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Resumo

RESUMO

Este estudo teve por objetivo determinar as melhores condi¢des de obtencdo de compostos
fendlicos e oligossacarideos a partir da polpa de araticum (Annona crassiflora Mart.)
liofilizada (PAL), bem como avaliar sua atividade antioxidante e quantificar seu contetido
de compostos fendlicos totais (CFT), flavonoides totais (FL) e oligossacarideos. A
otimizacdo das varidveis temperatura de extracao (X;: 25 - 75 °C) e concentragdo de etanol
(X2: 0 - 70 %, v/v) na recuperacdo de CFT a partir da PAL foi realizada empregando a
Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) por meio do método de Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR). A eficiéncia do processo de extragdo foi
monitorada ao longo do tempo e foi notado que as condi¢des de equilibrio foram atingidas
entre 75 e 90 minutos. Os resultados sugeriram que as condi¢des Otimas foram:
concentracdo de etanol de 46 % (v/v) e temperatura de extragdo de 75 °C. Nas condi¢des
6timas, o CFT experimental foi de 4,67 + 0,03 g GAE.100 g"' PAL, que foi muito préximo
ao valor predito (4,41 g GAE.100 g’1 PAL). Dois métodos de extracdo foram utilizados na
obtencdo dos extratos para a determinagdo da atividade antioxidante e do conteido CFT e
FL na PAL: um método cléssico (extragdo solido-liquido otimizado - Es;) € outro moderno
(extracdo assistida por ultrassom - E4y). O extrato obtido pelo método Eg; apresentou os
maiores conteudos de CFT (4,67 +£ 0,03 g GAE.100 g'1 PAL), FL (4,00 £ 0,15 g CE.100 g'1
PAL) e a maior atividade antioxidante para todos os ensaios realizados (DPPHcso = 46,56
+ 0,81 ug.mL"'; DPPH7,,00, = 609,58 + 36,38 umol TE.g"' PAL; TEAC opts = 683,65 + 4,57
umol TE.g' PAL e ORACE-T = 1.593,72 + 37,50 umol TE.g" PAL). Os resultados
sugerem que a elevada atividade antioxidante observada pode estar relacionada
principalmente a presenca de compostos fendlicos. A influéncia da concentragdo de etanol
sobre a recuperacdo de oligossacarideos da PAL foi avaliada utilizando quatro solugdes
hidroetandlicas (0, 20, 50 e 80 % de etanol, v/v) e foi observado que o sistema solvente
contendo 50 % de etanol (v/v) apresentou a maior eficiéncia extratora. Em seguida, os
conteddos de mono- (frutose e glicose), di- (sacarose e maltose) e oligossacarideos (fruto-,
malto-, galacto- e xilo-oligossacarideos) foram determinados por Cromatografia de Troca
Anidnica de Alta Eficiéncia acoplada ao Detector Amperométrico Pulsado (CTAAE-DAP).
Os resultados demonstraram que o fruto apresentou quantidades similares de frutose e
glicose. Seis oligossacarideos foram identificados: 1-cestose (GF;), 1F-B-
frutofuranosilnistose (GFy), maltotriose (G3), xilotriose (X3), xilopentaose (Xs) e xilo-
hexaose (Xs). Dentre os oligossacarideos identificados, os maiores conteidos foram
observados para o GF’, ao passo que o GFy apresentou os menores contetidos. O conteido
de oligossacarideos totais (GF> + GF4 + G; + X3 + X5 + X;) obtido foi de 6,842 mg.g‘1
PAL. Assim, o araticum pode contribuir com a ingestdo dietética de compostos
antioxidantes e oligossacarideos prebidticos. Além disso, o fruto pode ser explorado pelas
inddstrias de alimentos como um potencial ingrediente na formulacdo de alimentos
funcionais.

Palavras-chave: Compostos fendlicos, flavonoides, prebidticos, frutas do Cerrado,
compostos bioativos, extracao.
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Abstract

ABSTRACT

This study aimed to determine the best conditions to obtain phenolic compounds and
oligosaccharides from the freeze-dried araticum pulp (Annona crassiflora Mart.) (FDAP),
as well as to evaluate its antioxidant activity and to quantify the content of phenolic
compounds (TPC), total flavonoids (FL) and oligosaccharides. The optimization of the
variables extraction temperature (X;: 25 - 75 °C) and ethanol concentration (Xz: 0 - 70 %,
v/v) in the phenolic compounds (TPC) recovery from FDAP was performed using the
Response Surface Methodology (RSM) by means of Central Composite Rotational Design
(CCRD). The efficiency of the extraction process was monitored over time, and it was
noted that the equilibrium conditions were reached between 75 and 90 minutes. Results
suggested that the optimal conditions were: ethanol concentration of 46 % (v/v) and
extraction temperature of 75 °C. In the optimum conditions, the experimental TPC was
467 + 0.03 ¢ GAE.100 g FDAP, which was very close to the value predicted by
mathematical model (4.41 g GAE.100 g’1 FDAP). Two extraction methods were conducted
in order to obtain the extracts used to determine the antioxidant activity and the CFT and
FL contents in PAL: a classical (optimized solid-liquid extraction - Es;) and a modern
method (ultrasound-assisted extraction - Uag). The extract obtained by Es; method
presented the highest contents of TPC (4.67 + 0.03 g GAE.100 g'1 FDAP), FL (4.00 = 0.15
g CE.100 g FDAP) and the highest antioxidant activity for all the performed assays
(DPPHcso = 46.56 + 0.81 pg.mL™"; DPPHy,0 = 609.58 + 36.38 umol TE.g" FDAP;
TEACagts = 683.65 + 4.57 umol TE.g"' FDAP and ORACE.-T = 1,593.72 + 37.50 umol
TE.g'1 FDAP). The results suggest that the high antioxidant activity observed may be
related primarily to the presence of phenolic compounds. The influence of ethanol
concentration on the recovery of the oligosaccharides from FDAP was evaluated using four
hydroethanolic solutions (0, 20, 50 and 80 % ethanol, v/v) and it was observed that the
solvent system containing 50 % ethanol (v/v) showed the highest extraction efficiency.
Then, the contents of mono- (fructose and glucose), di- (sucrose and maltose),
oligosaccharides (fructo-, malto-, galacto- and xylo-oligosaccharides) were determined by
High Performance Anion Exchange Chromatography coupled with Pulsed Amperometric
Detection (HPAEC-PAD). The results demonstrated that the fruit contained similar
amounts of fructose and glucose. Six oligosaccharides were identified: 1-kestose (GF?>), 1F-
B-fructofuranosylnystose (GFy), maltotriose (G3), xylotriose (X3), xylopentaose (X5) and
xylohexaose (Xs). Among the identified oligosaccharides, higher values concentrations
were observed for GF,, whereas GF; was present in lower concentrations. The total
oligosaccharides content (GF,; + GF4 + G3; + X3 + X5 + Xs) obtained was 6.842 mg.g'1
FDAP. Therefore, the araticum can contribute to the dietary intake of antioxidant
compounds and prebiotic oligosaccharides. Moreover, the studied Cerrado fruit can be
exploited by the food industry as a potential ingredient in the formulation of functional
foods.

Keywords: Phenolic compounds, flavonoids, prebiotics, Cerrado fruits, bioactive
compounds, extraction.
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Introducdo Geral

INTRODUCAO GERAL

O tema nutri¢do tem despertado um progressivo interesse ndo sé por parte da
comunidade cientifica, mas também da sociedade em geral (MUZQUIZ et al., 2012).
Atualmente um numero crescente de pessoas busca prevenir doengas e atingir um melhor
estado de saude por meio da modificac@o de seus hédbitos alimentares e do estilo de vida (DI
BARTOLOMEOQO; STARTEK; VAN DEN ENDE, 2013). De acordo com a Organizagdo
Mundial da Sadde (OMS): “A saude é um estado de bem-estar fisico, mental e social

completo e ndo meramente a auséncia de doenga ou enfermidade” (WHO, 1948).

Os consumidores estdo mais conscientes da relacdo entre dieta, saide e prevencao
de doencas e, dessa forma, esperam que os alimentos que ingerem sejam, além de
saborosos e atrativos, também seguros e sauddveis a fim de melhorar seu bem-estar fisico e
mental (QIANG; YONGLIE; QIANBING, 2009; CORRADINI; LANTANO; CAVAZZA,
2013). Neste contexto, hd um crescente interesse nos chamados “alimentos funcionais”, que
sdo definidos como alimentos naturais ou processados, consumidos como parte da dieta
habitual que, além da funcdo bdsica de nutrir, contém conhecidos compostos
biologicamente ativos que, quando administrados em quantidade e qualidade definidas,
fornecem beneficios a saide clinicamente comprovados e documentados (DI
BARTOLOMEO; STARTEK; VAN DEN ENDE, 2013). Sendo assim, estes alimentos sdo
uma importante fonte na preven¢do, gerenciamento e tratamento de doencgas cronicas, no

controle da obesidade e da funcdo imune e na modulacido da taxa de envelhecimento por

meio de mecanismos ndo previstos pela nutri¢io convencional (OLIVEIRA et al., 2002).

A crescente demanda pelos alimentos funcionais pode ser explicada pelo aumento
constante da expectativa de vida, paralelo ao crescimento exponencial dos custos médico-
hospitalares, a reducdo do risco de doengas por meio da prevencdo e a melhoria da
qualidade de vida e bem-estar, que contribuem para o aumento da longevidade saudavel

(SAAD, 2006; CORRADINI; LANTANO; CAVAZZA, 2013).
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Os alimentos funcionais compreendem: (i) os alimentos convencionais com
substancias bioativas que ocorrem naturalmente (por exemplo, fibra dietética), (ii) os
alimentos enriquecidos com substancias bioativas (por exemplo, probidticos e
antioxidantes), e (iii) os ingredientes alimentares sintéticos introduzidos nos alimentos
tradicionais (por exemplo, prebidticos). Dentre os componentes funcionais destacam-se 0s
probidticos e prebidticos (oligossacarideos), fibras soliveis, dbmega-3, dcidos graxos poli-
insaturados, 4cido linoleico conjugado, compostos antioxidantes, vitaminas e minerais,
algumas proteinas, peptideos e aminoacidos, bem como fosfolipidios (GRAJEK;

OLEJNIK; SIP, 2005; AL-SHERAIJI et al., 2013).

Perspectivas promissoras para a explora¢do de frutos tropicais ndo tradicionais se
devem aos teores considerdveis de vitamina C, antocianinas, carotenoides € compostos
fenolicos, além de sua atividade antioxidante (CAMPOS et al., 2012). As frutas e sementes
exodticas podem ser alternativas de matéria-prima em quantidades vidveis para processos
industriais, além de possiveis fontes de nutrientes e compostos bioativos, impulsionando o

interesse em sua composicao (LUZIA; JORGE, 2013).

Por enfrentarem a estacio da seca, permanecendo de dois a seis meses sem chuva,
a flora do Cerrado desenvolveu muitas adaptacdes para resistir ao sol, as secas e as
consequentes queimadas. Quando as plantas sdo submetidas a elevadas temperaturas e
prolongada incidéncia de luz, hd uma tendéncia de que estas aumentem a sintese e a
atividade de enzimas e compostos antioxidantes a fim de captar radicais livres que
tipicamente sdo produzidos nessas condicdes e que sdo toxicos as membranas celulares.
Estes compostos provenientes do metabolismo de tais plantas podem prevenir ou retardar o
desenvolvimento de vérias doencas, o que pode explicar seus diversos usos na medicina

popular (ROESLER, 2007).

A flora do Cerrado possui diversas espécies frutiferas com grande potencial de
utilizacdo agricola e/ou econdmica, pois possuem altos teores de agucares, proteinas, dcidos
graxos, sais minerais, carotenoides e vitaminas (principalmente do complexo B) (VERA et

al., 2005; SILVA et al., 2008). Intensa investigacdo e o aumento do consumo destas frutas



Introducdo Geral

tém sido estimulados pelo crescente interesse mundial em suas propriedades funcionais,
atribuidas a presenca de substancias bioativas que, mesmo em pequenas quantidades,
propiciam efeitos benéficos a saide (OLIVEIRA et al., 2010; ROCHA et al., 2011). Porém,
poucos estudos objetivaram avaliar a atividade antioxidante e prebidtica dos frutos deste

bioma (SIQUEIRA et al., 2013).

O araticum (Annona crassiflora Mart.) € um fruto tipico do Cerrado brasileiro e
estd entre as 20 espécies mais utilizadas na alimentacio regional (CAVALCANTE et al.,
2008), apresentando diversas aplicagdes na medicina popular. Suas folhas, casca do tronco,
frutos e sementes podem ser utilizados no tratamento de feridas, doencas sexualmente
transmissiveis (DST’s), acidentes ofidicos, doencas degenerativas como Parkinson e
Alzheimer, no combate aos piolhos, como antimicrobiano, antidiarreico, antitumoral e
antirreumatico. Além disso, sua polpa € rica em carotenoides, compostos fendlicos,

tocoferdis, flavonoides e algumas vitaminas e minerais (DRAGANO et al., 2010).

Embora estes frutos sejam muito utilizados pela medicina popular, existem poucos
estudos cientificos que avaliaram a relagdo entre as atividades bioldgicas e seus usos

etnobotanicos a fim de valida-los (ROESLER; LORENCINI; PASTORE, 2010).

Neste contexto, este estudo tem por objetivo determinar as melhores condi¢des de
obtencdo de compostos fendlicos e oligossacarideos a partir da polpa de araticum (Annona
crassiflora Mart.), assim como avaliar a atividade antioxidante dos extratos obtidos por
meio de diferentes métodos antioxidantes in vitro. A metodologia empregada consiste em
uma estratégia de planejamento experimental, na qual foi utilizado um Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) para a otimizacdo das condi¢des de extracdo
(temperatura e concentragdao de solvente) dos compostos fendlicos. Posteriormente, foram
realizados ensaios antioxidantes e a determinacdo dos oligossacarideos presentes nestes
frutos a fim de estimar sua aplicabilidade como uma fonte sustentdvel de antioxidantes e

prebidticos em cosméticos, alimentos e farmacos.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

O presente estudo teve por objetivo determinar as melhores condi¢cdes de obtencdo
de compostos fendlicos e oligossacarideos a partir da polpa de araticum (Annona
crassiflora Mart.), assim como avaliar a atividade antioxidante dos extratos obtidos para o

conhecimento do potencial deste fruto.

Objetivos Especificos

» Estudar os parametros de extracdo dos compostos bioativos;

» Obter as condicdes 6timas de extracdo de compostos fendlicos presentes na polpa de
araticum empregando a MSR por meio do método de DCCR;

» Quantificar os compostos fendlicos (método Folin-Ciocalteau) e os flavonoides
totais (método colorimétrico) dos extratos da polpa de araticum;

» Determinar a atividade antioxidante in vitro dos extratos por meio dos métodos
DPPH (Atividade Sequestradora do Radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil), TEAC
(Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox - Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity) e ORACg. (Capacidade de Absor¢dao do Radical Oxigénio - Oxygen
Radical Absorbance Capacity);

> Avaliar a influéncia do solvente extrator sobre o conteido de mono-, di- e
oligossacarideos;

» Identificar e quantificar mono-, di- e oligossacarideos por Cromatografia de Troca
Anidnica de Alta Eficiéncia acoplada ao Detector Amperométrico Pulsado
(CTAAE-DAP);

> Correlacionar os resultados obtidos com os usos etnobotanicos do araticum.



Objetivos



Capitulo 1

CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Cerrado

O Cerrado € o bioma mais caracteristico do Brasil ocupando aproximadamente 2
milhdes de km? (cerca de 25 % do territdrio nacional), abrangendo areas de 13 estados e do
Distrito Federal, sendo que, cerca de 90 % de suas dreas estdo situadas nos Estados de Sao
Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso, Goids e Bahia. Por ocupar a regido Central do Brasil,
conecta-se com quatro dos seis biomas brasileiros, dentre eles a Mata Atlantica a sudeste e
a Floresta Amazodnica ao norte, sendo composto por onze fitofisionomias com formagdes
campestres mais abertas até formacodes florestais com dossel fechado. Este bioma ainda
constitui uma grande fonte natural de recursos bioldgicos, apresentando fauna e flora
diversificada e sendo considerado o segundo maior bioma do pais, superado apenas pela
Floresta Amazonica (SILVA et al., 2009; MIGUEL et al., 2011; ARRUDA; CRUZ;
ALMEIDA, 2012).

Suas espécies abrangem cerca de 30 % do total existente no Brasil, porém o
conhecimento sobre suas plantas e animais ainda é escasso (MARIANO; COURI;
FREITAS, 2009). Neste bioma encontra-se cerca de 1.000 espécies de arvores, 3.000 de
ervas ou arbustos e quase 5.000 trepadeiras (LAGE, 2011). Algumas sdo usadas como
alimento, remédio, material para confecc¢io de artesanato ou para fins ornamentais (SILVA;

JUNIOR; FERREIRA, 2008).

A vegetacgdo é caracterizada por arvores de pequeno porte, retorcidas, distribuidas
em um tapete graminoso, podendo ocorrer em algumas dreas formacgdes rasteiras de

gramineas e ciperdceas, enquanto a fauna € constituida na sua maioria por insetos, aves,
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roedores, répteis, caninos e felinos (BRAGA FILHO et al., 2009; AVILA; OLIVEIRA;
ASCHERI, 2010).

O Cerrado é considerado um dos 25 sitios de maior biodiversidade do mundo
(LIMA et al., 2012b). No entanto, sua ocupagdo e utilizacdo tém sido realizadas de forma
desordenada, sem o conhecimento necessdrio sobre o uso € o comportamento da maioria
das espécies nativas desta regido. Estima-se que nos dltimos anos, cerca de 40 a 70 % da
cobertura original do Cerrado tenha sido suprimida para a agricultura e pecudria, uso
urbano e extracdo mineral. Com isso um grande numero de espécies frutiferas tornou-se
extintas, o que impossibilita o conhecimento, a preservacdo ou a utilizacdo de suas

caracteristicas (MARIANO-DA-SILVA et al., 2009; LIMA et al., 2012a).

O Cerrado € rico em espécies frutiferas nativas, sendo que 44 % de todas as
plantas nele encontradas sdo endémicas, com destaque para o araticum (Annona crassiflora
Mart.), o pequi (Caryocar brasiliense Camb.), a cagaita (Eugenia dysenterica D.C.), o caju
arbéreo do Cerrado (Anacardium othonianum Rizz), a mangaba (Hancornia spenciosa
Gomez) e a gabiroba (Campomanesia cambessedeana Berg.) (BRAGA FILHO et al.,
2014). Muitas destas constituem fontes em potencial de exploragdo econdmica, uma vez
que apresentam elevados teores de agucares, proteinas, dcidos graxos, sais minerais,

carotenoides e vitaminas (SILVA et al., 2008).

O aproveitamento dos frutos do Cerrado da-se desde os primérdios da ocupacdo
desta regido, sendo que seu consumo foi iniciado pelos indios e exerceu um importante
papel para a sobrevivéncia dos primeiros desbravadores e colonizadores da regido. A
incrementagdo desses frutos na culindria vem despertando a atencdo de varios seguimentos
da sociedade, dentre os quais se destacam agricultores, industrias, instituicoes de pesquisa e
orgaos de satde. Atualmente, as mais de 58 espécies de frutas nativas do Cerrado utilizadas
pela populacdo apresentam um elevado valor nutricional, além de oferecerem atrativos
sensoriais como cor, sabor e aroma peculiares e intensos (ARRUDA; CRUZ; ALMEIDA,
2012)
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A exploracido econdmica do Cerrado tem sido possibilitada pelo desenvolvimento
de pesquisas e tecnologias voltadas para este ecossistema, tornando-o uma das dreas mais
importantes na producdo de alimentos do Brasil. Além disso, observa-se uma atengao
especial voltada para o melhor aproveitamento das frutiferas nativas com o intuito de
preserva-las e utilizd-las de forma racional e sustentdvel (QUEIROZ, 2011). Entretanto, os
dados disponiveis quanto a caracterizacdo e aplicacdo tecnoldgica destes frutos ainda sdao
muito restritos, ressaltando-se a urgente necessidade do desenvolvimento de pesquisas

cientificas para que se possa determinar o potencial dos mesmos.

2. Araticum (Annona crassiflora Mart.)

O araticum (Annona crassiflora Mart.), conhecido popularmente como bruto,
cabeca-de-negro, cascudo, pand, marolo e pinha-do-Cerrado, pertence a familia
Annonaceae (BRAGA FILHO et al., 2009; AVILA; OLIVEIRA; ASCHERI, 2010). Este
fruto encontra-se amplamente distribuido no Cerraddo, Cerrado stricto sensu e Campo
Rupestre, abrangendo os estados da Bahia, Goids, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais, Para, Piaui, Sdo Paulo e Tocantins, além do Distrito Federal (SILVA;
GOMES; MARTINS, 2009; COTA et al., 2011). Além disso, estd entre as 20 espécies mais
utilizadas na alimentacdo regional (CAVALCANTE et al., 2008), sendo consumido in
natura ou sob a forma de doces, geleias, sucos, licores, tortas, paes, bolos, iogurtes e

sorvetes (SOARES JUNIOR et al., 2007; MUNDIM, 2008; OLIVEIRA et al., 2008).

A planta € hermafrodita, decidua (perde as folhas parte do ano) e xer6fita (possui
mecanismos anatomo-fisiolégicos para restringir a perda de dgua), com 6 a 8 m de altura
por 2 a 4 m de copa, produzindo de 30 a 80 frutos por planta (Figura 1A) (PIRES, 2011). O
tronco € geralmente tortuoso, variando de 20 a 30 cm de didmetro, revestido por casca
aspera e corticosa resistente a acdo do fogo (Figura 1B). Suas flores geralmente sdo
solitdrias e axilares, apresentando coloragdo esverdeada ou branco-amarelada com pétalas

engrossadas e carnosas (Figuras 1C e 1D). As folhas sdo crasso-membranosas, coridceas

11
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quando maturas e ferrugineo-hirsutas quando jovens, sendo dispostas de forma intercalada

na posi¢ao horizontal ao longo dos ramos (Figura 1E) (SILVEIRA, 2014).

N ,U A

Figura 1 - Annona crassiflora. A: Arvore (Foto: Henrique Arruda); B: Tronco; C e D: Flores; E: Folhas; F:

Fruto (Fotos: Mauricio Mercadante).
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Os frutos apresentam formato oval e arredondado, superficie tomentosa de cor
verde no fruto em desenvolvimento e marrom quando maduro (Figura 1F). As dimensdes
dos frutos podem variar de 9 a 15 cm de comprimento e de 10 a 15 cm de didmetro,
pesando de 500 g a 4,5 kg, com densidade de 1,09 g.cm'3. Possuem um grande numero de
sementes, variando de 70 a 190, as quais apresentam colora¢do marrom-escura e formato
obovoide-achatada medindo de 10 a 13 mm por 20 a 27 mm (BRAGA FILHO et al., 2007;
AVILA; OLIVEIRA; ASCHERI, 2010; LAGE, 2011). A polpa € levemente doce, com um
aroma agradavel e a coloracdo varia do branco ao amarelo (DAMIANI et al., 2011). A
floracdo acontece principalmente nos meses de setembro a novembro, a frutificacdo a partir
de dezembro e a colheita dos frutos maduros de fevereiro a abril (SILVA; GOMES;
MARTINS, 2009).

O fruto do araticum apresenta rendimentos médios de 40 g.100 g‘1 de casca, 51
2.100 g de polpa e 9 g.100 g de sementes, sendo um fruto de alto valor nutricional, uma
vez que sua polpa é rica em carotenoides, compostos fendlicos, tocoferdis, flavonoides,
lipideos, fibras e algumas vitaminas e minerais (DRAGANO et al., 2010; DAMIANI et al.,
2011).

Tradicionalmente, o araticum € utilizado pela medicina popular no tratamento de
feridas, doencas sexualmente transmissiveis (DST’s), acidentes ofidicos e doencas
degenerativas como Parkinson e Alzheimer, sendo usado também no combate aos piolhos,
como antimicrobiano, antidiarreico, antitumoral e antirreumatico (VILAR et al., 2008;
DRAGANO et al., 2010). A infusdo das folhas e das sementes trituradas é usada no
combate a diarreia e como indutor da menstruagcdo. As sementes trituradas misturadas com
6leo sdo empregadas contra parasitas do couro cabeludo e micoses sist€émicas, além de
serem usadas como inseticidas (MARTINS, 2006; ROESLER, 2007; MUNDIM, 2008;
COTA et al.,, 2011). A ampla utilizacdo desta espécie pela medicina popular tem
estimulado estudos cientificos que visam examinar a relacdo entre as atividades bioldgicas

e 0s usos etnobotanicos a fim de valida-los, como pode ser observado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Atividades bioldgicas do araticum (Annona crassiflora).

Atividade A .
s s Exemplos Referéncias
bioldgica
Atividade Fracbdes das folhas ricas em flavonoides e alcaloides reduziram a Pimenta ef al. (2014)
antimaldrica parasitemia de Plasmodium berghei em camundongos e aumentaram
seu tempo de vida apds o tratamento.
Atividade Extratos etandlicos das folhas inibiram o crescimento de Lage efal. (2014)
antimicrobiana  Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella Typhimurium,
Escherichia coli e Candida albicans.
Extratos etanélicos do tronco, folhas e fracdes do fruto (casca, polpa Silva et al. (2014)
e semente) inibiram o crescimento de estirpes de Staphylococcus
aureus resistente a oxacilina (ORSA) e Staphylococcus aureus
ATCC6538.
Atividade fungicida contra estirpes de Candida albicans, C. Silvaetal (2001)
tropicalis e C. krusei foi observada em extratos etandlicos das folhas.
Atividade Extratos das sementes apresentaram atividade ninficida sobre ninfas Krinski & Massaroli
inseticida de percevejo-do-colmo do arroz (Tibraca limbativentris). (2014)
Atividade larvicida contra o Aedes aegypti foi observada em extratos Rodrigues et al.
etandlicos da casca da raiz, raiz e tronco. (2006); Omena et al.
(2007)
Atividade O 6leo essencial das folhas foi ativo contra Leishmania amazonensis, Oliani et al. (2013)
antiprotozodria L. infantum, L. chagasi, L. major e Trypanosoma cruzi.
Extratos etandlicos do tronco, raiz e casca da raiz da planta inibiram  Mesquita et al. (2005)
o crescimento de Leishmania donovani e Trypanosoma cruzi.
Extratos das folhas apresentaram atividade antiparasitdria contra Tempone et al. (2005)
Leishmania chagasi e Trypanosoma cruzi.
Atividade Extratos etandlicos do tronco, casca das raizes e da polpa e semente  Santos & Sant'Ana
moluscicida dos frutos mostraram atividade contra os ovos e carac6is adultos da  (2001)
espécie Biomphalaria glabrata.
Atividade As substincias estigmasterol glicosilado e sitosterol glicosilado, Inoue et al. (2010)
herbicida isoladas no extrato bruto de acetato de etila das sementes reduziram o
desenvolvimento de radicula e hipocétilo de amendoim-bravo
(Euphorbia heterophylla).
Atividade Extratos etandlicos da casca e semente preveniram a peroxidacdo Roesler (2011)
antioxidante lipidica, o aumento de equivalentes de glutationa e o decréscimo da
atividade das enzimas hepdticas catalase em ratos tratados com
tetracloreto de carbono (CCly).
Extratos da casca, semente e polpa inibiram a peroxidacio lipidica de Roesler et al. (2006);
microssomos do figado de ratos. Roesler et al. (2007)
Atividade Camundongos tratados com extrato etandlico das folhas Vilar et al. (2008)
antimutagénica apresentaram significante redu¢do na frequéncia de eritrécitos

policrométicos micronucleados (MNPCE) o que pode contribuir para
um efeito anticarcinogénico.
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No entanto, como muitas frutiferas desse bioma, seus frutos ainda sdo pouco
explorados comercialmente, restringindo-se a feiras e beiras de estradas, apesar da

realidade de consumo crescente (REZENDE; CANDIDO; MALAFAIA, 2012).

3. Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos compreendem um amplo grupo de substancias quimicas
classificadas como metabolitos secundérios em plantas, caracterizados por conterem em sua
estrutura no minimo um anel aromatico com um ou mais grupos hidroxila ligados, além de
outros substituintes (APAK et al., 2007; HAMINIUK et al., 2012). Atualmente mais de
8.000 estruturas de compostos fendlicos s@o conhecidas, variando desde moléculas simples,
tais como os acidos fendlicos, até substancias altamente polimerizadas como 0s taninos

(DAI; MUMPER, 2010).

