade (SOS Amazonia, 2021).

O Plano Nacional da Sociobiodiversidade, implantado em 2008, visa a promogao das
cadeias de produtos, agregacdo de valor socioambiental, geracdo de renda das familias e a
seguranga alimentar de povos, comunidades tradicionais e agricultores familiares
(MMA/Brasil, 2008). Dessa forma, os frutos e vegetais da biodiversidade, consumidos in
natura ou em diferentes preparagdes, contribuem nao apenas na estruturagao de uma identidade

alimentar baseada no territorio, mas também na soberania alimentar, no estimulo a produgdes
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locais, no fornecimento de substancias nutricionais bioativas, dentre outras (Pessda e Ribas
2018).

Um grupo de plantas que vem se destacando entre os consumidores de alimentos
saudaveis e sustentaveis, sao as Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANC), que segundo
Kinupp e Barros (2007), sdo plantas que possuem uma ou mais partes comestiveis, sendo elas
espontaneas ou cultivadas, nativas ou exoticas que nao estdo incluidas no cardapio cotidiano.
Varias dessas plantas fazem parte da Lista Nacional de Espécies da Sociobiodiversidade (Brasil,
2018). Aqueles que cultivam e comercializam espécies dessa lista tém acesso a politicas
publicas, fortalecendo cadeias de valor para produtos da sociobiodiversidade, como o Programa
de Aquisicdo de Alimentos (PAA) (Brasil, 2003) e o Programa Nacional de Alimentagao
Escolar (PNAE) (Brasil, 2009).

Tuler et al., (2019) analisaram o conhecimento e o uso de 56 espécies de PANC em uma
comunidade de Minas Gerais. Os moradores entrevistados demonstraram grande conhecimento
sobre 0 uso dessas plantas na alimentagdo e mantinham o cultivo das espécies em quintais,
demonstrando forte relacdo com a terra e a biodiversidade ao redor. Demonstraram ser nao
apenas uma escolha sauddvel, mas o reconhecimento da heranca cultural, o valor historico do
alimento na culindria regional, € uma agricultura mais sustentavel, conservando a diversidade
biologica.

Além disso, o Guia alimentar para populacdo Brasileira (2014) enfatiza sobre a
importancia do consumo de alimentos de origem vegetal ou animal, provenientes de sistemas
que impulsionam o uso sustentdvel dos recursos naturais, sem contaminantes, com objetivo de
proteger a biodiversidade, respeitar e aperfeicoar os saberes e formas de producdes tradicionais,
incentivando a populagdo a consumir alimentos organicos e¢ de base agroecoldgica,
contribuindo para o aumento da renda de produtores da agroecologia familiar e para um sistema
alimentar socialmente e ambientalmente sustentavel (Brasil, 2014).

Nesse ambito, foram estabelecidos pela Organizagao das Nagdes Unidas (ONU), os
chamados Objetivos para o Desenvolvimento Sustentavel (ODS), que sao um “apelo global a
acdo para acabar com a pobreza, proteger o meio ambiente € o clima e garantir que as pessoas,
em todos os lugares, possam desfrutar de paz e de prosperidade”. O ODS 2 visa “erradicar a
fome, alcancar a seguranga alimentar, melhorar a nutri¢cdo e promover a agricultura sustentavel”
(ONU, 2022). Os pequenos produtores tém se mostrado capazes de promover a agricultura
sustentavel, atuando como importantes agentes de conservagao dos recursos naturais € combate

a pobreza e a fome (dos Santos et al., 2020).
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Neste segmento, com o intuito de promover a conservacdo da biodiversidade e a
utilizacdo sustentavel de forma integrada, com garantia de reparti¢do justa, valorizando
conhecimentos tradicionais, contribuindo para a erradicacdo da pobreza e baseada nos mesmos
principios e diretrizes que foram estabelecidos para a implementacao da Politica Nacional da
Biodiversidade - PNB (Decreto n°® 4.339, de 2002), foi criada a Estratégia e Plano de Ac¢des
Nacionais para a Biodiversidade (EPANB). Com visdo até 2050, a valorizagdo, conservacao e
utilizacdo de forma sustentdvel da biodiversidade brasileira e os servigos ecossistémicos
(Brasil, 2017).

Inseridas nas estratégias de EPANB existem projetos estaduais. Dentre as varias
iniciativas, no estado do PR, destaca-se um projeto especifico de conservagao da gabiroba. O
projeto “Gabiroba: manejo agroflorestal, estruturagdo de cadeia produtiva com geracao de renda
para a agricultura familiar e desenvolvimento de novos ingredientes alimenticios” (Fig.1). Este
projeto ¢ formado por uma parceria entre a Embrapa Florestas, a empresa de extratos vegetais
Heide (Pinhais, PR), e a Fundagdo Certi. Tem como objetivo estruturar a cadeia produtiva da
gabiroba, visando a geragdo de renda para a agricultura familiar, capacitando os agricultores na
coleta e processamento dos frutos em polpa e farinha, propondo também o desenvolvimento de

extratos e de novos produtos para a industria de alimentos e cosmética (Embrapa, 2021).

FIGURA 1 - PROJETO DA “GABIROBA”

Fonte: Prefeitura de Irati — PR.

2.2 BIODIVERSIDADE DE FRUTAS NO BRASIL

Segundo Stafussa, et al. (2021), o Brasil € o terceiro maior produtor mundial de frutas,
ficando atras da China e India. A produgdo anual é de cerca de 45 milhdes de toneladas, das

quais 65% sao consumidas internamente e 35% sdo destinadas ao mercado externo.
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De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), 6rgao vinculado
ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), em 2021 o Brasil atingiu
recorde historico com mais de US$1,21 bilhdo de frutas exportadas (MAPA, 2021), e foi
escolhido pela Organizagao das Nagdes Unidas (ONU) como o Ano Internacional das Frutas e
Vegetais, com o objetivo de aumentar a conscientiza¢do sobre a importancia de incluir esses
itens na alimentagdo para melhorar a satide da populagdo (FAO, 2020).

Além disso, grande parte da saide humana depende de produtos do ecossistema e de
meios de subsisténcia produtivos, como disponibilidade de agua potavel, disponibilidade de
alimentos e fontes de combustivel. A medida que influencia a produgio mundial de alimentos,
garantindo produtividade, qualidade dos solos, recursos para as culturas agricolas, pecuarias e
espécies marinhas destinadas a alimentagdo, a biodiversidade desempenha papel crucial na
nutri¢do e saude humana (FORC, 2021).

A maioria das diversas espécies frutiferas nativas brasileiras ¢ predominantemente
encontrada nas regides da Amazonia e do Cerrado. A regido Sul também se destaca por abrigar
uma rica variedade de frutos silvestres, com especial destaque para a familia botanica
Myrtaceae, que exibe o maior nimero de espécies com potencial alimentar (Pereira et al. 2012).
Na flora brasileira, ha cerca de 1.000 espécies pertencentes a 23 géneros vegetais,
principalmente na familia Myrtaceae, apresentando uma vasta gama de componentes quimicos
com propriedades nutricionais e funcionais. Esses componentes tém o potencial de aprimorar a
qualidade nutricional da dieta (Embrapa, 2021).

Da familia Myrtaceae, a gabiroba (Campomanesia xanthocarpa Berg), a goiaba
(Psidium cattleyanum Sabine), a uvaia (Eugenia pyriformis Cambess), a jabuticaba
(Myrciaria sp.), a cagaita (Eugenia dysenterica DC.) e o camu-camu (Myrciaria dubia
McVaugh), sdo exemplos comumente utilizados na medicina popular, apresentando grande
potencial de exploracdo econdmica, alta produtividade e baixos custos de implantagdo e
manuten¢do (Pereira et al. 2012).

Dentre os frutos da sociobiodiversidade, a gabiroba estd descrita no livro “Espécies
Nativas da Flora Brasileira de Valor Econdmico Atual ou Potencial, de Uso Local e Regional
— Plantas para o Futuro”, da regido Sul do Brasil. O livro apresenta excelentes perspectivas
econdmicas e utilizagdo do fruto ao mercado de produtos artesanais e industriais, devido ao
sabor adocicado e altamente aromatico (Brasil, 2011). Recentemente, o livro “Gabiroba
(Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O. Berg) uma preciosidade da Mata Atlantica —

Propriedades nutricionais, medicinais e receitas funcionais ilustradas”, (Anexo II) foi
b b
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publicado, onde contempla um contetido abrangente sobre o fruto, contribuindo no contexto da
biodiversidade, caracteristicas do cultivo, valor nutricional, uso medicinal e pratos culinérios
com o fruto e a farinha concentrada de gabiroba (Sereno et al. 2023).

Uma busca na plataforma Web of Science utilizando os descritores ‘“gabiroba”,
“guabiroba”, “guavirova e “Campomanesia xanthocarpa”, com combinagdes dos operadores
booleanos OR e AND, resultou em mais de 607 registros. A quantidade de dados publicados
sobre a gabiroba aumentou significativamente, passando de 117 registros entre os anos de 2003
a 2013 para 504 registros na tltima década. Isso demonstra um crescente interesse na busca por
informagdes sobre essa espécie da biodiversidade brasileira. As informagdes da literatura
evidenciam que a gabiroba possui potencial para o desenvolvimento de novos produtos

alimenticios, bem como para a geracdo de renda em comunidades locais. Além disso, ha

indicios de possiveis efeitos benéficos na prevencdo de DCNT (Blesh et al., 2019).

2.3 GABIROBA (Campomanesia xanthocarpa Berg): CARACTERISTICAS BOTANICAS E
MORFOLOGICAS

A C. xanthocarpa Berg ¢ popularmente denominada como gabirobeira, tem origem tupi-
guarani e significa “4rvore da casca amarga”. E uma planta endémica da América do Sul cuja
estrutura varia de pequena a grandes arvores (3 a 25 m) (Barbieri et al. 2018). A gabiroba possui
diversas espécies, sendo as mais comuns a Campomanesia xanthocarpa, Campomanesia
adamantium, Campomanesia pubescens ¢ Campomanesia guazumifoli (de Castro, Catelan, et
al., 2023; de Castro, Souza, et al., 2023; Teixeira et al., 2019). A C. xanthocarpa ¢ uma das
espécies que conforme o Sistema de Classificacdo de Cronquist, citado por Carvalho, (2006),

esta classificada conforme mostra a figura 2.
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FIGURA 2- CLASSIFICACAO DA GABIROBA
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O fruto da gabirobeira origina-se de um pedunculo proximo aos galhos da arvore. A

gabiroba apresenta uma estrutura esférica, com casca fina que ¢ verde quando esta em fase de
imaturidade e se torna amarela quando atinge a maturacdo. A polpa do fruto ¢ carnuda,
suculenta e apresenta um aroma agradavel. Seu sabor ¢ adocicado, com um toque sutil de
acidez. Pesa entre 2 a 6 g e consiste basicamente em um epicarpo (casca), uma polpa rica em
carboidratos (endo e mesocarpo), duas ou mais sementes com alta concentracao de acido oleico
e acido linoleico, além de conter terpenoides, flavonoides e alcaloides (Capeletto et al. 2016)
(Fig.3). Segundo Santos et al., (2013), o fruto ¢ distribuido em 17% casca, 60% polpa, 16%
semente e 7% pedunculo. A composi¢cdo centesimal do fruto ¢ 83,5% de umidade, 1,0%
proteina, 0,4% cinzas, 0,7% lipidios e 10,2% carboidratos (Andrade et al., 2012). No entanto,
divergéncias relacionadas a quantificacdo da composi¢ao nutricional podem acontecer devido
a diversidade morfologica do fruto, além das diferencas climaticas e caracteristicas do solo
(Prestes et al. 2021).

A polpa da gabiroba tem potencial para o desenvolvimento de bebidas (sucos, vinhos,
licores e iogurtes), geleias artesanais, compotas, corantes naturais, produtos carneos, produtos
de panificagdo e filmes biodegradaveis (Barbieri et al. 2018; Duarte et al. 2010). Além de seu

potencial comercial, a gabiroba se destaca por suas propriedades bioldgicas como atividades
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antioxidante, anti-inflamatéria, antidiabética, antimicrobiana e hipotensora (de Oliveira

Raphaelli et al. 2021).

FIGURA 3 - GABIROBA: COMPONENTES ESTRUTURAIS E COMPOSICAO
NUTRICIONAL

» Acidos graxos;

« Fibras
- Pectina.
« Vitaminas
- C, A. Complexo B.
« Minerais
- K, Ca, Mg, P, Mn, Cu, Fe.
« Compostos fendlicos e antioxidantes.

(a) Frutos de gabiroba imaturo (b) maduro e sua (c¢) morfologia.

A gabiroba ¢ rica em fibras alimentares, correspondendo 6 a 10% em fruto in natura (de
Oliveira Raphaelli et al. 2021). Essas fibras sdo divididas em duas por¢des de acordo com a
hidrossolubilidade: a parte insoluvel e a parte soluvel. A parte soltivel se destaca por ser rica
em pectinas, polissacarideos mais complexos da parede celular primaria das plantas que sao
compostas por trés classes principais de polimeros: homogalacturonanos (HG),
ramnogalacturonanos I (RG-I) e ramnogalacturonan II (RG-II) (Barbieri et al., 2019).
Estruturas constituidas principalmente por acido galacturonico, galactose, arabinose e ramnose.

As pectinas sdo responsaveis pela manuten¢do da integridade estrutural das células
vegetais, além de terem um papel importante na regulacdo do desenvolvimento de plantas e em
varias fungdes fisioldgicas. Elas também sdo amplamente utilizadas na induastria alimenticia e
farmacéutica devido as suas propriedades emulsionantes, espessantes e gelificantes (Barbieri et

al., 2019). Assim, a polpa de gabiroba tem sido muito utilizada para a obtencao de pectina.
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O fruto ¢ rico em vitaminas, com destaque para a vitamina C (3058 mg acido
ascorbico/100 g em base seca). Concentragdo superior a frutas consideradas fonte dessa
vitamina, como camu-camu (1.882 mg/100 g) e acerola (1.357 mg/100 g) (Rufino et al. 2010).
A DRI (2006) recomenda a ingestao diaria de 60 e 75 mg de vitamina C para mulheres e homens
adultos, respectivamente. Com base na recomendag¢do média de 67,5 mg/dia, ¢ necessario
consumir apenas 2,20 g da gabiroba (base seca) para atingir a ingestdo média recomendada.
Vitamina A e do complexo B, como tiamina (0,2 pg/g), riboflavina (1,5 pg/g), acido
pantoténico (25,9 pg/g), piridoxina (15,2 pg/g) e biotina (0,3 ug/g) (Schmidt et al. 2019)
também sdo encontrados na gabiroba.

Entre os minerais encontrados no fruto in natura, destaca-se o potassio (192,59 mg/100
g), seguido do calcio (161,38 mg/100 g), magnésio (77,94 mg/100 g), fésforo (19,51 mg/100
g), sodio (16,05 mg/100 g), manganés (2,37 mg/100 g), zinco (1,37 mg/100 g), cobre (1,14
mg/100 g) e ferro (0,48 mg/100 g) (Embrapa, 2015). Uma xicara cheia (100 g) de gabiroba in
natura atingiria a recomendagdo diaria da DRI (2006), para homens e mulheres de manganés
(131,6% e 103,0%, respectivamente) e cobre (126,6%).

A gabiroba também ¢é fonte de carotenoides, principalmente a-caroteno (4,8 pg/g), -
caroteno (5,4 ng/g), violaxantina (2,84-4,5 ug/g), B-criptoxantina (5,8 ug/g) e luteina (4,5-14,92
ng/g,). A presenca de carotendides na gabiroba tem sido correlacionada com sua elevada
atividade antioxidante e elevado potencial antimicrobiano (Pseudomonas aeruginosa, CIM de
40,0 mg/mL) (Capeletto et al. 2016).

O fruto da C. xanthocarpa ¢ classificado como climatérico, o que o torna dependente de
reagdes quimicas durante o armazenamento pos-colheita. Isso faz com que a colheita tenha um
impacto direto na composi¢ao global da fruta, comecando desde as fases iniciais de maturagao,
quando ocorre a sintese de etileno associada a formagdo de pigmentos que posteriormente
determinardo a cor e as caracteristicas da fruta (de Oliveira Raphaelli et al. 2021). Esse efeito
também se estende até o estagio de maturagdo avangado do fruto, levando a sua degradacao
parcial.

A reagdo do etileno ¢ uma reacdo do amadurecimento de frutos no qual um hormonio
vegetal simples interage com uma matriz rica em carboidratos (Yu et al. 2023). Esse hormdnio
quebra ligagdes e desencadeia mudancas na matriz, resultando em alteracdes na textura,
desenvolvimento de sabor e caracteristicas de odor. Além disso, € importante destacar a reacao
da clorofila em conjunto com a sintese de pigmentos, como carotenoides e antocianinas (Yu et

al. 2023). Essa intera¢do culmina na coloragdo amarelo alaranjado caracteristica da gabiroba.
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Além dos frutos, outra parte da gabirobeira amplamente estudada sdo suas folhas,
contendo compostos fenodlicos, flavonoides, acido clorogénico, acido gélico e quercetina
(Sant’anna et al. 2017). Na medicina popular, as folhas sdo utilizadas em infusdes para
combater doengas inflamatdrias, questdes urinarias e hipercolesterolemia (Castanha et al.,

2023).

2.4 GABIROBA: COMPOSTOS BIOATIVOS COM EFEITO ANTIGLICEMICO

As frutas sdo ricas em fitoquimicos, que sdo compostos quimicos ndo nutritivos
produzidos pelo metabolismo secundario das plantas, derivados das principais vias primarias,
como a glicolise, ciclo de acido citrico ou tricarboxilico, via das pentoses fosfato, via do acido
chiquimico entre outras vias (Soares Mateus et al. 2023). S3o responsaveis por caracteristicas
de cor, aroma, adstringéncia e estabilidade dos alimentos, além da atividade biologica das
plantas na defesa contra predadores, radiagdo ou organismos patogénicos (Denardin et al.
2015). Uma das principais classes de compostos bioativos em frutas sdo os compostos
fenolicos, incluindo os acidos fendlicos e flavonoides (Fig. 4). Os flavonoides sdo conhecidos
por serem potentes antioxidantes e sequestradores de radicais livres derivados de sua estrutura

quimica (Soares Mateus et al. 2023).

FIGURA 4 - POLIFENOIS E SUBCLASSES
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A gabiroba ¢ um dos frutos da biodiversidade que apresenta uma quantidade
significativa de compostos fenodlicos e flavonoides totais e atividades antioxidantes (Tabela 1).
O perfil de compostos fendlicos da gabiroba, quando comparado com outros frutos da
biodiversidade, apresenta duas vezes mais compostos fenolicos que frutos de uvaia e trés vezes
mais que araca-rosa (Egea; Pereira-Netto, 2019). Dentre as frutas da biodiversidade
investigadas no estudo de Arruda et al., (2022), os frutos da gabirobeira se destacaram por
apresentar um perfil de compostos fendlicos rico em flavonoides e chalconas, caracteristico e
pouco comum em outras frutas, como cagaita (Eugenia disentérica DC), Jatoba-do-cerrado
(Hymenaea stigonocarpa Mart. Ex Hayne), Laboeira (Solanum lycocarpum A. St.-Hil) e
Mangaba (Hancornia speciosa Gomes). Foram identificados mais de 10 compostos distintos,
que exibem propriedades quimioprotetoras, antiproliferativas, analgésicas, antioxidantes e anti-
inflamatorias.

Em estudo conduzido por Arcari et al., (2020), uma variedade de compostos de diversas
classes quimicas foi identificada nos frutos verdes e maduros da C. xanthocarpa, apresentando
uma variag¢do nos compostos polifenolicos, predominantemente influenciada pela biossintese e
regulacao enzimatica durante o processo de maturagdo. Essa variacdo dos compostos ocorre a
partir de determinadas enzimas que promovem a quebra de ligagdes entre compostos fenolicos
e agucares, podendo levar a diminui¢do dos fendlicos glicosilados com o amadurecimento.
Entre os compostos encontrados, a catequina, quercetina, kaempferol, 4cido gélico e elagico
foram predominantes nos frutos maduros. Além disso, compostos como epicatequina,
naringenina e apigerina também estdo presentes na gabiroba. Além dos frutos, as folhas da
gabirobeira também exibem uma rica composi¢ao de compostos antioxidantes, principalmente
acido clorogénico, quercetina, acido galico e rutina (Pastori et al. 2013).

A catequina ¢ um dos compostos que tem demonstrado potencial na inibi¢do da enzima
a-amilase. Ela se liga as cadeias laterais do sitio ativo da enzima, formando um complexo que
impede a ligacdo ao substrato. Esse mecanismo de agdo resulta em uma inibigdo ndo
competitiva, onde a presenga da catequina ndo apenas compete com o substrato pela liga¢do ao
sitio ativo, mas também modifica a conformacdo da enzima de tal forma que o processo
catalitico ¢ afetado, levando a diminuigao da atividade da a-amilase (De Oliveira Raphaelli et
al., 2021). A inibicao da enzima a-glucosidase ocorre da mesma forma, os grupos carboxil e
hidroxil dos acidos fenolicos tém a capacidade de se ligar ao amido por meio de ligagdes de

hidrogénio, quelagao ou ligacdo cruzada, formando pontes ou ligacdes cruzadas que resultam
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na inibi¢do da enzima. Esses mecanismos de inibi¢ao contribuem para o potencial antiglicEémico

dos compostos presentes nas frutas. (Pacheco et al. 2021).

TABELA 1 - COMPOSTOS FENOLICOS E FLAVONOIDES TOTAIS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DE FRUTOS DE C. xanthocarpa EXTRAIDOS COM DIFERENTES
SOLVENTES.

Valor

Compostos bioativos  Parte Solvente Referéncia
encontrado
Fendlicos totais COs 39,1 (Czaikoski et al. 2015)
(mg de acido gélico/g) Etanol (1:6)* 25,0 (Justino et al., 2020)
**(mg de  4cido Fruta Agua 132,0 (Santos et al., 2013)
clorogénico/g) Agua 49,0 (Justino et al., 2020)
Metanol 90,3%* (Pereira et al., 2012)
CO2 17,2 (Capeletto et al. 2016)
n-Butano 68,6 (Capeletto et al., 2016)
Etanol 177,0 (Santos et al., 2012)
Sementes
Hexano 43,3 (Santos et al., 2012)
Cloroféormio 64,5 (Santos et al., 2012)
Etil acetato 86,37 (Santos et al., 2012)
Flavonoides Etanol (1:1)* 0,68 (Santos et al., 2013)
(mg de quercetina/g) Fruta Etanol (1:6)* 31,0 (Justino et al., 2020)
Agua 4,9 (Justino et al., 2020)
CO2 2,3 (Capeletto et al.,2016)
Sementes
n-Butano 8,1 (Capeletto et al., 2016)
Antioxidantes
Etanol (1:6)* 0,043 (Justino et al. 2020)
DPPH ,
Agua 0,332 (Justino et al., 2020)
(ICs0 mg/mL)
ORAC Fruta Etanol (1:6)* 0,26 (Justino et al., 2020)
(mmol TE/g) Agua 0,56 (Justino et al., 2020)
ABTS , (de Paulo Farias et al.
Agua 50,75
(mmol TE/g) 2020)

*(amostra/volume)
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O uso de plantas medicinais, no tratamento de DCNT, tornou-se cada vez mais popular
devido ao baixo custo, facilidade de acesso e reduzidos efeitos colaterais dessas alternativas
naturais. As folhas de gabiroba sdo utilizadas tradicionalmente como infusdes com efeito
antiulcerogénico, antioxidante, anti-inflamatério, antidiabético e hipotensor (de Oliveira
Raphaelli et al. 2021). Essa abordagem mostra-se promissora para auxiliar no controle e
tratamento de DCNT, destacando a necessidade de realizar mais estudos aprofundados sobre
esse tema, buscando compreender melhor o mecanismo de acdo e o potencial terapéutico dos
compostos bioativos, proporcionando avangos significativos no cuidado e manejo da doenga
(Shabab, Gholamnezhad, e Mahmoudabady 2021).

Segundo Hossain et al., (2020), a compreensao das alteragdes mediadas pelo DM2 na
farmacocinética e na bioatividade dos polifenois da dieta pode levar a melhorar os beneficios
desses fitoquimicos e os resultados clinicos subsequentes para a doenga. Ocorrendo a prote¢ao
das células B pancreaticas contra a toxicidade da glicose, efeitos anti-inflamatoérios e
antioxidantes, inibi¢do de a-amilases ou a-glucosidase e, portanto, diminui¢do da digestdo do
amido e inibi¢do da formacgao de produtos finais de glicacdo avancgada.

As células B pancreaticas, responsaveis pela regulacao dos niveis de glicose no sangue,
sdo suscetiveis ao estresse oxidativo, devido a baixa capacidade antioxidante. Elevagdes
cronicas de glicose induzem o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e,
consequentemente, aumento do estresse oxidativo (Rahman et al. 2022). Niveis excessivos
dessas espécies podem alterar a estrutura e fun¢do de proteinas e lipidios celulares, levando a
disfungdo, apoptose e necrose das células 3, que afetam a secrecdo ou fungdo da insulina
(Chowdhury et al. 2021). Portanto, o estresse oxidativo ¢ um importante alvo terapéutico do
DM2, e os antioxidantes sdo eficazes em neutralizar ou capturar espécies reativas de oxigénio
(Carvalho; Conte-Junior, 2021; Sun et al., 2021).

Em teste in vitro, a gabiroba demonstrou capacidade de inibir a enzima a-amilase, com
ICso de 25,6 pg/mL e a-glucosidase, com ICso de 169 pg/mL. No entanto, essa inibi¢do ocorreu
em uma concentragao superior a acarbose (ICso de 3 e 150 pg/mL, respectivamente) (Arcari et
al. 2020).

Em teste in vivo, Regginato et al., (2021) avaliaram o potencial antidiabético e
hipoglicemiante do extrato de semente de gabiroba, obtido por CO» supercritico, em ratos
hiperglicémicos. Os resultados demonstraram que a semente do fruto ¢ util na reducdo dos

niveis de glicemia, colesterol total e lipoproteina de baixa densidade (LDL) com potencial
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terapéutico adjuvante no tratamento de diabetes e hipercolesterolemia. Esses potenciais sdao
correlacionados com as quantidades de compostos bioativos presentes no fruto, especialmente
a 5,7-dimetoxiflavona. Esta ¢ uma das principais flavonas com atividades biologicas
reconhecidas, incluindo propriedades antiglicémicas e hipolipidémicas.

Além disso, Vinagre et al., (2010) observaram que o extrato aquoso das folhas secas (20
g/L) da gabirobeira reduziu significativamente os niveis de glicose no sangue, inibiu a perda de
glicogénio hepatico e preveniu potenciais alteracdes histopatologicas no pancreas e rins, em um

estudo experimental com 70 ratos Wistar, com DM2 induzido.

2.5 BIOACESSIBILIDADE DE COMPOSTOS FENOLICOS E ALIMENTOS
FERMENTADOS

A ingestdo e absor¢cdo de compostos ativos dos alimentos, como compostos fendlicos,
podem ser dividas em vérias etapas, incluindo a liberacdo do composto ativo, absorc¢ao
gastrointestinal e efeitos metabdlicos, que proporcionam beneficios a satide (Dantas et al. 2023;
Q. Zhao et al. 2023). Assim, quando um alimento ¢ ingerido, percorre o sistema digestivo,
incluindo regido superior (boca, estbmago e intestino delgado) e inferior (c6lon), passando por
processos fisicos, quimicos e bioldgicos que visam promover a desintegracdo de algumas
estruturas alimentares e permitem com que os fitoquimicos sejam liberados da matriz alimentar
(Dantas et al. 2023). Apos serem liberados, os fitoquimicos sdo absorvidos pela camada de
células que revestem todo o trato gastrointestinal através de mecanismos de transportes passivo
ou ativo. A partir disso, os fitoquimicos sdo transportados para a corrente sanguinea através da
veia porta (hidrofilico) ou do sistema linfatico (hidrofobico), dependendo de sua polaridade (Q.
Zhao et al. 2023).

Assim, a bioacessibilidade ¢ a quantidade de uma molécula bioativa liberada da matriz
alimentar no trato gastrointestinal que, finalmente, torna-se disponivel para absor¢ao no
intestino delgado. J& a biodisponibilidade refere-se a quantidade de compostos disponiveis para
fungdes fisiologicas normais ou armazenados no sistema circulatorio ap6s metabolismo e
eliminacao intestinal (Dantas et al. 2023). Muitos polifenois existem naturalmente da forma
glicosilada nos alimentos, dificultando sua absorcdo direta pelos enterdcitos.
Consequentemente, antes da absorcdo, esses devem ser hidrolisados por enzimas localizadas na
borda em escova do intestino delgado para separar as por¢des de acucar do esqueleto fenolico.

Estudos tem demonstrado aumento na concentragdo de muitos compostos fendlicos em
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alimentos submetidos a fermentagdo (Barreto et al. 2023). Os produtos fermentados sdo
caracterizados como "aqueles produtos alimentares ou bebidas produzidos por meio do
crescimento microbiano controlado e conversdes enzimaticas de seus componentes alimentares
principais e secundarios" (Marco et al. 2021). Portanto, a fermentacdo exibe uma ampla
diversidade de resultados conforme os tipos de microrganismos empregados, especialmente
bactérias e fungos (leveduras e bolores), resultando em impactos positivos nas propriedades
funcionais, nutricionais e sensoriais do produto final (Leonard et al. 2021).

Durante o processo de fermentagdo desses alimentos, diversas reagdes bioquimicas sao
desencadeadas por multiplos microrganismos que resultam na liberacdo de vitaminas,
aminoacidos, enzimas, acidos graxos de cadeia curta (AGCC), acidos organicos, compostos
fenolicos e peptideos bioativos, que podem apresentar beneficios a saude humana. Além disso,
a interacdo dos microrganismos fermentadores pode permitir a biotransformacao de compostos
fendlicos durante a fermentacao, resultando em maior bioatividade (Diez-Ozaeta e Astiazaran
2022). A potencializagdo dos compostos antioxidantes pode ocorrer pelo rompimento da parede
celular, a partir da fermentacdo, liberando, sintetizando ou convertendo compostos fenélicos.

Além disso, os alimentos fermentados tém sido explorados como nichos para isolamento
de bactérias e leveduras com potencial para aplicagdes biotecnoldgicas (de Assis et al. 2021).
Ademais, cepas de microrganismos podem apresentar efeitos benéficos a satde, como
propriedades probidticas, hipocolesterolémica, anti-hipertensiva, entre outros (Fakruddin,
Hossain, e Ahmed 2017; Veron et al. 2019).

Em um estudo conduzido por Prestes et al., (2021), foi realizado um processo de
fermentagao lactica do leite com a adi¢do de polpa de gabiroba em concentragdes de 5% e 10%,
utilizando a cepa Bifidobacterium BB-12. Os autores sugeriram que a composi¢ao do fruto, rica
em compostos bioativos pode ter exercido um efeito prebiotico sobre as bifidobactérias e
protegido os trés microrganismos analisados durante a simulacdo do trato gastrointestinal,
incluindo o ambiente altamente acido do estomago. Notavelmente, durante essa fase de
digestdo, a adicdo de 10% de polpa de gabiroba resultou em uma significativa taxa de
sobrevivéncia, mesmo para as cepas sensiveis de S. thermophilus e L. bulgaricus, exibindo
taxas de sobrevivéncia 60,4% e 21,7% maiores do que a amostra controle.