A diversidade de estruturas dos compostos fendlicos resulta ndo somente da
grande variedade de esqueletos carbonicos dentro desse grupo de compostos, mas também
de varias modificagcdes (por exemplo, acilagdo ou glicosilagdo) de substituintes priméarios e
secundarios (LEWANDOWSKA et al., 2013). Com base no niimero de anéis aromaticos e
elementos estruturais que ligam estes anéis uns aos outros, os compostos fendlicos podem
ser classificados em diversas classes (APAK et al., 2007, CHEYNIER et al., 2013;
QUIROS-SAUCEDA et al., 2014). A Tabela 2 apresenta as estruturas genéricas e
exemplos de algumas classes de compostos fendlicos. Além desta grande diversidade, os
compostos fendlicos podem se encontrar associados com carboidratos (simples ou
complexos), lipideos, 4cidos organicos, aminas e componentes da parede celular (celulose,
hemiceluloses e lignina) (QUIROS-SAUCEDA et al, 2014; VELDERRAIN-
RODRIGUEZ et al., 2014).
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Tabela 2 - Estruturas e exemplos de algumas classes de compostos fendlicos.

Estrutura

Classe L Exemplo Estrutura
genérica
Fenois simples Cs Resorcinol HOUOH
Benzoquinonas Cs Tetrahidroxi-p-benzoquinona O
HO OH
HO OH
o}
Acidos fenélicos Cs-Ci Acido galico O OH
HO 1 OH
OH
Aldeidos fendlicos Cs-C; Vanilina H /O
E E \O/
OH
Acetofenonas Cs-C, Floroacetofenona 0o
HO. i OH
OH
Acidos fenilacético Cs-C, Acido 2-hidréxifenilacético
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Tabela 2 - Continuacao.

Estrutura

Classe L Exemplo Estrutura
genérica
Acidos Ce-C; Acido p-cumdrico o
hidroxicindmicos /
T
(@] ©]
I
Cumarinas Cs-C Umbeliferona
HO 0 (@]
Fenilpropanonas Ce-C; 1-hidroxi-1-fenilpropanona OH
m
Cromonas Ce-C; 5,7-dihidroxicromona OH O
Hom
Naftoquinonas Cs-C, Lapachol o
o’
OH
o]
Xantonas Ce-C-Cs 1,6-dihidroxi-3,5- 0 OH
dimetoxixantona I I
HO O 0
o |
Estilbenos C-C,-Cq Resveratrol HO
Oy
HO
Antraquinonas Ce-C,-Cs Fisciona O
COoo™
OH 0 OH
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Tabela 2 - Continuacio.

Classe Esm,ltflra Exemplo Estrutura
genérica
Flavonoides Ce-C5-Cq (+)-catequina SH
OH
Isoflavonoides Cy-C5-Cg Genisteina
Neoflavonoides  Cg¢-C5-Cg 7.8- OH
dihidroxineoflavanona HO l o] o
Biflavonoides e (C6-C5- Agatisflavona
dimeros Co)o
proantocianidina
Triflavonoides e (Co-C5- Triluteolina
trimeros de Co)3
proantocianidina
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Tabela 2 - Continuacao.

Estrutura

Classe PN Exemplo Estrutura
genérica
Lignanas (Cs-C3), Matairesinol
Neolignanas (Co-C3), Licarina A
(@]
P
Ligninas (C6-C3)n _ Os’ OH
HO [
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Tabela 2 - Continuacio.

Estrutura
Classe ‘. Exemplo Estrutura
genérica
Melaninas (Co)n Dieckol HO
catecol e
florotaninos 0 N OH OH
HO 0 0 0
OH OH  OH OH
HO o
0 0
OH
HO
Taninos (C-C5-Cy)y, Corilagina OH
HO OH
OH
HO
HO

HO OH

OH

Alguns autores também classificam os compostos fendlicos como extraiveis € ndo-
extraiveis. No primeiro caso, os compostos fendlicos possuem baixa e média massa
molecular, podem ser extraidos usando diferentes solventes (dgua, metanol, acetona, entre
outros) e incluem alguns taninos hidrolisdveis e proantocianidinas; por outro lado, os ndo-
extraiveis s@o compostos de alta massa molecular ou fendis ligados a fibra dietética ou
proteina que permanecem insoliveis no solvente utilizado (MATTHEWS et al., 1997;

LANDETE, 2012).
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Os compostos fendlicos sdo os metabdlitos secunddrios mais largamente
distribuidos no reino das plantas. Eles sdo incomuns em bactérias, fungos e algas e nio sdo
sintetizados nem por humanos nem por animais. As briéfitas s@o produtoras regulares,
incluindo polifenéis como os flavonoides, porém é nas plantas vasculares que se encontra a
maior variedade destes compostos (CHEYNIER et al., 2013; LEWANDOWSKA et al.,
2013).

A habilidade de sintetizar compostos fendlicos foi selecionada ao longo do curso
da evolucdo em diferentes linhagens de plantas quando tais compostos eram direcionados a
necessidades especificas, permitindo assim, que as plantas lidassem com o0s constantes
desafios provenientes das mudancas ambientais ocorridas ao longo do processo evolutivo.
A producio de compostos fenolicos envolve sinais regulatdrios e ocorre geralmente durante
a lignificacdo de novos crescimentos ou durante o desenvolvimento do fruto e da flor, ou
ainda como resposta a sinais ambientais para a protecdo da planta contra o estresse abidtico
e bidtico (CHEYNIER et al., 2013), como o ataque de insetos e patogenos, radiacdo UV e
ferimentos (KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013).

Alguns compostos fendlicos sdo amplamente distribuidos enquanto outros sdo
especificos a certas familias de plantas, ou encontrados somente em alguns 6rgaos vegetais
ou em certos estdgios de desenvolvimento. A diversidade de estruturas estd relacionada a
uma variedade de propriedades associadas a papéis especificos nas plantas e,
consequentemente, com sua distribui¢do. As antocianinas, por exemplo, sdo os pigmentos
que constituem a maioria dos 6rgdos vegetais vermelhos e azuis, encontradas em flores e
frutos maduros onde exercem um papel preponderante no processo de atracdo envolvido na
polinizacdo e na disseminacdo das sementes. Além disso, elas também sdo muito comuns
em folhas jovens onde podem exercer um efeito contra insetos herbivoros. Em
contrapartida, os flavonois protegem os tecidos das plantas contra a radiacdo UV, enquanto
as proantocianidinas e taninos hidrolisdveis presentes na maioria dos tecidos vegetais nos
primeiros estdgios de desenvolvimento podem participar da defesa da planta contra
herbivoros, fungos e virus, presumivelmente devido a sua propriedade de complexar

proteinas (CHEYNIER, 2012).
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As principais fontes de compostos fendlicos na dieta humana sdo frutas, vegetais e
bebidas (cha e vinho). Notédveis fontes deste grupo de substancias incluem berries, chi,
cerveja, uvas/vinho, 6leo de oliva, chocolate/cacau, café, nozes, amendoins, roma, pipoca,
erva mate, e outros frutos e vegetais. Frutas como a maca, péra, cereja e vdrias berries
contem até 200 - 300 mg de compostos fendlicos por 100 g de peso fresco, enquanto que
uma taca de vinho tinto ou um copo de chd ou café contém cerca de 100 mg de compostos
fenélicos (LANDETE, 2012). O teor destes compostos presente nos vegetais ¢ muito
dependente do grau de maturagdo, variedade, clima, composicdo do solo, localizacdo

geografica e condi¢des de armazenamento, dentre outros fatores (HAMINIUK et al., 2012).

Os compostos fendlicos influenciam multiplas propriedades sensoriais dos
alimentos tais como sabor e cor, e contribuem para o aroma e paladar de varios produtos de
origem vegetal (LANDETE, 2012). Estes compostos sdo responsdveis pelas cores laranja,
vermelha, azul ou violeta de muitos frutos e vegetais como macas, berries, beterrabas e
cebolas. Além disso, contribuem para o amargor e a adstringéncia de frutas e sucos de
frutas, por causa de sua interagdo (principalmente procianidina) com glicoproteinas
salivares e afetam o sabor e a cor dos diferentes tipos de vinho (branco, rosé e tinto), sendo
criticos para a preservacdo, maturacdo e envelhecimento dos mesmos (DAI; MUMPER,

2010).

O consumo destes compostos estd associado a uma redu¢do no risco de
desenvolvimento de multiplas doengas cronicas ndo-transmissiveis. Como, por exemplo,
doencas cardiovasculares e neurodegenerativas, certos tipos de céancer, diabetes tipo II e
osteoporose, que € supostamente atribuida as suas multifacetadas atividades bioldgicas,
como atividades antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana, antiproliferativa e
moduladora de sinais de transducdo (KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013;
VELDERRAIN-RODRIGUEZ et al., 2014). Além do mais, os compostos fendlicos tém
sido identificados como principios ativos de vdrias ervas utilizadas pela medicina popular.

O reconhecimento dos beneficios proporcionados por esses produtos naturais a saude

humana encoraja consumidores a incluir alguns alimentos e bebidas tipicos derivados de

22



Capitulo 1

vegetais na alimentacdo didria, dentre os mais preferidos destacam-se o azeite de oliva,

Oleos vegetais, citricos, chocolate, chd, café e o vinho (APAK et al., 2007).

Os efeitos benéficos dos compostos fendlicos sdo frequentemente atribuidos a sua
atividade antioxidante, que é mediada por uma variedade de mecanismos, incluindo a
supressdo ou o sequestro de espécies reativas de oxigé€nio e/ou nitrogénio (ROS/RNS),
quelacdo de metais de transi¢do, inibicdo de enzimas envolvidas no estresse oxidativo e
regulacdo e/ou protecdo dos sistemas de defesa enddgenos (DAI; MUMPER, 2010;
CHEYNIER, 2012). A eficiéncia dos compostos fendlicos como antioxidantes esta
relacionada com o nimero e a posi¢do dos grupos hidroxila na molécula, sendo que o
aumento do niimero de grupos hidroxila promove uma elevacdo na atividade antioxidante.
Por outro lado, a glicosilacdo resulta em uma perda de atividade antioxidante destes
compostos, provavelmente devido ao impedimento estérico provocado pelas unidades de

acucares (CARTEA et al., 2011).

As propriedades bioldgicas e os efeitos benéficos a saide atribuidos aos
compostos fendlicos dependem da quantidade ingerida e de sua biodisponibilidade
(QUIROS-SAUCEDA et al., 2014). A liberagdo e/ou absor¢io de compostos fendlicos
podem ser afetadas por diferentes fatores. Resumidamente, seguem os principais fatores

envolvidos:

(1) A estrutura quimica dos compostos fendlicos (grau de glicosilacdo; acilacdo;
estrutura bdsica, por exemplo, derivados de flavona ou benzeno; conjugacdo
com outros fendlicos, massa molecular, grau de polimerizacao e solubilidade) e
suas interacdoes com diferentes moléculas como proteinas e fibras dietéticas. A
maioria dos compostos fendélicos em sua forma nativa (polimérica, glicosilada
ou esterificada) necessita ser enzimaticamente hidrolisada antes da absorcdo,
enquanto que a associacao dos compostos fendlicos a fibra dietética e proteinas
pode reduzir sua bioacessibilidade e, consequentemente, a sua

biodisponibilidade (HAMINIUK et al., 2012; LANDETE, 2012);

23



Capitulo 1

(i1) As etapas de processamento as quais os vegetais sdao submetidos. O
descascamento de frutas, a clarificacdo e estabilizacio de sucos de frutas
industrializados podem resultar na perda de uma significativa por¢cdo de alguns
compostos fendlicos. Durante o processamento da polpa de frutas pode ocorrer a
degradacdo oxidativa de compostos fendlicos como resultado da liberacido e
acdo de polifenoloxidase citoplasmdtica. Por outro lado, a maceracdo,
fermentagao ou processamento de frutos pode resultar na difusdo de compostos
fendlicos no suco, incluindo a solubilizagdo de compostos de partes descartadas,
como cascas € sementes;

(iii))  As interacOes bioldgicas entre os compostos fendlicos e células, enzimas e
proteinas do sistema gastrointestinal e microflora col6nica. Muitos compostos
fendlicos somente sio bioacessiveis e biodisponiveis ao corpo humano por meio
da acdo de enzimas intestinais e/ou hepdticas ou da microflora coldnica
(HAMINIUK et al., 2012). Diversas espécies de bactérias presentes no intestino
atuam neste processo de transformacdo dos fendis obtidos por meio da
alimentacgdo, sendo os géneros Clostridium e Eubacterium os mais comumente
envolvidos na bioconversdo e no metabolismo destes compostos (SELMA;

ESPIN: TOMAS-BARBERAN, 2009).

4. Atividade Antioxidante

A oxidagdo € um processo metabdlico que leva a producdo de energia necessdria
para as atividades essenciais das células. Porém, o metabolismo do oxigénio em células
vivas também leva a inevitdvel producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e/ou
nitrogénio (RNS) (ROESLER et al., 2006). Espécies reativas ou radicais livres sdo
moléculas que contém um ou mais elétrons desemparelhados, caracteristica que os tornam
altamente reativos e instaveis (SITTA et al., 2014), promovendo reacdes de oxidacdo de
outras moléculas, tais como proteinas, lipideos e DNA, a fim de estabilizd-los (GOMES;

SILVA; OLIVEIRA, 2012).
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A geracdo de ROS/RNS [espécies radicais: radical superéxido (O,7), radical
hidroxila (OHe), radical peroxila (HO,¢), radicais alcoxila (RO¢), radical 6xido nitrico
(NOe), nitritos (NO7") e nitratos (NO37); e espécies ndo-radicais: peréxido de hidrogénio
(H20,), oxigénio singlete (102), acido hipocloroso (HOCI), acido nitroso (HNO;), 6xido
nitroso (N;O3) e alquil peroxinitratos (RONOQO)] ocorre naturalmente durante o
metabolismo (respiracdo, fagocitose, intoxicagdao, metabolismo de dcido graxos, sinalizacao
intercelular e sintese de substincias biolégicas importantes) de plantas e animais
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; THATOI; PATRA; DAS, 2013) e exercem um
importante papel nos mecanismos de defesa contra as infec¢cdes (CARTEA et al., 2011).
Entretanto, a producdo destas espécies pode ser estimulada pela radiacdo UV, atividade
fisica intensa, estresse emocional, habitos de vida inadequados como tabagismo, alcoolismo
e dieta rica em gorduras saturadas, além de agentes xenobidticos provenientes da poluicao
do ar ou substancias quimicas presentes em alimentos e bebidas tais como tetracloreto de
carbono, residuos de pesticidas e herbicidas, aditivos quimicos, hormdnios e toxinas

microbianas (ELSAYED, 2001; ROESLER, 2011).

A geracdo excessiva destas espécies pode provocar um desbalanco entre os
ROS/RNS e os mecanismos de defesa antioxidantes e promover um desequilibrio na taxa
de sua remocao, levando a modificacdes oxidativas em membranas celulares ou moléculas
intracelulares que resultam na oxida¢do de constituintes de membranas, enzimas e DNA e
acumulo de perdxidos lipidicos (CARTEA et al., 2011). Este estresse oxidativo a nivel
celular ou subcelular € considerado um dos principais fatores associados ao processo de
desenvolvimento de doengas cronico-degenerativas como doengas cardiovasculares,
doencas inflamatdrias, catarata, cancer, diabetes tipo II e doencas neurodegenerativas
(Parkinson e Alzheimer), assim como ao processo de envelhecimento natural

(SRINIVASAN, 2014).

Os niveis de espécies reativas no organismo sdo controlados por uma série de
processos antioxidantes endégenos, enzimaticos e/ou nao enzimaticos, altamente eficientes.
Dentre os antioxidantes produzidos pelo corpo envolvidos em processos ndo enzimaticos

destacam-se a Glutationa Reduzida (GSH), peptideos de histidina, proteinas ligadas ao

25



Capitulo 1

ferro (transferrina e ferritina), 4cido dihidrolipoico (forma reduzida do 4cido lipoico), acido
urico, melatonina, bilirrubina, ubiquinol e Coenzima Q Reduzida (CoQH;) (PORTELA et
al.,2014; SITTA et al., 2014).

As principais enzimas envolvidas no balanc¢o redox sdo a Superéxido Dismutase
(SOD), a Catalase (CAT), a Glutationa Redutase (GR) e a Glutationa Peroxidase (GPx).
Cada uma delas é responsdvel pela reducdo de uma espécie reativa diferente e estdo

localizadas em diferentes compartimentos celulares (GOMES; SILVA; OLIVEIRA, 2012).

As SOD sdo metaloenzimas responsaveis pela catélise da dismutagdo do radical
superéxido (O,*7) a oxigénio molecular (O,) e peréxido de hidrogénio (H,O,) (Equacdo 1)
e € encontrada em 3 isoformas, sendo duas delas intracelulares e uma extracelular. As CAT
sdo enzimas intracelulares que catalisam a degradacdo de peroxido de hidrogénio (H,0,)
em dgua e oxigénio molecular (O;) (Equagdo 2). As GPx s@o encontradas tanto no citosol
quanto na mitocondria e sdo responsdveis pela remoc¢do de uma grande variedade de
hidroperéxidos [convertem H;O, em 4gua e perdxidos organicos (ROOH) em seus

respectivos alcoois (ROH)] (Equacdes 3 e 4) (GOMES; SILVA; OLIVEIRA, 2012).

20, +2H — 0, + H,0, Equacao 1
2 H,O, — O, + 2 H,O Equacao 2
H,0, + 2 GSH — GSSG + 2 H,O Equacao 3
ROOH + 2 GSH — GSSG + ROH + H,0 Equacao 4

As GR apresentam a funcdo de neutralizar potenciais danos a membrana por meio
da associacdo da catdlise da reducdo da glutationa com reagdes de detoxificacdo
envolvendo a tiol-conjugacio de xenobiéticos (MOURAO et al, 2009) e ainda sdo
responsaveis pela radu¢do da GSSG (Glutationa Oxidada) a GSH (Glutationa Reduzida),
por meio da oxidagio do NADPH em NADP" (Equagdo 5) (HUBER; ALMEIDA;
FATIMA, 2008).
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GSSG + NADPH + H*— 2 GSH + NADP" Equacio 5

Além dessas enzimas antioxidantes, a NADPH:Quinona Aceptor Oxidorredutase
(NQOT1) atua na protecdo de células contra efeitos citotéxicos de eletréfilos, catalisando a
reducgdo de dois elétrons de quinonas e epoxi-quinonas reativos e téxicos, resultando na sua
detoxificagdo. Outra importante enzima é a NADH:Citocromo b5 Redutase (CytBsRase),
que exerce um papel fundamental em diversas reacdes metabdlicas no figado, como a
dessaturacdo e alongamento de 4cidos graxos, a biossintese de colesterol e plasmalogénio,
além de participar de algumas reagdes realizadas pela citocromo P-450. Além disso, as
Tioredoxina Redutases (TrxRs) exercem um importante papel na sinalizacdo celular da
regulacdo redox e também estdo envolvidas na regeneracdo de importantes antioxidantes,

tais como ubiquinona, 4cido lipoico € acido ascorbico (TUNG et al., 2014).

Os processos oxidativos também podem ser retardados ou prevenidos por meio da
modificagdo das condigdes ambientais ou pela utilizagdo de substancias antioxidantes
exdgenas fornecidas pela dieta ou suplementadas como os tocoferdis (vitamina E),
carotenoides (alguns, a exemplo do B-caroteno, sdo precursores da vitamina A), dcido
ascorbico (vitamina C) e compostos fendlicos, os quais atuam impedindo ou diminuindo o

desencadeamento das reagcdes oxidativas (SOARES, 2002; PORTELA et al., 2014).

Os antioxidantes sdo definidos como qualquer molécula capaz de retardar, inibir
ou prevenir a oxidacdo de materiais oxiddveis, mesmo quando administrados em baixas
quantidades (< 1 %, comumente de 1 - 1.000 mg.L'l) quando comparado a quantidade de
material que eles protegem (GULCIN, 2012). Eles exercem seu papel protetor contra
espécies reativas geradas pelo metabolismo celular ou por fontes exdgenas por meio de
diferentes mecanismos, incluindo a neutraliza¢do ou sequestro destas espécies, quelagido ou
inativacdo de fons metdlicos e interrupcdo das reacdes de oxidacdo em cadeia pela
destruicdo das espécies reativas (RAJENDRAN et al., 2014), impedindo o ataque sobre
lipideos, aminodcidos, duplas ligacdes de acidos graxos poli-insaturados e das bases
nitrogenadas do DNA. Desta forma, eles intervém na fase de iniciacdo de reagdes

oxidativas, produzindo compostos estaveis que retardam o processo de oxidacao, evitando a

27



Capitulo 1

formacdo de lesdes e a perda da integridade celular (BIANCHI; ANTUNES, 1999;
PALAFOX-CARLOS; AYALA-ZAVALA; GONZALEZ-AGUILAR, 2011).

Além de suas propriedades bioldgicas, o interesse por antioxidantes naturais estd
crescendo por parte das inddstrias cosméticas, farmacéuticas e especialmente das
alimenticias, uma vez que eles podem ser utilizados como substituintes de antioxidantes

sintéticos (ALMEIDA et al., 2011).

As principais fontes dietéticas de compostos antioxidantes sdo frutas, vegetais,
cereais, nozes e chas. Tipicos compostos que apresentam atividade antioxidante sdo os
fendis, 4cidos fendlicos e seus derivados, flavonoides, tocoferdis, fosfolipidios,

aminodcidos, 4cido fitico, dcido ascdrbico, pigmentos e esterdis (ROESLER et al., 2006).

A polpa do araticum € uma rica fonte de fitoquimicos com atividade antioxidante,
como os carotenoides, compostos fenodlicos, tocoferdis, flavonoides e algumas vitaminas e
minerais (DRAGANO et al., 2010). Estudos conduzidos anteriormente demonstraram que a
polpa deste fruto apresenta significativa atividade antioxidante em vérios modelos in vitro
(ROESLER et al., 2007; DAMIANI et al., 2011; SOUZA et al., 2012), sendo que alguns
compostos, largamente reconhecidos como antioxidantes, ja4 foram identificados nesta

espécie, conforme apresentado na Tabela 3.
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Parte da planta Classe Compostos identificados Referéncias
Gongalves,
Madeira Alcaloides Liriodinina e Aterospermidina Mosqueira &
Pimenta (2010)
Folhas Flavonoides Quercetina-3-0-B-D- Lage et al. (2014)
glicopiranosil(1—6)-O-a-L-
arabinosideo; kaempferol-3-O-B-D-
galactopiranosideo; quercetina-3-O-f3-
D-galactopiranosideo; quercetina-3-O-
[-L-arabinopiranosideo e (-)-
epicatequina
Alcaloides Romucosina, Xilopino, Annoretina e Egydio; Valvassoura
Anonaina & Santos (2013)
Casca do fruto _ Acido ascorbico, acido malico, acido Roesler et al. (2007)
cafeico, dcido quinico, 4cido ferilico,
xantoxilina e rutina
Polpa Carotenoides Licopeno, a- ¢ f-caroteno Cardoso et al. (2013)
Vitaminas Vitamina A, Vitamina C (Acido
antioxidantes ascorbico) e Vitamina E (a-tocoferol e
o-tocotrienol)
Actcares e Acido mélico, 4cido citrico, dcido Roesler et al. (2007);
acidos tartarico, acido ascérbico e hexoses Damiani et al. (2013)
organicos
Sementes _ Acido ascérbico, dcido malico, dcido Roesler et al. (2007)
cafeico, dcido quinico, 4cido ferilico,
xantoxilina, dcido cafeoiltartarico,
cafeoil glicose, quercetina e rutina
Fitoesterois Campesterol, Stigmasterol e B-sitosterol  Luzia & Jorge (2013)
Tocoferdis a-, B-, v- e d-tocoferol
Carotenoides [-caroteno
Acetogeninas Araticulina e Crassiflorina Santos, Boaventura

& Oliveira (1994);
Santos et al. (1996)
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5. Métodos para Determinacio de Atividade Antioxidante

Muitos métodos t€m sido usados para avaliar e comparar a atividade antioxidante
de frutas, devido a complexidade dos substratos analisados e a diversidade quimica dos
compostos antioxidantes presentes nestas matrizes (HAMINIUK er al, 2012). A
capacidade de um antioxidante em sequestrar radicais livres é frequentemente avaliada por
meio da utilizagdo de radicais estdveis de referéncia ou por métodos de competicao usando
espectrofotometro convencional operando no UV/Visivel. Estes métodos envolvem
compostos cromogénicos de natureza radical que, pela acdo de antioxidantes, sdo reduzidos
levando ao desaparecimento ou modificacdo da regido croméfora (THATOI; PATRA;

DAS, 2013).

A capacidade de antioxidantes em sequestrar radicais livres in vitro tem sido
avaliada por diversos métodos sob diferentes condi¢des. Os ensaios antioxidantes
disponiveis diferem em relacio ao mecanismo de acdo, as espécies-alvo, as condicoes
reacionais € na forma como os resultados sdo expressos, ndo existindo um procedimento
metodoldgico universal para avaliar a capacidade antioxidante o que impde a necessidade
da realizagdo de diferentes ensaios, com fundamentos e mecanismos de a¢do distintos
(OLIVEIRA et al., 2009). Dessa forma, faz-se necessdria a padronizacdo de um método
atendendo os seguintes critérios: (i) utilizar uma fonte radical biologicamente relevante; (ii)
ser tecnicamente simples; (iii) usar um método com ponto final e mecanismo quimico bem
definidos; (iv) apresentar instrumentacdo e reagentes facilmente disponiveis; (v) ter boa
repetibilidade e reprodutibilidade; (vi) ser adaptivel para ensaios de antioxidantes
hidrofilicos e lipofilicos e para o uso de diferentes fontes radicais; e (vii) ser adaptdvel a
andlise de high-throughput para anélises rotineiras de controle de qualidade (PRIOR; WU;
SCHAICH, 2005).

Os métodos utilizados para a determinagdo da atividade antioxidante podem ser
classificados de acordo com os mecanismos de reacdo em métodos de transferéncia de

atomos de hidrogénio ou métodos de transferéncia de elétrons (APAK et al., 2007).
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Os métodos baseados na transferéncia de atomos de hidrogénio medem a
capacidade de um antioxidante (AH) em sequestrar radicais livres (Re) (geralmente radicais
peroxila) pela doagdo de um atomo de hidrogénio (He) (Equagdo 6). Estas reacdes sdo
independentes do solvente e pH e geralmente sdo bastante rdpidas (completadas de
segundos a minutos). Uma vez que em ensaios antioxidantes baseados na transferéncia de
atomos de hidrogénio, tanto o indicador fluorescente quanto os antioxidantes reagem com o
radical, a atividade antioxidante pode ser determinada através das cinéticas de competi¢ao
medindo a curva de decaimento da fluorescéncia do indicador na ausé€ncia e presenca de
antioxidantes e integrando a drea sob estas curvas (APAK et al., 2007). Exemplos de
métodos baseados na transferéncia de atomos de hidrogénio sdo: (i) Capacidade de
Absorcao do Radical Oxigénio (ORAC - Oxygen Radical Absorbance Capacity); (ii)
Capacidade Antioxidante Total (TRAP - Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter);
(iii) Capacidade de Inibi¢do da Peroxidacdo Lipidica; (iv) Capacidade Total de Sequestro
de Oxirradical (TOSCA - Total Oxyradical Scavenging Capacity Assay); (v) Ensaios
Crocin-bleaching; e (vi) Ensaios de Quimiluminescéncia (GULCIN, 2012).

Re+ AH — RH + A- Equacio 6

Por outro lado, os métodos baseados na transferéncia de elétrons medem a
habilidade de um antioxidante (AH) em reduzir qualquer composto [geralmente ions
metalicos (M*"), grupos carbonila e radicais (R*)] por meio da transferéncia de um elétron
(Equagdes 7 - 10). Estas reagdes sdo relativamente mais lentas e sdo dependentes do
solvente e pH. Na maioria destes ensaios, os antioxidantes reagem com um indicador
fluorescente ou colorimétrico (agente oxidante) ao invés de radicais peroxila. Os ensaios
espectrofotométricos baseados na transferéncia de elétrons medem a capacidade de um
antioxidante em reduzir um agente oxidante, o qual muda de cor quando reduzido, sendo
que o grau de mudanca de cor (um aumento ou reducdo da absorbancia a um dado
comprimento de onda) € correlacionado a concentragdo de antioxidantes presentes na
amostra (APAK et al., 2007). Alguns métodos baseados na transferéncia elétrons sdo: (i)

Fendlicos Totais pelo ensaio com o Reagente Folin-Ciocalteau; (i) Capacidade

Antioxidante Equivalente ao Trolox (TEAC - Trolox Equivalence Antioxidant Capacity);
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(iii) Poder Antioxidante de Reducdo do fon Férrico (Fe™*) (FRAP - Ferric Ion Reducing
Antioxidant Power); (iv) Potencial Antioxidante Total, usando um Complexo—Cu2+ como
um oxidante; (v) Atividade Sequestradora do Radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHe¢);
(vi) Atividade Sequestradora do Radical 2,2’-Azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico) (ABTSe"); (vii) Atividade Sequestradora do Radical N,N-dimetil-p-
fenilenediamina (DMPD-"); (viii) Poder Antioxidante de Redugio do fon Ciprico (Cu*)
(CUPRAC - Cupric Ions Reducing Antioxidant Power) (GULCIN, 2012).