Em outro estudo, Duarte et al., (2010) realizaram a fermentacao alcoolica de varios
frutos nativos, incluindo a gabiroba. Os autores observaram a presenca de diversos compostos
que sdo encontrados em outros tipos de vinhos, mostrando o potencial do fruto para a utilizacao

na produgdo de bebidas fermentadas.
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CAPITULO II

1.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

1.1.1 Caracterizacao do estudo

Trata-se de um estudo experimental, com analise laboratorial. As andlises foram
realizadas nos laboratdrios dos Departamentos de Nutri¢ao, Farmacia e de Genética Molecular
de Microrganismos da Universidade Federal do Parand (UFPR) — Campus Jardim Botanico e
Centro Politécnico, Curitiba - PR.

As analises experimentais foram organizadas em dois Capitulos: Capitulo III e IV. No
Capitulo III, realizou-se andlises de atividade antibacteriana, inibicdo de o-amilase e o-
glucosidase, bem como a digestibilidade in vitro, avaliando compostos fenolicos totais (TPC),
flavonoides totais (TFC) e atividade antioxidante (pelos ensaios de DPPH, FRAP e ABTS) do
po e extrato de gabiroba. No Capitulo IV, duas linhagens de leveduras foram isoladas a partir
da fermentacdo espontanea dos frutos de gabiroba, e posteriormente inoculadas nos frutos
pasteurizados de C. xanthocarpa para realizar a fermentacdo. Procedeu-se a avaliagdo da
atividade antibacteriana, inibicdo a-amilase e bioacessibilidade de TPC, TFC e atividade
antioxidante (pelos ensaios de DPPH, FRAP e ABTS) antes e apos a simulagao da digestao in
vitro, dos frutos in natura, fermentado A e B. A Figura 3 (pag. 44) ilustra os procedimentos

realizados para os preparos das amostras e as andlises realizadas em ambos os capitulos.

1.1.2 Caracteristica da coleta e das amostras

A coleta do fruto foi realizada em dezembro de 2021, em uma chacara no municipio de
Sao José dos Pinhais (25°44'28.7"S; 49°08'32.5"W), Parana, Brasil, cultivada por uma pequena
produtora. Os frutos foram coletados de duas arvores, durante duas semanas consecutivas, a
temperatura de 25 £+ 2°C, com o auxilio de um colhedor de frutos adaptado. Os frutos foram
selecionados considerando a auséncia de lesdes, infec¢des visiveis e também a uniformidade
da cor, sendo colhidos aproximadamente 3,0 Kg (Fig.1). Uma parcela desses frutos foi
imediatamente submetida a um processo de higienizacdo, passando por uma etapa de
sanitiza¢ao em uma solucao de hipoclorito de sdédio (NaClO, 100 ppm) por um periodo de 10
minutos, seguido de enxdgue com agua corrente, (Brasil, 2018). Outra parte dos frutos foi

lavada com dgua destilada no ambiente do laboratodrio e, posteriormente, ambas as partes foram
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colocadas em sacos de polietileno selados, mantendo-se sob condi¢des de refrigeragdo. No
laboratorio de Tecnologia de Alimentos no Departamento de Nutrigdo da UFPR os frutos

passaram por uma etapa de caracterizagao fisica e analises fisico-quimicas.

FIGURA 1 - CARACTERISTICAS DA ARBOREA E FRUTOS DA C. xanthocarpa Berg

(a) Arborea do local de coleta dos frutos. (b) Coleta e (¢) armazenamento dos frutos.

Uma exsicata da planta foi preparada e identificada botanicamente sendo depositada no
herbario do Museu Botanico de Curitiba — Parand, Brasil, nimero do registro MBM 185441
(Anexo III) (Fig 2). O projeto estd cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio

Genético (SisGen) sob o nimero AA1C7E7 (Anexo IV).

FIGURA 2 - EXSICATA C. xanthocarpa Berg DEPOSITADA NO HERBARIO
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CAPITULO III

ETGETON, S. A. P.; AVILA, S.; SILVA, A. C. R.; DE LIMA, J. J.; RODRIGUES, A. D. D.
P.S.;BEUX, M. R.; KRUGER, C. C. H. O conteudo desse capitulo foi publicado integralmente
na Plant Foods for Human Nutrition. Qualis — Capes A2 (2023). Anexo V.

COMPOSICAO NUTRICIONAL, DIGESTAO SIMULADA E ATIVIDADES
BIOLOGICAS DO FRUTO DE Campomanesia xanthocarpa

RESUMO GRAFICO

© umidade
oecrbowdratos
o Fibras totais

bioacessibilidade

# Digestdo in vitro

Basharans

-

RESUMO

Os frutos da gabirobeira sdo conhecidos por seu rico conteido de nutrientes e compostos
fitoquimicos bioativos que contribuem para atividades biologicas significativas. Apesar desses
atributos, o potencial antioxidante e a estabilidade dos compostos fendlicos nos subprodutos da
gabiroba apds a digestdo ainda ndo foram estudados. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
composicao fisico-quimica, atividade antibacteriana, efeitos inibitérios de o-amilase e o-
glucosidase, bem como a digestibilidade in vitro de compostos fenolicos totais, flavonoides
totais e atividade antioxidante do po e extrato de gabiroba. O p6 de gabiroba apresentou baixa
umidade, alto teor de carboidratos e fibras. A extracdo com etanol a 80% demonstrou maiores
atividades antioxidantes, antibacterianas, de inibicdo de a-amilase e a-glucosidase em

comparagdo com 0s extratos de etanol a 12% e dgua. A catequina e o 4cido ferulico foram os
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principais compostos fenolicos identificados por HPLC-DAD. Apoés a digestdo, tanto o pd
quanto o extrato de gabiroba apresentaram bioacessibilidade superior a 30% para compostos
fenodlicos totais e atividade antioxidante apos a fase géstrica. No entanto, o extrato seco
etanolico apresentou maior quantidade de compostos fendlico totais apos as fases gastrica e
intestinal em comparagdo com o po. O processamento da gabiroba em pod e extrato ¢ uma
abordagem promissora para aproveitar plenamente esse fruto sazonal, minimizar o desperdicio,
concentrar compostos benéficos a satide e valorizar um subproduto para uso como ingrediente

funcional e matéria-prima nas industrias alimenticias e farmacéuticas.

Palavras-chave: Atividade biologica; Gabiroba; Extrato; Bioacessibilidade; Inibicdo a-

amilase; Inibi¢ao a-glucosidase.

1. INTRODUCAO

A gabirobeira, cientificamente conhecida como Campomanesia xanthocarpa Berg,
pertence a familia Myrtaceae e produz um fruto denominado gabiroba (Barbieri et al. 2018).
Este fruto ¢ uma baga esférica com casca fina e lisa, variando do amarelo ao laranja.
Recomenda-se o consumo da gabiroba logo apds a colheita, que ocorre uma vez por ano e que
dura cerca de uma semana, devido ao seu prazo de validade pds-colheita limitado causado pelo
alto teor de acucar e agua (de Oliveira Raphaelli et al., 2021). A polpa da gabiroba ¢ carnuda,
suculenta e muito apreciada por seu sabor adocicado e aroma citrico (Czaikoski et al. 2015). As
frutas da estagdo, principalmente as pereciveis e ricas em compostos bioativos, como a
gabiroba, sdo conservadas em diversas formas, como geleias, compotas, sorvetes e farinhas,
permitindo o consumo mesmo na entressafra (Barbieri et al., 2018).

A transformacdo das frutas em po e extrato possibilita o aproveitamento integral,
minimizando o desperdicio, reduzindo o teor de 4gua e prolongando a vida ttil. Além disso, o
pd e o extrato derivados de frutas da estagdo podem apresentar maior concentragdo de
compostos benéficos a saude, oferecendo versatilidade culinaria e incorporagdo conveniente
em produtos alimenticios, suplementos ou cosméticos (Barbosa et al., 2021; Salmazzo et al.,
2021). Além disso, extratos obtidos das folhas, frutos e sementes da gabirobeira tém sido
reconhecidos como fontes abundantes de compostos fenodlicos com potentes propriedades
antioxidantes, enfatizando seu valor nutricional (Capeletto et al., 2016; Pereira et al., 2012).

A gabiroba possui alto teor de nutrientes, principalmente vitamina C (0,2 a 31,9 mg/mL)

e compostos fenodlicos antioxidantes (aproximadamente 507 uM TE/g por ensaio ABTS),
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responsaveis por suas atividades biologicas (de Oliveira Raphaelli et al. 2021). Em relagdo as
atividades biologicas dos diferentes extratos dos frutos da gabiroba, foram observadas
atividades antidiabética (in vitro e in vivo), antimicrobiana, anti-inflamatoria e antiproliferativa
(de Oliveira Raphaelli et al. 2021). No entanto, a estabilidade e a bioacessibilidade desses
compostos bioativos e antioxidantes na gabiroba ainda ndo foram relatadas na literatura. Avaliar
a bioacessibilidade de compostos encontrados em frutas nativas ¢ crucial para compreender o
seu valor nutricional, impulsionar o comércio, incentivar o desenvolvimento sustentdvel e a
conservagao da biodiversidade (Ferreira et al. 2022).

Os testes de digestdao gastrointestinal in vitro desempenham um papel crucial na
simula¢do das condic¢des fisiolégicas do corpo humano e na avaliagdo da absorgdo e
disponibilidade desses compostos (Andrade, Chagas Barros, et al. 2022). Portanto, o objetivo
deste estudo foi avaliar a composi¢ao fisico-quimica, atividade antibacteriana, efeitos
inibitorios sobre a atividade das enzimas a-amilase e a-glucosidase e a digestibilidade in vitro
de compostos fendlicos totais, flavonoides totais e a atividade antioxidante do p6 e extrato de

gabiroba.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Matéria-Prima

Um total de 3 kg de frutos de C. xanthocarpa com 75% da casca na cor laranja, foram
colhidos em dezembro de 2021 em Sdo José dos Pinhais, Parand, Brasil (25°4428.7"S;
49°08'32.5"W). Os frutos foram lavados e sanitizados em solu¢@o de hipoclorito de s6dio 100
ppm por 10 minutos. Cinquenta frutos inteiros foram selecionados do lote coletado para
posterior analise fisica.

Para obtengao do p6 de gabiroba liofilizado, os pedinculos dos frutos foram retirados e
os frutos inteiros, incluindo polpa, casca e sementes, foram triturados em liquidificador
doméstico (Britania, Sdo Paulo, Brasil). A mistura resultante foi transferida para um freezer a -
18 °C £ 2 °C e posteriormente submetida a liofilizagdo a -40 °C (Liobras, L101, Sdo Paulo,
Brasil). A amostra liofilizada resultante foi moida em p6 usando um almofariz e pilao e entao
armazenada a aproximadamente 5 °C.

Este projeto de pesquisa esté registrado no Sistema Nacional de Gestao do Patrimonio

Genético e Conhecimento Tradicional Associado sob o niumero AAIC7E7.
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2.2 Analise fisica e composi¢ao centesimal

Para a caracterizagdo fisica dos frutos, foram considerados os seguintes parametros:
peso do fruto (PF) medido em gramas através de pesagem individual em balancga analitica
(Ohaus, Modelo AR2140); diametros longitudinais e transversais (DL/DT) medidos em
milimetros com paquimetro (Insize, precisdo de 0,01mm); e densidade determinada pela técnica
de deslocamento de agua (Ferreira, 2001).

O p6 de gabiroba liofilizado foi submetido as determinacdes de umidade (AOAC
925,09), cinzas (AOAC 923,03), proteina (AOAC 960,52), fibra solavel e insoluvel (AOAC
926,12) seguindo métodos oficiais padronizados (Sdnchez-Quezada, Campos-Vega, e Loarca-
Pina 2021). O teor de lipideos foi determinado pelo método de Bligh e Dyer (1959) os agtcares
redutores e totais foram determinados pelo método de Somogyi Nelson (1960). Os carboidratos

totais foram calculados por diferenga.

2.3 Identificagdo e quantificagdo de compostos fendlicos

Os compostos fenolicos individuais foram extraidos seguindo o método descrito por
Silva et al., (2021) com algumas modificagdes. O po liofilizado de gabiroba (0,5 g) foi
submetido a duas extra¢des com metanol 80% acidificado com HCl1 0,01% (5 mL) em banho
ultrassonico (Unique, modelo USC-2850A, Campinas, Sdo Paulo, Brasil) por 15 minutos a
temperatura de 25 + 2 °C. Apds centrifugacao a 2500 rpm por 10 minutos a 25 °C, os
sobrenadantes foram combinados, filtrados e armazenados a -20 & 2 °C. Os compostos fendlicos
individuais foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, Pro Star,
Varian®) acoplada a um detector de matriz de fotodiodos (PDA, Millford, MA, EUA). Foi
utilizada coluna analitica C18 800 de 4,6 mm x 15 cm, 5 um (TSKgel ODS-80Tm, TOSOH
Bioscience, Japao).

As fases moveis consistiam em A (0,1% de 4cido formico em agua) e B (0,1% de acido
férmico em metanol). As condi¢des de separacdo por HPLC foram as seguintes: temperatura
da coluna de 25 °C, vazao de 0,8 mL/min e volume de injecdo de 20 pL. Um gradiente de 30
minutos foi empregado com as seguintes proporcdes: 0-3,81 min, 9% B; 3,81-4,85 min, 14%
B; 4,85-5,89 min, 15% B; 5,89-8,32 min, 15% B; 8,32-9,71 min, 17% B; 9,71-10,40 min, 19%
B; 10,40-12,48 min, 19% B; 12,48-13,17 min, 26% B; 13,17-14,21 min, 28% B; 14,21-15,95
min, 35% B; 15,95-16,64 min, 40% B; 16,64-18,37 min, 48% B; 18,37-22,53 min, 53% B;
22,53-22,88 min, 70% B; 22,88-30 min, 9% B. Os compostos fendlicos foram detectados em
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um comprimento de onda de 280 nm.

2.4 Extracdo de amostras

O extrato aquoso (AA) e os etanolicos (E12% e E80%:; v/v) do pd da gabiroba liofilizado
foram preparados seguindo o método descrito por Santana Andrade et al., (2022) com
modifica¢des. Primeiramente, 2 g do pé da amostra foram homogeneizados com 4 mL de
solvente utilizando um misturador vértex por 30 segundos, seguido de incubacdo em banho
ultrassonico (Unique, modelo USC-2850A, Campinas, Sao Paulo, Brasil) por 15 minutos a uma
temperatura de 25 + 2 °C. Os extratos foram entdo centrifugados a 2500 rpm por 10 minutos a
25 °C. Em seguida, os sobrenadantes foram coletados e a fase solida foi submetida a uma
segunda extragdo semelhante. Finalmente, os sobrenadantes foram combinados, filtrados e

armazenados a -20 + 2 °C para posterior analise.

2.5 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana in vitro foi avaliada seguindo a metodologia descrita por
Avila et al.,, (2019). Cepas padrio de trés espécies bacterianas foram utilizadas: duas cepas
Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Escherichia coli ATCC 8739) e
uma cepa Gram-positiva (Staphylococcus aureus ATCC 25923). Dilui¢des seriadas dos
extratos de gabiroba (AA, E12% e E80%) foram preparadas em caldo Miiller-Hinton em
microplaca de 96 pocos para determinagdao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM).

As culturas bacterianas obtidas a partir de culturas em caldo de Muller Hilton, por 24 h
a 36 °C e foram ajustadas para 0,5 turbidez padrio de McFarland (1x10% UFC/mL) e diluidas
para 1x10° UFC/mL no caldo. O antibidtico gentamicina foi um controle positivo, enquanto o
etanol foi um controle negativo. Uma solugao metanolica a 5% (v:v) de cloreto de 2,3,5-trifenil-
tetrazolio (CTT) foi adicionada para confirmar visualmente o crescimento bacteriano. A CIM
foi definida como a menor concentracao (ug/mL) que ndo apresentou coloragao rosa, indicando

completa inibi¢do do crescimento.

2.6 Atividade de inibi¢do de a-amilase e a-glucosidase

A atividade de inibigdo da a-amilase pelo método iodo-amido foi realizada seguindo o

protocolo de Quan et al., (2019) com modificagdes. Em uma microplaca de 96 pogos, 20 puL de
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cada extrato (AA, E12% e E80%) foram pré-incubados com 20 pL de solucdo de a-amilase (1
U/mL) a 37 °C por 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 30 pL da solug¢do de amido
(0,5%). Apds 6 minutos de incubagdo a 37 °C, foram adicionados 20 pL de 4cido cloridrico (1
M) e 120 pL de solucao aquosa de iodo 0,25 mM. A absorbancia foi medida a 570 nm.

A atividade inibitoria da a-glucosidase na microplaca foi medida de acordo com o
método descrito por Wang et al., (2021). Primeiro, uma mistura contendo 50 uL de cada extrato,
50 pL de tampao fosfato de potassio (0,1 M, pH 7,0) e 100 uL de a-glucosidase (1 U/mL) foi
incubada por 15 minutos a 37 °C. Em seguida, foram adicionados 50 puL do substrato p-
nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (pNPG — 3 mg/mL) e a mistura foi incubada por 45 minutos a
37 °C. A absorbancia foi medida a 405 nm.

A porcentagem de atividade inibitoria enzimatica foi calculada usando a seguinte equacao:

ABScontrole — (ABSamostra — ABSbranco
) x100

(%) Inibi¢do a — amilase = ( ABScontrole

Onde: ABScontrole: Tampao Fosfato + Enzima; ABS amostra: Extrato + Enzima; ABSgranco: Extrato
+ Tampao Fosfato. Acarbose foi utilizada como controle positivo, 4gua e etanol como controle

negativo.

2.7 Compostos fenodlicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante

A determina¢ao dos compostos fenolicos totais (TPC) foi realizada seguindo a
metodologia descrita por Singleton e Rossi, (1965), e os flavonoides totais (TFC) foram
analisados conforme Zhishen et al., (1999). A atividade antioxidante foi avaliada usando o
ensaio de captura de radicais DPPH conforme descrito por Brand-Williams et al., (1995), o
ensaio de reducdo de ferro FRAP conforme descrito por Benzie e Strain, (1996), e a atividade
de eliminacao de radicais ABTS conforme definido por Re et al., (1999). Os ensaios foram
adaptados para microplacas de 96 pogos seguindo as modificagdes propostas por Avila et al.,
(2022), e as leituras foram feitas usando um leitor de microplacas (MultiskanTM Microplate
Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, Osaka, Japao) nos comprimentos de onda de 690
(TPC), 540 (TFC), 540 (DPPH), 620 (FRAP) e 690 (ABTS) nm, respectivamente. Os resultados
foram expressos em mg de equivalente de acido galico (GAE)/100 g para TPC, mg de
equivalente de catequina (CE)/100 g para TFC, e a atividade antioxidante dos ensaios em mmol

Trolox equivalente (TE)/100 g de farinha de gabiroba liofilizada.
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2.8 Digestao gastrointestinal in vitro

A digestdo gastrointestinal in vitro do p6 e do extrato de etanol a 80% foi realizada
seguindo protocolo Infogest (Brodkorb et al. 2019), com adaptacdes. Foram realizadas trés
etapas (digestao oral, gastrica e intestinal). Resumidamente, para digestao oral, 2,1 mL de
solucao estoque de Fluido Salivar, 0,3 mL de solu¢do de a-amilase (1500 U/mL), 0,015 mL de
CaCl, 0,3 M foram misturados com 0,5 g ou 3 mL de amostra. O pH foi ajustado para 7,0 com
NaOH 1M e 4gua foi adicionada para completar 6 mL. A mistura foi incubada em banho com
agitacdo por 2 minutos a 37 °C. Para a digestao gastrica foram adicionados 4,5 mL de solucao
estoque de Fluido Gastrico, 0,960 mL de solu¢do de pepsina suina (2500 U/mL), 12,5 puL de
CaCl2 0,3 M, o pH da mistura foi ajustado com HC1 1 M para pH 3. Agua foi adicionado para
completar 12 mL. Ap6s 2 h de incubagdo a 37 °C, a digestdo intestinal foi iniciada. Para esta
fase foram utilizados 6,6 mL do estoque de liquido intestinal, 3,0 mL de solucao de pancreatina
(800 U/mL), 1,5 mL de bile (160 mM de bile fresca), 0,024 mL de CaCl2 0,3 M, NaOH 1 M
para ajustar o pH para 7 e adicionar agua para completar o volume para 24 mL. A mistura foi
incubada novamente a 37 °C por 2 h. As fases gastrica e intestinal foram interrompidas por
banho de gelo. As solugdes foram centrifugadas a 2500 rpm por 10 minutos. Sobrenadantes e
precipitados foram coletados, congelados a -18 °C e liofilizados para analise de compostos
fendlicos e antioxidantes. Os brancos do procedimento foram feitos com agua destilada e todas
as enzimas digestivas nas mesmas condi¢des do po e extrato de gabiroba.

A bioacessibilidade (%) foi definida como o teor do composto liberado no processo de
digestao simulado em relagdo ao teor do composto na amostra, e o valor foi calculado conforme

a formula Leufroy et al., (2012).

Conteudo do composto liberado na digestio simulada

(%)Bioacessibilidade = ( )x100

Conteudo do composto na amostra

2.9 Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software estatistico SAS (versao 9.3, SAS Institute
Inc., Cary, NC, EUA). Os resultados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) e
foi realizado o teste de Tukey para identificar diferencas significativas. Foram consideradas

diferencas significativas com p < 0,05.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise fisica e composicao centesimal

O peso do fruto € uma caracteristica que varia de acordo com a morfologia e espécie da
gabiroba. Pesquisas anteriores indicaram um peso médio de 10 g (Wesp et al. 2013). Porém,
constatou-se que os frutos desta espécie tém aproximadamente metade do peso mencionado
neste estudo, pesando menos de 5 g (da Silva Santos et al. 2009) (Tabela 1). E importante
ressaltar que variacdoes morfologicas e nutricionais nos frutos podem ocorrer devido a fatores
genéticos e condi¢cdes ambientais. Estudos indicam que a disponibilidade de dgua, luz solar e o
periodo de colheita podem influenciar significativamente as caracteristicas dos frutos, incluindo

o tamanho (de Oliveira Raphaelli et al., 2021).

TABELA 1 - CARACTERIZACAO FiSICA E COMPOSICAO CENTESIMAL DOS
FRUTOS DE C. xanthocarpa

Parametros Valores médios

Fruto in natura

Massa (g) 2,86 + 0,80
Diametro longitudinal (mm) 16,35+ 1,62
Diametro transversal (mm) 14,75+ 1,53
Densidade (g/mL) 1,11 +0,10
Gabiroba em po6 (g/100g)

Umidade 6,76 = 0,13
Cinzas 2,37 £ 0,02
Proteinas 2,84 +0,03
Lipidios 3,37+ 0,04
Acgucar redutor 31,22+ 0,03
Acgucares totais 40,30 £ 0,02
Fibras Soluveis 6,35+0,02
Fibras Insoluveis 23,41 £0,03
Carboidratos 14,60 + 0,02

Resultados expressos como média + Desvio Padrao (DP). Valores em massa fresca do fruto

(n= 50 frutos).
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A gabiroba em po6 possui diversas aplicacdes na industria de alimentos e bebidas,
servindo como suplemento nutricional, corante alimentar e ingrediente de farinha (Salehi e
Aghajanzadeh 2020). A gabiroba em pé apresentou baixo teor de umidade (< 7%), inferior ao
limite permitido para farinhas comerciais de 15% na Resolucao Brasileira (Brasil 2005). Este
baixo teor de umidade tem papel fundamental na preservacao da qualidade da farinha durante
o armazenamento, evitando a proliferacdo de microrganismos indesejaveis.

Em termos de macronutrientes, a gabiroba em p6 ¢ composta principalmente por
carboidratos e fibras, tornando-se uma rica fonte desses componentes nutricionais. O alto teor
de carboidratos (8 a 10%) das frutas contribui para sua dogura e aroma agradavel, possibilitando
a transformacdo da fruta in natura em diversos produtos, como geleias, compotas e sorvetes
(Barbieri et al. 2018). Além disso, os carboidratos fornecem as calorias essenciais para o bom
funcionamento do corpo (Fernandes et al. 2022).

Os frutos em pd de C. xanthocarpa sdo notaveis por seu alto teor de fibra dietética
contendo 30%. Em uma porg¢do de 30 g, equivalente a duas colheres de sopa rasa, o p6 fornece
aproximadamente 9 gramas de fibra, qualificando-o como uma excelente fonte de fibra ou rico
em fibras de acordo com os regulamentos do Food and Drug Administration (FDA). Esse valor
supera a exigéncia minima estabelecida pela Resolu¢ao Anvisa n® 54 de 2012, (Brasil 2012),
que estipula o minimo de 6 g de fibra por 100 g de alimento para ser considerado fonte desse
nutriente.

Considerando a recomendagao diaria média de ingestao total de fibras para mulheres e
homens adultos, que ¢ de 25 e 38 g, respectivamente (DRI, 2006), duas colheres de sopa de C.
xanthocarpa liofilizado contribuiram com aproximadamente 11,12% e 7,30% da ingestao diaria
de fibras alimentares totais. Entre as fibras dietéticas presentes, cerca de 79% sao insolaveis, o
que pode desempenhar um papel essencial no aumento do volume fecal e no estimulo da
motilidade intestinal humana. Além disso, o p6 contém 21,33% de fibras soluveis que podem
contribuir em retardar o esvaziamento gastrico (Pereira et al. 2012). As fibras soluveis
desempenham um papel importante na prevencdo de doengas crOnicas nao transmissiveis,
sendo que dentre outras agdes benéficas, seu consumo se correlaciona com a reducdo da
glicemia pos-prandial (Prasadi e Joye 2020). Essa combinagao de fibras soltiveis e insoluveis
torna o p6 de gabiroba um alimento altamente benéfico para a saude digestiva e geral.

Outro aspecto que merece destaque € o teor de cinzas da gabiroba em p0, que indica a
presenga de minerais nos frutos. Estudos realizados com C. xanthocarpa, mostram a presenga

de minerais como calcio, fosforo, magnésio, potéssio e ferro (de Oliveira Raphaelli et al., 2021).
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Notavelmente, a gabiroba contém uma quantidade maior de calcio (161,3 mg/100 g) em
compara¢do com frutas amplamente consumidas como a banana (5,0 mg/100 g) (Garcia et al.
2015). O célcio desempenha um papel crucial na formagdo 6ssea e no bom funcionamento do
sistema nervoso, sendo essencial no combate a osteoporose, principalmente quando combinado
com o fosforo (Bemmo et al. 2023).

Além disso, a gabiroba em po apresenta diferengas significativas no teor de proteinas e
lipidios em comparacdo com outras frutas. O p6 derivado de C. xanthocarpa contém
aproximadamente 3% de proteinas e lipidios, o que vai ao encontro dos achados de Pereira et
al., (2012) sobre a gabiroba liofilizada. Especificamente, em comparagdo com a gabiroba com
uvaia, esta ultima apresentou teor proteico trés vezes maior (15,8 g/100 g). Por outro lado, a
analise dos valores lipidicos do nosso estudo revelou que a gabiroba tem aproximadamente sete
vezes mais lipidios (3,7 g/100 g) que a uvaia e duas vezes mais que a goiaba amarela (Pereira

et al. 2012).

3.2 Analises de atividades biologicas

Dois flavonoides e varios acidos fenolicos foram identificados como pardmetros
essenciais para estabelecer a qualidade da farinha e o seu efeito protetor contra os radicais livres,
exercendo assim efeitos benéficos para a saude. Os compostos fenodlicos encontrados em maior
quantidade foram catequina (728,78 mg/100 g) e acido ferulico (459,87 mg/100 g), enquanto
miricetina (120 mg/100 g), 4cido cinamico (78,01 mg/100 g), acido cafeico (29,00 mg/100 g)
e acido galico (5,82 mg/100 g) estiveram presentes em quantidades menores. Esses compostos
fendlicos encontrados na gabiroba em p6 t€ém sido amplamente estudados devido as suas
propriedades antioxidantes, anti-inflamatoérias, antimicrobianas, anticancerigenas e
cardioprotetoras (de Oliveira Raphaelli et al. 2021).

Virios fatores, como a concentragdo e a complexa interagdo entre os diversos
componentes presentes nos extratos, podem influenciar a atividade antibacteriana (Cushnie e
Lamb 2011). Embora os extratos de gabiroba exibissem diferencas significativas no conteudo
fenolico total (TPC), conteudo total de flavonodides (TFC) e atividade antioxidante, tanto os
extratos aquosos (AA) quanto os etanolicos (E12% e E80%) exibiram atividade antibacteriana
semelhante contra S. aureus bactérias (Tabela 2). Essa semelhanca pode estar ligada a presenca
de outros compostos bioativos ndo medidos nos extratos que apresentam efeitos

antibacterianos, potencialmente agindo sinergicamente com os compostos fenolicos (Cushnie e
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Lamb 2011).

Contudo, o extrato E80% apresentou um nivel de inibi¢do comparavel ao do controle
positivo contra Escherichia coli, indicando que a extragdo com etanol resultou em um efeito
mais pronunciado sobre esta bactéria. Santos & de Aquino Santana, (2019) enfatizaram a
influéncia da polaridade do solvente na extracao de compostos com propriedades distintas. Em
relagdo a Pseudomonas aeruginosa, tanto o extrato aquoso quanto o etanolico apresentaram
acdo inibitoria nas concentragdes de 129,2 e 63,3 pg/mL, respectivamente, mas em men

or grau em comparagao ao controle de gentamicina, comumente utilizado no combate a essas

bactérias (3,7 pug/mL).

TABELA 2 - ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS EXTRATOS DE GABIROBA
LIOFILIZADA

Controle
AA E12% E80%
Microrganismos positivo
CIM (pg/mL) CIM (pg/mL) CIM (pg/mL)  CIM (pg/mL)
S. aureus 64,6 63,3 63,3 0,9
E. coli 64,6 63,3 1,9 1,8
P. aeruginosa 129,2 63,3 63,3 3,7

Valores obtidos em triplicata do extrato aquoso (AA), etanolico 12% (E12%) e etanolico 80%
(E80%) da farinha liofilizada. CIM = concentracdo inibitéria minima (ug/mL). Controle

positivo (antibidtico gentamicina).