Re+ AH — R™+ AH" Equacio 7
AH*" + H,O — A« + H;0" Equacio 8
R~ + H;0" — RH + H,O Equacio 9
AH + M** — AH" + M** Equacio 10

Os principais métodos empregados na determinacio da atividade antioxidante de

componentes alimentares, assim como seus principios, estao dispostos na Tabela 4.

32



Capitulo 1

Tabela 4 - Diferentes métodos e seus principios de acdo utilizados na determinacdo da atividade antioxidante de componentes

alimentares.

Método

Principio

Referéncias

Capacidade de Absorcdo do
Radical Oxigénio (ORAC -
Oxygen Radical Absorbance
Capacity)

Capacidade  Antioxidante
Total (TRAP - Total
Radical-Trapping
Antioxidant Parameter)

Capacidade de Inibicdo da
Peroxidacdo Lipidica (The
lipid peroxidation inhibition
Assay)

Capacidade Total de
Sequestro de Oxirradical
(TOSCA - Total Oxyradical
Scavenging Capacity Assay)

Este método mede a habilidade de um antioxidante contra o radical peroxila, onde o
antioxidante e um marcador fluorescente (geralmente fluoresceina) competem cineticamente
por radicais peroxila gerados através da decomposi¢cdo de compostos nitrogenados tais como
AAPH (2,2’-azobis-(2-metilpropionamidina)-dihidroclorado) a 37 °C. A atividade
antioxidante pode ser determinada calculando a curva de decaimento da fluorescéncia de um
indicador na presenca e auséncia de antioxidantes, integrando a drea sob essas curvas.

Este método monitora a habilidade de compostos antioxidantes em interferir na reacido entre
radicais peroxila (gerados através do AAPH) e um indicador alvo. O TRAP ¢é baseado no
aumento da quimiluminescéncia do luminol, no qual os radicais peroxila gerados a partir do
AAPH oxidam o luminol levando a formacdo de radicais luminol que emitem luz. A atividade
antioxidante € determinada através da duracdo do periodo de tempo (tempo de indugdo) no
qual a amostra bloqueia o sinal de quimiluminescéncia, devido a presenga de antioxidantes,
sendo que o tempo € proporcional a quantidade de antioxidantes presentes na amostra.

O método fundamenta-se no decaimento da fluorescéncia emitida por uma sonda acoplada ao
lipossomo provocada pelo ataque de uma espécie reativa. Apés a adi¢do de uma espécie
redutora, ou seja, o antioxidante, observa-se um menor decaimento da fluorescéncia. Isto
significa que a membrana dos lipossomos foi protegida e o antioxidante foi atacado pelas
espécies reativas presentes no meio.

Este método permite a quantificagdo da capacidade de antioxidantes em absorver trés potentes
oxidantes (radicais hidroxila, peroxila e peroxinitrila). O ensaio se baseia na formagéo desses
oxidantes pela reacdo de Fenton na presenca de ferro direcionada por ascorbato, homélise
térmica de AAPH e 3-N-morfolinosidnonimina etilcarbamida (SIN-1), respectivamente. Estes
oxidantes reagem com o a-ceto-y-dcido metiolbutirico (KMBA), o qual é oxidado e produz
etileno. A atividade antioxidante dos compostos testados € quantificada através de sua
habilidade em inibir a formacao de etileno em relacdo a uma reagdo controle.

Apak et al. (2007)

Somogyi et al. (2007);
Pisoschi & Negulescu
(2011)

Oliveira et al. (2009)

Somogyi et al. (2007)
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Tabela 4 - Continuacao.

Método

Principio

Referéncias

Inibicdo do Branqueamento

da Crocina (Crocin-
bleaching Assay)

Método do  Tiocianato
Férrico (FTC - Ferric
Thiocyanate Assay)
Fendlicos Totais (Folin-
Ciocalteau)

Capacidade  Antioxidante
Equivalente ao  Trolox
(TEAC - Trolox
Equivalence Antioxidant
Capacity)

Este método baseia-se na extensdo do branqueamento da crocina (pigmento carotenoide
natural) pela acdo de radicais peroxila. Neste ensaio, o decréscimo da absorbancia devido ao
branqueamento do carotenoide crocina provocado pela a¢do de radicais peroxila gerados pela
decomposicdo térmica do AAPH € monitorado a 450 nm. Os antioxidantes presentes na
amostra competem com a crocina pelos radicais peroxila, inibindo o branqueamento do meio.
Dessa forma, o poder antioxidante das substincias adicionadas ao meio reacional &
proporcional a inibicdo da descoloragéo da crocina.

O método tiocianato € utilizado para medir o nivel de peréxido durante o estdgio inicial de
oxidacdo lipidica. Este ensaio é baseado na formacdo de peréxidos durante a oxidagdo do acido
linoleico, que oxida o Fe** a Fe*. O Fe** forma um complexo colorido com o tiocianato
(SCN") com maxima absor¢do a 500 nm. Na presenca de antioxidantes, a oxidagdo do acido
linoleico é lenta. Assim, o desenvolvimento da cor, pela formagdo dos complexos Fe**-
tiocianato, também sera lenta. Portanto, elevados valores de absorbancia indicam altos niveis
de 4cido linoleico oxidado e, consequentemente, baixa atividade antioxidante dos compostos
em questao.

O método se baseia na transferéncia de elétrons, em meio alcalino, dos compostos fendlicos
para complexos fosfotingsticos/fosfomolibdénicos (Reagente de Folin-Ciocalteau). Os
compostos fendlicos sdo energeticamente oxidados em meio alcalino, resultando na formagio
de O,*7, que por sua vez, reage com o molibdato [estado de oxidag@o (VI)] (cor amarela no
complexo Na,WO,/Na,Mo0O,) formando 6xido de molibdénio [(estado de oxidacdo (V)], o
qual forma complexos azuis com o tungsténio [cor azul no complexo (Fenol-MoW, 109" que
podem ser facilmente identificados por espectrofotometria numa faixa de 750 a 765 nm.

Neste ensaio, o ABTS é oxidado por oxidantes (geralmente K,S,0g) a sua correspondente
forma radical cation (ABTS+"), que absorve a 734 nm (colora¢io verde-azulado), por meio da
perda de um elétron pelo d4tomo de nitrogénio do ABTS. Na presenca de qualquer antioxidante
doador de hidrogénio o dtomo de nitrogénio sequestra um atomo de hidrogénio, promovendo
uma descoloragdo da solucdo acompanhada pelo decréscimo da absorbancia que ¢é
proporcional a concentragcdo de sequestradores de radicais adicionados a solug@o reagente de
ABTS.

Somogyi et al. (2007)

Moon & Shibamoto
(2009); Nile,
Khobragade & Park
(2012)

Oliveira et al. (2009);
Giilgin (2012)

Giilgin (2012); Thatoi,
Patra & Das (2013)
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Método

Principio

Referéncias

Poder  Antioxidante  de
Reducio do Ton Férrico
(Fe**) (FRAP - Ferric Ion
Reducing Antioxidant
Power)

Poder  Antioxidante  de
Redugdo do fon Ciprico
(Cu**) (CUPRAC - Cupric
lons Reducing Antioxidant
Power)

Atividade Sequestradora do
Radical N,N-dimetil-p-
fenilenediamina (DMPD+")

Atividade Sequestradora do
Radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH-)

Sequestro de Radical Anion

Superoéxido (0O,%)
(Superoxide Anion Radical
Scavenging Assay)

O ensaio FRAP mede a habilidade de antioxidantes em reduzir o complexo férrico 2,4,6-
tripiridil-s-triazina [Fe**-(TPTZ),]** ao complexo ferroso de coloragdo azul-intenso [Fe**-
(TPTZ),]**em meio écido (pH 3,6). A atividade antioxidante € determinada medindo o
aumento da absorbincia a 593 nm que € proporcional a concentracdo de antioxidantes
presentes na amostra.

Este ensaio é baseado na redugdo de Cu** a Cu* em meio hidroetandlico pela acdo de agentes
redutores (pH 7,0) na presenca de neocuproina (2,9-dimetil-1,10-fenantrolina) que forma
complexos com o Cu” com pico de maxima absor¢do a 450 nm. O aumento da absorbancia a
450 nm é proporcional a concentracio de antioxidantes presentes na amostra.

Neste ensaio, o DMPD ¢ oxidado por oxidantes (geralmente FeCl;) ou em pH 4cido a sua
correspondente forma radical cation (DMPD+"), que absorve & 505 nm (coloragiio piirpura).
Na presenca de qualquer antioxidante doador de hidrogénio, o radical cation (DMPDs")
sequestra um atomo de hidrogénio, promovendo uma descoloracdo da solu¢do acompanhada
pelo decréscimo da absorbancia que € proporcional a concentracdo de sequestradores de
radicais adicionados a solucdo reagente de DMPD.

Este método ¢ baseado na reducdo do radical DPPHe em solugdo alcodlica na presenga de um
antioxidante doador de hidrogénio devido a formagdo da forma ndo-radical DPPH-H na
reagdo. Neste ensaio, o radical cromogénio purpura (DPPHe), que absorve em um
comprimento de onda de 516 nm, é reduzido por compostos sequestradores de radicais
(antioxidantes) a sua correspondente forma reduzida (DPPH-H), de coloragdo amarela, com
consequente desaparecimento da banda de absor¢do, sendo a mesma acompanhada pelo
decréscimo da absorbancia que € proporcional a concentracdo de sequestradores de radicais
adicionados a solucao reagente de DPPH.

Este método é baseado na geracdo de radical 4nion superéxido (O,*7) usando um sistema
xantina-xantina oxidase a pH 7,4. Os O,*” podem reduzir nitroazul de tetrazdlio (NBT) em
formazana (complexo colorido), que é espectrofotometricamente monitorado a 560 nm.

Somogyi et al. (2007)

Giilgin (2012)

Fogliano et al. (1999);
Giilgin (2012)

Haminiuk et al.
(2012); Thatoi, Patra
& Das (2013)

Oliveira et al. (2009);
Giilgin (2012)
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Tabela 4 - Continuacao.

Método

Principio

Referéncias

Poder Antioxidante Redutor
de fons Fe** (Ferric lons
Reducing Antioxidant Power)

Valor de Acido
Tiobarbitidrico (TBA -
Thiobarbituric Acid Assay)

Capacidade de Quelar Metais
(Metal-chelating Assay)

Sequestro de Perdéxido de

Hidrogénio (H,0,)
(Hydrogen peroxide
scavenging)

Este método é baseado na capacidade de um composto reduzir diretamente o Fe** a Fe**.
Neste ensaio, os compostos antioxidantes reduzem o complexos Fe**-ferricianeto (Fe[(CN)g]s
de coloracdo amarela) & forma ferrosa (Fe*™) (Fe[(CN)glo). A adicdo de Fe** (FeCly) ao
produto reduzido leva a formagdo de um complexo de coloracdo azul-intenso (Perl’s
Prussian, Fe4[Fe(CN™)g]3) que absorve fortemente no comprimento de onda de 700 nm. Nesta
determinagdo, a cor amarela da solucdo teste muda para verde ou azul dependendo do poder
redutor dos antioxidantes. Uma elevada absorbancia indica alto poder de reducdo do ion
férrico.

Este método é baseado na formagao de malonaldeido (MDA) a partir da oxidagdo de acidos
graxos poli-insaturados com no minimo trés liga¢des duplas (6leo de figado de bacalhau ou
qualquer tipo de 6leo que contenha 4cido linolénico, dcido araquiddnico ou dcidos graxos ®-
3). Neste ensaio, 0 MDA produzido reage com o 4cido tiobarbitirico (TBA) formando
produtos de condensacdo vermelho que absorvem a 532 nm. A ag@o dos antioxidantes
presentes na amostra retarda a formagdo do MDA reduzido a intensidade da coloracdo do
meio reacional. Assim, uma baixa absorbancia indica uma elevada atividade antioxidante.

A determinacdo da atividade queladora de metais de um antioxidante é baseada na medida da
absorbéncia do complexo vermelho Fe**-ferrozina apds tratamento prévio de uma solugio
ferrosa com o material teste. A ferrozina forma um complexo com os fons Fe2* livres, mas
nio com fons Fe’* ligados a outros agentes queladores, resultando em uma redugdo na
coloragdo vermelha do complexo que pode ser monitorada a 562 nm. Assim, baixa
absorbincia indica elevada atividade quelante de metais por parte dos antioxidantes da
amostra.

Este método se baseia na absorcdo intrinseca do H,O, na regido UV (230 nm), uma vez que a
concentragdo de H,O, diminui pela a¢do dos compostos sequestradores, havendo uma
consequente reducdo da absorbancia do meio reacional a 230 nm.

Giilgin (2012)

Moon & Shibamoto

(2009); Nile,
Khobragade & Park
(2012)

Giilcin (2012); Thatoi,
Patra & Das (2013)

Giil¢in (2012); Thatoi,
Patra & Das (2013)
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Capacidade Sequestradora de
Radical Oxido Nitrico (NO)
(Nitric Oxide Radical
Scavenging Capacity Assay)

Ensaio Baseado na
Diclorofluorescina-Diacetato
(DCFH-DA -
Dichlorofluorescin-

Diacetate-Based Assay)

Branqueamento do B-
caroteno (B-carotene
Bleaching Assay)

Este método € baseado na formacgdo de coloragdo réseo-avermelhada pelo tratamento de uma
amostra contendo nitrito com o reagente de Griess. Neste ensaio, o dcido sulfanilico é
convertido pelo nitrito a um sal diazdnio sob condicdes &4cidas, o qual se complexa
instantaneamente com a N-(1-naftil)-etilenediamina formando um produto azo altamente
colorido (coloragdo réseo-avermelhada) que pode ser detectado a 548 nm.

Este ensaio usa AAPH para gerar radicais peroxila e DCFH-DA como substrato oxidavel
para os radicais peroxila. A oxida¢do da DCFH-DA pelos radicais peroxila converte DCFH-
DA em diclorofluoresceina (DCF). A DCF € altamente fluorescente (Ex. 480 nm; Em. 526
nm) e também absorve em comprimento de onda de 504 nm. Portanto, a DCF produzida pode
ser monitorada tanto fluorometricamente quanto espectrofotometricamente.

Este método é baseado na reagdo entre P-caroteno e radicais peroxila com produgdo de
epoxidos de B-caroteno. Neste ensaio, o acido linoleico € seletivamente oxidado através da
acdo de lipoxigenases que produzem radicais peroxila. Esses radicais peroxila reagem com o
B-caroteno (amarelo) formando um radical B-caroteno estavel (incolor), promovendo uma
descolorac¢do gradual da solugdo teste que pode ser monitorada espectrofotometricamente a
470 nm. Quando um antioxidante estd presente na solucdo teste, estes reagem
competitivamente com os radicais peroxila, retardando a descoloragdo do meio. Desta forma,
uma alta absorbéncia indica uma elevada atividade antioxidante.

Giilgin (2012)

Somogyi et al. (2007);
Thatoi, Patra & Das
(2013)

Moon & Shibamoto
(2009)
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6. Oligossacarideos

Segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC -
International Union of Pure and Applied Chemistry), os oligossacarideos sdo compostos
cujas unidades de monossacarideos estdo unidas por ligacdes glicosidicas, podendo ser
classificados em dissacarideos, trissacarideos, tetrassacarideos, pentassacarideos, etc, de
acordo com o ndmero de unidades monoméricas. No entanto, a diferenca entre oligo- e
polissacarideos ndo pode ser rigorosamente descrita, sendo assim, o termo
“oligossacarideo” normalmente utilizado para se referir a uma estrutura definida, ao passo
que “polissacarideo” refere-se a um polimero de comprimento ndo especificado

(MCNAUGHT, 1997).

Alguns pesquisadores definem os oligossacarideos como carboidratos de baixo
peso molecular com grau de polimerizacdo (ndimero de unidades de monossacarideos
ligadas) variando entre 2 e 10 (GANZLE; FOLLADOR, 2012). Em contrapartida, outros
pesquisadores frequentemente consideram que estes compostos podem apresentar grau de
polimerizacdo de até 20 - 25 (COURTOIS, 2009). A glicose, galactose, frutose e xilose sdo
os monossacarideos mais comumente presentes na estrutura dos oligossacarideos

(MORRIS; MORRIS, 2012).

Os oligossacarideos podem ser classificados de acordo com a composi¢ao de
monossacarideos, grau de polimerizacio e tipo de ligacdo formada entre os
monossacarideos na cadeia do oligdbmero (GANZLE; FOLLADOR, 2012). As classes de
oligossacarideos mais comumente investigadas sdao os fruto-oligossacarideos (FOS) e
galacto-oligossacarideos (GOS). No entanto, hd um crescente interesse na caracterizacao e
quantificacdo de alguns oligossacarideos emergentes como os xilo-oligossacarideos (XOS),
isomalto-oligossacarideos (IMOS), glico-oligossacarideos, pectino-oligossacarideos (POS),
manano-oligossacarideos (MaOS), gentio-oligossacarideos (GTO), quito-oligossacarideos
(CHOS) e oligossacarideos de soja (SOS) (KONDEPUDI et al., 2012; MORRIS; MORRIS,
2012; LAM; CHI-KEUNG CHEUNG, 2013). As principais classes de oligossacarideos,

assim como algumas de suas caracteristicas estdo apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5 - Classes e caracteristicas de alguns oligossacarideos.

Capitulo 1

Classe Abreviatura Estruturas Gp*e LIF
Fruto-oligossacarideos FOS a-D-Glc-[1,2-B-D-Fru], ou B-D-Fru-[1,2-B-D-Fru], 2-5 B-1,2°
Galacto-oligossacarideos GOS [P-D-Gal-1,41,-D-Gle ou 2-5 B-1,2; B-1,3; B-1,4; B-1,6 be

[B-D-Gal-1,6],-B-D-Gal-1,4-D-Glc

Malto-oligossacarideos MOS o-D-Glc-[1,4-D-Glc], 2-8 o-1,4%
Isomalto- oligossacarideos IMOS o-D-Glc-[1,6-D-Glc], 2-5 a-1,6*
Xilo-oligossacarideos XO0S B-D-Xyl-[1,4-D-Xyl], 2-7 B-1,4°
Arabino-oligossacarideos AOS a-D-Ara-[1,5-D-Ara], 2-9 a-1,2; a-1,3; a-1,5°
Gentio-oligossacarideos GTO B-D-Glc-[1,6-D-GlIc], 2-10 B-1,6°
Oligossacarideos Pécticos POS o-D-GalA-[1,4-D-GalA)], 2-10 o-1,4¢
Oligossacarideos da Familia da RFO [a-D-Gal-1,6],-0-D-Glc-1,2-B-D-Fru 3-6 01,6
Rafinose

Oligossacarideos de Soja SOS [o-D-Gal-1,6],-a-D-Glc-1,2-B-D-Fru 34 a-1,6*

B-D-GlcNAc-[1,4-D-GIcNAc],;
Quito-oligossacarideos CHOS B-D-GlcN-[1,4-D-GIcN], ou 2-6 B-1,4 f
[B-D-GIcNAc-1,4-D-GIcN],

Isomaltulose ou Palatinose _ a-D-Glc-1,6-D-Fru 2 a-1,6%
Glicosilsacarose _ a-D-Glc-1,4-a-D-Glc-1,2-B-D-Fru 3 a-1,42
Lactosacarose _ B-D-Gal-1,4-a-D-Glc-1,2-B-D-Fru 3 B-1,4°
Lactulose _ B-D-Gal-1,4-D-Fru 2 B-1,4°

(}P e n: Grau de Polimerizacdo; LIF: Liga¢des Indicativas de Funcdo; Fru: Frutose; Gle: Glicose; Gal: Galactose; Xyl: Xilose; Ara: Arabinose; GalA:
Acido Galacturdnico; GleNAc: N-Acetilglicosamina; GleN: Glicosamina.
“Sako, Matsumoto & Tanaka (1999); "Barile & Rastall (2013); ‘Génzle & Follador (2012); ‘Gullén ez al. (2013); “Westphal et al. (2010); 'Sako & Tanaka

(2011); ®Qiang, YongLie & QianBing (2009).
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Os oligossacarideos sdo soldveis em dgua e moderadamente doces (30 a 60 % em
relacdo a dogura da sacarose). Sua docura é dependente da estrutura quimica, do grau de
polimerizacdo dos oligossacarideos presentes (quanto maior o comprimento da cadeia do
oligossacarideo menor a intensidade da docura) e dos niveis de mono- e dissacarideos na
mistura. Sua docura relativamente baixa é muito ttil em vérios tipos de alimentos nos quais
o uso da sacarose € restrito devido a sua elevada dogura ou quando € desejavel a adicao de
um agente estabilizante com dogura reduzida para melhorar o sabor dos alimentos. Além
disso, por apresentarem baixo conteudo caldrico (1,5 - 2,0 kcal.g'l, aproximadamente 40 -
50 % em comparacdo a sacarose) podem ser utilizados em conjunto com edulcorantes
artificiais como o aspartame e a sucralose, com a vantagem de mascarar os sabores
residuais produzidos por alguns destes edulcorantes. Por apresentarem peso molecular mais
elevado que os mono- e dissacarideos, os oligossacarideos proporcionam uma maior

viscosidade, promovendo melhoria no corpo e sabor dos alimentos (OKU; NAKAMURA,

2002; MUSSATTO; MANCILHA, 2007).

Esta classe de carboidratos também pode ser utilizada para alterar a temperatura de
congelamento de alimentos, controlar a intensidade de escurecimento devido as reacdes de
Maillard em produtos processados termicamente e como substitutos de gordura por suas
propriedades de ligacdo a dgua e geleificacdo. Além disso, evitam a secagem excessiva por
apresentar elevada capacidade de retencdo de umidade; auxiliam no controle do
crescimento microbiano, uma vez que reduzem a atividade de &4gua; e inibem a
retrogradacio do amido (CRITTENDEN; PLAYNE, 1996; DI BARTOLOMEO;
STARTEK; VAN DEN ENDE, 2013).

As principais fontes de oligossacarideos s@o os leites humano e bovino, mel, frutas
e legumes como a chicéria, aspargo, alcachofra de Jerusalém, cebola, alho, alho-pord,
banana, centeio, cevada, batata yacon e a soja, sendo que na maior parte dessas fontes as
concentracdes variam entre 0,3 e 6 % do peso fresco, porém para a chicoria estes valores se
encontram entre 5 e 10 %, enquanto que na alcachofra de Jerusalém e na batata yacon o
valor encontrado pode atingir at¢ 20 % (MUSSATTO; MANCILHA, 2007). Entretanto,

poucos oligossacarideos sdo produzidos naturalmente e seu isolamento a partir destas
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z N

fontes € extremamente dificil devido a complexidade estrutural de tais compostos
(WEIJERS; FRANSSEN; VISSER, 2008). Assim, estratégias alternativas foram
desenvolvidas, sendo que atualmente podem ser obtidos a partir da despolimeriza¢do de
polissacarideos (amido, inulina ou xilana) ou por meio de sintese quimica ou enzimatica,

como pode ser observado na Tabela 6.

Os processos de despolimerizacdo sdo considerados mais competitivos, uma vez
que geram uma grande variedade de oligbmeros a partir de um unico polimero, ao passo
que os processos de polimerizacdo sdo demorados e dispendiosos, além de produzirem

apenas oligdbmeros com baixo grau de polimerizacdo (COURTOIS, 2009).

Os oligossacarideos funcionais apresentam importantes propriedades fisico-
quimicas e fisioldgicas benéficas a saide dos consumidores e, por esta razao, seu uso como
ingredientes alimentares tem crescido rapidamente (QIANG; YONGLIE; QIANBING,
2009). Os efeitos benéficos a saide atribuidos aos oligossacarideos incluem ndo-
cariogenicidade; baixo valor calérico; habilidade em estimular o crescimento e a atividade
de bactérias benéficas (principalmente, bactérias dos gé€neros Lactobacillus e
Bifidobacterium) no trato digestivo pela inibi¢do do crescimento das bactérias patogénicas;
protonacdo de amoénia e aminas potencialmente téxicas; alivio da constipacdo; saciedade;
melhoria na absor¢do de minerais como célcio, magnésio e ferro; reduc@o dos niveis séricos
e hepdticos de triglicérides, fosfolipidios e colesterol e aumento da razio HDL-
colesterol/LDL-colesterol; reducdo do ganho de peso e consumo de energia; redugdo da
incidéncia de cancer colonico, diarreia e inflamac¢des; melhoria na resposta do sistema
imune e diminui¢do dos niveis sanguineos de glicose (MUSSATTO; MANCILHA, 2007;
EREJUWA; SULAIMAN; WAHAB, 2011; GANZLE, 2012; GANAIE; GUPTA;
KANGO, 2013; GULLON et al., 2013). Porém, o consumo de doses excessivas de
oligossacarideos pode causar desconforto intestinal, flatuléncia ou mesmo diarreia devido
ao seu efeito osmdético, que pode transferir dgua do intestino grosso (um efeito que é
inversamente relacionado ao tamanho da cadeia), além de apresentarem uma alta taxa de

fermentagdo e producdo de gases (MUSSATTO; MANCILHA, 2007).
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Tabela 6 - Estratégias e exemplos de processos utilizados para obtencdo de
oligossacarideos.
Estratégia Exemplos de Processos Referéncias
Despolimerizagdo  Radicais livres hidroxila (Reacdo de Zudfiga; Matsuhiro & Mejias (2006);
Quimica Fenton) Chandia & Matsuhiro (2008)
Acidos diluidos ou concentrados (até 2 M) Delattre et al. (2005); Akpinar, Erdogan
como HCI, H,SO,, acido trifluoroacético, & Bostanci (2009); Loaiza, Chavez &
férmico ou nitroso sob aquecimento (entre  Sabino (2014)
50 ¢ 90 °C)
Despolimerizagdo  Micro-ondas Singh et al. (2003); Rose & Inglett
Fisica (2010); Li et al. (2013); Hu et al
(2013); Bian et al. (2014)
Radidlise por luz UV Wasikiewicz et al. (2005); Burana-osot
et al. (2009); Burana-osot et al. (2010)
Irradiagdo y Bisio et al. (2004); Wasikiewicz et al.
(2005); Kang et al. (2006); Kang et al.
(2009); Jalan et al. (2013)
Ultrassonificag¢do Wasikiewicz et al. (2005);
Vodenicarova et al. (2006); Popa-Nita et
al. (2009); Sujka & Jamroz (2013)
Tratamento térmico Nattorp et al. (1999); Borrega & Sixta
(2013); Forgo et al. (2013); Xiao et al.
(2013)
Despolimerizacdo  Enzimas  bacterianas ou  flngicas Giese et al. (2011); Yang et al. (2011)
Bioquimica pertencentes ao grupo das polissacarideo

Sintese Quimica

Sintese
Enzimatica

hidrolases (EC 3.2.1.-) ou polissacarideo
liases (EC 4.2.2.-)

Condensacao na presenca de catalisadores
como trimetilsililtrifluormetanossulfonato
(TMSOTY) e a partir de aceptores 4,6-O-
benzilideno-glucopiranosil

Glicosilagdo na presenca de aceptores
ésteres 6-O-sulfatos

S-benzoxazolil (SBox) e S-tiazolinil
(STaz) glycosideos como aceptores e/ou
doadores de de grupos glicosil

Utilizacdo  de  2-azido-2-deoxi-B-D-
manopiranosil como blocos de construcio

Enzimas  bacterianas ou  flingicas
pertencentes ao grupo das
glicosiltransferases, glicosilsintetases ou
fosforilases

He, Yang & Du (2002)

Tiruchinapally et al. (2011)

Parlato et al. (2008)

Zhang et al. (2007)

Monsan, Remaud-Siméon & André
(2010); Seibel & Buchholz (2010);
Filici & Marciello (2013); Nakai et
al.(2013); Saad et al. (2013)
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A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) recomenda a ingestdo didria de 3 g de
fruto-oligossacarideos (FOS) por dia para adultos e 0,4 g por dia para criancgas
(ROUZAUD, 2006). Segundo a lista de alega¢des de propriedade funcional aprovadas pela
Comissdao Tecnocientifica de Assessoramento em Alimentos Funcionais e Novos
Alimentos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) (BRASIL, 2014), para
que um produto apresente as alegacdes funcionais atribuidas aos FOS, este deve fornecer
no minimo 3 g de FOS, se o alimento for sélido, ou 1,5 g se o alimento for liquido, na

porcdo do produto pronto para consumo.

Desta forma, a popularidade dos oligossacarideos aumentou fortemente, sobretudo
nos ultimos anos. Como consequéncia, vdrias pesquisas t€m sido realizadas visando a

descoberta de novos oligossacarideos, fontes e propriedades biolégicas, bem como o

[¢N

desenvolvimento de novos produtos que contenham esses compostos. Entretanto,
importante destacar que na revisdo de literatura realizada ndo foram encontrados artigos
relacionados a composi¢do de oligossacarideos na polpa de araticum, o que torna este
trabalho de extrema relevancia, visando a identificacdo e quantificacdo desta classe de

compostos neste fruto, para agregar valor e ampliar o seu potencial de aplicacdo.

43



Capitulo 1

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AKPINAR, O.; ERDOGAN, K.; BOSTANCI, S. Production of xylooligosaccharides by
controlled acid hydrolysis of lignocellulosic materials. Carbohydrate Research, v. 344, n.
5, p. 660-666, 2009.

ALMEIDA, M. M. B. et al. Bioactive compounds and antioxidant activity of fresh exotic
fruits from northeastern Brazil. Food Research International, v. 44, n. 7, p. 2155-2159,
2011.

APAK, R. et al. Comparative evaluation of various total antioxidant capacity assays
applied to phenolic compounds with the CUPRAC assay. Molecules, v. 12, n. 7, p. 1496—
1547, 2007.

ARRUDA, H. S.; CRUZ, R. G. DA; ALMEIDA, M. E. F. DE. Caracterizacdo quimica,
funcionalidade e toxicidade do pequi. Nutricao Brasil, v. 11, n. 5, p. 315-319, 2012.

AVILA, R. DE; OLIVEIRA, L. F. DE; ASCHERI, D. P. R. Caracterizacdo dos Frutos
Nativos dos Cerrados: Araticum, Baru e Jatobd. Revista Agrotecnologia, v. 1, n. 1, p. 53—
70, 2010.

BARILE, D.; RASTALL, R. A. Human milk and related oligosaccharides as prebiotics.
Current Opinion in Biotechnology, v. 24, n. 2, p. 214-219, 2013.

BARREIROS, A. L. B. S.; DAVID, J. M.; DAVID, J. P. Estresse oxidativo: relacdo entre
geracdo de espécies reativas e defesa do organismo. Quimica Nova, v. 29, n. 1, p. 113—
123, 2006.

BIAN, J. et al. Microwave-assisted acid hydrolysis to produce xylooligosaccharides from
sugarcane bagasse hemicelluloses. Food Chemistry, v. 156, p. 7-13, 2014.

BIANCHI, M. DE L. P.; ANTUNES, L. M. G. Radicais livres e os principais antioxidantes
da dieta. Revista de Nutricao, v. 12, n. 2, p. 123-130, 1999.

BISIO, A. et al. Controlled y-ray irradiation of heparin generates oligosaccharides enriched
in highly sulfated sequences. Carbohydrate Polymers, v. 55, n. 1, p. 101-112, 2004.

BORREGA, M.; SIXTA, H. Purification of cellulosic pulp by hot water extraction.
Cellulose, v. 20, n. 6, p. 2803-2812, 2013.

BRAGA FILHO, J. R. et al. Danos causados por insetos em frutos e sementes de araticum
(Annona crassiflora Mart., 1841) no Cerrado de Goids. Bioscience Journal, v. 23, n. 4, p.
21-28, 2007.

44



Capitulo 1

BRAGA FILHO, J. R. et al. Germinacdo de sementes e emergéncia de plantulas de
araticum oriundos do cerrado de goids. Bioscience Journal, v. 30, n. 1, p. 74-81, 2014.

BRAGA FILHO, J. R. et al. Produ¢dao de frutos e caracterizacio de ambientes de
ocorréncia de plantas nativas de araticum no cerrado de Goids. Revista Brasileira de
Fruticultura, v. 31, n. 2, p. 461473, 2009.

BRASIL. Ministério da Sadde. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitidria (ANVISA).
Alimentos. Comissdes e Grupos de Trabalho. Comissdo Tecnocientifica de
Assessoramento em Alimentos Funcionais e Novos Alimentos. Alimentos com Alegacdes
de Propriedades Funcionais e ou de Saide, Novos Alimentos/ Ingredientes, Substincias
Bioativas e Probidticos. Disponivel em:
<http://www.anvisa.gov.br/alimentos/comissoes/tecno_lista_alega.htm>. Acesso em: 2 out.
2014. (Atualizado em julho/2008. Lista de alegacdes de propriedade funcional aprovadas).

BURANA-OSOT, J. et al. Partial depolymerization of pectin by a photochemical reaction.
Carbohydrate Research, v. 345, n. 9, p. 1205-1210, 2010.

BURANA-OSOT, J. et al. Photolytic depolymerization of alginate. Carbohydrate
Research, v. 344, n. 15, p. 2023-2027, 2009.

CARDOSO, L. DE M. et al. Araticum (Annona crassiflora Mart.) from the Brazilian
Cerrado: chemical composition and bioactive compounds. Fruits, v. 68, n. 2, p. 121-134,
2013.

CARTEA, M. E. et al. Phenolic compounds in Brassica vegetables. Molecules, v. 16, n. 1,
p- 251-280, 2011.

CAVALCANTE, T. R. M. et al. Diferentes ambientes e substratos na formac¢do de mudas
de araticum. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 30, n. 1, p. 235-240, 2008.

CHANDfA, N. P.; MATSUHIRO, B. Characterization of a fucoidan from Lessonia vadosa
(Phaeophyta) and its anticoagulant and elicitor properties. International Journal of

Biological Macromolecules, v. 42, n. 3, p. 235-40, 2008.

CHEYNIER, V. et al. Plant phenolics: recent advances on their biosynthesis, genetics, and
ecophysiology. Plant Physiology and Biochemistry, v. 72, p. 1-20, 2013.

CHEYNIER, V. Phenolic compounds: from plants to foods. Phytochemistry Reviews, v.
11, n. 2-3, p. 153-177, 2012.

COTA, L. G. et al. Genetic diversity of Annona crassiflora (Annonaceae) in northern
Minas Gerais State. Genetics and Molecular Research, v. 10, n. 3, p. 2172-2180, 2011.

45



Capitulo 1

COURTOIS, J. Oligosaccharides from land plants and algae: production and applications in
therapeutics and biotechnology. Current Opinion in Microbiology, v. 12, n. 3, p. 261—
273, 20009.

CRITTENDEN, R. G.; PLAYNE, M. J. Production, properties and applications of food-
grade oligosaccharides. Trends in Food Science & Technology, v. 7, n. 11, p. 353-361,
1996.

DAL J.; MUMPER, R. J. Plant phenolics: extraction, analysis and their antioxidant and
anticancer properties. Molecules, v. 15, n. 10, p. 7313-7352, 2010.

DAMIANI, C. et al. Characterization of fruits from the savanna: Araca (Psidium

guinnensis Sw.) and Marolo (Annona crassiflora Mart.). Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, v. 31, n. 3, p. 723-729, 2011.

DAMIANI, C. et al. Stability of frozen marolo pulp during storage. Food Science and
Technology, v. 33, n. 4, p. 713-721, 2013.

DELATTRE, C. et al. Oligosaccharides engineering from plants and algae applications in
biotechnology and therapeutics. Minerva Biotechnology, v. 17, p. 107-117, 2005.

DI BARTOLOMEDO, F.; STARTEK, J. B.; VAN DEN ENDE, W. Prebiotics to fight
diseases: reality or fiction? Phytotherapy Research, v. 27, n. 10, p. 1457-1473, 2013.

DRAGANQO, N. R. V. et al. Influence of Marolo (Annona crassiflora Mart.) pulp intake on
the modulation of mutagenic/antimutagenic processes and its action on oxidative stress in
vivo. Plant Foods for Human Nutrition, v. 65, n. 4, p. 319-325, 2010.

EGYDIO, A. P. M.; VALVASSOURA, T. A.; SANTOS, D. Y. A. C. Geographical
variation of isoquinoline alkaloids of Annona crassiflora Mart. from cerrado, Brazil.
Biochemical Systematics and Ecology, v. 46, p. 145-151,. 2013.

ELSAYED, N. M. Antioxidant mobilization in response to oxidative stress: a dynamic
environmental-nutritional interaction. Nutrition, v. 17, n. 10, p. 828-834, 2001.

EREJUWA, O. O.; SULAIMAN, S. A.; WAHAB, M. S. A. Oligosaccharides might
contribute to the antidiabetic effect of honey: a review of the literature. Molecules, v. 17, n.

1, p. 248-266, 201 1.

FILICI, M.; MARCIELLO, M. Enzymatic synthesis of oligosaccharides: a powerful tool
for a sweet challenge. Current Organic Chemistry, v. 17, n. 7, p. 701-718, 2013.

46



Capitulo 1

FOGLIANO, V. et al. Method for measuring antioxidant activity and its application to
monitoring the antioxidant capacity of wines. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 47, n. 3, p. 1035-1040, 1999.

FORGQO, P. et al. Thermal degradation and consequent fragmentation of widely applied
oligosaccharides. Microchemical Journal, v. 107, p. 3746, 2013.

GANAIE, M. A.; GUPTA, U. S.; KANGO, N. Screening of biocatalysts for transformation
of sucrose to fructooligosaccharides. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, v.
97, p. 12-17, 2013.

GANZLE, M. G. Enzymatic synthesis of galacto-oligosaccharides and other lactose
derivatives (hetero-oligosaccharides) from lactose. International Dairy Journal, v. 22, n.
2, p. 116122, 2012.

GANZLE, M. G.; FOLLADOR, R. Metabolism of oligosaccharides and starch in
lactobacilli: a review. Frontiers in Microbiology, v. 3, p. 1-15, 2012.

GIESE, E. et al. Produgdo, propriedades e aplicacdes de oligossacarideos. Semina:
Ciéncias Agrarias, v. 32, n. 2, p. 683-700, 2011.

GOMES, E. C.; SILVA, A. N.; OLIVEIRA, M. R. DE. Oxidants, Antioxidants, and the
Beneficial Roles of Exercise-Induced Production of Reactive Species. Oxidative Medicine
and Cellular Longevity, v. 2012, p. 1-12, 2012.

GONCALVES, M. A.; MOSQUEIRA, V. C. F.; PIMENTA, L. P. S. Annona crassiflora
wood constituintes: antimalarial efficacy, larvicidal and antimicrobial activity. In: GUPTA,
V. K.; VERMA, A. K.; KAU, L. S. (Eds.). Comprehensive Bioactive Natural Products-
Efficacy, Safety & Clinical Evaluation. 1. ed. Houston: Studium Press LLC, 2010. p.
293-305.

GULCIN, 1. Antioxidant activity of food constituents: an overview. Archives of
toxicology, v. 86, n. 3, p. 345-391, 2012.

GULLON, B. et al. Pectic oligosaccharides: Manufacture and functional properties. Trends
in Food Science & Technology, v. 30, n. 2, p. 153-161, 2013.

HAMINIUK, C. W. L. et al. Phenolic compounds in fruits - an overview. International
Journal of Food Science & Technology, v. 47, n. 10, p. 2023-2044, 2012.

HE, H.; YANG, F.; DU, Y. Synthesis of natural B-D-(1—3)-glucopyranosyl
oligosaccharides. Carbohydrate Research, v. 337, n. 18, p. 1673-1678, 2002.

47



Capitulo 1

HU, T. et al. Preparation and characterization of guluronic acid oligosaccharides degraded
by a rapid microwave irradiation method. Carbohydrate Research, v. 373, p. 53-58,
2013.

HUBER, P. C.; ALMEIDA, W. P.; FATIMA, A. DE. Glutationa e enzimas relacionadas:
papel bioldgico e importincia em processos patoldgicos. Quimica Nova, v. 31, n. 5, p.
1170-1179, 2008.

INOUE, M. . et al. Avaliacio do potencial alelopético de substancias isoladas em sementes
de araticum (Annona crassiflora). Planta Daninha, v. 28, n. 4, p. 735-741, 2010.

JALAN, N. et al. Studies on production of fructo-oligosaccharides (FOS) by gamma
radiation processing of microbial levan. Carbohydrate Polymers, v. 96, n. 1, p. 365-370,
2013.

KANG, H. J. et al. Antioxidant and cancer cell proliferation inhibition effect of citrus
pectin-oligosaccharide prepared by irradiation. Journal of Medicinal Food, v. 9, n. 3, p.
313-320, 2006.

KANG, H. J. et al. Effect of citrus pectin oligosaccharide prepared by irradiation on high
cholesterol diet B6.KOR-ApoE mice. Food Science and Biotechnology, v. 18, n. 4, p.
884888, 2009.

KHODDAMI, A.; WILKES, M. A.; ROBERTS, T. H. Techniques for analysis of plant
phenolic compounds. Molecules, v. 18, n. 2, p. 2328-2375, 2013.

KONDEPUDI, K. K. et al. Prebiotic-non-digestible oligosaccharides preference of

probiotic bifidobacteria and antimicrobial activity against Clostridium difficile. Anaerobe,
v. 18, n. 5, p. 489-497, 2012.

KRINSKI, D.; MASSAROLI, A. Nymphicidal effect of vegetal extracts of Annona mucosa
and Anonna crassiflora (Magnoliales, Annonaceae) against rice stalk stink bug, Tibraca

limbativentris (Hemiptera, Pentatomidae). Revista Brasileira de Fruticultura, v. 36, n.
spel, p. 217-224, 2014.

LAGE, G. A. et al. The first report on flavonoid isolation from Annona crassiflora Mart.
Natural Product Research, v. 28, n. 11, p. 808-811, 2014.

LAGE, G. A. Isolamento, identificacdo quimica e bioprospeccao de metabdlitos
secundarios nas folhas de Annona crassiflora Mart. 132 p. Dissertacdo (Mestrado em
Quimica — Quimica Orgéanica), Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas,
Universidade Federal de Minas Gerais, 2011.

48



Capitulo 1

LAM, K.-L.; CHI-KEUNG CHEUNG, P. Non-digestible long chain beta-glucans as novel
prebiotics. Bioactive Carbohydrates and Dietary Fibre, v. 2, n. 1, p. 45-64, 2013.

LANDETE, J. M. Updated knowledge about polyphenols: functions, bioavailability,
metabolism, and health. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, v. 52, n. 10, p.
936-948, 2012.

LEWANDOWSKA, U. et al. Overview of metabolism and bioavailability enhancement of
polyphenols. Journal of agricultural and food chemistry, v. 61, n. 50, p. 12183-12199,
2013.

LI, L. et al. Efficient synthesis of B-(1,6)-linked oligosaccharides through microwave-
assisted glycosylation. Journal of Polymer Science Part A: Polymer Chemistry, v. 51, n.
17, p. 3693-3699, 2013.

LIMA, L. L. P. et al. Diversidade e uso de plantas do Cerrado em comunidade de

Geraizeiros no norte do Estado de Minas Gerais, Brasil. Acta Botanica Brasilica, v. 26, n.
3, p. 675-684, 2012b.

LIMA, R. E. DE et al. Effect of water contents and storage on caju-de-arvore-do-cerrado
seed germination. Global Science and Technology, v. 5, n. 1, p. 78-82, 2012a.

LOAIZA, M.; CHAVEZ, G.; SABINO, M. Obtenciéon y modificaciéon quimica de
oligosacaridos de quitosano. Revista Latinoamericana de Metalurgia y Materiales, n. 1,
p. 25-26, 2014.

LUZIA, D. M. M.; JORGE, N. Bioactive substance contents and antioxidant capacity of the

lipid fraction of Annona crassiflora Mart. seeds. Industrial Crops and Products, v. 42, p.
231-235, 2013.

MARIANO, R. G. DE B.; COURI, S.; FREITAS, S. P. Enzymatic technology to improve
oil extraction from Caryocar brasiliense camb. (Pequi) pulp. Revista Brasileira de
Fruticultura, v. 31, n. 3, p. 637-643, 2009.

MARIANO-DA-SILVA, S. et al. Chemical characteristics of pequi fruits (Caryocar
brasiliense Camb.) native of three municipalities in the State of Goids - Brazil. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, v. 29, n. 4, p. 771-777, 2009.

MARTINS, B. DE A. Avaliacio fisico-quimica de frutos do cerrado in natura e
processados para a elaboracio de multimisturas. 85 p. Dissertacdo (Mestrado em
Ecologia), Programa de Mestrado em Ecologia e Produgdo Sustentdvel, Universidade
Catolica de Goias, 2006.

49



Capitulo 1

MATTHEWS, S. et al. Extractable and non-extractable proanthocyanidins in barks.
Phytochemistry, v. 45, n. 2, p. 405410, 1997.

MCNAUGHT, A. D. Nomenclature of carbohydrates. Carbohydrate Research, v. 297, n.
1, p. 1-92, 1997.

MESQUITA, M. L. DE et al. Antileishmanial and trypanocidal activity of Brazilian
Cerrado plants. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 100, n. 7, p. 783-787, 2005.

MIGUEL, A. et al. Dinamica da comunidade lenhosa de uma floresta de galeria na
transi¢cdo Cerrado-Floresta Amazonica no Leste de Mato Grosso, em um periodo de sete
anos (1999 a 2006). Biota Neotropica, v. 11, n. 1, p. 53-61, 2011.

MONSAN, P.; REMAUD-SIMEON, M.; ANDRE, 1. Transglucosidases as efficient tools
for oligosaccharide and glucoconjugate synthesis. Current Opinion in Microbiology, v.
13, n. 3, p. 293-300, 2010.

MOON, J.-K.; SHIBAMOTO, T. Antioxidant assays for plant and food components.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 57, n. 5, p. 1655-66, 2009.

MORRIS, C.; MORRIS, G. A. The effect of inulin and fructo-oligosaccharide
supplementation on the textural, rheological and sensory properties of bread and their role
in weight management: A review. Food Chemistry, v. 133, n. 2, p. 237-248, 2012.

MOURAO, M. DE M. et al. Role of the endogenous antioxidant system in the protection of
Schistosoma mansoni primary sporocysts against exogenous oxidative stress. PLoS
Neglected Tropical Diseases, v. 3, n. 11, p. 1-9, 2009.

MUNDIM, S. A. P. Elaboracao de iogurte funcional com leite de cabra, saborizado
com frutos do cerrado e suplementado com inulina. 133 p. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias), Escola Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2008.

MUSSATTO, S. I; MANCILHA, I. M. Non-digestible oligosaccharides: A review.
Carbohydrate Polymers, v. 68, n. 3, p. 587-597, 2007.

NAKAI, H. et al. Recent development of phosphorylases possessing large potential for
oligosaccharide synthesis. Current Opinion in Chemical Biology, v. 17, n. 2, p. 301-309,
2013.

NATTORP, A. et al. Model for random hydrolysis and end degradation of linear

polysaccharides: application to the thermal treatment of mannan in solution. Industrial &
Engineering Chemistry Research, v. 38, n. 8, p. 2919-2926, 1999.

50



Capitulo 1

NILE, S. H.; KHOBRAGADE, C. N.; PARK, S. W. Optimized and comparative
antioxidant assays and its applications in herbal and synthetic drug analysis as an
antioxidants. Mini-Reviews in Medicinal Chemistry, v. 12, n. 10, p. 1007-1014, 2012.

OKU, T.; NAKAMURA, S. Digestion, absorption, fermentation, and metabolism of
functional sugar substitutes and their available energy. Pure and Applied Chemistry, v.
74,n.7, p. 1253-1261, 2002.

OLIANLI, J. et al. Chemical composition and in vitro antiprotozoal activity of the volatile
oil from leaves of Annona crassiflora mart. (Annonaceae). Pharmacologyonline, v. 3, p.
8-15, 2013.

OLIVEIRA, A. C. DE et al. Fontes vegetais naturais de antioxidantes. Quimica Nova, v.
32, n. 3, p. 689-702, 2009.

OLIVEIRA, K. A. DE M. et al. Desenvolvimento de formulacdo de iogurte de araticum e
estudo da aceitacio sensorial. Alimentos e Nutricao, v. 19, n. 3, p. 277-281, 2008.

OMENA, M. C. DE et al. Larvicidal activities against Aedes aegypti of some Brazilian
medicinal plants. Bioresource technology, v. 98, n. 13, p. 2549-2556, 2007.

PALAFOX-CARLOS, H.; AYALA-ZAVALA, J. F.; GONZALEZ-AGUILAR, G. A. The
role of dietary fiber in the bioaccessibility and bioavailability of fruit and vegetable
antioxidants. Journal of Food Science, v. 76, n. 1, p. R6-R15, 2011.

PARLATO, M. C. et al. Application of glycosyl thioimidates in solid-phase
oligosaccharide synthesis. The Journal of Organic Chemistry, v. 73, n. 5, p. 17161725,
2008.

PIMENTA, L. P. S. et al. In vivo antimalarial efficacy of acetogenins, alkaloids and
flavonoids enriched fractions from Annona crassiflora Mart. Natural Product Research,
v. 28, n. 16, p. 1254-1259, 2014.

PIRES, M. V. V. Estudo de caracteristicas morfologicas e variabilidade genética de
baru e araticum utilizando marcadores RAPD e microssatélites. 79 p. Dissertacio
(Mestrado em Agronomia), Faculdade de Agronomia e Medicina Veterindria, Universidade
de Brasilia, 2011.

PISOSCHI, A.; NEGULESCU, G. Methods for total antioxidant activity determination: a
review. Biochemistry & Analytical Biochemistry, v. 1, n. 1, p. 1-10, 2011.

POPA-NITA, S. et al. Mechanisms involved during the ultrasonically induced

depolymerization of chitosan: characterization and control. Biomacromolecules, v. 10, n.
S5, p- 1203-1211, 2009.

51



Capitulo 1

PORTELA, A. DA S. et al. Estatinas x dcido lipdico na prevencao e tratamento das doengas
cardiovasculares. Revista de Ciéncias Farmacéuticas Basica e Aplicada, v. 35, n. 1, p. 9—
15, 2014.

PRIOR, R. L.; WU, X.; SCHAICH, K. Standardized methods for the determination of
antioxidant capacity and phenolics in foods and dietary supplements. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 53, n. 10, p. 4290-4302, 2005.

QIANG, X.; YONGLIE, C.; QIANBING, W. Health benefit application of functional
oligosaccharides. Carbohydrate Polymers, v. 77, n. 3, p. 435441, 20009.

QUEIROZ, S. E. E. Estudos moleculares em Annona crassiflora Mart. Revista de Biologia
e Ciéncias da Terra, v. 11, n. 2, p. 23-29, 2011.

QUIROS-SAUCEDA, A. E. et al. Dietary fiber and phenolic compounds as functional
ingredients: interaction and possible effect after ingestion. Food & Function, v. 5, n. 6, p.
1063-1072, 2014.

RAJENDRAN, P. et al. Antioxidants and human diseases. Clinica Chimica Acta, v. 436,
p. 332-347, 2014.

REZENDE, M. L.; CANDIDO, P. DE A.; MALAFAIA, G. C. Sistemas agroalimentares
localizados: uma abordagem para a exploracdo do marolo (Annona Crassiflora Mart.) na
regido de Alfenas, Minas Gerais. Scientia Plena, v. 8, n. 8, p. 1-7, 2012.

RODRIGUES, A. M. S. et al. Larvicidal activity of some Cerrado plant extracts against
Aedes aegypti. Journal of the American Mosquito Control Association, v. 22, n. 2, p.
314-317, 2006.

ROESLER, R. Effect of extracts from araticum (Annona crassiflora) on CCly-induced liver
damage in rats. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 31, n. 1, p. 93-100, 2011.

ROESLER, R. Estudo de frutas do cerrado brasileiro para avaliacio de propriedade
funcional com foco na atividade antioxidante. 218 p. Tese (Doutorado em Ciéncia de
Alimentos), Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas,
2007.

ROESLER, R. et al. Antioxidant activity of Annona crassiflora: Characterization of major
components by electrospray ionization mass spectrometry. Food Chemistry, v. 104, n. 3,

p. 1048-1054, 2007.

ROESLER, R. et al. evaluation of the antioxidant properties of the Brazilian Cerrado fruit
Annona crassiflora (Araticum). Journal of Food Science, v. 71, n. 2, p. C102—-C107, 2006.

52



Capitulo 1

ROSE, D. J.; INGLETT, G. E. Production of feruloylated arabinoxylo-oligosaccharides
from maize (Zea mays) bran by microwave-assisted autohydrolysis. Food Chemistry, v.
119, n. 4, p. 1613-1618, 2010.

ROUZAUD, G. C. M. Probiotics, Prebiotics, and Synbiotics: Functional Ingredients for
Microbial Management Strategies. In: BILIADERIS, C. G.; IZYDORCZYK, M. S. (Eds.).
Functional Food Carbohydrates. New York: CRC Press, 2006. p. 479-509.

SAAD, N. et al. An overview of the last advances in probiotic and prebiotic field. LWT -
Food Science and Technology, v. 50, n. 1, p. 1-16, 2013.

SAKO, T.; MATSUMOTO, K.; TANAKA, R. Recent progress on research and
applications of non-digestible galacto-oligosaccharides. International Dairy Journal, v. 9,
n. 1, p. 69-80, 1999.

SAKO, T.; TANAKA, R. Prebiotics - Types. In: FUQUAY, J. W.; FOX, P. F,;
MCSWEENEY, P. L. H. (Eds.). Encyclopedia of Dairy Sciences. 2. ed. San Diego:
Academic Press, 2011. p. 354-364.

SANTOS, A. F. DOS; SANT’ANA, A. E. Molluscicidal properties of some species of
Annona.  Phytomedicine:  International Journal of Phytotherapy and
Phytopharmacology, v. 8, n. 2, p. 115-120, 2001.

SANTOQOS, L. P. et al. Araticulin, a bis-tetrahydrofuran polyketide from Annona crassiflora
seeds. Phytochemistry, v. 42, n. 3, p. 705-707, 1996.

SANTOS, L. P.; BOAVENTURA, M. A. D.; OLIVEIRA, A. B. DE. Crassiflorina, uma
acetogenina tetra-hidrofuranica citotoxica de Annona crassiflora (Araticum). Quimica
Nova, v. 17, n. 5, p. 387-391, 1994.

SEIBEL, J.; BUCHHOLZ, K. Tools in oligosaccharide synthesis current research and
application. In: HORTON, D. (Ed.). . Advances in Carbohydrate Chemistry and
Biochemistry. Washington: Elsevier Inc., 2010. v. 63, p. 101-138.

SELMA, M. V; ESPIN, J. C.; TOMAS-BARBERAN, F. A. Interaction between phenolics
and gut microbiota: role in human health. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
v. 57,n. 15, p. 6485-6501, 2009.

SILVA, A. M. L.; GOMES, G. A. C.; MARTINS, B. A. Alteragdes fisico-quimicas e

estudo enzimatico da polpa de araticum (Annona crassiflora Mart). Estudos, v. 36, n. 5/6,
p. 775-783, 2009.

53



Capitulo 1

SILVA, E. P. DA et al. Caracterizacdo fisica, quimica e fisiolégica de gabiroba
(Campomanesia pubescens) durante o desenvolvimento. Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, v. 29, n. 4, p. 803—809, 2009.

SILVA, J. J. DA et al. In vitro screening antibacterial activity of Bidens pilosa Linné and
Annona crassiflora Mart. against oxacillin resistant Staphylococcus aureus (ORSA) from
the aerial environment at the dental clinic. Revista do Instituto de Medicina Tropical de
Sao Paulo, v. 56, n. 4, p. 333-340, 2014.

SILVA, M. R. et al. Caracterizagdo quimica de frutos nativos do cerrado. Ciéncia Rural, v.
38, n. 6, p. 17901793, 2008.

SILVA, M. R.; JUNIOR, R. T. DE O. S.; FERREIRA, C. C. DA C. Estabilidade da
vitamina C em cagaita in natura e durante a estocagem da polpa e refresco. Pesquisa
Agropecuaria Tropical, v. 38, n. 1, p. 53-58, 2008.

SILVA, M. V et al. Growth inhibition effect of Brazilian Cerrado plant extracts on Candida
species. Pharmaceutical Biology, v. 39, n. 2, p. 138141, 2001.