Além da atividade antimicrobiana, os extratos (AA, E12% e E80%) também exibiram
efeitos inibitérios sobre as enzimas o-amilase e a-glucosidase (Fig. 1f e g). No caso do extrato
aquoso (AA), aumentar a concentragdo do extrato de 6 ug/mL para 38 pg/mL resultou em um
aumento na inibi¢do da a-amilase de 20% para 77%. Os extratos E12% e E80% demonstraram
inibicdo da a-amilase de 24% e 13% para 6 pg/mL e 99% e 100% para 38 pg/mL,
respectivamente. Os extratos etanolicos exibiram inibi¢do completa da o-amilase na
concentragdo de 38 pg/mlL, enquanto o extrato aquoso obteve inibic¢do completa na
concentragdo de 61 pg/mL. O AA exibiu inibi¢do da a-amilase com valor de ICso de 15,29
pg/mL, enquanto os extratos etanolicos apresentaram valores de ICso de 9,62 e 15,93 pg/mL
para E12% e E80%, respectivamente. Assim, tanto o extrato aquoso e o etanolico 80% exibiram

valores de ICso préoximo, indicando eficacia comparavel. Essas descobertas sugerem que os
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extratos gabiroba em p6 pode ser empregados com estratégia para regular os niveis glicémicos,
retardando a quebra de carboidratos no intestino, auxiliando assim no controle dos niveis de
glicose plasmatica e no controle da glicemia pds-prandial (Jagadeesan et al. 2022).

A atividade antimicrobiana e a inibi¢do enzimatica da gabiroba em pdé podem ser
atribuidas a presenca de compostos fenolicos identificados. Estudos anteriores indicaram que
certos acidos fendlicos, como os acidos galico, cafeico e ferulico, exibiram atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Capeletto et al. 2016;
Czaikoski et al. 2015; Daglia 2012; Salmazzo et al. 2021). Além disso, esses polifenois
contribuem para uma degradacdo mais lenta dos monossacarideos, resultando na reducao da

absorc¢ao de glicose na corrente sanguinea (Jagadeesan et al. 2022).

FIGURA 1- INIBICAO a-AMILASE E o-GLUCOSIDASE DOS EXTRATOS DE
GABIROBA
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inibicao (f) a-amilase e (g) a-glucosidase. Conteudo de (h) compostos fendlicos totais (TPC) e
flavondides totais (TFC) e ensaios antioxidantes de (i) DPPH e FRAP. Os valores médios
indicados com letras maiusculas diferentes indicam diferenga significativa (p < 0,05) entre
extratos na mesma concentracao. Os valores médios indicados com letras minusculas diferentes
indicam diferencas significativas (p < 0,05) entre as concentracoes do mesmo extrato. De

acordo com o teste estatistico de Tukey.

A extragdo de compostos bioativos da gabiroba desempenha um papel crucial em termos
de viabilidade econdmica e aumento dos compostos ativos desejados. O rendimento de extracao
para E80% foi de 20%, com teor de s6lidos de 0,1 g/mL no extrato. Em comparagdo com outros
estudos, o rendimento de extracdo de sementes de Campomanesia xanthocarpa usando CO>
supercritico foi de 8,02 + 0,05%, enquanto com n-butano comprimido foi de 24,71 + 0,89%.
(Capeletto et al. 2016). E importante considerar tanto a eficiéncia econdmica quanto o aumento
dos compostos ativos desejados ao realizar a extragdo (Capeletto et al. 2016).

Os valores de TPC, TFC e atividade antioxidante do E80% foram maiores em relagdo
ao AA e E12% (Fig. 2). Apenas o TFC do extrato aquoso e etanolico 12% ndo apresentou
diferengas significativas. Os valores de TPC, DPPH e FRAP aumentaram com o percentual de
etanol, semelhante aos achados relatados por Pedro et al., (2018) para frutas de goji berry
(Lycium barbarum L).

3.3 Digestao gastrointestinal in vitro

Degradacao significativa de compostos fenolicos e antioxidantes foi observada em todas
as analises realizadas para frutas em po6 e extrato seco de etanol (p < 0,05) (Tabela 3). No
entanto, niveis notaveis de TPC, TFC e atividade antioxidante foram observados durante a fase
gastrica da digestao simulada. O po liofilizado apresentou bioacessibilidade gastrica de 17% e
3% para TPC e TFC, respectivamente, enquanto na fase intestinal esses valores foram de 2% e
0,07%, respectivamente (Tabela 3). Com relagdo a atividade antioxidante avaliada pelos
ensaios DPPH, FRAP e ABTS, a gabiroba em pé demonstrou bioacessibilidade de 48%, 42%
e 31%, apos a fase gastrica e 6, 5 e 1%, respectivamente, apos a fase intestinal.

Em contrapartida, o extrato etanolico seco apresentou maior bioacessibilidade gastrica
em comparagao com o po liofilizado. A fase gastrica apresentou valores de 62% para TPC, 26%

para TFC, 50% para DPPH, 43% para FRAP e 87% para ABTS. Os antioxidantes no extrato
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seco foram trés vezes mais disponiveis apds a digestdo gastrica do que no po6 liofilizado. Na
fase intestinal, o extrato seco demonstrou bioacessibilidade de 30% para TPC.

A libertacdo de acidos fendlicos na fase gastrica e a seu subsequente potencial
degradacdo ou conversao na fase intestinal sugere uma interacdo complexa entre o processo
digestivo e a biodisponibilidade destes compostos. Embora as condi¢des acidas da fase gastrica
facilitem a liberagdo de certos antioxidantes, as condi¢des ligeiramente alcalinas da fase
intestinal podem alterar sua estrutura quimica, afetando sua absor¢ao e biodisponibilidade (Liao
et al., 2022; Ma et al., 2023). A maior bioacessibilidade dos antioxidantes do extrato seco de
etanol indica seu potencial como alimento funcional ou suplemento dietético que pode
contribuir para a saide e o bem-estar geral. A melhor absor¢ao destes compostos bioativos pode
melhorar os mecanismos de defesa do organismo contra o estresse oxidativo, reduzindo
potencialmente o risco de doengas cronicas associadas ao dano oxidativo (Cheung et al., 2023;

Khochapong et al., 2021).

TABELA 3 - COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS, FLAVONOIDE E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DO PO E EXTRATO SECO DE GABIROBA, ANTES E APOS A
DIGESTAO IN VITRO.

TPC TFC DPPH FRAP ABTS
Fruta em po
Nao digerido 47,59+ 4,11 43,14+ 4,60° 253,34 +24,52* 312,37 £55,54* 412,52 +27,64*
Gastrico S. 8,16+0,45> 1,33+0,27° 122,45+10,55* 131,85+7,20° 129,97 + 14,96°
Intestinal S. 0,78 £0,08° 0,03 +0,05° 15,23 £2,27¢ 15,32 +£1,74° 4,94 £0,53¢
Gastrico P. 6,68 +0,18 1,63+0,25* 99,59 +7,99° 127,61 +7,48 129,48 + 16,73
Intestinal P. 0,07 £0,01° nd nd nd nd
Extrato seco
Nao digerido 44,63 £4,07* 2,05+0,52¢ 837,88 £36,63* 1096,64 +13,99* 503,26 + 81,80*
Gastrico S. 27,75+0,87° 0,54+0,13> 421,85+44,51> 477,78 £5,32> 438,65 +32,46°
Intestinal S. 13,54 £2,21¢ nd nd nd nd
Gastrico P. 10,33 +£1,38¢ nd 87,66 + 8,10¢ 69,91 £16,62¢ 19,26 £ 2,54¢
Intestinal P. 0,01 £0,02¢ nd nd nd nd

Os dados sdo valores médios + desvio padrdo (n= 12). TPC (mgGAE/g), TFC (mgCE/g),

DPPH, FRAP e ABTS (mmolTE/g).S: sobrenadante. P: precipitado. nd: néo

detectado. Diferentes letras minusculas indicam diferencas significativas (p < 0,05) entre as

diferentes fases em cada amostra pelo teste de Tukey
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O mesmo procedimento de extracdo foi empregado tanto para o sobrenadante quanto
para o precipitado, garantindo a extracdo completa dos compostos em ambas as fases. Pode-se
observar que para ambas as amostras, os valores de TFC e antioxidantes foram detectados
apenas no precipitado géstrico. Em contraste, baixos valores de TPC foram detectados em
ambas as fases do precipitado. A gabiroba em po6 apresentou valores antioxidantes de TPC, TFC
e ABTS no precipitado gastrico significativamente (p > 0,05) equivalentes aos encontrados nos
sobrenadantes da fase gastrica. No extrato seco, a capacidade antioxidante dos precipitados
gastricos foi significativamente menor em comparacdo a fase dos sobrenadantes gastricos. A
retencdo de compostos antioxidantes no precipitado pode ser atribuida a formagdo de
complexos ou interagcdes com outras substancias presentes na amostra e nos fluidos utilizados
durante o processo de digestibilidade. Essas interagdes podem resultar na precipitagdo ou
absor¢ao dos compostos antioxidantes, levando a sua retengao no precipitado (Schulz et al.,
2017).

A fibra alimentar presente no p6 da fruta pode atuar como barreira, protegendo os
compostos fendlicos e flavondides das condi¢cdes adversas do trato gastrointestinal,
principalmente na fase intestinal. Este efeito protetor pode prevenir ou minimizar as interagdes
dos compostos bioativos com outras substancias, enzimas digestivas ou fluidos no intestino,
auxiliando assim na preservagdo de sua biodisponibilidade e capacidade antioxidante. Isto
destaca os beneficios potenciais do consumo da fruta inteira em pd como suplemento dietético
ou alimento funcional, uma vez que pode oferecer melhor protecdo e biodisponibilidade de
importantes compostos bioativos que contribuem para os seus potenciais efeitos de promocao
da saude. Mais pesquisas sdo necessarias para elucidar os mecanismos especificos pelos quais
a fibra alimentar e outros componentes do pd da fruta contribuem para a preservagdo desses
compostos bioativos durante a digestdo e seus potenciais beneficios a satde (Quirds-Sauceda

et al. 2014).

4, CONCLUSAO

O po da fruta gabiroba mostra-se promissor como uma valiosa fonte alimentar devido
as suas atividades nutricionais, funcionais e bioldgicas. A C. xanthocarpa liofilizada apresenta
baixo teor de umidade (<7%) e ¢ fonte de carboidratos (15%), fibras (30%) e compostos

fenodlicos, como catequina e 4cido ferulico, conhecidos por suas propriedades antioxidantes. O
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extrato aquoso e os etandlico de gabiroba em p6 demonstraram atividade antibacteriana e
inibiram efetivamente as enzimas oa-amilase e a-glucosidase, indicando seu potencial no
controle dos niveis glicémicos.

O extrato etandlico 80% superou o extrato aquoso em termos de rendimento de extracao,
teor de compostos fendlicos, de flavonoides totais, atividade antioxidante e inibi¢ao da a-
amilase. Mesmo ap6s a digestdo simulada, tanto a farinha quanto o extrato apresentaram
reducdo de compostos fenolicos. No entanto, uma quantidade muito subjetiva em relagdo aos
compostos avaliados permaneceu presente nas fases gastrica e intestinal.

Estas descobertas sugerem que o pd6 e o extrato etanolico de Campomanesia
xanthocarpa sdo promissores para aplicacdes nas industrias alimenticia e farmacéutica como
farinha ou aditivo no desenvolvimento de alimentos, oferecendo solug¢des potenciais para
mitigar as perdas pos-colheita e enfrentar os desafios da sazonalidade. Além disso,
compreender as propriedades funcionais dos frutos da biodiversidade brasileira pode promover
a sua valorizagdo e contribuir para a seguranca alimentar e nutricional, a0 mesmo tempo que
afirma a soberania sobre os recursos locais. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para uma
investigacdo aprofundada dos componentes bioativos da gabiroba e seus efeitos sinérgicos com

outros componentes, bem como estudos in vivo para garantir sua seguranca ¢ eficacia.

REFERENCIAS

AOAC, Official Methods of Analysis of AOAC International, Association of Official
Analytical Chemistys: Gaithersburg, MD, Chapter 44, n, 14, p, 22-33, 2000, 2012.

ALVES, A. M.; STEPHANIE, M.; ALVES, O.; DE, T.; FERNANDES, O. Caracterizacao
fisica e quimica, fendlicos totais e atividade antioxidante da polpa e residuo de gabiroba.
2013.

ANDRADE, J. K. S.; CHAGAS BARROS, R. G.; PEREIRA, U. C.; et al. Bioaccessibility of
bioactive compounds after in vitro gastrointestinal digestion and probiotics fermentation of
Brazilian fruits residues with antioxidant and antidiabetic potential. LWT, v. 153, p. 112469,
2022. Academic Press. Acesso em: 11/9/2022.

AVILA, S.; HORNUNG, P. S.; TEIXEIRA, G. L.; et al. Bioactive compounds and biological
properties of Brazilian stingless bee honey have a strong relationship with the pollen floral
origin. Food Research International, v. 123, p. 1-10, 2019. Elsevier. Acesso em: 6/6/2023.

AVILA, S.; ZALAMANSK]I, S.; TANIKAWA, L. M.; KRUGER, C. C. H.; FERREIRA, S. M.
R. Influence of Cooking Methods on In Vitro Bioaccessibility of Phenolics, Flavonoids, and
Antioxidant Activity of Red Cabbage. Plant Foods for Human Nutrition, 2022. Springer.



61

BARBIER]I, S. F.; DE OLIVEIRA PETKOWICZ, C. L.; DE GODOY, R. C. B.; et al. Pulp and
Jam of Gabiroba (Campomanesia xanthocarpa Berg): Characterization and Rheological
Properties. Food Chemistry, v. 263, p. 292-299, 2018. Elsevier. Acesso em: 31/5/2023.

BARBOSA, C. H.; ANDRADE, M. A.; SENDON, R.; et al. Industrial fruits by-products and
their antioxidant profile: Can they be exploited for industrial food applications? Foods, v. 10,
n. 2, 2021. MDPI AG.

BAYANG, J. P.; LAYA, A.; KOLLA, M. C.; KOUBALA, B. B. Variation of physical
properties, nutritional value and bioactive nutrients in dry and fresh wild edible fruits of twenty -
three species from Far North region of Cameroon. Journal of Agriculture and Food
Research, v. 4, p. 100146, 2021. Elsevier. Acesso em: 6/6/2023.

BEMMO, U. L. K.; MVONGQO, C.; BINDZI, J. M.; EKWELLE, W. N. M.; ZAMBOU, F. N.
Contribution to the valorization of Myrianthus arboreus fruits pulp from Cameroon: Physico-

chemical characterization and Nutritional value. Measurement: Food, v. 10, p. 100083, 2023.
Elsevier. Acesso em: 6/6/2023.

BENZIE, I. F. F.; STRAIN, J. J. The Ferric Reducing Ability of Plasma (FRAP) as a Measure
of “Antioxidant Power”: The FRAP Assay. Analytical Biochemistry, v. 239, n. 1, p. 70-76,
1996. Academic Press. Acesso em: 12/6/2023.

BLIGH E. G.; DYER W. J. A rapid method of total lipid extraction and purification.
Canadian journal of biochemistry and physiology, v. 37, n. 8, p. 911-917, 1959.

BRAND-WILLIAMS, W.; CUVELIER, M. E.; BERSET, C. Use of a free radical method to
evaluate antioxidant activity. LWT - Food Science and Technology, v. 28, n. 1, p. 25-30,
1995. Academic Press. Acesso em: 12/6/2023.

BRASIL. Resolucao - RDC N° 263. Disponivel em:
<https://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/anvisa/2005/rdc0263 22 09 2005.html>. Acesso
em: 12/9/2023.

BRASIL. Resolugao - RDC N° 54. Disponivel em:
<https://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/anvisa/2012/rdc0054 12 11 2012.html>. Acesso
em: 12/9/2023.

BRODKORB, A.; EGGER, L.; ALMINGER, M.; et al. INFOGEST static in vitro simulation
of gastrointestinal food digestion. Nature Protocols, v. 14, n. 4, p. 991-1014, 2019. Nature
Publishing Group.