SILVEIRA, P. S. DA. Estudos fisiolégicos e moleculares durante a superacao da
dorméncia morfoldégica de sementes de Annona crassiflora. 131 p. Tese (Doutorado em
Agronomia), Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho,” 2014.

SINGH, V. et al. Hydrolysis of plant seed gums by microwave irradiation. Carbohydrate
Polymers, v. 54, n. 4, p. 523-525, 2003.

SITTA, A. et al. Neurological damage in MSUD: the role of oxidative stress. Cellular and
Molecular Neurobiology, v. 34, n. 2, p. 157-165, 2014.

SOARES JUNIOR, M. S. et al. Filmes plésticos e 4cido ascérbico na qualidade de araticum
minimamente processado. Ciéncia Rural, v. 37, n. 6, p. 1779-1785, 2007.

SOARES, S. E. Acidos fenélicos como antioxidantes. Revista de Nutricao, v. 15, n. 1, p-
71-81, 2002.

SOMOGY]I, A. et al. Antioxidant measurements. Physiological Measurement, v. 28, n. 4,
p. 41-55, 2007.

SOUZA, V. R. DE et al. Determination of bioactive compounds, antioxidant activity and
chemical composition of Cerrado Brazilian fruits. Food Chemistry, v. 134, n. 1, p. 381—
386, 2012.

54



Capitulo 1

SRINIVASAN, K. Antioxidant potential of spices and their active constituents. Critical
Reviews in Food Science and Nutrition, v. 54, n. 3, p. 352-372, 2014.

SUJKA, M.; JAMROZ, J. Ultrasound-treated starch: SEM and TEM imaging, and
functional behaviour. Food Hydrocolloids, v. 31, n. 2, p. 413419, 2013.

TEMPONE, A. G. et al. Antiprotozoal activity of Brazilian plant extracts from isoquinoline
alkaloid-producing families. Phytomedicine, v. 12, n. 5, p. 382-390, 2005.

THATOI H. N.; PATRA, J. K.; DAS, S. K. Free radical scavenging and antioxidant
potential of mangrove plants: a review. Acta Physiologiae Plantarum, v. 36, n. 3, p. 561—
579, 2013.

TIRUCHINAPALLY, G. et al. Divergent heparin oligosaccharide synthesis with
preinstalled sulfate esters. Chemistry, v. 17, n. 36, p. 10106-10112, 2011.

TUNG, B. T. et al. Modulation of endogenous antioxidant activity by resveratrol and
exercise in mouse liver is age dependent. The journals of gerontology. Series A,
Biological sciences and medical sciences, v. 69, n. 4, p. 398409, 1 abr. 2014.

VELDERRAIN-RODRIGUEZ, G. R. et al. Phenolic compounds: their journey after intake.
Food & Function, v. 5, n. 2, p. 189-197, 2014.

VILAR, J. et al. Assessment of the mutagenic, antimutagenic and cytotoxic activities of
ethanolic extract of araticum (Annona crassiflora Mart. 1841) by micronucleus test in mice.
Brazilian Journal of Biology, v. 68, n. 1, p. 141-147, fev. 2008.

VODENICAROVA, M. et al. Xyloglucan degradation using different radiation sources: a
comparative study. Ultrasonics Sonochemistry, v. 13, n. 2, p. 157-64, 2006.

WASIKIEWICZ, J. M. et al. Degradation of chitosan and sodium alginate by gamma
radiation, sonochemical and ultraviolet methods. Radiation Physics and Chemistry, v. 73,
n. 5, p. 287-295, 2005.

WEIIERS, C. A. G. M.; FRANSSEN, M. C. R.; VISSER, G. M. Glycosyltransferase-
catalyzed synthesis of bioactive oligosaccharides. Biotechnology Advances, v. 26, n. 5, p.

436456, 2008.

WESTPHAL, Y. et al. Branched arabino-oligosaccharides isolated from sugar beet
arabinan. Carbohydrate Research, v. 345, n. 9, p. 1180-1189, 2010.

XIAO, X. et al. Autohydrolysis of bamboo (Dendrocalamus giganteus Munro) culm for the
production of xylo-oligosaccharides. Bioresource Technology, v. 138, p. 63—70, 2013.

55



Capitulo 1

YANG, H. et al. Production of xylooligosaccharides by xylanase from Pichia stipitis based
on xylan preparation from triploid Populas tomentosa. Bioresource Technology, v. 102, n.
14, p. 7171-7176, 2011.

ZHANG, J. et al Practical preparation of 2-azido-2-deoxy-beta-D-mannopyranosyl
carbonates and their application in the synthesis of oligosaccharides. Carbohydrate
Research, v. 342, n. 18, p. 2810-7, 2007.

ZUNIGA, E. A.; MATSUHIRO, B.;: MEJIAS, E. Preparation of a low-molecular weight
fraction by free radical depolymerization of the sulfated galactan from Schizymenia binderi
(Gigartinales, Rhodophyta) and its anticoagulant activity. Carbohydrate Polymers, v. 66,
n. 2, p. 208-215, 2006.

56



Capitulo 2

CAPITULO 2

OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DE EXTRACAO DE
COMPOSTOS FENOLICOS DA POLPA DE ARATICUM (Annona
crassiflora MART.) USANDO METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE
RESPOSTA (MSR)

Artigo a ser submetido ao peridodico Food Chemistry

. . 1% . .1 . . 1
Henrique Silvano Arruda , Gustavo Araujo Pereira’ e Glaucia Maria Pastore

'Laboratério de Bioaromas e Compostos Bioativos, Departamento de Ciéncia de
Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas —
FEA/UNICAMP.

“hsilvanoarruda @ omail.com

57



Capitulo 2

58



Capitulo 2

Otimizacao dos parametros de extracio de compostos fendlicos da polpa
de araticum (Annona crassiflora Mart.) usando Metodologia de Superficie

de Resposta (MSR)

RESUMO

Neste estudo, a Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) foi empregada para otimizar
a temperatura (X;: 25 - 75 °C) e concentracao de etanol (X>: 0 - 70 %) na recuperacio de
compostos fendlicos (CFT) a partir da polpa de araticum. A eficiéncia do processo de
extracdo foi monitorada ao longo do tempo e foi notado que as condi¢des de equilibrio
foram atingidas entre 75 e 90 minutos. Os resultados sugeriram que as condi¢des 6timas
foram concentracdo de etanol de 46 % (v/v) e temperatura de extragdo de 75 °C. Nas
condigdes Otimas, o CFT experimental foi de 4,67 + 0,032 g GAE.100 g'1 de polpa de
araticum liofilizada (PAL), que foi muito préximo ao valor predito (4,41 g GAE.100 g
PAL). O modelo polinomial de segunda ordem ajustou satisfatoriamente aos dados
experimentais com R’ ajustado de 0,9793 (p < 0,0001), implicando em uma boa
concordancia entre os valores preditos e experimentais, o que indica aceitabilidade da MSR

na otimiza¢ao das condicdes de extracdo de CFT da polpa de araticum.

Palavras-chave: frutos do Cerrado, compostos bioativos, antioxidantes, Folin-Ciocauteau,

planejamento experimental.
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1. INTRODUCAO

Atualmente um nudmero crescente de pessoas tem buscado um estilo de vida
natural e sauddvel. Assim, 0os compostos bioativos naturais que podem ser utilizados na
dieta ou aplicados como medicamentos naturais tém recebido grande atengdao (GONG et al.,
2012). Plantas e produtos vegetais t€m sido utilizados como fonte de medicamentos ha
muito tempo e suas propriedades medicinais vém sendo investigadas em estudos cientificos
recentes desenvolvidos em todo o mundo devido as suas potentes atividades antioxidantes,
auséncia de efeitos colaterais e viabilidade econdmica (SINGH; SHARMA; SARKAR,
2012).

Annona crassiflora Mart. é um planta frutifera nativa do Cerrado brasileiro
pertencente a familia Annonaceae conhecida popularmente como araticum, araticum-do-
Cerrado, ariticum, articum, marolo, bruto, cabeca-de-negro e pasmada (VILLELA;
BATISTA; DESSIMONI-PINTO, 2013). Varias partes dessa desta planta (folha, madeira,
casca do fruto, fruto e semente) tém sido amplamente utilizadas pela medicina popular no
tratamento de feridas, doengas sexualmente transmissiveis (DST’s), acidentes ofidicos,
doencas degenerativas € no combate aos piolhos, além disso, apresentam propriedades

antimicrobiana, antidiarreica; antitumoral e antirreumatica (DRAGANO et al., 2010).

Os frutos contém uma grande diversidade de compostos fitoquimicos tais como
carotenoides, compostos fendlicos, tocoferdis, flavonoides e algumas vitaminas e minerais
(DRAGANO et al., 2010), sendo considerada uma fonte natural de antioxidantes devido a
capacidade de sequestrar radicais apresentada por estes compostos (ROESLER et al., 2006;
ROESLER et al., 2007a; DAMIANI et al., 2011; SOUZA et al., 2012). As diversas
propriedades farmacoldgicas do fruto incluem atividade antimicrobiana (SILVA et al.,
2014), atividade moluscicida (SANTOS; SANT’ANA, 2001) e atividade hepatoprotetiva
(ROESLER, 2011). A polpa do fruto tipicamente é consumida in natura ou utilizada no
preparo de doces, geleias, sucos, licores, tortas, paes, bolos, iogurtes e sorvetes (SOARES

JUNIOR et al., 2007). Nos tdltimos anos, este fruto tem atraido a atencio de pesquisadores
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e industrias de alimentos, cosméticas e farmacéuticas devido ao seu rico perfil de nutrientes

e fitoquimicos.

Nas ultimas décadas, o uso de compostos fendlicos de origem vegetal cresceu
intensivamente nos setores alimenticios. Eles t€m sido utilizados em substituicio aos
antioxidantes sintéticos devido aos efeitos indesejdveis tardios que podem causar a sadde
humana e animal (ILAIYARAJA et al., 2015). Compostos fendlicos compreendem um
grupo diverso de moléculas biologicamente ativas e € uma das mais importantes classes de
metabolitos secunddrios de plantas, sendo essenciais para seu crescimento. Além disso, o
consumo destes compostos estd associado a vdrios beneficios a saide humana que sio
atribuidos as suas propriedades bioldgicas, tais como efeitos antialergénico, anti-
inflamatorio, antimicrobiano, antiviral, antioxidante, cardioprotetor e vasodilatador

(GHITESCU et al., 2015).

A extragdo € o estdgio inicial e também um dos passos mais importantes na
recuperagdo e purificacdo de compostos fendlicos de matrizes vegetais (BAE et al., 2015).
A escolha do processo de extracdo deve ser fundamentada nas seguintes caracteristicas:
versatilidade, simplicidade, custo e capacidade de preservar a maioria dos compostos
fendlicos presentes na matriz vegetal (THOO et al., 2013). No entanto, ndo existe um
procedimento de extracdo generalizado que se aplique a todos os compostos fendlicos, uma
vez que os compostos fendlicos presentes em fontes naturais apresentam uma variedade de
estruturas e propriedades fisico-quimicas e, portanto diferentes polaridades, além de
poderem interagir de diversas maneiras com outros constituintes (acticares, dcidos e grupos
alquila) em sistemas alimentares, formando uma infinidade de compostos, dentre eles
taninos condensados e fendis poliméricos (YILMAZ; KARAASLAN; VARDIN, 2014).
Além disso, a efici€ncia de extracdo dos compostos fendlicos também é afetada por outros
fatores tais como método de extracio, tamanho de particula, tempo de contato, temperatura
de extrag¢do, composi¢do e polaridade do solvente, pH, relacdo solvente-solido e nimero de
re-extragdes (CHAN et al., 2009; THOO et al., 2013). Assim, a escolha adequada destes
fatores se torna um ponto critico para a quantificacdo precisa e avaliagdo das propriedades

benéficas dos compostos fendlicos (LUTHRIA, 2012), portanto, um procedimento de
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extracdo especifico deve ser desenvolvido e otimizado para cada matriz vegetal (CHEN et

al., 2013).

Vérios métodos t€m sido aplicados para extrair compostos fendlicos de matrizes
vegetais, dentre eles a maceragdo, extracdo Soxhlet, extracdo assistida por ultrassom,
extracdo assistida por micro-ondas, extracao sob alta pressdo, extracdo por campo elétrico
pulsado, entre outras (TAO et al., 2014). A extragdo s6lido-liquido ou extracdo por solvente
€ o método de extragdo mais comumente utilizado na recuperacdo de compostos fendlicos

devido a sua simplicidade e facilidade (YIM et al., 2013).

O método classico de otimizacdo consiste em variar um fator por vez (one-factor-
at-a-time) mantendo os demais fixados em valores constantes. Apesar de simples, este
método € incapaz de determinar os efeitos de interacdo entre os fatores, além de ser
demorado, caro e menos efetivo (CHAN ez al., 2009). A Metodologia de Superficie de
Resposta (MSR) é uma técnica estatistica efetiva para avaliar os efeitos de multiplos fatores
e suas interacdes e apresenta as vantagens de usar um reduzido ndimero de medidas
experimentais, fornece interpretacdo estatistica dos dados e identifica a interagdo entre os
fatores, caso exista, além de ser menos trabalhosa e demorada que os métodos classicos de
otimizacdo (BAE et al., 2015). A MSR tem sido aplicada com sucesso para modelar e
otimizar processos bioquimicos e biotecnoldgicos relacionados a sistemas alimentares
(GONG et al., 2012). Diferentes métodos de MSR tais como Delineamento Box—Behnken
(DBB) (Box—Behnken Design - BBD), Delineamento Composto Central (DCC) (Central
Composite Design - CCD) e Delineamentos Fatoriais Completos com 3 Niveis (DFCTN)
(Three-Level Full Factorial Designs - TFFD) t€m sido largamente utilizados em diversos
campos de pesquisa. O DCC € o método mais popular devido a sua adequacdo em modelo e
planejamento experimental e por ser mais rdpido e eficiente que muitos outros

delineamentos (CHEN; ZHAO; YU, 2015).

Estudos acerca do contetido de compostos fendlicos na polpa de araticum (Annona
crassiflora Mart.) ainda sdo escassos € nenhum trabalho anterior reportou a otimizacao das

condi¢des de extracdo sobre a recuperacdo destes compostos, o que pode levar a sua
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subestimacdo. Desta forma, o presente estudo teve por objetivo aplicar a MSR para
otimizar a temperatura de extracdo e a concentracdo de etanol a fim de maximizar a

recuperacao de compostos fendlicos a partir da polpa de araticum.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.  Solucdes e reagentes quimicos

Todas as solucdes foram preparadas com dgua ultrapura (18 MQ.cm™), obtida pelo
um sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore, Bedford, modelo CT Q3UV, MA, EUA).
Foram utilizados reagentes de alto grau analitico com padrio de 4cido gélico (pureza > 99
%, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, EUA), metanol (p.a., Chemco, Hortoldndia-SP, Brasil),
etanol (p.a., Dinamica, Diadema-SP, Brasil), carbonato de sédio (Na,COs) (p.a., Ecibra,
Santo Amaro-SP, Brasil) e reagente Folin-Ciocalteau (p.a., Dindmica, Diadema-SP,
Brasil). Todos os reagentes foram armazenados nas condi¢Oes ideais conforme

especificagdes dos fabricantes.

2.2. Matéria-prima, coleta e preparo das amostras

Os frutos de araticum (Annona crassiflora Mart.) em completo estado de
maturidade fisioldgica foram coletados na area rural do municipio de Carmo do Paranaiba,
Minas Gerais/Brasil, durante a estacdo de colheita (de janeiro a marco de 2014), apds
cairem naturalmente das &arvores. As amostras foram transportadas ao Laboratério de
Bioaromas e Compostos Bioativos da Faculdade de Engenharia de Alimentos -
Universidade Estadual de Campinas (FEA-UNICAMP), Sdo Paulo/Brasil, em caixas de
poliestireno, até 36 horas apds a coleta. Os frutos livres de defeitos fisiologicos e
patolégicos e completamente maduros foram lavados com dgua corrente para a remogao de
sujidades superficiais. Em seguida, a polpa do fruto foi manualmente separada das
sementes e casca, congelada com auxilio de nitrogénio liquido e liofilizada (LIOTOP,

modelo L101, Sdo Carlos, Brasil). A temperatura e a pressdo da camara de liofilizacdo
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foram de -40 °C e 250 Pa, respectivamente. O teor de umidade encontrado para a polpa foi
de 71,73 £ 1,97 %. A polpa liofilizada (PAL) foi moida em moinho de facas (Marconi,
modelo MA340, Piracicaba, Brasil) até a obtengdo de um p6 fino. O p6 obtido foi
acondicionado e identificado em embalagens de polietileno e armazenado em ultrafreezer a
-80 °C (Sanyo Electric Co., modelo MDF-C8V1, Japdo) até o momento das extracdes
(CARDOSO et al., 2013).

2.3. Procedimento de extracao

A extracdo dos compostos fendlicos presentes na polpa de araticum foi realizada
por meio de um método de extracdo convencional solido-liquido, no qual foram utilizadas
solucdes hidroetandlicas. O etanol foi selecionado como solvente extrator devido a sua
versatilidade, baixo custo, atoxicidade e cardter polar, além de ser comumente utilizado
pela inddstria alimenticia e farmacéutica (GALANAKIS; TORNBERG; GEKAS, 2010;
CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO, 2012).

A extracao foi realizada misturando o fruto liofilizado a solu¢des hidroetandlicas
(0 — 70 % vlv, etanol:dgua) conforme especificadas pelo planejamento experimental
(Tabela 1) na razdo de 10:1 (solvente para fruto liofilizado) em um banho-maria agitado
(New Brunswick Scientific Classic Series, modelo C76, NJ, EUA) mantido a 200 rpm por
90 minutos. A temperatura de cada ensaio (25 - 75 °C) (Tabela 1) foi mantida constante
durante o procedimento de extragdo. As extracdoes foram conduzidas em Erlenmeyer
adaptado para evitar o efeito voértice, obtendo uma melhor mistura do sistema durante a
extragcdo. Aliquotas das amostras foram coletadas apos 1 (homogeneizacdo manual), 15, 30,
45, 60, 75 e 90 minutos (banho de agitacdo) do inicio da extragdo para o monitoramento da
cinética de extracdo dos compostos fendlicos. Apds cada extracdo, as amostras foram
transferidas para microtubos e em seguida centrifugadas (Hettich Zentrifugen, modelo
Rotanta 460R, Tuttlingen, Alemanha) a 10.000 rpm por 11 minutos a 5 °C. Os
sobrenadantes foram coletados e armazenados em ultrafreezer a -80 °C (Sanyo Electric Co.,

modelo MDF-C8V1, Japdo) até o momento das andlises.
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24. Otimizacao dos parametros de extracio

A otimizagdo dos parametros de extracdo dos CFT presentes na polpa de araticum
foi realizada utilizando Metodologia de Superficie de Resposta (MSR). Antes do
desenvolvimento do estudo pela MSR, a escolha das varidveis independentes e a
determinagdo de seus niveis e valores experimentais foram definidos como anteriormente
reportado por Ilaiyaraja et al. (2015) e Bachir bey et al. (2014), os quais otimizaram 0s
parametros de extracdo de compostos fendlicos em fruta do macaco (Feronia lominia) e
figo (Ficus carica), respectivamente. O efeito das varidveis independentes x; (temperatura
de extracdo, °C) e x, (concentracdo de etanol, % v/v) sobre o processo de extracdo foi
investigado empregando-se um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 27,
com 4 pontos fatoriais, 4 pontos axiais e 3 repeticdes no ponto central, totalizando 11
ensaios (RODRIGUES; IEMMA, 2009). As varidveis independentes estudadas e seus

niveis codificados e reais encontram-se apresentados na Tabela 1.

Os experimentos foram conduzidos de forma randomizada e os dados foram
analisados por meio de multiplas regressdes usando o método dos quadrados minimos. A
funcdo resposta (Y) foi particionada em componentes linear, quadratico e interacdo e os
dados foram ajustados a um modelo polinomial de segunda ordem como mostrado na

Equacdo 1:
Y = Bo + Xisy Bixi + Nicy Bux? + Xixjz1 Bijxi%; Equacio 1

Onde Y € a resposta mensurada predita (CFT); fy € o intercepto; f;, Bii € B sdo os
coeficientes do modelo (linear, quadraitico e interagdo); e x; € x; sdo os niveis codificados
das varidveis independentes. A fim de visualizar a relacio entre a resposta e os niveis de
cada fator e deduzir as condi¢des Otimas, os coeficientes de regressdo foram usados para
gerar superficies de resposta tridimensionais e curvas de contorno a partir da equacdo

polinomial ajustada.
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2.5. Analise dos dados

A significancia dos coeficientes de regressdo sobre a extracdo de CFT foi avaliada
estatisticamente por meio de teste t de Student, enquanto que o modelo regressiao
polinomial foi avaliado através uma andlise de variancia (ANOVA). Para avaliar a
influéncia do tempo de extracdo sobre o conteido de CFT extraidos, os resultados foram
submetidos a ANOVA seguida de teste de Tukey HSD. Todas as andlises estatisticas foram
realizadas ao nivel de 5 % de significincia (p < 0,05) com o auxilio do Software

STATISTICA versao 8.0 (Statsoft, Oklahoma, USA).

2.6. Validacao do modelo

Os valores otimos das varidveis independentes selecionadas foram obtidos
resolvendo a equacdo da regressdo e também pela andlise das superficies de resposta e
curvas de contorno. A verificacio do modelo preditivo de extracdo para os CFT foi
realizada por meio de ensaios em triplicata nestas condi¢des Otimas de composi¢do do
solvente, temperatura de extracdo e tempo de contato. Os valores preditos foram
comparados com os valores experimentais a fim de determinar a validade e adequacdo do

modelo.

2.7. Determinaciao dos compostos fendlicos totais (CFT) (Folin-Ciocalteau Micro-

Assay)

O CFT foi1 determinado espectrofotometricamente pelo método de Folin-
Ciocalteau como descrito por Cicco et al. (2009), com algumas modificacdes. Este método
envolve a reducdo do reagente Folin-Ciocalteau pelos compostos fendlicos, com
concomitante formacdo de um complexo azul em meio bésico, cuja absorbancia a 760 nm
aumenta linearmente com a concentracdo de fendlicos no meio reacional. Os extratos da
fruta e os padroes da curva de calibracdo foram diluidos em metanol 50 % (v/v). Em
seguida, 100 pL das amostras diluidas, solugdes de calibracdo ou branco (metanol 50 %)
foram pipetadas em tubos teste de 10 mL juntamente com 100 pL de reagente Folin-

Ciocalteau 50 % (v/v). A mistura foi homogeneizada e deixada em repouso para atingir o
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equilibrio. Apds 2 minutos, 800 pL. de Na,CO3 5 % (m/v) foram adicionados. A mistura foi
mantida em banho-maria (New Brunswick Scientific Classic Series, modelo C76, NJ, EUA)
a 40 °C por 20 minutos. Subsequentemente, os tubos foram rapidamente resfriados em
banho de gelo e a absorbincia mensurada em cubetas de 1 cm utilizando um
espectrofotometro UV/Visivel (Beckman, modelo DU600, CA, EUA) operando a 760 nm.
As solugdes de metanol 50 % (v/v) e Folin-Ciocalteau 50 % (v/v) foram obtidas por meio
da diluicdo em 4dgua. A curva de calibragdo (y = 0,0115x + 0,0229; R’ = 0,9908) foi
preparada com padrdo de acido galico (10 - 80 ug.mL'l), e o CFT foi expresso como g de
equivalentes de 4cido gélico (GAE) por 100 g de fruto liofilizado (g GAE.100 g"' PAL). A
quantificacdo foi realizada em triplicata e os valores foram reportados como média + desvio

padrdo.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Existe um grande nimero de fatores que devem ser considerados para a obtencdo
das condi¢des experimentais 6timas de extracdo de um composto a partir de matrizes
alimenticias (BAE et al., 2015). A MSR consiste de um grupo de técnicas empiricas
desenvolvidas para avaliar a relacdo existente entre um conjunto de fatores experimentais
controlados e as respostas medidas. Duas varidveis foram selecionadas para otimizar as
condicdes de extragdo de compostos fendlicos presentes na polpa de araticum usando um
DCCR. O DCCR fornece predicdes de relativamente alta qualidade ao longo de todo o
espaco do planejamento e ndo requer o uso de pontos fora da faixa de variacdo original do

fator (SINGH; SHARMA; SARKAR, 2012).

As varidveis independentes estudadas foram concentracdo de etanol (% v/v,
etanol:dgua) e temperatura de extracdo (°C). O estudo de otimizacdo foi composto de duas
partes. Em primeiro lugar, aplicou-se a cinética de extragdo para observar o efeito do tempo
sobre a extracdo de compostos fendlicos. Em seguida, a MSR foi utilizada para otimizar a
concentracdo de etanol e a temperatura de extracdo. Ha vérias desvantagens em se utilizar

etanol para a extracdo de compostos naturais a partir de tecidos vegetais tais como menor
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eficiéncia de extracdo e dificuldade de remo¢do do meio. No entanto, em sistemas de
processamento de alimentos é preferivel o uso de etanol, uma vez que é um solvente menos
perigoso, considerado natural e seguro para o consumo humano (YILMAZ;

KARAASLAN; VARDIN, 2014).

3.1. Cinética de extracio

A selecdo do tempo de extragdo adequado € um pardmetro extremamente
importante e devem-se considerar seus impactos na eficiéncia, mdo-de-obra e custo
energético (YILMAZ; KARAASLAN; VARDIN, 2014). O tempo de extracdo de
compostos antioxidantes pode ser influenciado pelo grau de polimerizacdo e solubilidade
destes compostos e por sua interacdo com a matriz estudada (WONG et al., 2014). O
aumento do tempo de contato entre o solvente e a matriz leva a progressiva liberacdo do
soluto da matriz sélida para o solvente (TAKEUCHI ef al.,, 2009). No entanto, a
transferéncia de massa (equilibrio da difusdo do soluto entre sélido e solvente) atinge um
valor méximo em determinado tempo (BACHIR BEY et al., 2014), a partir do qual a
recuperacdo do composto-alvo € mantida constante ou até mesmo € reduzida devido a
degradacao. Este fato pode ser explicado pela segunda lei da difusdo de Fick, a qual prediz
que apods certo tempo, geralmente entre 1 e 2 horas, haverd um equilibrio final entre as
concentracdoes do soluto na matriz s6lida e no solvente (BENMEZIANE et al., 2014;
WONG et al., 2014).

O primeiro passo deste estudo foi avaliar a cinética de extracdo dos compostos
fendlicos presentes na polpa de araticum a fim de se determinar o tempo no qual houve a
maxima recuperacdo destes compostos. Como esperado, o CFT aumentou ao longo do
tempo de extragcdo, sendo observado um aumento mais expressivo nos 15 minutos iniciais,

a partir do qual o aumento foi menor ou quase nulo (Figura 1).

Testes estatisticos foram conduzidos para avaliar a influéncia do tempo sobre a
recuperagdo de CFT, os resultados estdo reportados na Tabela 1. Como se pode observar, as

concentracdes de equilibrio foram atingidas apds 75 minutos para os ensaios 3, 5, 6 e 10;
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ap6s 60 minutos para os ensaios 2, 9 e 11; apds 45 minutos para o ensaio 8 e apds apenas
15 minutos para os ensaios 1 e 7. O ensaio 4 ndo atingiu as condi¢des de equilibrio, uma
vez que o CFT foi maximo no tempo de 90 minutos (p < 0,05). Tendo em vista que alguns
ensaios ndo haviam atingido o tempo de equilibrio e que, com poucas excecdes, ndo houve
decréscimo na recuperagdo dos compostos fendlicos apds ser atingido o tempo de
equilibrio, o tempo de extracdo foi fixado em 90 minutos para o procedimento de
otimizacdo das varidveis temperatura de extragdo e concentragdo de etanol no solvente

extrator sobre o CFT.

o
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Figura 1 — Cinética de extragdo dos compostos fendlicos totais ao longo dos 90 minutos de extragdo para os
11 ensaios do planejamento experimental.
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Tabela 1 - Planejamento experimental e valores experimentais e preditos para o conteido de fendlicos totais na polpa de

araticum.
Variaveis Fenélicos Totais (g GAE.100 g” PAL) Erro do
Ensaios Codificadas Reais Valores Experimentais VP modelo
X X2 T [E:A] 1 min 15 min 30 min 45 min 60 min 75 min 90 min 90 min  ER (%)
1 -1 -1 32 10 1,96+0,027¢ 2,21+0,003b 2,18+0,023b 2,20+0,023b 2,22+0,034b 2,30+0,038a 2,18+0,009b 2,17 0,32
2 +1 -1 68 10 2,01+0,003d 2,35+0,026¢ 2,45+007b 2,4440,021b 2,55+0,019a 2,54+0,023a 2,47+0,002b 2,75 -11,50
3 -1 +1 32 60 3,0840,049d  3,1940,042cd  3,21+054bcd  3,25+0,043bc  3,26+0,077bc  3,35+0,048ab  3,42+0,019a 3,47 -1,50
4 +1 +1 68 60 3,06+0,024¢ 3,41+0,049d  3,51+£0,007cd  3,54+0,021c 3,88+0,062b 3,81+0,008b 4,05+0,052a 4,05 0,03
5 -1,41 0 25 35 3,34+0,037¢ 3,18+0,016d 3,33+0,036¢ 3,33+0,043¢  3,38+0,026bc  3,44+0,037ab  3,51+0,035a 3,45 1,73
6 1,41 0 75 35 3,31+0,091e 3,72+0,117d  3,81+0,038cd  3,90+0,016¢ 4,20+0,055b  4,37+0,035ab  4,47+0,015a 4,27 4,53
7 0 -1,41 50 0 1,51+0,030¢ 1,70+£0,010a 1,70+0,035a 1,68+0,011a 1,69+0,009a 1,66+0,017a 1,60+0,010b 1,44 10,12
8 0 1,41 50 70 2,7240,055¢ 3,12+0,064b 3,13+0,062b  3,25+0,065ab  3,29+0,016a 3,3240,048a 3,2940,042a 3,28 0,37
9 0 0 50 35 3,31+0,018e 3,56+0,029d 3,6840,052c  3,73+0,048bc  3,78+0,015ab  3,86+0,015a  3,81+0,014ab 3,86 -1,21
10 0 0 50 35 3,35+0,037d 3,59+0,056c  3,61+£0,022bc  3,65+0,046bc  3,71+0,014b 3,87+0,041a 3,81+0,023a 3,86 -1,33
11 0 0 50 35 3,29+0,064d 3,64+0,055¢ 3,64+0,034c  3,69+0,070bc  3,89+0,039a  3,83+0,053ab  3,87+0,032a 3,86 0,35

T: Temperatura (°C); [E:A]: Concentracao de etanol (% v/v, etanol:adgua); VP: Valor predito no tempo de 90 minutos; ER: Erro relativo (ER (%) = (VE -
VP)*100/VE).
Médias acompanhadas de letras iguais, na mesma linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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3.2. Ajuste do modelo

A recuperacdo de compostos fendlicos € significativamente influenciada por
fatores tais como tipo e concentracdo de solvente, temperatura, tempo e pH (ILATYARAJA
et al., 2015). Os efeitos da temperatura de extracdo (X;: 25 - 75 °C) e concentracdo de
etanol (X»: 0 - 70 % v/v) sobre o CFT de extratos da polpa de araticum foram investigados
neste estudo. O tempo de extragcdo foi fixado em 90 minutos. Os valores experimentais e
preditos do CFT sob diferentes combinacgdes de condi¢cdes de extragao apds 90 minutos de
extracdo sdo apresentados na Tabela 1. Os resultados mostram que o CFT variou de 1,60 a
4,47 g GAE.100 g'1 matéria seca (m.s.), sendo que o valor minimo foi obtido no ensaio 7
(temperatura de 50 °C e concentracdo de etanol de 0 % v/v), ao passo que, o experimento 6

(temperatura de 75 °C e concentracdo de etanol de 35 % v/v) apresentou o maior CFT.

Os dados experimentais foram ajustados a uma modelo polinomial de segunda
ordem e os coeficientes de regressao foram calculados (Tabela 2). A significincia de cada

coeficiente foi determinada pelos #- e p-valores conforme sumarizado na Tabela 2.

A equagdo da regressio em nivel codificado negligenciando os termos

insignificantes foi gerada (modelo reduzido) (Equacdo 2):
Y (9.100 g71) = 3,86 + 0,29x; + 0,65x, — 0,75x2 Equacao 2

Os resultados indicam que o efeito linear de primeira ordem foi significativo (p <
0,05) para a temperatura de extracdo (x;) e concentragdo de etanol (xz); o efeito quadratico
de segunda ordem foi significativo (p < 0,05) somente para a concentracio de etanol (x,°);
enquanto que o efeito de interacdo entre temperatura de extra¢io e concentra¢do de etanol

(x7+x2) ndo foi significativo (p > 0,05).
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Tabela 2 - Coeficientes de regressdo e andlise do modelo DCCR para a extragdo de
compostos fendlicos da polpa de araticum (90 minutos de extragdo).

Fatores Cadigo CR EP t-valor (5) p-valor
Média Bo 3,83 0,09 42,19 <0,0001*
Linear

T (x;) Bi 0,29 0,06 5,13 0,0037*

[E:A] (x2) B, 0,65 0,06 11,72 0,0001%*
Quadratico

T(x/°) Bi1 0,03 0,07 0,48 0,6502

[E:A] (x2°) B2z -0,74 0,07 -11,18 0,0001%*
Interacao

Tx [E:A] (x1+x2) Bi2 0,09 0,08 1,09 0,3251

trabelado (0055 = 2,597. CR: Coeficiente de Regressdo; EP: Erro Padrdo; T: Temperatura (°C); [E:A]:
Concentracdo de etanol (% v/v, etanol:agua).
*Parametros estatisticamente significativos pelo teste ¢ de Student (p < 0,05).

O resultado do ajuste do modelo polinomial de segunda ordem reduzido é
apresentado na Tabela 3. A ANOVA mostrou que o modelo obtido foi altamente
significativo (p < 0,0001), atestando o bom ajuste do modelo. A adequacdo do modelo
geralmente é avaliada com base no teste de falta de ajuste (p > 0,05). O p-valor obtido (p =
0,04) indicou uma significativa falta de ajuste do modelo, no entanto, este valor foi muito
proximo do p-valor critico, sendo assim, o modelo se torna aceitdvel para prever com
precisdo as variagdes. Além disso, a significancia da falta de ajuste pode ser explicada pela
baixissima variacdo dos ensaios e, consequentemente ao baixo valor do erro puro. Como o
F-valor é inversamente proporcional ao erro puro, quanto menor seu valor maior serd o F-

valor, tornando-o significativo (F-valor > Fryp).
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Tabela 3 - ANOVA do modelo polinomial quadratico reduzido para otimizagao dos
parametros de extracdo de compostos fendlicos da polpa de araticum (90 minutos de
extracao).

FV SQ GL QM F-valor Frabelado p-valor
Regressao 7,5243 3 2,5081 110,47 4,35 <0,0001
Residuos 0,1590 7 0,0227
Falta de Ajuste 0,1564 5 0,0313 24,27 19,30 0,0400
Erro Puro 0,0026 2 0,0013

Total 7,6833 10

R?: 0,9839

R? Ajustado: 0,9793
FT: Fonte de Variagdo; SQ: Soma de Quadrados; GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio.

A qualidade do ajuste do modelo pode ser determinada com base no coeficiente de
determinacdo (R*). O R? pode ser definido como a variacdo explicada pelo modelo em
relagdo a variagdo total, sendo assim, quanto mais proximo de 1, melhor o modelo empirico
se ajusta aos dados experimentais (CHAN et al., 2009). Alguns autores sugerem que, para
um bom ajuste, o R? do modelo deve ser no minimo 0,80 (BAE et al., 2015). Os resultados
da ANOVA confirmam um bom ajuste do modelo com R* e R* ajustado de 0,9839 e
0,9793, respectivamente. No entanto, elevados valores de R? nem sempre indicam que o
modelo estd bem ajustado. Em um bom modelo estatistico, o R’ ajustado deve ser
comparédvel ao R* (DAHMOUNE et al., 2015) com diferenca ndo superior a 0,1 (THOO et
al., 2013). O R* ajustado corresponde ao valor do R* apds a eliminacdo de termos
insignificantes do modelo (CHAN et al., 2009). Neste estudo, o R? ajustado (0,9793) foi
muito proximo ao seu R? (0,9839) correspondente, indicando que, mesmo apds a remogao
de alguns termos, a qualidade do modelo foi mantida. Pode-se notar pelo valor de R*
ajustado que apenas 2,07 % da variacdo total ndo pode ser explicada pelo modelo. Outra
forma de avaliar a qualidade do ajuste de um modelo se trata da andlise dos erros relativos
que medem a porcentagem do desvio entre os valores experimentais e os preditos pelo

modelo (RODRIGUES; IEMMA, 2009). Como pode ser observado na Tabela 1, de forma
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geral, os erros relativos foram muito baixos, com variagdes de 0,03 - 4,53 %, com exce¢ao
dos ensaios 2 (ER =-11,50 %) e 7 (ER =-10,12 %), demostrando um alto grau de ajuste do
modelo aos valores experimentais. Desta forma, estes resultados indicam que o modelo

obtido foi adequadamente ajustado aos dados experimentais, podendo ser utilizado para

predizer o CFT em diferentes condi¢des de extragdo.

3.3. Analise da superficie de resposta do CFT

Para investigar os efeitos interativos dos fatores temperatura de extracdo e
concentracdo de etanol na recuperacdo de CFT foram construidas uma superficie de
resposta (Figura 2A) e uma curva de contorno (Figura 2B). A andlise da superficie de
resposta indicou que existe uma faixa de concentracdo ideal de etanol para a méixima

recuperacdo de CFT, devido ao efeito quadratico negativo e significativo apresentado pela
concentracao de etanol.

(7vd,.B 00k Fv9 B) SIEIOL sooyjouad

Temperatura (°C)

Figura 2 - Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para CFT em funcdo da temperatura e
concentracdo de etanol.

Nossos resultados também mostram que a extracdo de compostos fendlicos foi
fortemente afetada pela variacdo na porcentagem de etanol. Um aumento no CFT foi
notado com a elevagdo na concentracdo de etanol, e uma recupera¢do méaxima foi obtida na

regido média de etanol (35 - 55 % v/v). A partir dai verificou-se um decréscimo no CFT na
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regido correspondente a altas concentragdes de etanol (55 - 70 % v/v). Nossos resultados
estdo de acordo com os dados obtidos em outros estudos que utilizaram sistemas binarios
constituidos de etanol-dgua, os quais também reportaram aumento na extracdo de
compostos fendlicos até determinada concentragdo de etanol (a qual varia com o estudo em
questdo) e a partir de entdo comecou a diminuir (SINGH; SHARMA; SARKAR, 2012;
THOO et al., 2013; YILMAZ; KARAASLAN; VARDIN, 2014; BAE et al., 2015;
DAHMOUNE et al., 2015).

Os vacuolos das células contém predominantemente compostos fendlicos livres,
enquanto a parede celular possui mais lignina, flavonoides e compostos fendlicos insoliveis
que se encontram conjugados a acucares, carboidratos da parede celular, d4cidos organicos,
proteinas e polissacarideos (CHEN et al., 2013). Significantes desafios na otimizacdo de
um método de extracdo de compostos fendlicos a partir de qualquer matriz alimentar sdo a
diversidade estrutural dos compostos, a interacio com outros componentes celulares e a
existéncia de miultiplas formas de fendlicos agliconas e conjugadas (LUTHRIA, 2012). A
solubilidade dos compostos fendlicos no solvente utilizado na extragdo influencia
significativamente na recuperacdo destes compostos a partir de matrizes vegetais. Além
disso, a polaridade do solvente exerce papel fundamental no aumento da solubilidade de
compostos fendlicos. Portanto, € muito dificil desenvolver um procedimento de extracao
padrao aceitivel para a recuperacdo de todos os fendlicos presentes no matriz
(ALOTHMAN; BHAT; KARIM, 2009). Na literatura, varios solventes sao utilizados na
extracdo de compostos fendlicos, sendo muito comum o uso de misturas com dgua em
diferentes propor¢des. De forma geral, os compostos fendlicos presentes em plantas sao
polares e usualmente sdo extraidos com solventes polares tais como, acetona, metanol,

etanol e suas misturas e/ou solugdes aquosas (BENMEZIANE et al., 2014).

Agua, etanol e suas misturas em diferentes propor¢des sdo os solventes mais
comumente empregados em processos de extracdo de compostos fendlicos em matrizes
vegetais devido a sua abundancia (MOURE et al, 2001), diversidade de compostos
fendlicos que podem dissolver (ALOTHMAN; BHAT; KARIM, 2009), por serem

preferidos pelas industrias de alimentos e recomendados pelo US Food and Drug
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Administration para propositos de extracdo (CHEN; ZHAO; YU, 2015). A 4gua é um
solvente fortemente polar, enquanto o etanol apresenta baixa polaridade, mas ambos podem
ser misturados em qualquer propor¢do (ZHANG et al., 2007) e formar combina¢des mais

eficazes na extragdo de compostos fendlicos que quaisquer solventes utilizados

individualmente (ILAIYARAIJA et al., 2015).

A adicdo de dgua a solventes organicos aumenta a eficiéncia de extragcdo por: (i)
causar um inchamento na material do vegetal, aumentando a area de superficie de contato
entre a matriz vegetal e solvente e permitindo que o solvente orgdnico penetre mais
facilmente no interior da matriz da amostra (LUTHRIA, 2012; SHI; DING; XU, 2014) o
que aumenta as taxas de transferéncia de massa por difusdo (GHITESCU et al., 2015); e (ii)
extrair a fracdo de compostos fendlicos glicosilados que apresentam elevada hidrofilicidade
(KIM et al., 2014). Por outro lado, o etanol aumenta a recupera¢do de compostos fenolicos
por romper a ligagdo entre os compostos fendlicos e a matriz da amostra (GHITESCU et
al., 2015) e por interagir com flavonoides provavelmente por meio de interacdes nao-
covalentes, promovendo sua rapida dissolucdo no solvente (SINGH; SHARMA; SARKAR,
2012). Entretanto, elevadas concentragdes de etanol podem causar desnaturacdo proteica,
dificultando a dissolu¢do dos compostos fendlicos e, assim, influenciando na taxa de
extracdo (CHEN et al., 2013). Desta forma, existe uma determinada concentracdo de
solvente na qual se atinge uma elevada taxa de extracdo. No presente estudo, a
concentracdo 6tima de etanol foi encontrada pelo uso de métodos matematicos (derivada da
Equacdo 2) e o valor encontrado foi de 46 % de etanol (v/v). De acordo com o principio de
“semelhante dissolve semelhante”, os compostos fendlicos extraidos da polpa de araticum
teriam polaridade similar a do solvente extrator (etanol 46 %, v/v), uma vez que o solvente
seria capaz de extrair apenas os compostos de polaridade semelhante (BENMEZIANE et

al.,2014).

A temperatura de extracdo apresentou apenas efeito linear significativo e positivo,
indicando que um aumento na temperatura (de 25 - 75 °C, faixa estudada) promove

aumento proporcional no CFT dos extratos, conforme pode ser observado na Figura 2.
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Estes resultados indicam que os compostos fendlicos presentes na polpa de araticum podem

ser relativamente estdveis sob condi¢des de temperatura elevada.

O aumento da eficiéncia de extragao de compostos fendlicos proporcionado pela
elevacdo da temperatura pode ser atribuido: (i) ao amaciamento e inchamento dos tecidos
que tornam as células permedveis (BENMEZIANE et al., 2014; TAO et al., 2014); (i1) ao
enfraquecimento das interacdes fenol-proteina e fenol-polissacarideo que aumenta as taxas
de difusdo (BACHIR BEY et al., 2014); (ii1) ao aumento da solubilidade destes compostos
no sistema, principalmente das fracdes poliméricas; e (iv) a rdpida transferéncia de massa
(ou taxa de difusdo) devido a redugdo da viscosidade do solvente e a aceleracdo do
movimento das moléculas (mobilidade molecular) (HUR er al., 2014). Porém, o
aquecimento pode ndo aumentar a extracdo de compostos fendlicos indefinidamente
(BACHIR BEY et al., 2014). A utilizacdo de temperaturas superiores as usadas neste
estudo (> 75 °C) pode reduzir a recuperagdo de compostos fendlicos através: (i) da
degradacdo térmica e/ou quimica de alguns compostos fendlicos (ILAIYARAJA et al.,
2015); (i1) por promover a reacdo destes compostos com outros componentes da matriz,
impedindo sua extracdo (YIM et al., 2013); e por causar perda de solvente (GHITESCU et
al., 2015). Portanto, para a obtengcdao de um grupo especifico de compostos, a temperatura
de extracdo deve estar em conformidade com a estrutura molecular dos compostos-alvo,
caracteristicas da matriz, tendéncia a degradacao e tempo de extracdo. Além disso, deve-se
considerar também seu impacto econdmico sobre os custos do processo (TAKEUCHI ez al.,

2009).

Um importante parametro a ser observado em qualquer processo se trata da
robustez, a qual mede a capacidade dos resultados produzidos por um método analitico em
resistir 2 mudangas quando sdo feitos pequenas variacdes nas condi¢des experimentais
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). A robustez do método de extragdo otimizado no
presente trabalho foi analisada por meio do modelo matematico gerado (Equacdo 2).
Verificou-se que uma diminui¢do na temperatura de extracdo de 75 °C (condi¢do de
temperatura 6tima) para 61,5 °C (variacao de 13,5 °C, ou seja, uma reducio de 18 % na

temperatura) com a concentracdo de etanol fixada no valor critico (46 % v/v) ou uma
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redu¢@o na concentracdo de etanol de 46 % v/v (concentracdo de etanol 6tima) para 32,3 %
v/v (variacdo de 13,7 %, ou seja, uma reducdo de 29,8 % do conteddo de etanol na solucdo
extratora) com a temperatura de extracdo fixada no valor critico (75 °C), promoveu a
redugdo de penas 5 % no rendimento final de compostos fendlicos em relacdo ao valor
mdximo predito pelo modelo matemdtico nas condi¢des otimizadas (4,41 g GAE.100 g’
PAL). Desta maneira, o método de extracdo de compostos fendlicos foi robusto, pois
grandes alteracdes nas condicdes de extragdo (18 % na temperatura ou 29,8 % na
concentracdo de etanol) provocaram pequena diminui¢do na recuperagdo de compostos
fendlicos (reducao de 5 %), o que também caracteriza o procedimento como de fécil
controle. Além disso, a robustez permitiu verificar que € possivel reduzir os custos de
extracdo dos compostos fendlicos sem perdas significativas no rendimento por meio do uso
de temperaturas de trabalho abaixo de 75 °C (menor gasto energético para manutencio da
temperatura elevada) ou com o uso de menor quantidade de etanol no solvente extrator

(redugdo de gastos na compra e/ou recuperagdo do solvente).

3.4. Verificacao do modelo preditivo

A partir da anélise das superficies de respostas (Figura 2) e do modelo matematico
gerado (Equacdo 2) foram determinadas as melhores condicdes de extracdo dos compostos
fendlicos. A validacdo experimental do modelo matematico obtido (Equacdo 2) foi
realizada por meio de ensaios em triplicata com o meio otimizado pelo planejamento
experimental nas seguintes condi¢des criticas: concentracdo de etanol de 46 % (v/v),
temperatura de extragdo de 75 °C e tempo de extracdo de 90 minutos. A média dos valores
de fendlicos totais obtida pelo procedimento de validacdo experimental foi 4,67 + 0,032 g
GAE.100 g”' PAL, valor muito préximo ao predito pelo modelo matematico nas condicdes
otimizadas (4,41 g GAE.100 g"' PAL), apresentando erro relativo de apenas 5,54 %. A forte
correlacdo entre os resultados real e predito confirmou que o modelo matemético obtido foi
capaz de refletir satisfatoriamente o conteudo de fendlicos totais extraidos em um sistema
real, tornando-o adequado para prever os efeitos que a modificagdo dos niveis de cada
varidvel em questdo pode provocar no conteido de fendlicos extraidos (se a modificacdo

dos niveis promove aumento ou reducdo da resposta analisada). Assim, a MSR pode ser

79



Capitulo 2

aplicada efetivamente para otimizar o processo de extracdo de compostos fendlicos da

polpa de araticum.

3.5. Comparaciao com outros métodos de extracio

De acordo com a metodologia de extracdo desenvolvida e otimizada, a PAL
apresentou um contetido de fendlicos totais de aproximadamente 4,67 g GAE.100 g'. Até o
presente momento, poucos estudos foram conduzidos com a finalidade de avaliar o
conteddo de compostos fendlicos na polpa de araticum. Dentre os estudos disponiveis,
nenhum avaliou a influéncia dos parametros de extra¢do na obten¢do destes compostos. A
Tabela 4 foi construida com a finalidade de comparar a metodologia de extracdo do

presente trabalho com metodologias utilizadas em outros estudos.

Como pode ser observado na Tabela 4, o CFT obtido no presente estudo foi muito
superior aos valores até entdo reportados na literatura para este fruto. A variacdo entre os
CFT obtidos nos estudos pode estar relacionada a diferencas na variedade, maturidade,
clima, condi¢des geograficas de produ¢do, manuseio durante e apos a colheita, condi¢des
de preparo e armazenamento da amostra (VASCO; RUALES; KAMAL-ELDIN, 2008;
LUZIA; JORGE, 2014) e método de extracdo, tais como relagdo solvente-sélido, massa,

tempo de extragdo e niumero de re-extracoes (DAMIANI et al., 2011).

De forma geral, a eficiéncia da extragdo de um composto-alvo € influenciada por
varios parametros do processo. Viarios estudos tém demonstrado que os fatores mais
importantes na recuperacao de compostos fendlicos a partir de produtos naturais sdo tipo de
solvente, temperatura, tempo de contato, relacdo solvente-sélido, tamanho de particula, pH,
dentre outros. O efeito positivo ou negativo de cada varidvel no fendmeno de transferéncia
de massa é especifico para cada tipo de matriz vegetal, devido as diferencas nas
propriedades fisico-quimicas e morfoldgicas dos vegetais. Assim, um protocolo universal
de extragdo ndo € aceitdvel, e um processo especifico deve ser desenvolvido e otimizado
para cada matriz (TAKEUCHI et al., 2009; GALANAKIS; TORNBERG; GEKAS, 2010).

Como pode ser observado na Tabela 4, ndo hd uma padronizagdo nos parametros de
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extracdo utilizados na recuperagdo de compostos fendlicos a partir da polpa de araticum,
sendo que cada estudo utiliza tempo, temperatura, relagdo solvente-sélido, tipo e
concentracdo de solvente distintos. Além disso, nenhum destes estudos avaliou a influéncia
destes parametros sobre a extracdo dos compostos fendlicos. Desta forma, as condig¢des
utilizadas em tais estudos podem ndo ser as mais adequadas, o que levaria a uma

subestimacdo do CFT na polpa de araticum.

Verifica-se que o procedimento de extragdo desenvolvido e otimizado em nosso
trabalho foi mais eficiente na recuperacdo de compostos fendlicos da polpa de araticum
quando comparado aos métodos estabelecidos na literatura, o que pode ser explicado pela
combinacdo de um maior ndmero de condi¢des favordaveis neste procedimento que atuaram
sinergicamente sobre a matriz estudada, aumentando a extragdo dos compostos nela
presentes. Desta forma, estes resultados indicam que, para a extracdo seletiva de compostos
fendlicos, é de grande importancia o estudo e a otimiza¢do dos parametros de extracdo para

cada matriz vegetal.
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Tabela 4 - Resumo de métodos de extracdo utilizados por diferentes pesquisadores para a extracdo de CFT da polpa de araticum.

Origem

Preparo da amostra

Procedimento de extracio

CFT

Referéncias

Goiania-GO,
Brasil

Minas Gerais,
Brasil

Goiania-GO,
Brasil

Regido Norte
de Minas
Gerais, Brasil

Diamantina-
MG, Brasil

Carmo do

Paranaiba-MG,

Brasil

Fruta fresca.

Fruta fresca.

Fruta fresca.

Fruta fresca.

Fruta fresca e farinha da polpa (seca
em forno com circulago de ar forcado
a 60+5 °C por 48 horas. Em seguida o
material foi moido para a obtencdo da
farinha).

A polpa foi congelada com auxilio de
nitrogénio liquido e liofilizada. Em
seguida o material foi moido para a
obten¢do de um pé fino (PAL).

Extragdo com solu¢do hidroetandlica (95:5, v/v,
etanol:dgua) na propor¢do 1:3 (m/m, fruta:solvente)
por 20 minutos usando um liquidificador doméstico.
Os extratos foram filtrados e o residuo foi re-extraido
sob as mesmas condicdes.

Extracdo realizada com dois solventes (EA: agua
destilada e EHE: 70:30, v/v, etanol:dgua). O material
na propor¢do 1:20 (m/v, fruta:solvente) foi
homogeneizado com o auxilio de Ultra Turrax (1
minuto, velocidade 5). Os extratos foram filtrados e o
residuo foi re-extraido sob as mesmas condigdes.

Extracdo realizada com dois solventes (EA: 4gua
destilada e EHE: 95:5, v/v, etanol:dgua). O material
na propor¢do 1:3 (m/m, fruta:solvente) foi
homogeneizado por 20 minutos usando um
liquidificador doméstico. Os extratos foram filtrados
e o residuo foi re-extraido sob as mesmas condi¢des.

Uma extragcdo sequencial foi conduzida utilizando
duas solucdes extratoras (Solvente 1: 50:50, v/v,
metanol:dgua por 15 minutos; Solvente 2: 70:30, v/v,
acetona:dgua por 1 hora). As extragdes foram
realizadas a temperatura ambiente.

Extracdo com solucdo hidrometandlica (80:20, v/v,
metanol:dgua) com auxilio de Ultra Turrax.

Extracdo com solugdo hidroetandlica (46:54, vlv,
etanol:dgua) em banho de agitacdo por 90 minutos a
200 rpm mantido a 75 °C. Procedimento realizado
uma tnica vez.

31,08 g GAE.kg" m.s.

EHE: 211,11 mg GAE.100 ¢!
m.s.

EA: 260,50 mg GAE.100 g’

nm.s.

EHE: 20,31-31,08 ¢ GAE kg
m.s.

EA: 16,91-17,01 ¢ GAEkg'
m.s.

739,37 mg GAE.100 g m.f.

423,94 mg GAE.100 g m.f.

1.245.44 mg GAE.100 g de
farinha da polpa

4,67 g GAE.100 g m.s.
46,7 ¢ GAE.kg" m.s.
1.320,21 mg GAE.100 g m.f.

Roesler et al
(2007a)

Damiani et al.
(2011)

Roesler et al.
(2006);
Roesler et al.
(2007b)

Souza et al.
(2012)

Villela, Batista
& Dessimoni-
Pinto (2013)

Presente
estudo

CFT: Compostos Fendlicos Totais; EHE: Extracdo Hidroetandlica; EA: Extracdo Aquosa; m.s.: matéria seca; m.f.: matéria fresca.
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4. CONCLUSAO

Nos dltimos anos, vérios estudos tém sido conduzidos com o objetivo de determinar o
conteddo de compostos fendlicos em frutas, no entanto, falhas no procedimento de extracao
podem subestimar estes valores. No presente estudo, a MSR usando o método DCCR foi
empregada com sucesso para determinar as condi¢des ideais de extragdo que produzem a
maxima recuperacdo de compostos fendlicos da polpa de araticum na faixa de estudo. O
modelo polinomial de segunda ordem descreveu satisfatoriamente os dados experimentais.
As condicdes Otimas encontradas para a extracdo dos compostos fendlicos foram
concentracdo de etanol de 46 % (v/v), temperatura de extragdo de 75 °C e tempo de
extracdo de 90 minutos. Nas condicdes 6timas, o CFT experimental foi de 4,67 g GAE.100
g PAL, que foi muito préximo ao valor predito (4,41 g GAE.100 g"' PAL), indicando
assim a adequacdo do modelo empregado. Ao melhor do nosso conhecimento, este é o
primeiro estudo realizado reportando o efeito conjunto da concentracdo de etanol,
temperatura e tempo de extracdo na recuperacdo de compostos fendlicos da polpa de
araticum. A partir do procedimento de extracdo nds conseguimos recuperar uma quantidade
de CFT significativamente superior as encontradas na literatura até o presente momento,
reforcando a necessidade de se desenvolver e otimizar um processo de extracdo para cada
matriz analisada. De acordo com os resultados, pode-se concluir que o araticum apresenta
elevado contetido de compostos fendlicos, sendo assim, se consumido regularmente pode

proporcionar varios beneficios a saide humana.
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Avaliacao do potencial antioxidante da polpa de araticam (Annona

crassiflora Mart.)