CAPELETTO, C.; CONTERATO, G.; SCAPINELLO, J.; et al. Chemical composition,
antioxidant and antimicrobial activity of guavirova (Campomanesia xanthocarpa Berg) seed
extracts obtained by supercritical CO2 and compressed n-butane. The Journal of Supercritical
Fluids, v. 110, p. 32-38, 2016. Elsevier. Acesso em: 31/5/2023.

CHEUNG, M.; ROBINSON, J. A.; GREENSPAN, P.; PEGG, R. B. Evaluating the phenolic
composition and antioxidant properties of Georgia pecans after in vitro digestion. Food
Bioscience, v. 51, p. 102351, 2023. Elsevier. Acesso em: 23/7/2023.



62

CUSHNIE, T. P. T.; LAMB, A. J. Recent advances in understanding the antibacterial properties
of flavonoids. International Journal of Antimicrobial Agents, v. 38, n. 2, p. 99-107, 2011.
Elsevier. Acesso em: 4/12/2023.

CZAIKOSKI, K.; MESOMO, M. C.; KRUGER, R. L.; QUEIROGA, C.L.; CORAZZA, M. L.
Extraction of Campomanesia xanthocarpa fruit using supercritical CO2 and bioactivity
assessments. The Journal of Supercritical Fluids, v. 98, p. 79-85, 2015. Elsevier. Acesso em:
31/5/2023.

DAGLIA, M. Polyphenols as antimicrobial agents. Current Opinion in Biotechnology, v. 23,
n. 2, p. 174181, 2012. Elsevier Current Trends. Acesso em: 6/6/2023.

DUARTE, W. F.; DIAS, D. R.; OLIVEIRA, J. M.; et al. Characterization of different fruit
wines made from cacao, cupuassu, gabiroba, jaboticaba and umbu. LWT - Food Science and
Technology, v. 43, n. 10, p. 1564—1572, 2010. Academic Press. Acesso em: 31/5/2023.

FERNANDES, I. DE A. A.; MACIEL, G. M.; MAROLDI, W. V_; et al. Bioactive compounds,
health-promotion properties and technological applications of Jabuticaba: A literature
overview. Measurement: Food, v. 8, p. 100057, 2022. Elsevier. Acesso em: 6/6/2023.

FERREIRA, B. A.; DA SILVA, A. R. A,; FILBIDO, G. S.; et al. In vitro bioaccessibility of the
bioactive compounds and minerals in the pulp and peel of Buchenavia tomentosa Eichler fruits
and their antioxidant capacities. Measurement: Food, v. 8, p. 100064, 2022. Elsevier. Acesso
em: 31/5/2023.

GARCIA, O. P.; MARTINEZ, M.; ROMANO, D.; et al. Iron absorption in raw and cooked
bananas: A field study using stable isotopes in women. Food and Nutrition Research, v. 59,
2015. Co-Action Publishing.

JAGADEESAN, G.; MUNIYANDI, K., MANOHARAN, A. L., NATARAJ, G,
THANGARAJ, P. Understanding the bioaccessibility, a-amylase and a-glucosidase enzyme
inhibition kinetics of Allmania nodiflora (L.) R.Br. ex Wight polyphenols during in vitro
simulated digestion. Food Chemistry, v. 372, p. 131294, 2022. Elsevier. Acesso em: 2/6/2023.

KHOCHAPONG, W.; KETNAWA, S.; OGAWA, Y.; PUNBUSAYAKUL, N. Effect of in
vitro digestion on bioactive compounds, antioxidant and antimicrobial activities of coffee
(Coftea arabica L.) pulp aqueous extract. Food Chemistry, v. 348, p. 129094, 2021. Elsevier.
Acesso em: 7/6/2023.

LEUFROY, A.; NOEL, L.; BEAUCHEMIN, D.; GUERIN, T. Use of a continuous leaching
method to assess the oral bioaccessibility of trace elements in seafood. Food Chemistry, v.
135, n. 2, p. 623-633, 2012. Elsevier. Acesso em: 31/5/2023.

LIAO, X.; MIAO, Q.; YANG, J.; et al. Changes in phenolic compounds and antioxidant
activities of “nine steaming nine sun-drying” black soybeans before and after in vitro simulated
gastrointestinal digestion. Food Research International, v. 162, p. 111960, 2022. Elsevier.
Acesso em: 7/6/2023.

MA, Y. L.; WANG, Y.; WU, Z. F.; et al. Exploring the effect of in vitro digestion on the
phenolics and antioxidant activity of Lycium barbarum fruit extract. Food Bioscience, v. 51, p.



63

102255, 2023. Elsevier. Acesso em: 23/7/2023.

DE OLIVEIRA RAPHAELLI, C.; PEREIRA, E. DOS S.; CAMARGO, T. M.; et al. Biological
activity and chemical composition of fruits, seeds and leaves of guabirobeira (Campomanesia

xanthocarpa O. Berg — Myrtaceae): A review. Food Bioscience, v. 40, p. 100899, 2021.
Elsevier. Acesso em: 20/10/2022.

PEDRO, A. C.; MAURER, J. B. B.; ZAWADZKI-BAGGIO, S. F_; et al. Bioactive compounds
of organic goji berry (Lycium barbarum L.) prevents oxidative deterioration of soybean oil.
Industrial Crops and Products, v. 112, p. 90-97, 2018. Elsevier. Acesso em: 7/6/2023.

PEREIRA, M. C.; STEFFENS, R. S.; JABLONSKI, A.; et al. Characterization and antioxidant
potential of Brazilian fruits from the Myrtaceae family. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 60, n. 12, p. 3061-3067, 2012.

PRASADI, N. V. P.; JOYE, L. J. Dietary fibre from whole grains and their benefits on metabolic
health. Nutrients, 1. out. 2020. MDPI AG.

VAN QUAN, N.; DANG XUAN, T.; TRAN, H.-D.; et al. molecules Antioxidant, a-Amylase
and a-Glucosidase Inhibitory Activities and Potential Constituents of Canarium tramdenum
Bark. Molecules, v. 24, p. 605, 2019. Disponivel em: <www.mdpi.com/journal/molecules>. .

QUIROS-SAUCEDA, A. E.; PALAFOX-CARLOS, H.; SAYAGO-AYERDI, S. G.; et al.
Dietary fiber and phenolic compounds as functional ingredients: Interaction and possible effect
after ingestion. Food and Function, 2014. Royal Society of Chemistry.

RE, R.; PELLEGRINI, N.; PROTEGGENTE, A.; et al. Antioxidant activity applying an
improved ABTS radical cation decolorization assay. Free Radical Biology and Medicine, v.
26, n. 9-10, p. 1231-1237, 1999. Pergamon. Acesso em: 6/6/2023.

SALEHI, F.; AGHAJANZADEH, S. Effect of dried fruits and vegetables powder on cakes
quality: A review. Trends in Food Science & Technology, v. 95, p. 162—172, 2020. Elsevier.
Acesso em: 14/6/2023.

SALMAZZO, G. R.; VERDAN, M. H.; SILVA, F.; et al. Chemical composition and
antiproliferative, antioxidant and trypanocidal activities of the fruits from Campomanesia
xanthocarpa (Mart.) O. Berg (Myrtaceae). Natural Product Research, v. 35, n. 5, p. 853-857,
2021. Taylor and Francis Ltd.

SANCHEZ-QUEZADA, V.; CAMPOS-VEGA, R.; LOARCA-PINA, G. Prediction of the
Physicochemical and Nutraceutical Characteristics of ‘Hass” Avocado Seeds by Correlating the
Physicochemical Avocado Fruit Properties According to Their Ripening State. Plant Foods for
Human Nutrition, v. 76, n. 3, p. 311-318, 2021. Springer.

SANT’ANNA, L. S.; MERLUGO, L.; EHLE, C. S.; et al. Chemical Composition and
Hypotensive Effect of Campomanesia xanthocarpa. Evidence-based Complementary and
Alternative Medicine, v. 2017, 2017. Hindawi Limited.

SANTOS, D.; LOPES DA SILVA, J. A.; PINTADO, M. Fruit and vegetable by-products’
flours as ingredients: A review on production process, health benefits and technological



64

functionalities. LWT, v. 154, p. 112707, 2022. Academic Press. Acesso em: 31/5/2023.

SANTOS, M. DA S.; MIGUEL, O. G.; PETKOWICZ, C. L. O.; CANDIDO, L. M. B.
Antioxidant and fatty acid profile of gabiroba seed (Campomanesisa Xanthocarpa Berg). Food
Science and Technology, v. 32, n. 2, p. 234-238, 2012. FapUNIFESP (SciELO).

SANTOS, T. R. J.; DE AQUINO SANTANA, L. C. L. Antimicrobial potential of exotic fruits
residues. South African Journal of Botany, v. 124, p. 338-344, 2019. Elsevier. Acesso em:
6/6/2023.

SCHULZ, M.; BILUCA, F. C.; GONZAGA, L. V.; et al. Bioaccessibility of bioactive
compounds and antioxidant potential of jucara fruits (Euterpe edulis Martius) subjected to in
vitro gastrointestinal digestion. Food Chemistry, v. 228, p. 447-454, 2017. Elsevier. Acesso
em: 14/6/2023.

SILVA, A. D.; AVILA, S.; KUSTER, R. T.; et al. In vitro Bioaccessibility of Proteins,
Phenolics, Flavonoids and Antioxidant Activity of Amaranthus viridis. Plant Foods for
Human Nutrition, v. 76, n. 4, p. 478-486, 2021. Springer.

SILVA, L. M. DOS S. F. E.; PEREIRA, G. S. L.; RIBEIRO, I. G.; et al. Production,
characterization and shelf-life evaluation of Caryocar brasiliense pulp flour. International

Journal of Gastronomy and Food Science, v. 28, p. 100512, 2022. Elsevier. Acesso em:
6/6/2023.

DA SILVA SANTOS, M.; CARNEIRO, P. I.; WOSIACKI, G.; et al. Caracterizacio fisico-
quimica, extracio e analise de pectinas de frutos de Campomanesia Xanthocarpa B.
(Gabiroba). 2009.

SINGLETON, V. L.; ROSSI, J. A. Colorimetry of Total Phenolics with Phosphomolybdic-
Phosphotungstic Acid Reagents. American Journal of Enology and Viticulture, p. 144—158,
1965.

SOMOGYI NELSON, N. A photometric adaptation of Somogyi method for determination of
glucose. Journal of Biologic Chemistry, v. 153, n. 2, p. 375-380, 1960.

WANG, X.; HAN, M.; ZHANG, M.; et al. In vitro evaluation of the hypoglycemic properties
of lactic acid bacteria and its fermentation adaptability in apple juice. LWT, v. 136, p. 110363,
2021. Academic Press. Acesso em: 6/6/2023.

WESP, C. DE L.; SANTANA, M. A.; GASPARETTO, B. F.; BARROS, I. B. I. DE.
Caracterizagao fisica de frutos de guabirobeiras (Campomanesia spp.) coletados no estado do
Rio Grande do Sul. v. 8 n. 2 (2013): VIII Congresso Brasileiro de Agroecologia. Anais. v. 8,
p.1-4, 2013.

ZHISHEN, J.; MENGCHENG, T.; IANMING, W. The determination of flavonoid contents in
mulberry and their scavenging effects on superoxide radicals. Food Chemistry, v. 64, n. 4, p.
555-559, 1999. Elsevier. Acesso em: 6/6/2023.



65

CAPITULO IV

FERMENTACAO DE Campomanesia xanthocarpa COM LEVEDURAS ISOLADAS:
ATIVIDADES BIOLOGICAS E BIOACESSIBILIDADE IN VITRO DE COMPOSTOS
ANTIOXIDANTES

RESUMO GRAFICO
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RESUMO

A gabiroba (Campomanesia xanthocarpa Berg), uma fruta nativa da Mata Atlantica, tem
enfrentado desafios devido a sua sazonalidade limitada e ao rapido processo de
amadurecimento, resultando em sua subutilizacdo, apesar de sua notavel riqueza em sabor,
aroma e nutrientes. Assim, o objetivo deste estudo foi isolar leveduras autdctones do fruto para
iniciar a fermentacdo da gabiroba, a fim de verificar a atividade antibacteriana, de inibi¢ao o-
amilase e a bioacessibilidade de compostos fenoélicos totais (TPC), flavonoides totais (TFC) e
atividade antioxidantes pelos ensaios DPPH, FRAP e ABTS, antes e apos a digestdo
gastrointestinal in vitro. Dois isolados de leveduras foram obtidos da gabiroba, pertencentes aos
géneros Hanseniaspora e Meyerozyma, esses foram utilizados na producao de dois
fermentados, FA e FB, respectivamente. Ambos os isolados foram capazes de fermentar a
gabiroba (120 h), exibindo atividade antibacteriana para P. aeruginosa, E. coli, Salmonella e S.
aureus, embora a fruta in natura tenha demonstrado uma eficacia superior contra Sa/monela
(CIM de 31,2 mg/mL) e Escherichia coli (CIM de 62,5 mg/mL). O fermentado FA apresentou
melhor inibi¢do da a-amilase com ICsp de 15,2 mg/mL e maior estabilidade dos compostos

antioxidantes apos a digestdo géstrica, com bioacessibilidade superior a 100% para TFC e
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atividade antioxidante pelos trés ensaios testados. Da mesma forma, o FB apresentou uma
bioacessibilidade superior a 100% para TPC e para atividade antioxidante pelo ensaio de DPPH.
Ambos os fermentados apresentam potencial para o desenvolvimento de produtos alimenticios
com propriedades bioldgicas com maior bioacessibilidade de compostos apds a digestao in

Vitro.

Palavras-chave: Myrtaceae; fruto da biodiversidade; leveduras; fermentagdo; compostos

antioxidantes.

1. INTRODUCAO

A gabiroba (C. xanthocarpa) ¢ um fruto nativo pouco explorado proveniente da Mata
Atlantica do Brasil (Teixeira et al. 2019b) que apresenta polpa amarela, textura cremosa,
aromatica, sabor adocicado e levemente acido (de Oliveira Raphaelli et al. 2021). A gabiroba
tem sido consumida in natura e em formulagdes de produtos artesanais, como geleias, sorvetes
¢ bebidas (Barbieri et al, 2018).

Devido a sua riqueza em nutrientes e compostos antioxidantes, como o 4cido ascorbico e
polifendis, os frutos da C. xanthocarpa sao importantes na promog¢ao da saude humana, pois
apresentam propriedades antioxidante, anti-inflamatoria, antiproliferativa, anti-hiperlipidémico
e antidiabético (Etgeton et al. 2023; Silva e Kempka 2023). Entretanto, a gabiroba ¢ considerada
um fruto climatérico, suscetivel a um rapido processo de amadurecimento e amolecimento apds
a colheita, o que resulta em um periodo sazonal curto, limitando sua disponibilidade para
comercializacao e consumo (Barbieri et al., 2019b).

Diante desse desafio, a fermentagdo emerge como uma alternativa promissora para
prolongar a vida util da gabiroba e aprimorar seu valor nutricional (da Silva Vale et al, 2023).
A fermentacdo de polpas de frutas além estender a durabilidade dos produtos, melhora o perfil
aromatico e as caracteristicas sensoriais (Chagas Barros et al. 2019). Além disso, durante o
processo fermentativo, diversos microrganismos tém a capacidade de biotransformar
compostos fendlicos, o que pode resultar em uma maior potencialidade bioativa, com aplicagdes
nas industrias alimenticias, quimicas e farmacéuticas (Chagas Barros et al. 2019; Rai, Pandey,
e Sahoo 2019).