RESUMO

Frutos exéticos tém despertado o interesse de numerosos pesquisadores devido as suas
propriedades nutricionais e funcionais. O araticum (Annona crassiflora) é um fruto do
Cerrado rico em carotenoides, compostos fendlicos, tocoferdis, flavonoides e algumas
vitaminas e minerais. O contetido de compostos fenodlicos totais (CFT) e flavonoides totais
(FL) e atividade antioxidante de extratos da polpa de araticum foram investigados. Dois
métodos de extracdo foram utilizados para a obtencdo dos extratos, um método cldssico
(extracdo sdlido-liquido otimizado - Eg;) e outro moderno (extracao assistida por ultrassom
- Eqp). O extrato obtido pelo método Ejs; apresentou os maiores conteudos de CFT (4,67 +
0,03 g GAE.100 g, FL (4,00 + 0,15 g CE.100 g™') e a maior atividade antioxidante para
todos os ensaios realizados (DPPHc50 = 46,56 + 0,81 pg.mL’l; DPPH7,010x = 609,58 +
36,38 umol TE.g"'; TEACapts = 683,65 + 4,57 pmol TE.g"' ¢ ORACk-T = 1.593,72 +
37,50 pmol TE.g'l). Os flavonoides constituiram a classe predominante de compostos
fendlicos em ambos os extratos com relacdo FL-CFT na ordem de 0,684 + 0,021 e 0,856 +
0,027 g FL.g CFT! para os extratos obtidos pelos métodos E4y e Esy, respectivamente. O
método E4y se mostrou menos eficiente na extracdo de FL. Os resultados sugerem que a
elevada atividade antioxidante observada pode estar relacionada principalmente a presenca
de compostos fendlicos. Em conclusdo, os resultados obtidos neste estudo indicam que a
polpa de araticum apresentou elevado potencial antioxidante e fornecem suporte cientifico
a estudos futuros in vivo abordando os efeitos funcionais da polpa de araticum na saide

humana.

Palavras-chave: frutos do Cerrado, compostos bioativos, compostos fendlicos,

flavonoides, ensaios in vitro.
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1. INTRODUCAO

A oxidagdo € um processo metabdlico que leva a producdo de energia necessdria
para as atividades essenciais das células. No entanto, o consumo de oxigénio durante o
metabolismo celular leva a formacao de uma série de espécies reativas (ROESLER et al.,
2006). A geracao de radicais livres em organismos vivos € controlada por varios compostos
antioxidantes, que podem ser de origem endégena ou obtidos por meio da dieta. Quando a
disponibilidade de antioxidantes € limitada, pode ocorrer um desequilibrio entre estas
espécies e os mecanismos de defesa antioxidantes e, assim, permitir que tais radicais
interajam com os sistemas bioldgicos de maneira citotéxica, levando a modifica¢des
oxidativas em membranas celulares ou moléculas intracelulares (enzimas e DNA) e
acumulo de perdxidos lipidicos (CARTEA et al., 2011; LUZIA; JORGE, 2014). Este
estresse oxidativo a nivel celular ou subcelular € considerado o principal fator associado ao
processo de desenvolvimento de doencas cronico-degenerativas como doencas
cardiovasculares, doencas inflamatdrias, catarata, cancer, diabetes tipo II e doencas
neurodegenerativas (Parkinson e Alzheimer), assim como ao processo de envelhecimento

natural (SRINIVASAN, 2014).

Frutas sdo notdveis fontes de antioxidantes que podem fornecer protecdo contra
desordens promovidas pelo estresse oxidativo (MALTA et al., 2013). Antioxidantes
naturais presentes em alimentos tém atraido interesse de varios setores da sociedade devido
a sua seguranga e potenciais efeitos nutricionais e terapéuticos (RUFINO et al., 2009). Nos
ultimos anos, vdrias evidéncias t€m sugerido a associacdo entre a ingestdo de frutas e
vegetais a uma reduzida incidéncia de cancer e doengas cronicas e degenerativas (MALTA

etal.,2012).

Antioxidantes sdo definidos como uma familia heterogénea de moléculas, que
podem prevenir ou reduzir a extensao do dano oxidativo de lipideos, proteinas e acidos
nucléicos por meio do sequestro de espécies reativas (inibindo a iniciacdo e bloqueando a
propagacdo de reagdes em cadeia ou suprimindo a formagao de radicais livres por meio da

ligacdo aos fons metélicos, reduzindo perdxido de hidrogénio e quelando superéxido e
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oxigénio singlete). Os antioxidantes mais abundantes em frutas sdo os compostos fenélicos
(a maioria flavonoides), os carotenoides e as vitaminas C, A, B e E (LIM; LIM; TEE,

2007).

A caracterizacdo de frutas tem atraido o interesse da comunidade cientifica, uma
vez que a determinacdo de suas caracteristicas fisico-quimica e a identificacdo de seus
componentes bioativos sdo importantes para o entendimento de seu valor nutricional e para

o aumento da qualidade e valor do produto final (SOUZA et al., 2012).

O Brasil apresenta maior biodiversidade que qualquer outro pais no mundo, que
inclui um grande nimero de espécies frutiferas. Entretanto, muitas espécies frutiferas
brasileiras sdo desconhecidas e, portanto, poucas se encontram comercialmente disponiveis.
O Cerrado, segundo maior bioma do Brasil ocupando cerca de 25 % do territorio nacional,
possui muitos frutos nativos e exdticos ainda subexplorados que sdo de potencial interesse
na agroindustria e possiveis fontes futuras de renda para a populagdo local (ROESLER et
al., 2007; SILVA; VILAS BOAS; XISTO, 2013; SOUZA et al., 2012). Estima-se que nas
dltimas trés décadas, cerca de 40 a 80 % da area nativa do cerrado tenha sido convertida em
dreas para pastagens ou agricultura (principalmente plantio de café e cana-de-acucar)
(ARRUDA et al., 2014). Assim, a determinacdo do valor dos bens presentes neste bioma,
bem como de formas de aplicacdo economicamente vidveis e ambientalmente corretas de
seus recursos naturais tornam-se bastante importantes e igualmente urgentes, uma vez que
estd fortemente ameacado de extingdo e pode conter importantes fontes de compostos

farmacoldgicos até entdo desconhecidos (MALTA et al., 2012).

Os frutos nativos do Cerrado brasileiro vém despertando crescente interesse
devido as suas propriedades nutricionais e funcionais combinadas com as possibilidades de
agregar valor e conservar a biodiversidade deste bioma (MALTA et al., 2013). Dentre as
espécies frutiferas do Cerrado, o araticum (Annona crassiflora Mart.) destaca-se pela
marcante presenga nesta regido e por suas excelentes caracteristicas sensoriais, muito
apreciadas pela populacdo local (SILVA; VILAS BOAS; XISTO, 2013), estando entre as
20 espécies mais utilizadas na alimentagdo regional (CAVALCANTE et al., 2008).
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O araticum pertence a familia Annonaceae e recebe diversas outras denominagdes
populares como araticum-do-Cerrado, ariticum, articum, marolo, bruto, cabeca-de-negro e
pasmada (VILLELA; BATISTA; DESSIMONI-PINTO, 2013). Os frutos tipicamente sio
consumidos in natura ou utilizados no preparo de doces, geleias, sucos, licores, tortas, paes,
bolos, iogurtes e sorvetes (SOARES JUNIOR et al., 2007; OLIVEIRA ef al., 2008). Além
disso, essa espécie é amplamente utilizada pela medicina popular no tratamento de feridas,
doencgas venéreas, acidentes ofidicos, doencas degenerativas, sendo usado também como
antimicrobiano, antidiarreico; antitumoral, antirreumdtico € no combate aos piolhos. Sua
polpa é muito popular e tem potencial para a inddstria de alimentos, sendo rica em
carotenoides, compostos fendlicos, tocoferdis, flavonoides e algumas vitaminas € minerais
(DRAGANO et al., 2010). Apesar do grande potencial apresentado por este fruto existem
poucos relatos na literatura a cerca do conteido de compostos bioativos e da atividade
antioxidante deste fruto. Desta forma, seu potencial antioxidante deve ser melhor explorado
visando a possivel aplicacio como antioxidante natural em cosméticos, suplementos e

ingredientes funcionais para alimentos.

Neste contexto, o presente estudo teve por objetivo quantificar o contetido de
compostos fendlicos totais e flavonoides totais, assim como determinar a atividade
antioxidante in vitro dos extratos obtidos a partir da popa de araticum (Annona crassiflora
Mart.). Para tanto, foram utilizados dois métodos de extracdo: (i) extracdo solido-liquido
(Esz, método cldssico) e (i1) extragdo assistida por ultrassom (E4y, método moderno); e a
avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos foi realizada pelos ensaios de DPPH,

TEAC ABTS € ORACFL

2. MATERIAL E METODOS

2.1.  Solucgoes e reagentes quimicos

Os padrdes analiticos de dcido gdlico, catequina, epicatequina, galocatequina,

epigalocatequina, miricetina, quercetina e kaempferol e os reagentes 2,2-diphenyl-1-
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picrylhydrazyl (DPPH), 2,2"-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)-
diammonium salt (ABTS), (%)-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid
(Trolox), 2,2'-azobis-(2-methylpropionamidine)-dihydrochloride (APPH) e fluoresceina
sédica foram fornecidos pela Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Todas as solucdes foram
preparadas com 4gua ultrapura (18 MQ.cm™), obtida pelo um sistema de purificacdo Milli-
Q (Millipore, Bedford, modelo CT Q3UV, MA, EUA). Todos os outros reagentes e
solventes utilizados neste estudo foram de alto grau analitico. Todos os reagentes foram

armazenados nas condicdes ideais conforme especificagdes dos fabricantes.

2.2. Matéria-prima, coleta e preparo das amostras

Os frutos de araticum (Annona crassiflora Mart.) em completo estado de
maturidade fisioldgica foram coletados na area rural do municipio de Carmo do Paranaiba,
Minas Gerais/Brasil, durante a estacao de colheita (de janeiro a marco de 2014), apds
cairem naturalmente das drvores. As amostras foram transportadas do local de coleta ao
Laboratério de Bioaromas e Compostos Bioativos da Faculdade de Engenharia de
Alimentos - Universidade Estadual de Campinas (FEA-UNICAMP), Sao Paulo/Brasil, em
caixas de poliestireno, até 36 horas apds a coleta. Os frutos livres de defeitos fisiol6gicos e
patologicos e completamente maduros foram lavados com dgua corrente para a remogao de
sujidades superficiais. Em seguida, a polpa do fruto foi manualmente separada das
sementes e casca, congelada com auxilio de nitrogénio liquido e liofilizada (LIOTOP,
modelo L101, Sdo Carlos, Brasil). A temperatura e a pressdo da camara de liofilizacao
foram de -40 °C e 250 Pa, respectivamente. O teor de umidade encontrado para a polpa foi
de 71,73 £ 1,97 %. A polpa liofilizada (PAL) foi moida em moinho de facas (Marconi,
modelo MA340, Piracicaba, Brasil) at¢ a obtencdo de um p6 fino. O p6 obtido foi
acondicionado e identificado em embalagens de polietileno e armazenado em ultrafreezer a
-80 °C (Sanyo Electric Co., modelo MDF-C8V1, Japdo) até o momento das extracdes
(CARDOSO et al., 2013).
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2.3. Procedimento de extracao

Para a obtencdo dos extratos foram utilizadas duas técnicas: (i) extracdo solido-
liquido (Es;) e (ii) extragdo assistida por ultrassom (Esy). A Eg. foi desenvolvida e
otimizada em nosso laboratdrio para a parte da fruta estudada (polpa) (ver Capitulo 2), e as
melhores condi¢des de extracdo foram obtidas. As condi¢des da E,y foram definidas de
acordo com os protocolos de andlise de compostos fendlicos totais, flavonoides e atividade
antioxidante (LEITE-LEGATTI et al., 2012; NERI-NUMA et al., 2014; PAVAN;
SANCHO; PASTORE, 2014). Todos os procedimentos de extracdo foram realizados em
triplicata e os sobrenadantes (extratos) obtidos foram transferidos para microtubos e
armazenados a -80 °C (Sanyo Electric Co., modelo MDF-C8V1, Japdo) até o momento das

analises.

2.3.1. Extragdo sélido-liquido (Esy)

A PAL (3,0 g) foi misturada com 30 mL de uma solu¢do hidroetandlica 46 % (v/v,
etanol:dgua ultrapura) e as misturas foram mantidas em um banho de agitacdo (New
Brunswick Scientific Classic Series, modelo C76, EUA) por 90 minutos a 200 rpm e 75 °C.
Apbs o procedimento de extracdo as misturas foram centrifugadas (Hettich Zentrifugen,
modelo Rotanta 460R, Tuttlingen, Alemanha) a 10.000 rpm por 11 minutos a 5 °C. As
extracOes foram conduzidas em Erlenmeyer adaptado para evitar o efeito vortice, obtendo

uma melhor mistura do sistema.

2.3.2. Extragdo assistida por ultrassom (Ey)

Para a E4y, 10 mg de PAL foram transferidas para um microtubo e misturados
com 1,0 mL do solvente correspondente a cada andlise (Tabela 1). Em seguida as misturas
foram sonificadas (UNIQUE, modelo UCS-2850, 25 kHz, 120 W, Brasil) durante 30
minutos a 10 °C. Apds a extracdo, as fracdes obtidas foram centrifugadas (Hettich
Zentrifugen, modelo Rotanta 460R, Tuttlingen, Alemanha) a 10.000 rpm por 11 minutos a 5
°C.
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Tabela 1 - Relacdo de solventes utilizados na E,y para cada método analitico.

Analise Solvente Extrator

CFT Metanol (p.a.)

FL Agua ultrapura (Milli-Q)

DPPH Metanol (p.a.)

TEACgts Agua ultrapura (Milli-Q)

ORACy.-H Tampao fosfato de potassio 75 mM, pH 7,4
ORACy-L RMDC 7 % (m/v; acetona dgua 1:1)

CFT: Compostos fendlicos totais; FL: Conteddo de flavonoides totais; DPPH: Atividade sequestradora do
radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPHe); TEACg1s: Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox;
ORACYy: Capacidade de absorcdo do radical oxigénio; H: Hidrofilico; L: Lipofilico, RMCD: f-
Ciclodextrina metilada randomizada.

2.4. Procedimentos analiticos

2.4.1. Determinacdo dos compostos fendlicos totais (CFT) (Folin-Ciocalteau Micro-

Assay)

O conteido de fendlicos totais foi determinado espectrofotometricamente pelo
método de Folin-Ciocalteau como descrito por Cicco et al. (2009), com algumas
modificagdes. Este método envolve a reducdo do reagente Folin-Ciocalteau pelos
compostos fendlicos, com concomitante formagdo de um complexo azul em meio basico,
cuja absorbancia a 760 nm aumenta linearmente com a concentragdo de fendlicos no meio
reacional. Os extratos da fruta e os padrdes da curva de calibragdo foram diluidos em
metanol 50 % (v/v). Em seguida, 100 pL das amostras diluidas, solu¢des de calibragdo ou
branco (metanol 50 %) foram pipetadas em tubos teste de 10 mL juntamente com 100 pL
de reagente Folin-Ciocalteau 50 % (v/v). A mistura foi homogeneizada e deixada em
repouso para atingir o equilibrio. Apds 2 minutos, 800 uL de Na,CO3; 5 % (m/v) foram
adicionados. A mistura foi mantida em banho-maria (New Brunswick Scientific Classic
Series, modelo C76, NJ, EUA) a 40 °C por 20 minutos. Subsequentemente, os tubos foram
rapidamente resfriados em banho de gelo e a absorbancia mensurada em cubetas de 1 cm

utilizando um espectrofotdmetro UV/Visivel (Beckman, modelo DU600, CA, EUA)
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operando a 760 nm. As solu¢des de metanol 50 % (v/v) e Folin-Ciocalteau 50 % (v/v)
foram obtidas por meio da dilui¢do em dgua. A curva de calibracdo (y = 0,0115x + 0,0229;
R? = 0,9908) foi preparada com padrio de cido gélico (10 - 80 ng.mL™), e o conteddo de
fendlicos totais foi expresso como g de equivalentes de dcido gélico (GAE) por 100 g de

fruto liofilizado (g GAE.100 g"' PAL).

2.4.2. Determinacdo dos flavonoides totais (FL)

O conteddo de flavonoides totais foi determinado por um método colorimétrico
desenvolvido por Zhishen, Mengcheng & Jianming (1999) com algumas modificacdes. As
reacOes foram conduzidas em microplacas de leitura transparentes, contendo 96 pocos. Os
extratos brutos do araticum foram diluidos em dgua ultrapura (Milli-Q) e aliquotas de 28 puL
destas dilui¢cdes foram homogeneizadas com 110 pL de dgua ultrapura (Milli-Q) e 8 puL de
nitrito de sédio (NaNO;) 5 % (m/v) por 2 minutos a 500 rpm em agitador de microplaca
(Eppendorf MixMate, modelo PCB-11, Hamburg, Alemanha). Em seguida foram
adicionados a mistura 8 pL de cloreto de aluminio [AICI3(6.H,O)] 10 % (m/v) com
posterior homogeneiza¢do por 3 minutos a 500 rpm em agitador de microplaca. Apds esta
etapa foram adicionados 56 pL de hidroxido de s6dio (NaOH) 1 M e 67 uL de éagua
ultrapura (Milli-Q) para diluir a mistura reacional. A solucao obtida foi homogeneizada por
30 segundos a 500 rpm em agitador de microplaca. A absorbancia das misturas foi
comparada a um branco (usando 4gua em substituicdo ao extrato) e mensuradas
imediatamente a 510 nm em um leitor de microplaca (NOVOstar, modelo BMG Labtech,
Offenburg, Alemanha), acompanhado de um Software de andlise de dados MARS Data
Analysis versdo 1.3 (BMG Labtech, Offenburg, Alemanha). A curva de calibragdo (y =
0,000690x - 0,001295; R? = 0,9936) foi preparada com padrio de catequina (10 - 175 uM),
e o conteddo de flavonoides totais foi expresso como g de equivalentes de catequina (CE)

por 100 g de fruto liofilizado (g CE.100 g’1 PAL).

2.4.3. Atividade sequestradora do radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH*)

O ensaio DPPH foi realizado de acordo com Roesler et al. (2007a), com algumas

adaptagdes, no qual os extratos foram previamente diluidos em metanol (p.a.) e 50 puL de

99



Capitulo 3

cada dilui¢do foram misturados a 250 puL de solu¢do DPPH (0,004 % m/v) em uma
microplaca transparente de 96 pocos. A placa com a mistura foi incubada por 30 minutos a
temperatura ambiente e no escuro. O controle da reagdo (reagente DPPH) foi preparado de
acordo com o procedimento descrito anteriormente, sem a adi¢do de extrato e metanol (p.a.)
foi usado para corrigir a linha de base. A solucio de DPPH foi preparada diariamente,
armazenada em frascos escuros e mantidas no escuro a 4 °C até o uso. A absorbancia do
DPPH remanescente foi determinada a 517 nm contra um branco (metanol p.a.) usando um
leitor de microplacas (NOVOstar, modelo BMG Labtech, Offenburg, Alemanha) e a

capacidade de sequestrar radicais livres foi calculada do seguinte modo (Equagdo 1):

% de Inibicdo = ((Apppu - Agxtrato)/Apppn) X 100 Equacéo 1
onde, Apppy € a absorbancia da solu¢ao de DPPH e Agxuato € @ absorbancia da amostra.

Os resultados foram expressos em pmol TE.g'1 PAL e ICsp. A curva de calibragdo
(y = 0,2867x + 3,9282; R* = 0,9933) foi preparada com padrdo de Trolox (10 - 250 uM) e
os resultados foram expressos em pmol de equivalentes de Trolox (TE) por g de amostra
(umol TE.g'1 PAL). O valor de ICs, foi determinado por regressao linear e corresponde a
concentrago final do extrato da amostra liofilizada em pg.mL™ requerida para decrescer ou

inibir 50 % da concentrac¢do inicial do radical DPPHe.

2.4.4. Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEACprs)

O ensaio TEACagys foi realizado conforme método descrito por Leite et al.
(2011). A solucdo de ABTS+" foi preparada usando 5 mL de uma solucdo de 2,2’-Azino-
bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-suphonic acid)-diammonium salt (ABTS) 7,0 mM e 88 uL de
uma solugdo de persulfato de potdssio (K»S,0g) 145 mM. O sistema foi mantido em
repouso por 12 a 16 horas a temperatura ambiente e na auséncia de luz. Uma vez formado o
ABTS**, 0 mesmo foi diluido em 4gua ultrapura (Milli-Q) até a obtencio de uma
absorbancia de 0,70 + 0,02 a 734 nm utilizando um leitor de microplacas (NOVOstar,
modelo BMG Labtech, Offenburg, Alemanha). Em uma microplaca transparente de 96
pocos foram adicionados 50 uL de extrato (diluidos em ultrapura) e 250 uL. de ABTS+". O
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controle da reagdo (reagente ABTS<") foi preparado de acordo com o procedimento descrito
anteriormente, sem a adi¢do de extrato e ultrapura (Milli-Q) foi usado para corrigir a linha
de base. Ap6s 6 minutos de incubagdo a temperatura ambiente € no escuro, a absorbancia
foi medida a 734 nm contra um branco (4dgua ultrapura). Uma curva de calibracdo (y =
0,5706x - 1,0016; R? = 0,9981) foi preparada com padrdao de Trolox (10 - 175 uM), e os
resultados foram expressos como pmol de equivalentes de Trolox (TE) por g de fruto

liofilizado (umol TE.g" PAL).

2.4.5. Capacidade de absor¢do do radical oxigénio (ORACyy)

O ensaio ORACk,, foi realizado conforme método descrito por Leite-Legatti et al.
(2012). As reacgoes foram realizadas em microplacas de poliestireno, especificas para
reacoes de fluorescéncia, contendo 96 pocos. Todos os reagentes e diluicdes das fracdes
hidrofilicas (ORACg -H) e lipofilicas (ORACg-L) dos extratos liofilizados foram
preparados diariamente. O somatodrio das fragdes corresponde a capacidade de absor¢do de

radical oxigénio total (ORACE.-T) da amostra.

Para o ensaio ORACE.-H foram adicionados a cada pogo da microplaca 20 uL. de
tampao de fosfato de potdssio 75 mM, pH 7,4 (branco), do padrdao Trolox ou dos extratos da
fruta previamente diluidos, 120 pL de fluoresceina (0,378 pg.mL'l, pH 7,4) e 60 uL de
AAPH [2,2-Azobis-(2-methylamidinopropane)-dihydrochloride] (108 mg.mL_l) com
posterior homogeneizacdo. Amostra, padroes e reagentes (AAPH e fluoresceina) foram
preparados ou diluidos em tampdo de fosfato de potdssio 75 mM, pH 7,4 (tampao de

trabalho).

Para o ensaio ORACy -L foram adicionados a cada poco da microplaca 20 pL de
solucdo de RMDC 7 % (m/v, acetona:agua 1:1) (branco), do padrao Trolox ou dos extratos
da fruta previamente diluidos, 120 pL de fluoresceina (0,378 pg.mL"', pH 7,4) e 120 pL de
AAPH [2,2-Azobis-(2-methylamidinopropane)-dihydrochloride] (108 mg.mL_l) com
posterior homogeneizacdo. O preparo dos padroes de Trolox e a diluicdo das amostras
foram realizados com o uso de RMCD 7 % (m/v, acetona:dgua 1:1). As solugdes de

fluoresceina e de AAPH foram preparadas em tampao fosfato de potassio 75 mM, pH 7.4.
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A solucdo de AAPH foi preparada imediatamente antes de ser utilizada. Curvas de
calibracdo (ORACg -H: y = 0,0454x + 3,7321; R? = 0,9947; ORACg -L: y = 0,0244x +
4,9692; R? = 0,9904) foram preparadas com padrao de Trolox (ORACg.-H: 50 - 800 uM;
ORACE.-L: 65 - 1.040 uM), e os resultados foram expressos como pumol de equivalentes de

Trolox (TE) por g de fruto liofilizado (umol TE.g"' PAL).

A cada placa lida foi preparada uma curva padrao de Trolox especifica para a
avaliacdo da fracdo hidrofilica e/ou lipofilica, seguida de dilui¢cOes apropriadas. A
intensidade da fluorescéncia foi monitorada a 37 °C logo apds a adicio do AAPH a cada
ciclo de 60 segundos, por 80 ciclos através de leitor de microplacas (NOVOstar, modelo
BMG Labtech, Offenburg, Alemanha), com os seguintes filtros: excitacio 485 nm e
emissao a 520 nm, acompanhado com o Software de andlise de dados MARS Data Analysis
versao 1.3 (BMG Labtech, Offenburg, Alemanha). Os resultados faram obtidos com base na
drea sob a curva de decaimento da fluoresceina ao longo do tempo (AUC) e da drea util

(NAUC), calculadas como descrito nas Equacdes 2 e 3.
AUC=1+328f/f, Equaciio 2

onde, fj representa a fluorescéncia obtida no tempo O e f; a fluorescéncia obtida nos tempos

intermediarios entre 1 e 80 minutos.
NAUC = AUCgytrato — AUCgranco Equacao 3
onde, AUCEgxao € a drea sob a curva para a amostra € AUCganeo para o branco.

A NAUC foi plotada contra a concentracdo das amostras e os resultados foram

comparados com a curva padrao (NAUC versus Concentragao de Trolox).

2.5. Analise dos dados

Os resultados foram analisados estatisticamente por meio de andlise de variancia
(ANOVA). Quando constatada diferenga estatistica pelo teste F, os tratamentos foram

comparados pelo teste de Tukey HSD. Todas as andlises estatisticas foram realizadas ao
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nivel de 5 % de significancia (p < 0,05) com o auxilio do Software STATISTICA versdo 8.0
(Statsoft, Oklahoma, USA). Os resultados foram apresentados como média + desvio padrao

da triplicada de cada procedimento analitico.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste estudo, foram determinados o conteido de compostos fendlicos totais
(CFT), flavonoides totais (FL) e a atividade antioxidante da polpa de araticum, usando trés
diferentes métodos. O fruto selecionado para o presente estudo, conhecido popularmente
como araticum ou marolo (Annona crassiflora) é endémico do Cerrado. Assim como
muitas frutiferas deste bioma, ainda é pouco explorado comercialmente, restringindo-se a
feiras e beiras de estradas, apesar da realidade de consumo crescente, sendo assim, pouco
conhecido ou apreciado fora de sua drea de distribui¢io natural (ABADIO FINCO; SILVA;
OLIVEIRA, 2012; REZENDE; CANDIDO; MALAFAIA, 2012). Além disso, existem
poucos dados disponiveis sobre o conteido de compostos bioativos e atividade antioxidante
desse fruto (SIQUEIRA et al., 2013), sendo assim os resultados obtidos no presente estudo

foram comparados com outras frutas da mesma familia e/ou frutos exoticos.

3.1. Contetado de compostos fenélicos (CFT) e flavonoides totais (FL)

Os compostos fenodlicos sdo metabolitos secunddrios de plantas que apresentam
uma diversidade de estruturas e propriedades fisioldgicas, tais como efeitos antialergénico,
antiarterogéncico, anti-inflamatério, antimicrobiano, antioxidante, antitrombdtico,
cardioprotetivo e vasodilatador. O interesse por este grupo de compostos aumentou
consideravelmente nas ultimas décadas devido a sua capacidade de sequestrar radicais
livres associados com o desencadeamento de varias doengas (LI et al., 2014). Os compostos
fendlicos atuam como antioxidantes primdrios transferindo um atomo de hidrogénio e/ou
um elétron ao oxidante, sendo que os produtos intermedidrios, formados pela acdo desses
antioxidantes, sdo relativamente estdveis devido a ressonancia do anel aromético presente

nessas substancias. Por meio da redug¢do dos niveis de espécies reativas de oxigénio e
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nitrogénio, estes compostos podem atuar modulando vias de sinalizacdo celular
dependentes do potencial redox e, assim modular a expressdo génica (ROSSO, 2013;
LUZIA; JORGE, 2014). Acidos fendlicos, flavonoides e taninos sio considerados os
principais compostos fendlicos presentes na dieta. Consequentemente, muitas pesquisas
tém concentrado esforcos na identificacdo e quantificacdo destes compostos em matrizes

alimenticias.