Estudos com frutos de graviola (Annona muricata L.), umbu-caja (Spondias spp.) € roma

(Punica granatum L.) ja foram relatados na literatura, utilizados para o isolamento de leveduras
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por fermentacao natural, observando melhora na bioacessibilidade dos compostos antioxidantes
apos a digestdo in vitro e maior aceitabilidade de subprodutos elaborados a partir dessa
fermentagdo (Limongelli, Minervini, e Calasso 2023; Macédo et al. 2023).

Entretanto, nenhum estudo, até o momento, isolou leveduras especificas da C. xanthocarpa,
para aplicagdo na fermentacao, avaliando seu efeito na simulacao da digestdo in vitro. Portanto,
este estudo tem como objetivo isolar leveduras autdctones para iniciar a fermentagdo da
gabiroba, investigar a atividade antibacteriana, de inibicdo a-amilase e comparar o efeito da
digestao gastrointestinal nos compostos fenolicos totais, flavonoides totais e atividade

antioxidante da gabiroba in natura e fermentada.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Gabiroba e o processo de obtengdo de culturas puras

Frutos de Campomanesia xanthocarpa foram adquiridos em Sao José dos Pinhais, Parana,
Brasil (25°44"28,7"S; 49°08'32,5"W). Primeiramente, os frutos foram selecionados
considerando 75% da cor da casca em cor laranja, textura firme e auséncia de danos mecanicos.
Posteriormente, foram higienizados com agua destilada estéril (fig. 1a).

O isolamento dos microrganismos foi conduzido seguindo a metodologia de Chagas Barros
et al., (2019), com algumas modificacdes. Uma por¢do das amostras, composta por 100 g do
fruto triturado (casca, polpa e sementes), foi colocada em frasco Erlenmeyer de 125 mL e
mantida a temperatura ambiente (25 °C) por 96 horas. Em seguida, foram realizadas dilui¢des
sucessivas em dgua peptonada até a dilui¢do 10°°. Na sequéncia, as amostras foram inoculadas
em placas de Petri contendo meio Sabouraud dextrose dgar (SDA). As placas foram incubadas
em estufa de cultura a 25 °C por 72 h.

As coldnias distintas observadas nas placas de Petri (na dilui¢do 107), foram isoladas e
cultivadas em meio SDA para obten¢do de culturas puras. As leveduras isoladas, identificadas
como I1 e 12 foram congeladas e armazenadas (-18 °C) em criotubos (Laborclin, Pinhais - PR)
contendo 1 mL de caldo Triptona de Soja (TSB) e 15% de glicerol. Todos os procedimentos

foram realizados sob condigdes assépticas (fig. 1b).

2.2 Identificagdo molecular

Para a identificagdo filogenética dos isolados foi realizada extragdo de DNA a partir de
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cultivo em caldo Sabouraud overnight a 30 °C em agitacdo constante (180 rpm) pela
metodologia descrita por Sambrook (2001). Apos a extracdo, a concentracdo e qualidade do
DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 0,7 %, bem como em leitura em
nanodrop.

Posteriormente, a regido ITS (Internal Transcribed Spacer) do rDNA foi amplificada
utilizando os primers VI9G (De Hoog e Gerrits Van Den Ende, 1998) e ITS4 (White et al.,
1990). A reacdo de PCR foi realizada para volume final de 12,5 puL (1X tampao de reacdo, 0,2
uM de primer V9G, 0,2 uM de primer ITS4, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 0,05 U/ul
de Taq Polymerase). A reacdo foi realizada em termociclador Eppendorf® modelo
AmplithermTx96 com desnaturagao inicial a 94 °C por 5 minutos, 35 ciclos (desnaturagao por
30 segundos a 94 °C, anelamento por 30 segundos a 48 °C e extensdo por 1 min a 72 °C) e
extensao final por 7 min a 72 °C.

A amplificacao do fragmento desejado confirmou-se por eletroforese em gel de agarose
0,7% corado com GelGreenTM. Os produtos de PCR foram purificados usando as enzimas
Exol e FastAP (GE Healthcare, USA) e o kit BigDye® Terminator Kit v3,1 foi usado para a
reacdo de sequenciamento. O produto desta reacdo foi purificado utilizando o polimero
Sephadex G50 e a leitura do sequenciamento realizado em sequenciador automatico ABI3500®
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

As sequéncias obtidas foram alinhadas e analisadas usando os softwares Mega 6,06
(Tamura et al, 2011) e BioEdit (Hall, 1999), e comparadas com as sequéncias ja
disponibilizadas no banco de dados GenBank. Para a obtenc¢do das sequéncias e linhagens de
referéncia foi utilizado o banco de dados Mycobank. Os alinhamentos das sequéncias de DNA
foram realizados utilizando o software Maftt (Katoh; Toh, 2008) e verificado manualmente no
software MEGA 6,06, (Tamura et al, 2013). Os modelos evolutivos foram selecionados usando
JModelTest (Darriba et al., 2012). Em seguida, para a realizacdo da andlise filogenética de
Inferéncia Bayesiana foi utilizado o algoritmo Markov Chain Monte Carlo (MCMC), para entao
resultar na geracdo de arvores filogenéticas com valores de probabilidade posteriori usando o
software MrBayes v3,2,6 x86 (Ronquist et al., 2012). As arvores resultantes foram plotadas no

software FigTree v.1,4,2.

2.3 Obtencao do fermentado

Para obtencao do fermentado de acordo com Chagas Barros et al., (2019), com algumas
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modificacdes, outra parte dos frutos foi pasteurizada em banho maria, sob agitagdo constante a
75 °C por 15 min, seguido da adi¢do do in6éculo. Como inoculo, foi utilizado um volume
definido de suspensdo celular das culturas puras, com uma concentragdo inicial de 107
c¢lulas/mL, conforme a escala de McFarland. A fermentagdo ocorreu a 25 °C por cinco dias, €
as amostras foram coletadas antes (t=0) e ao final da fermentacao (t=120) para analises fisico-

quimicas. O fermentado foi congelado para andlises bioldgicas posteriores (fig. 1c¢).

2.3 Analises fisico-quimicas

Foram conduzidas as andlises de pH, acidez titulavel (AT) e s6lidos soluveis totais
(SST) no momento inicial (tempo 0) e apds 120 h da fermentacdo com as leveduras isoladas. O
pH foi avaliado utilizando um medidor de pH e o SST foram determinados com um refratometro
de bancada (Abbe). A acidez tituldvel (AT) foi medida por titulagdo de solugao de NaOH 0,1
N e expressa como porcentagem de acido citrico (AOAC, 2012, 2016).

2.4 Atividade antibacteriana ¢ inibi¢ao a-amilase

Para a analise de atividade antibacteriana e de inibicdo da enzima a-amilase, a gabiroba in
natura e os fermentados, FA e FB, foram diluidos na propor¢ao de 1:0,5 (g/mL). As amostras
foram homogeneizadas em agitador vortex por 30 segundos, seguida de incubagao em banho
ultrassonico (Unique, modelo USC-2850A, Campinas, Sao Paulo, Brasil) por 10 min a 25 + 2
°C e centrifugacdo a 2500 rpm por 15 min a 25 °C. Os sobrenadantes foram coletados, e a fase
solida foi submetida a uma segunda dilui¢do similar. Por fim, os sobrenadantes foram
submetidos a analise de atividade antibacteriana, conforme metodologia descrita por Avila et
al, (2019). Foram incluidas cepas padrdo de quatro espécies bacterianas: trés cepas gram-
negativas (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 8739 e Salmonella
enterica subsp. enterica ATCC 14028) e uma cepa gram-positiva (Staphylococcus aureus
ATCC 25923).

A anélise de inibicao da a-amilase foi realizada pelo método iodo-amido (Quan et al., 2019).
Em uma microplaca de 96 pocos, 20 uLL do fruto in natura e do FA e FB foram pré-incubados
com 20 pL de solucdo de a-amilas (1 U/mL) a 37 °C por 10 min. Em seguida, foram adicionados
30 uL da solugdo de amido (0,5%). Apds 6 min de incubagdo a 37 °C, foram adicionados 20 pL
de 4cido cloridrico (1 M) e 120 pL de solu¢do aquosa de iodo 0,25 mM, A absorbancia foi
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medida a 570 nm.

A porcentagem de atividade inibitdria enzimatica foi calculada usando a seguinte equagao:

ABScontrole — (ABSamostra — ABSbranco) 100
ABScontrole *

% Inibicdo a — amilase = (
Onde: ABScontrole: Tampdo Fosfato + Enzima; ABSamostra: Extrato + Enzima; ABSpranco: Extrato
+ Tampao Fosfato, Acarbose foi utilizada como controle positivo e agua como controle

negativo.

2.6 Bioacessibilidade in vitro

O fruto e os fermentados foram descongelados e submetidos a simulagdo da digestao in
vitro conforme protocolo Infogest (Brodkorb et al., 2019) (fig. 1d). O fruto in natura e os
fermentados (FA e FB) antes e apos a digestao (sobrenadante e precipitado) das fases gastrica
e intestinal foram congelados, liofilizados e armazenados para andlises posteriores de

compostos antioxidantes.

FIGURA 1- FLUXOGRAMA DOS PROCESSOS DA GABIROBA E PRODUCAO DOS
FERMENTADOS.
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a) Coleta e preparo dos frutos, (b) fermentagdo natural da gabiroba, (c¢) fermentacao da gabiroba
com leveduras isoladas e (d) etapas da simulagdo da digestao in vitro do fruto in natura, FA e
FB e demais andlises, realizadas em sextuplicata. FSS: Fluido Salivar Simulado, FGS: Fluido

Gastrico Simulado e FIS: Fluido Intestinal Simulado.

2.7 Compostos antioxidantes

Os compostos antioxidantes da gabiroba in natura, dos fermentados FA e FB foram
avaliados antes e apds a digestdo in vitro. Os compostos fenolicos totais (TPC) foram
determinados pelo método de Folin-Ciocalteu (Singleton & Rossi, 1965), a absorbancia foi
medida a 690 nm e os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido gélico
(GAE)/100 g de amostra. Os flavonoides totais (TFC) foram quantificados de acordo com o
método estabelecido por Zhishen et al., (1999). A leitura foi realizada a 540 nm. Os resultados
foram expressos em mg de equivalentes de catequina (CE)/100 g de amostra.

O ensaio de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) foi realizado de acordo com o método
proposto por Brand-Williams et al., (1995). O poder antioxidante redutor do ion férrico (FRAP)
foi determinado de acordo com o método descrito por Benzie & Strain. (1996). A atividade de
eliminagdo do radical 2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) foi
avaliada conforme Re et al., (1999). O Trolox foi usado como padrao de referéncia para os trés
ensaios de atividade antioxidante e os resultados foram expressos em mg equivalentes de

Trolox/100 g de amostra.

2.8 Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software estatistico SAS (versao 9.3, SAS
Institute Inc., Cary, NC, EUA). Os resultados foram comparados por analise de variancia
(ANOVA) e realizado o teste de Tukey para identificar diferengas significativas. As diferencas
foram consideradas significativas quando p < 0,05. O software GraphPad Prism (versao 10.0.0),

Boston, Massachusetts, EUA, foi utilizado para verificar a concentra¢ao inibitoria média (ICso).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolamento e analises fisico-quimicas
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Dois isolados foram obtidos a partir da fermentacao natural da gabiroba, I1 e 12, do qual,
o DNA de ambos foram extraidos apresentando banda unica integra e com marcadores de
qualidade adequados. Apos a extragdo foi identificado a regido ITS 1-5,8S-ITS2, apresentando
tamanho igual ao esperado para esta sequéncia, de aproximadamente 700 pb, conforme mostra

a fig. 2. Foram identificadas duas leveduras ndo convencionais como pertencentes aos géneros

Hanseniaspora e Meyerozyma, conforme apresentado na fig. 3.

FIGURA 2- GEL DE AGAROSE 0,7% INDICANDO AS BANDAS CORRESPONDENTES
AOS PRODUTOS DE PCR DA REGIAO ITS DE CADA UM DOS ISOLADOS

700 pb

MM: Ladder 100 pb
1:Isolado 1
2 Isolado 2

FIGURA 3- ANALISES FILOGENETICAS DOS ISOLADOS
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Meyerozyma caribbica CBS 5265

(b)

Meyerozyma caribbica CBS 11875

0,675, Meyerozyma caribbica CBS 9966 T

Isolate L2

Meyerozyma carpophila CBS 7921
Meyerozyma carpophila ATCC 24001
Meyerozyma carpophila CBS 5256 T

Meyerozyma guilliermonaii CBS 2030 T

Meyerozyma smithsonii CBS 9839 T

Meyerozyma athensensis CBS 9840 T

Meyerozyma amylolytica DSM 27310 T
4‘1 Meyerozyma amylolytica NCAIM Y02179
Meyerozyma amylolytica NCAIM Y01955

Meyerozyma elateridarum CBS 9842 T

Meyerozyma neustonensis CBS 11061 T

Scheffer stipitis CBS 5773 T

(a) 11, Hanseniaspora ¢ (b) 12, Meyerozyma.

As leveduras do género Hanseniaspora sao reconhecidas por desempenharem um papel
fundamental como microrganismos impulsionadores em diversas fermentagdes, principalmente
na producdo de vinagre balsamico e cidra (Bellut et al. 2018). Resultados de uma pesquisa
recente realizada por Limongelli et al., (2023) também evidenciaram a presenga de leveduras
do género Hanseniaspora durante a fermentagcdo natural de sementes de roma, melhorando
sensorialmente um subproduto de granola enriquecido com farinha de sementes de roma
fermentada. Além de contribuirem para melhorar o sabor em processos fermentativos de
alimentos, essas leveduras sao amplamente utilizadas na industria vinicola para conferir aromas
frutados a vinhos (Mendoza Salazar et al. 2022).

Por outro lado, as leveduras do género Meyerozyma tém sido aplicadas de maneira
significativa no campo do controle biologico, demonstrando eficdcia na inibi¢do do crescimento
e reproducdo de patogenos, resultando na extensdo da vida util de frutos apo6s a colheita (L.
Zhao et al. 2023). Considerando que os frutos de gabiroba sdo altamente pereciveis, mantendo
um metabolismo ativo mesmo apds a colheita, o crescimento de leveduras desse género emerge
como uma estratégia de defesa natural do fruto, através da qual microrganismos sao gerados
para prolongar sua durabilidade.

Antes de iniciar o processo de fermentacdo com as leveduras isoladas, os valores de pH,
acidez e SST foram de 3,61 + 0,04, 2,81 + 0,32% e 13,40 = 0,49%, respectivamente. O alto teor
de solidos soluveis e acidez dos frutos foram favoraveis para otimizar a eficiéncia da

fermentagdo, oferecendo uma fonte concentrada de nutrientes para os microrganismos
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fermentadores (Manoj et al. 2023).

Apbés 120 h de fermentacdo dos frutos com as cepas das leveduras dos géneros
Hanseniaspora e Meyerozyma, os dois produtos fermentados distintos, denominados FA e FB,
apresentaram pH de 3,42 £+ 0,08 e 3,37 + 0,04, respectivamente, mantendo-se dentro da faixa
ideal (3,00 - 4,00) para bebidas fermentadas, conforme definido por Feitosa et al., (2023). Essa
faixa de pH proporciona um ambiente favoravel para o controle microbioldgico, evitando
contaminagdes e prevenindo alteracdes fisico-quimica indesejaveis.

A acidez tituldvel aumentou significativamente, atingindo 0,63% para o fermentado FA e
0,37% para o FB. O aumento da acidez pode estar relacionado a versatilidade metabodlica das
leveduras fermentativas a partir da matéria-prima, por meio de sua atividade enzimatica,
gerando novos acidos organicos, como acido citrico, piravico e acético (Mendoza Salazar et al.
2022).

Uma redugdo para 12,16% =+ 0,05 ¢ 0,6 = 0,01% de SST foi observada no FA e FB,
respectivamente. Ambos os valores diminuiram ap6s a fermentagdo. Uma redugdo significativa
de 95,5% no SST ocorreu no FB. Essa diminui¢do expressiva sugere que a levedura do género
Meyerozyma tenha metabolizado mais agucares durante o processo de fermentagdo quando

comparado com a Hanseniaspora do FA (Feitosa et al. 2023).

3.2 Atividade antibacteriana ¢ inibigdo a-amilase

A fermentagdo ¢ um processo de extrema complexidade, no qual diversas leveduras podem
originar uma ampla gama de compostos, como polifenois, acidos organicos, ésteres e aldeidos.
Essa diversidade de compostos pode estar associada a diferentes atividades bioldgicas
produzidas entre a matéria-prima e os microrganismos utilizados para a fermentacdo (Dube et
al., 2017).

Os compostos presentes nos fermentados provenientes da gabiroba demonstraram atividade
eficaz contra bactérias gram-positivas e gram-negativas testadas e na inibi¢ao da enzima o-
amilase. A gabiroba in natura demonstrou uma atividade mais eficaz na inibi¢do das bactérias
Salmonella (CIM de 31,2 mg/mL) e E. coli (CIM de 62,5 mg/mL) em comparagdo com oS
fermentados. As condi¢des de fermentagdo, como temperatura e pH, podem ter exercido
influéncia sobre a composi¢ao dos compostos formados durante o processo, afetando assim, as
caracteristicas finais do produto e as concentragdes necessarias para inibir os diferentes tipos

de bactérias testadas (Li et al., 2023).



75

TABELA 1- ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS FRUTOS DE GABIROBA IN
NATURA, FERMENTADOS FA E FB.

. . In natura FA FB Con.tl:ole
Microrganismos positivo
CIM CIM CIM CIM
P. aeruginosa 1000,0 500,0 1000,0 0,0019
E. coli 62,5 1000,0 1000,0 0,0019
Salmonella 31,2 1000,0 1000,0 0,0019
S. aureus 125.,0 500,0 500,0 0,0019

Valores obtidos em triplicata. CIM: Concentracao Inibitoria Minima (mg/mL). Controle

positivo (antibidtico gentamicina).

Da mesma forma, a fermentacdo favoreceu o FA, na inibicdo a-amilase, que apresentou
ICsode 15,2 mg/mL, seguido da in natura com ICsode 19,91 mg/mL e o FB com ICso de 24,33
mg/mL. Além disso, o FA conseguiu inibir completamente a enzima a-amilase na concentragao
de 30 mg/mL, enquanto concentragdes mais elevadas de 40 mg/mL foram necessarias para a
gabiroba in natura e o FB atingirem o mesmo resultado.

A atividade de inibi¢do da a-amilase foi cerca de trés vezes maior (p < 0,05) no FA, nas
concentragdes de 15 e 20 mg/mL, com um percentual de inibi¢do superior a 50%, em
comparagdo com a gabiroba in natura ¢ o FB. No entanto, concentragdes maiores que 40
mg/mL de todas as amostras revelaram potencial antiglicémico, com 100% de inibi¢do da

enzima a-amilase.

FIGURA 4 - INIBICAO a-AMILASE DO FRUTO IN NATURA, FERMENTADOS (FA E FB)
E ACARBOSE
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Os dados sdo valores médios + desvio padrdo. Os valores médios indicados com letras
maiusculas diferentes indicam diferenca significativas (p < 0,05) entre amostras, na mesma
concentracao. Os valores médios indicados com letras minusculas diferentes indicam diferencas
significativas (p < 0,05) entre as concentracdes da mesma amostra. De acordo com o teste

estatistico de Duncan.

3.3 Digestao gastrointestinal in vitro

Os teores de fenolicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante da gabiroba in
natura, fermentados FA e FB, antes e ap06s o processo de simulacao da digestdo gastrointestinal
in vitro, sdo mostrados na Tabela 2. Antes do processo de digestdo, o FA demonstrou valores
1,14 e 2,68 vezes maiores para TPC e 1,65 ¢ 7,11 vezes maiores para TFC, quando comparado
com a in natura € FB, respectivamente. Enquanto os antioxidantes pelos ensaios de FRAP e
ABTS foram superiores e semelhantes para a in natura ¢ FB, quando comparado com o FA.

Os resultados sugerem um comportamento de aumento na concentracdo dos compostos
fenodlicos e antioxidantes na polpa da gabiroba apds fermentagao com leveduras, sendo que o
efeito pode variar, conforme tipo de polpa e cepa de levedura (Macédo et al., 2023). Do qual, a
levedura do género Hanseniaspora pode ter contribuido para uma maior produgao ou liberagao
de compostos fenolicos, enquanto a levedura Meyerozyma nas atividades antioxidantes.

Isso pode ter ocorrido pelas propriedades que as leveduras apresentam, como a capacidade
de produzir enzimas, como a B-glicosidase, como resultado da presenga de B-glucanas e a-D-
mananas. Além disso, a presencga desses polissacarideos na parede celular de leveduras pode
colaborar na transformacdo de compostos fenolicos ligados (glicosideos) em formas livres
(agliconas), podendo assim, influenciar positivamente a atividade antioxidante (Rai et al.,
2019). Da mesma forma que leveduras podem levar a uma reducdo desses compostos, através
de diferentes vias metabolicas que geram degradacao de compostos fendlicos, estando
relacionadas com o consumo dessas leveduras durante o processo fermentativo (Chen et al.,

2016; Macédo et al., 2023).

TABELA 2 -BIOACESSIBILIDADE DOS COMPOSTOS FENOLICOS E FLAVONOIDES
TOTAIS E ANTIOXIDANTES DA GABIROBA IN NATURA, FERMENTADOS COM
LEVEDURA DO GENERO Hanseniaspora (FA) E Meyerozyma (FB), ANTES E APOS A
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DIGESTAO IN VITRO.

TPC TFC DPPH FRAP ABTS
Fruto in natura
Nao digerido 2,94+0,44*  0,73+0,13° 26,05 £ 0,18° 39,58 +2,41° 71,45 £5,50°
Gastrico. S. 2,98 +£0,43% nd 43,02 + 5,38? 30,26 £ 0,41° 45,09 +5,98°
Intestinal. S. 0,01 +0,104 nd 0,17 0,034 nd nd
Gastrico. P. 2,37+£0,53° 0,29 +0,04° 13,86 + 1,95¢ 29,83 £ 0,68" 29,21 +4,59¢
Intestinal. P 0,42 + 0,04° 0,19+0,01¢ 2,31 + 0,084 2,74 +0,06° nd
FA
Nao digerido 1,26 £0,19¢ 0,17 +0,03¢ 21,08 £ 1,95° 28,47 +0,81°¢ 20,21 + 1,69°
Gastrico. S. 1,68 +£0,10° 0,28 +0,05° 26,00 +2,70° 30,93 + 0,45° 28,52 +5,36°
Intestinal. S. nd nd nd nd nd
Gastrico. P. 2,96 +£0,34* 0,64 +0,09° nd 34,05 + 3,85° nd
Intestinal. P 0,17 +0,02¢ 0,07 +0,01¢ 1,74 + 0,46¢ 1,98 + 0,354 nd
FB
Nao digerido 3,38+0,30° 1,21 +0,10° 21,58 +1,82° 38,98 +1,73° 75,03 +5,56*
Gastrico. S. 2,08+0,30> 0,09 +0,01¢ 26,75+ 1,142 30,06 + 0,41° 30,01 +3,35°
Intestinal. S. nd nd 0,38 +£0,11° nd nd
Gastrico. P. 0,27 +£0,02¢ 0,42 +£0,05° 9,35 +2,55¢ 30,28 + 3,09° nd
Intestinal. P 0,27 +0,03° 0,26 £ 0,06¢ 1,70 + 0,424 2,16 +0,35° nd

Os dados sao valores médios = desvio padrao (n = 12). TPC (mgGAE/g), TFC (mgCE/g),
DPPH, FRAP e ABTS (mmolTE/g). S: sobrenadante. P: precipitado. nd: ndo detectado.
Diferentes letras mintisculas indicam diferencas significativas (p < 0,05) entre as diferentes

fases em cada amostra pelo teste de Duncan.

A amostra fresca manteve seu teor de compostos fenolicos (TPC) apos a fase gastrica, sem
detec¢ao de flavonoides (TFC), e a atividade antioxidante, medida pelo DPPH, ultrapassou
100%. O Fermentado A demonstrou boa estabilidade de seus componentes antioxidantes
mesmo em condi¢des gastricas, incluindo variagdes de pH e presenga de enzimas (Ferreira et
al., 2022). Apds a fase gastrica, o FA apresentou bioacessibilidade de 61,4% de TPC,
ultrapassando 100% tanto para TFC quanto para atividade antioxidante (DPPH, FRAP e
ABTS). Da mesma forma, o FB exibiu bioacessibilidade superior a 100% para TPC e atividade
antioxidante por DPPH. Porém, para os TFC, a biodisponibilidade do FB foi de 7,2% apos a
fase gastrica.

Além disso, certas substancias, como os compostos antioxidantes, devido a sua
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sensibilidade ao pH alcalino, podem sofrer transformacdes de forma estrutural e,
consequentemente, as propriedades quimicas sao alteradas (Chen et al., 2016). Esse fendmeno
foi observado no caso da fase intestinal, que diminuiu significativamente a bioacessibilidade
dos compostos antioxidantes (p < 0,05) para todas as amostras. Além disso, quantidades
substanciais de compostos fendlicos e antioxidantes foram detectadas nos precipitados nas fases
gastrica e intestinal, indicando que uma fracdo desses polifenois pode ter aderido a fibra
alimentar (Zhang et al., 2023).

Assim, a fermentagao com leveduras pode contribuir como acao prebidtica para bactérias da
microbiota, além de melhorar o perfil fendlico e antioxidante, intensificando a fermentagdo
seletiva e culminando em uma maior concentragao de metabolitos antioxidantes que exercem

efeito protetor contra os microrganismos (Macédo et al., 2023; Prestes et al., 2021).

4. CONCLUSAO

Duas leveduras foram isoladas dos frutos de gabiroba, pertencentes aos géneros
Hanseniaspora ¢ Meyerozyma. A producao dos fermentados com os isolados resultou em
produtos com atividade antibacteriana e potencial para inibicdo da enzima oa-amilase. Além
disso, evidenciou-se que a fermentacdo com essas leveduras provocou alteragcdes na
composicdo fenolica, aumentando o contetido antioxidante durante a digestdo gastrica na
simulagdo gastrointestinal in vitro.

De modo geral, os resultados do presente trabalho sugerem que a gabiroba pode ser uma
matéria-prima promissora para o isolamento de leveduras utilizadas pela industria de alimentos,
e que a fermentacdo da C. xanthocarpa com as cepas selecionadas pode produzir alimentos
funcionais com potenciais beneficios a saude. No entanto, sdo necessarias mais pesquisas para
investigar os mecanismos especificos pelos quais esses beneficios sdo induzidos no

consumidor.
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CONSIDERACOES FINAIS

Ha um interesse crescente em adotar abordagens inovadoras para a valorizagao de frutos
da biodiversidade. A implementacdo de processos inovadores, especialmente aqueles que
oferecem vantagens unicas ao reduzir as perdas pos-colheita, perdas nutricionais e utilizar o
fruto de maneira integral, esta alinhando com as metas dos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) da ONU. Dessa forma, a gabiroba demonstrou ser uma matéria prima
valiosa para elaboracao de subprodutos.

O fruto liofilizado, denominado como pd, apresentou uma composi¢cao centesimal rica
em carboidratos e fibras, com teor baixo de umidade garantindo a qualidade no armazenamento
do produto. Dentre os compostos fenolicos e flavonoides encontrados no fruto, catequina e
acido feralico foram o de maior destaque. O E80% foi o extrato que demonstrou maior atividade
para as analises antioxidantes, antibacteriana e de inibigao das enzimas digestivas (a-amilase e
a-glucosidase) em comparacdo com os demais extratos (AA e E12%). A partir da
bioacessibilidade in vitro, pode-se observar que tanto o pd como o E80% da gabiroba
apresentaram disponibilidade de compostos antioxidantes superior a 30% na fase géstrica.

Outro produto produzido a partir dos frutos da C, xanthocarpa, foram os fermentados.
Uma nova geragdo de produtos fermentados a base de frutas estd sendo desenvolvida para
incorporar propriedades bioldgicas especificas, além de caracteristicas sensoriais distintas.
Assim, a gabiroba mostrou-se ser apta para o desenvolvimento da fermentacao. Apresentando
potencial para inibigdo da enzima a-amilase e na biotransformagao de compostos antioxidantes
apos o processo de digestao in vitro. Sendo promissor para o desenvolvimento de produtos ¢
bebidas fermentadas, com qualidade nutricional.

No entanto, mais estudos devem ser realizados para investigar e destacar os compostos
fendlicos individuais, liberados apds o processo de digestdo in vitro da gabiroba. Esforcos
também devem ser feitos para desenvolver possiveis estratégias de conservacio do fruto, com
o objetivo de ajudar os produtores a preservar caracteristicas sensoriais € nutricionais,
reduzindo as perdas pos-colheita, chegando ao consumidor de maneira integra. Além disso,
encoraja-se que outros microrganismos sejam utilizados para realizar a fermentacao do fruto, a
fim de quantificar compostos liberados ou produzidos a partir da fermentacdo. Estudos in vitro,
in vivo e clinicos sdo necessarios para avaliar melhor as atividades bioldgicas e farmacologicas
potenciais da Campomanesia xanthocarpa. Em conclusdo, os estudos apresentados nessa

dissertacdo avangam o conhecimento cientifico sobre o potencial bioldgico dos frutos da
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gabirobeira. Esse fruto apresenta uma importante inovagdo potencial para as industrias
alimenticias, farmacéuticas e cosméticas. Estimulando novas linhas de pesquisas para

consolidar seu consumo e aplicacao.
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ANEXO V
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Nutritional Composition, Simulated Digestion and Biological Activities
of Campomanesia xanthocarpa Fruit
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Abstract

Giabiredeim fuils s inows for Seir ok surient costent and blosctive phytechemical compoussis that eontmbete 10 5ig-
niflcant bological sconvites. Despite these anribues, the mrexidest potestial and sabilay of pheselic compossds in gabi-
ol by-profics afler digestion Bave ver b be audiad. The objestive of e work was o evalusse the phyvescal-chesocal
cotigsd o, antibacecnal sty e-aswylice, and o-glecesdie: nlibasory cfleois, as well as the in viro digesnladay of
totnl phenalic comgounds, total Aevonesk, and antosidam sciviey of pewder and exiract from gabinba 1o valorze these
byproducts. The gabiroha powdsr had low mosee, high csbokydrale and ks coment. The evmction using B0 etha-
nol demonstraied higher amtioxidant, srdactenal, a-amyvlace, md e-glocoskdice inkibtes scnvites compared o the 12%
ethanol and waler exmracts. Catechin and ferls acid were the mager phenolic compounds sdentified by HPLC-DAD. After
digestion, Bulh the powder and the gabirobs sxmet exbibied o boacoessibility of moge than 3% Jor sl phenolic com-
pounds and antoxident seivity dering the g phase. However, the dry ethanol extet displayed bighes wotal phenolic
compounds after bods de gasirie and inestisal phases comgared to the Bour. Processing gabrohs b powder and exiract
is & prosucing approach w fully uilize S sersonal Sull, susenize wikle, coscentmie heali-beneficlal compousds, and
walorize o by-prodicy for wse i o fenctosal ingredient and mw material within fe focd and pharmaceuionl isdusires.
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bery with thin and smos® don, angsg fom yellew 10 cans srosa | 3] Seasonal fruns, especally ths: penshable
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