O método Folin-Ciocalteau permite a estimativa de todos os flavonoides,
antocianinas e compostos fenolicos ndo-flavonoides, isto €, todos os compostos fendlicos
presentes na amostra (ROESLER et al., 2006). O conteido de compostos fendlicos
extraidos a partir da polpa de araticum variou entre 2,62 ¢ 4,67 g GAE.100 g de matéria
seca (m.s.) e de 0,74 a 1,32 g GAE.100 g'1 de matéria fresca (m.f.) (Tabela 2). Segundo
Vasco, Ruales & Kamal-Eldin (2008) as frutas podem ser classificadas em trés categorias
em funcdo do contetido de fendlicos totais: baixo (< 100 mg GAE.100 g'l), médio (100 -
500 mg GAE.100 g) e alto (> 500 mg GAE.100 g') para resultados expressos em matéria
fresca. Portanto, de acordo com essa classificagdo, a polpa de araticum se encaixa na
categoria de “alto contetido de fendlicos totais”, indicando que este fruto ¢ uma excelente

fonte destes compostos.

Tabela 2 - Compostos fendlicos totais (CFT) e flavonoides totais (FL) na PAL.

Analise

Técnica de Extracao
CFT (g GAE.100 g™)* FL (g CE.100 g")* Ryp-crr (g FL.g CFT™)

Eg 4,67+0,03 (1,32+0,01)a  4,00+0,15 (1,13£0,04) a 0,856+0,027 a
E,y 2,62+0,11 (0,74+0,03) b 1,79+0,03 (0,51+0,01) b 0,684+0,021 b

CFT: Compostos fendlicos totais; FL: Contetido de flavonoides totais; Eg;: Extracdo solido-liquido; E4y:
Extragdo assistida por ultrassom; Ryr.cpr: Relagdo entre o conteido de flavonoides totais € compostos
fendlicos totais.

*Valores entre parénteses sdo referentes aos resultados obtidos na polpa de araticum in natura.

Médias acompanhadas de letras iguais, na mesma coluna, nio diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey (p > 0,05).
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O conteido de CFT encontrados na polpa de araticum neste estudo foram
superiores aos anteriormente observados por Souza et al. (2012) (739,37 mg GAE.100 g’
m.f.), Villela, Batista & Dessimoni-Pinto (2013) (423,94 mg GAE.100 g'1 m.f. e 1.245,44
mg GAE.100 g de farinha da polpa), Damiani ez al. (2011) (211,50 mg GAE.100 g m.s.
no extrato hidroetanélico e 260,50 mg GAE.100 g™ m.s. no extrato aquoso), Siqueira ef al.
(2013) (580 mg.100 g m.s. no extrato etil acetato e 1.095 mg.100 g m.s. no extrato
aquoso) e Roesler et al. (2006) (2,03 - 3,11 g GAE.100 g'1 m.s. no extrato hidroetandlico e
1,69 - 1,70 g GAE.100 g'1 m.s. no extrato aquoso). A variacdo nos conteudos de CFT
obtidos nos estudos pode ser devido a diferencas na variedade, maturidade, clima,
condi¢des geograficas de producdo, manuseio durante e apds a colheita, condi¢des de
preparo e armazenamento da amostra e método de extragdo (VASCO; RUALES; KAMAL-
ELDIN, 2008; LUZIA; JORGE, 2014).

O conteddo de FL variou entre 1,79 e 4,00 g CE.100 g'l m.s. e de 0,51 a 1,13 g
GAE.100 g m.f (Tabela 2). Villela, Batista & Dessimoni-Pinto (2013) encontraram
valores de 63,14 mg CE.100 g’1 m.f. € 201,32 mg CE.100 g'1 de farinha da polpa, enquanto
Siqueira et al. (2013) obtiveram um conteudo de 549,19 mg CE.100 g'1 m.f., conteudos
estes muito inferiores aos encontrados no presente estudo. Julidn-Loaeza et al. (2011)
reportaram valores variando entre 107,41 e 152,04 mg CE.100 g”' m.f. em variedades de
Annona diversifolia (ilama), enquanto Paz et al. (2015) encontraram conteido de 252 mg

CE.100 g'1 m.s. de Annona muricata (graviola).

Os flavonoides sdo a classe predominante de compostos fendlicos presente na
polpa de araticum, o que pode ser confirmado através dos altos valores de relacio FL-CFT,
sendo observados valores de 0,684 e 0,856 g FL.g CFT'I, para os extratos obtidos pelos
métodos Eay e Eg;, respectivamente. Desta forma, o conteido de FL representa mais de 50
% dos compostos fendlicos totais presentes na polpa de araticum. Rela¢des similares foram
reportadas por Julidn-Loaeza et al. (2011) em variedades de Annona diversifolia (ilama)
(0,831 - 0,894 ¢ FL.g CFT'I). Segundo Li et al. (2014), os flavonoides constituem o maior
grupo de compostos fendlicos de plantas, sendo responsaveis por mais da metade dos 8.000

compostos fendlicos de ocorréncia natural.
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3.2. Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante de alimentos é determinada por uma mistura de
diferentes antioxidantes que apresentam distintos mecanismos de agdo. Desta forma, a
capacidade antioxidante de produtos alimentares deve ser avaliada por mais de um método
para que possam ser abordados os diferentes mecanismos de acdo e, assim, obter
informacdes Uteis sobre a capacidade antioxidante de todos os compostos presentes na
matriz em questio (MOO-HUCHIN er al., 2014). A capacidade antioxidante de um
composto e/ou misturas complexas € frequentemente avaliada por meio de métodos
baseados no sequestro de radicais livres estaveis (por exemplo, DPPHe ¢ ABTS+") pelos
antioxidantes e/ou na habilidade do antioxidante proteger uma molécula alvo exposta a uma

fonte de radicais livres (por exemplo, ORACg) (LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013).

O ensaio DPPH €é amplamente usado para avaliar a atividade antioxidante de
extratos aquosos/orginicos de matrizes alimentares com compostos hidrofilicos e
lipofilicos (MOO-HUCHIN et al., 2014). Este ensaio é baseado na habilidade de os
antioxidantes da amostra reduzir o radical DPPHe pela transferéncia de um elétron, que é
medida por meio do decréscimo da absorbancia a 517 nm (ALBUQUERQUE et al., 2014).
Os resultados podem ser expressos em pmol TE.g"' e ICsy. A atividade antioxidante dada
pelos valores de DPPHjcsg € calculada através da reducdo de 50 % da concentragdo inicial

do radical DPPHe. Baixos valores de ICso indicam elevada atividade antioxidante.

Os valores de DPPHjcso obtidos por meio de regressdo linear para os extratos da
polpa de araticum apresentaram altos coeficientes de determinacdo (R?) com valores de
0,9961 para o E4y e 0,9848 para o Es;. A quantidade de extrato necessdria para decrescer a
concentracao inicial do radical DPPHe (DPPHjcs) variou de 46,56 - 93,76 ug.mL’1 (Tabela
3). Com base nos valores de DPPHjcs, Gregoris et al. (2013) dividiram as frutas em trés
categorias: boas propriedades antioxidantes (DPPHicsp < 100 pg.mL‘l), médias
propriedades antioxidantes (100 p g.mL’1 < DPPHjcsp <316 ug.mL'l) e fracas propriedades

antioxidantes (DPPHc50 > 316 pg.mL'l). Portanto, de acordo com essa classificagcdo, a

polpa de araticum apresenta boas propriedades antioxidantes.
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Amostra DPPHIC_f“ DPPHo10: TEAC,p1s ORACy.-H ORACy.-L ORACy. -T
(ng.mL") (umol TE.g™) (umol TE.g™) (umol TE.g™") (umol TE.g") (umol TE.g™")
Eq 46,56+0,81 A 609,58+36,38 A 683,65+4,57 A 546,26+2,11 A 1.047,45+£39,61 A 1.593,72+37,50 A
E,y 93,76+2,74 B 306,04+9,93 B 231,79+8,65 B 337,25+5,78 B 565,02+13,25 B 902,27+11,26 B
i DPPH,cqy DPPH TEACp1s ORACy -H ORACy, -L ORACy.-T
Padrao (pg.mL'l) (mol T:.E:?wl (mol T:.E:?wl (mol 'ILE:{nol (mol 'ILE:{nol (mol T~E:inol
padrao™)* padrao™)* padrao™)* padrao™)* padrao™)*
GC 3,94+0,04 ¢ 2,71+0,24 ab 6,25+0,08 ab 2,85+0,08 e n.a n.a.
EGC 3,5340,06 ¢ 2,7240,05 ab 5,94+0,04 b 2,80+0,11 ¢ n.a n.a.
C 4,18+0,03 f 2,10+0,06 d 4,42+0,12 ¢ 12,96+0,70 be n.a n.a.
EC 3,72+0,06 d 2,2040,06 cd 4,63+0,17 ¢ 12,43+0,51 ¢ n.a n.a.
M 3,24+0,06 b 2,56+0,05 be 6,02+0,13 b 5,53+0,30d n.a n.a.
Q 3,0240,07 a 3,10+£0,28 a 6,39+0,21 a 14,02+0,11 b n.a n.a.
K 7,43+0,09 g 1,10+0,04 ¢ 1,51+0,03 d 15,60+0,37 a n.a. n.a.

DPPH;¢5): Concentragdo final do extrato em pg/mL requerida para decrescer ou inibir 50 % da concentragdo inicial do radical DPPHe. DPPHy, ¢
Atividade sequestradora do radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPHe); TEAC,prs: Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox; ORACkgy:
Capacidade de absorcdo do radical oxigénio; H: Hidrofilico; L: Lipofilico; T: Total; Eg;: Extragdo sélido-liquido; E 4yt Extracdo assistida por ultrassom;
GC: Galocatequina; EGC: Epigalocatequina; C: Catequina; EC: Epicatequina; M: Miricetina; Q: Quercetina; K: Kaempferol; n.a.: ndo disponivel.
*Resultado expresso em mol TE.mol de padrdo™, os maiores valores representam maior atividade por parte do padrio.

Nas colunas: Letras maidsculas comparam os valores entre as amostras e letras mintisculas comparam entre os padrdes. Médias acompanhadas de letras
iguais, na mesma coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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Os valores de DPPHjcso apresentados neste trabalho sdo muito menores que os
anteriormente obtidos por Roesler et al. (2006) (148,82 ug.mL'l para o extrato etandlico e
1.321,93 ptg.mL'1 para o extrato aquoso) € Damiani et al. (2011) (894 ug.mL’1 para o
extrato etéreo; 1.996 pg.mL" para o extrato etanélico e 552 pg.mL™"' para o extrato aquoso),
indicando que os extratos obtidos no presente estudo apresentam maior atividade
antioxidante que os anteriormente reportados na literatura. De acordo com Damiani et al.
(2011), esta diferenga pode estar relacionada as diferencas nos parametros dos processos de
extracao utilizados em cada estudo, tais como mecanismo de extracdo, relacdo solvente-

sOlido, tipo de solvente, tempo de extracdo e nimero de re-extragdes.

O método DPPHjcsp também foi utilizado para avaliar a atividade antioxidante de
sete compostos fendlicos possivelmente presentes na polpa de araticum (Tabela 3). A
capacidade dos compostos fendlicos em sequestrar radicais DPPHe apresentou a seguinte
ordem: Quercetina > Miricetina > Epigalocatequina > Epicatequina > Galocatequina >
Catequina > Kaempferol. Os valores de DPPHjcs( para os padrdes variaram de 3,02 - 7,43
ng.mL, sendo a quercetina o composto com maior atividade antioxidante e o kaempferol o
menos ativo. Estes valores foram muito menores que os encontrados para os extratos da
polpa de araticum (46,56 - 93,76 ug.mL'l). No entanto, levando-se em considera¢do que a
concentracdo de compostos fendlicos nos extratos do fruto € relativamente baixa quando
comparada aos padrdes (testados de forma pura), além da grande variedade de compostos
antioxidantes presentes na polpa de araticum com distintos mecanismos de acdo, os extratos

obtidos podem ser considerados eficientes sequestradores de radicais livres.

A polpa de araticum também apresentou elevados valores de atividade
antioxidante pelo ensaio DPPH7,,,,, com valores na ordem de 306,04-609,58 pmol TE.g'1
m.s.. Estes resultados foram condizentes com os resultados expressos em ICsp, uma vez que
os extratos com menores valores de DPPHicso (maior atividade antioxidante) também
apresentaram os maiores valores de DPPHr7,,,. Siqueira et al. (2013), em estudo prévio
com a polpa de araticum, reportaram valores de 54,3 e 67,3 pmol TE.g‘1 m.f. para os

extratos etil acetato e aquoso, respectivamente.
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O TEACxgTs € outro ensaio antioxidante bastante utilizado na determinacdo da
atividade antioxidante de extratos de matrizes alimentares, sendo indicado para a avaliacao
de compostos hidrofilicos (MOO-HUCHIN et al., 2014). Este ensaio € baseado na
habilidade de os antioxidantes da amostra reduzir o radical ABTSe" por meio da
transferéncia de um elétron e/ou dtomo de hidrogénio, que € medida pelo decréscimo da

absorbancia a 734 nm (GULCIN, 2012).

A polpa de araticum apresentou elevada atividade antioxidante pelo ensaio
TEACagTs (valores entre 231,79 e 683,65 pumol TE.g'1 m.s.) (Tabela 3). Em um estudo
anterior sobre a atividade antioxidante da polpa de araticum, Souza et al. (2012) reportaram
valores de 131,58 umol TE.g"' m.f.. Além disso, os valores de TEAC agrs encontrados no
presente trabalho sdo similares, inferiores ou superiores, dependendo do fruto em estudo, a
outros frutos tropicais ndo-tradicionais brasileiros ricos em antioxidantes, tais como
carnatba (16,4 umol TE.g™), bacuri (18,1 umol TE.g™"), cajd (40,7 pumol TE.g™"), acai (64,5
umol TE.g™"), mangaba (65,6 umol TE.g™), umbu (77 pmol TE.g™), caju (79,4 umol TE.g"
h, jambolao (125 pmol TE.g’l), gurguri (136 pmol TE.g'l), pugé-coroa-de-frade (161 umol
TE.g'l), murta (166 pmol TE.g’l), uvaia (182 pumol TE.g'l), jabuticaba (317 pmol TE.g'l),
pucé-preto (346 pmol TE.g™"), murici (412 pmol TE.g™), jucara (606 pmol TE.g™"), acerola
(953 umol TE.g™") e camu-camu (1.237 pmol TE.g™") (RUFINO et al., 2010).

Um ensaio antioxidante in vitro que tem ganhado atenc¢do dos pesquisadores nos
ultimos anos se trata do ORACEg, uma vez que este ensaio apresenta os beneficios de ser
conduzido em condi¢des de temperatura (37 °C) e pH (7,4) fisiolégicos, além de atuar
sobre radicais peroxila (ROO¢), os quais sdo produzidos naturalmente pelo metabolismo
humano. O ORACk_ € baseado em um sistema competitivo no qual antioxidante e substrato
competem cineticamente pelos radicais peroxila e pode ser adaptado tanto para
antioxidantes hidrofilicos quanto lipofilicos por meio da alteracdo da fonte radical e
solvente. Este ensaio mede a capacidade antioxidante de um composto em inibir radicais
peroxila através da transferéncia de d&tomos de hidrogénio que € determinada por meio da

curva de decaimento da fluorescéncia ao longo do tempo (GULCIN, 2012).
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No presente estudo foram determinadas a ORACp. nas fracdes hidrofilica
(ORACg-H) e lipofilica (ORACg-L) da polpa de araticum. Conforme resultados
apresentados na Tabela 3, a polpa de araticum apresentou elevada atividade antioxidante
tanto para o sistema hidrofilico (337,25 - 546,26 umol TE.g'1 m.s.) quanto para o lipofilico
(565,02 - 1.047,45 pmol TE.g"' m.s.). Ao nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que

analisa as propriedades antioxidantes da polpa de araticum pelo ensaio ORACk.

O ORACE.-L apresentou maiores valores que o0 ORACg -H, sendo assim, outros
compostos antioxidantes, além dos compostos fendlicos, também podem estar contribuindo
para a elevada atividade antioxidante observada. Alguns estudos ja demostraram que polpa
de araticum € rica em carotenoides (licopeno, a- e B-caroteno), vitaminas antioxidantes (A,
C e E), acidos organicos (4cidos mélico, citrico e tartarico) e minerais (ROESLER et al.,
2007; CARDOSO et al., 2013; DAMIANI et al., 2013). Diversos estudos tém demostrado
que a atividade antioxidante de compostos fenodlicos € influenciada por interagdes com
outros compostos, sendo que estas interacdes podem ser sinérgicas ou antagoOnicas,

dependendo das condi¢Oes e compostos em estudo no sistema modelo (PAZ et al., 2015).

Os estudos realizados indicam a presenca de compostos com alto potencial
antioxidante nos extratos polpa de araticum. A relagdo entre concentracdo de CFT e a
capacidade de sequestrar radicais livres dos extratos parece ser bastante significativa, visto
que o extrato com maior conteido de CFT (Eg;) € justamente o extrato com maior atividade
antioxidante por meio de todos os ensaios realizados (DPPH, TEACagts € ORACk.). Essa
relacdo sugere que os CFT soluveis podem ser os contribuidores mais importantes para a
atividade antioxidante do fruto estudado. Vadrios estudos tém demostrando uma alta
correlacdo entre o conteido de CFT e atividade antioxidante (ROESLER et al., 2007b;
VASCO; RUALES; KAMAL-ELDIN, 2008; RUFINO et al., 2010; ALMEIDA et al.,
2011; MALTA et al., 2013; LUZIA; JORGE, 2014). No entanto, outros compostos tais
como carotenoides, tocoferdis e acido ascérbico, que ndao foram determinados neste
trabalho, mas podem estar presentes nos extratos estudados e contribuirem para o potencial
antioxidante da polpa de araticum (ALMEIDA et al., 2011). Portanto, a atividade

antioxidante do fruto analisado ndo pode ser atribuida somente ao seu conteido de CFT,
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uma vez que também pode estar relacionada a diversos outros compostos antioxidantes
presentes no fruto e a possiveis efeitos sinérgicos e antagénicos entre estes compostos ainda

desconhecidos.

Comparando os valores obtidos pelos diferentes ensaios usados para a
determinacdo da atividade antioxidante, pode-se observar que o ensaio ORACy, apresentou
os maiores valores de atividade antioxidante, seguido pelo TEACagts € DPPH7,00, que
apresentaram resultados similares. Este fato pode indicar que os compostos presentes na
polpa de araticum atuam mais eficientemente através do mecanismo de transferéncia de
atomos de hidrogénio do que pela transferéncia de elétrons (REBELLO et al., 2014). Além
disso, o fato de o ensaio ORACE. analisar as fracdes hidrofilica e lipofilica do fruto ele é
capaz de avaliar uma ampla variedade de compostos com polaridades distintas, o que pode
contribuir para a elevacdo da atividade antioxidante por meio dos efeitos sinérgicos entre
estes compostos. De acordo com Roesler ef al. (2006) e Vasco, Ruales & Kamal-Eldin
(2008), as propriedades hidrofilicas ou lipofilicas do sistema teste, a polaridade e o tipo dos
antioxidantes presentes no extrato e o solvente extrator podem explicar a diferenca entre os
resultados obtidos por diferentes ensaios. Outro fato que pode explicar os elevados valores
no ensaio ORACyg € sua capacidade de conseguir mensurar a atividade antioxidante de
compostos que apresentam fase lag, sendo assim possivel determinar a atividade de

compostos de acdo lenta, principalmente em matrizes complexas (GULCIN, 2012).

Com o proposito de avaliar o potencial antioxidante € o comportamento de cada
composto individualmente frente aos diversos métodos antioxidantes disponiveis, 0s
ensaios DPPH7;,1,x, TEACpTs € ORACE -H também foram realizados com sete padrdes de
referéncia possivelmente presentes na polpa de araticum (Tabela 3), cujas estruturas

encontram-se apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4 - Estrutura molecular dos padrdes de referéncia analisados.

Composto Fendlico FM PM (g.mol™) Estrutura Molecular

(+)-Catequina C5H404 290,27

(-)-Epicatequina C,5H,404 290,27
(-)-Galocatequina CsH 404 306,27
(-)-Epigalocatequina CsH 404 306,27
Miricetina C,5H,¢05 318,24
Quercetina CisH,004 302,24
Kaempferol C5H,00¢ 286,24

FM: Féormula Molecular; PM: Peso Molecular.

112



Capitulo 3

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos pelo ensaio DPPHy,yx
apresentou a seguinte ordem: Quercetina > Epigalocatequina = Galocatequina > Miricetina
> Epicatequina > Catequina > Kaempferol. Para o ensaio TEACxpt1s a ordem observada foi
a seguinte: Quercetina > Galocatequina > Epigalocatequina = Miricetina > Epicatequina =
Catequina > Kaempferol; enquanto que, para o ensaio ORACg.-H foi: Kaempferol >
Quercetina > Catequina > Epicatequina > Miricetina > Galocatequina = Epigalocatequina.
Os flavonoides estdo entre os antioxidantes vegetais mais potentes por apresentarem uma
ou mais dos seguintes elementos estruturais que contribuem para a atividade antioxidante:
(1) um grupo o-difendlico no anel B; (ii) uma ligacdo dupla (2-3) conjugada com uma
funcdo 4-oxo; e (iii) grupos hidroxila nas posi¢cdes 3 e 5 (LANDETE, 2012). A eficiéncia
de compostos fendlicos como antioxidantes depende grandemente de sua estrutura quimica
(Tabela 4), sendo que a atividade antioxidante destes compostos aumenta com o grau de
hidroxilacdo e de substituicio de atomos de hidrogénio por grupos etil ou n-butil,
dependendo ainda da orientacdo dos grupos hidroxila (impedimento estérico) (HUR et al.,

2014).

Pode-se notar que os antioxidantes apresentaram comportamentos similares nos
ensaios DPPH7,,,» € TEACagts, embora tenham mostrado maiores valores de atividade
antioxidante pelo ensaio TEACapts (aproximadamente 2 vezes maior, com exce¢do do
kaempferol). Por outro lado, ndo houve relacdo entre os valores e o comportamento das
atividades antioxidantes dos padrdes entre o ensaio ORACg -H e os demais (DPPHz,x €

TEACagTS)-

Os menores valores de atividade antioxidante apresentados pelo ensaio DPPH 7.
em comparacdo ao TEACaprs podem ser explicados por duas razdes. Primeiramente, o
mecanismo de acdo do ensaio DPPH que € influenciado pela conformacio estrutural do
antioxidante, assim, pequenas moléculas que possuem um melhor acesso ao sitio ativo do
radical apresentam uma maior atividade antioxidante por meio deste teste (ALMEIDA et
al., 2011). A segunda explicagdo ¢ que os radicais DPPHe podem reagir de forma reversivel
com certos compostos fendlicos, resultando em baixos valores de atividade antioxidante

(MOO-HUCHIN et al., 2014).
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O comportamento similar das atividades antioxidantes dos padrdes pelos ensaios
DPPHy,10x € TEACapTs pode ser devido ao mecanismo de acdo envolvido nestes ensaios,
uma vez que ambos sdo baseados na transferéncia de elétrons, ao passo que o ensaio
ORACg-H baseia-se na transferéncia de atomos de hidrogénio. Apak et al. (2007)
relataram que métodos baseados na transferéncia de elétrons ndo podem ser comparados a
métodos baseados na transferéncia de atomos de hidrogénio. Além disso, o ensaio
ORACk.-H apresenta algumas particularidades em relagdo aos demais métodos que podem
influenciar os resultados, sendo eles: pH e temperatura fisiologicos; atua de forma
competitiva (antioxidante compete com o substrato pelos radicais), ou seja, medem o grau
de protecdo de uma molécula alvo da agc@o dos radicais livres, enquanto os demais métodos
atuam diretamente sobre um radical de referéncia; na quantificacdo dos resultados combina
tempo de inibicao e grau de inibi¢do do radical livre, ao passo que outros métodos similares
utilizam tempo de inibi¢do a um grau de inibi¢cdo fixo ou o grau de inibi¢do a um tempo
fixo; e as medidas sdo realizadas através de curvas de decaimento da fluorescéncia, sendo
que nos demais utiliza-se a absorbancia 2 um comprimento de onda fixo (APAK et al.,

2007; GULCIN, 2012).

Segundo Vasco, Ruales & Kamal-Eldin (2008), os compostos fendlicos reagem de
diferentes maneiras nestes ensaios, uma vez que as reacdes dependem da hidrofilicidade e
do tipo de composto analisado, da polaridade dos diferentes sistemas teste e da fonte
radicalar (por exemplo, alguns compostos que sao altamente reativos com radicais peroxila,

podem reagir lentamente ou nem reagir com o radical DPPHe).

Os resultados do presente estudo ddo suporte a necessidade da utilizagdo de mais
de um método na avaliagdo das propriedades antioxidantes de produtos alimentares para
que possam ser abordados os diferentes mecanismos de a¢do e, assim, obter informacdes
uteis sobre a capacidade antioxidante de todos os compostos presentes na matriz em

questao.
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3.3. Influéncia das condicoes de extracio na quantificacado de compostos fendlicos e

atividade antioxidante

Com a finalidade de avaliar o conteido de CFT e FL e a atividade antioxidante da
polpa de araticum, foram utilizados dois métodos de extra¢do para a obten¢do dos extratos,
um método cldssico (extragdo sélido-liquido: Eg;) e outro moderno (extragdo assistida por
ultrassom: E4y) (SZYDLOWSKA-CZERNIAK; TULODZIECKA, 2014). Como pode ser
observado nas Tabelas 2 e 3, o extrato obtido por meio do método de extracdo Eg,
apresentou os maiores valores de CFT, FL e atividade antioxidante por todos os ensaios

realizados.

A recuperacdo de compostos antioxidantes durante o procedimento de extracdo é
influenciada por varios fatores como a parte da planta usada como material de partida, o
solvente utilizado na extracao, o processo de extragdo, a relacdo solvente-s6lido, o bindmio
tempo/temperatura, entre outros (KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013). As
condi¢cdes do sistema extrator utilizadas em cada método encontram-se sumarizadas na

Tabela 5.

Tabela 5 - Condicdes do sistema extrator para os métodos de extragao empregados.

Condicoes Eg. Eqv

Principio Difusao e lixiviagdo Cavitagao
Temperatura (°C) 75 10

Tempo (min) 90 30

Solvente 46 % (v/v, etanol:agua) Agua (FL e TEACgTs)

Metanol (p.a.) (CFT e DPPH)
Tampao fosfato de potassio (ORACk -H)
RMDC 7 % (m/v; acetona dgua 1:1) (ORACEg -L)

Rss 10:1 100:1

CFT: Compostos fendlicos totais; FL: Contetido de flavonoides totais; DPPH: Atividade sequestradora do
radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH*); TEAC,p1s: Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox;
ORACy: Capacidade de absorcdo do radical oxigénio; H: Hidrofilico; L: Lipofilico, RMCD: f-
Ciclodextrina metilada randomizada; Rgs: Relagdo solvente-sélido.
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A
compostos

a seguir:

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

influéncia de alguns fatores envolvidos na extracdo sobre a recuperacido de

antioxidantes a partir de matrizes alimentares encontra-se brevemente resumidas

Temperatura: a elevagdo da temperatura promove um aumento na extragao de
compostos antioxidantes que pode ser atribuido ao aumento da solubilidade
destes compostos no sistema, principalmente das fracdes poliméricas, e a rapida
transferéncia de massa (ou taxa de difusao) devido a redu¢do da viscosidade do
solvente e a aceleracio do movimento das moléculas (mobilidade molecular)
(HUR et al., 2014).

Solvente extrator: a polaridade do solvente exerce um papel fundamental no
aumento da solubilidade dos compostos antioxidantes (MARTINEZ et al.,
2012), sendo assim, o solvente extrator adequado dependera da polaridade dos
compostos antioxidantes presentes na matriz estudada.

Tempo: o tempo de extracdo de compostos antioxidantes pode ser influenciado
pelo grau de polimerizagdo e solubilidade destes compostos e por sua interagdo
com a matriz estudada. Geralmente, o aumento do tempo de contato entre o
solvente e o material leva a uma maior quantidade de compostos antioxidantes
extraidos. Porém, uma duracdo 6tima pode ser estabelecida, uma vez que longo
tempo de extracdo a altas temperaturas pode levar a degradacdo destes
compostos. De acordo com a segunda lei da difusdo de Fick, o equilibrio final
entre as concentracdes do soluto na matriz sélida e no solvente geralmente é
alcancado ap6s 1 - 2 horas de extracdo (WONG et al., 2014; GHITESCU et al.,
2015).

Relagdo solvente-sdlido (Rss): geralmente, um aumento na relacdo solvente-
s6lido promove uma elevacao na difusdo dos compostos para o solvente extrator
por aumentar o gradiente de concentracdo entre o material sélido e solvente,
levando a exaustdo do material extraido (CELHAY er al., 2014). No entanto,
relagdes solvente-s6lido muito altas podem diminuir a recuperacdo destes

compostos, uma vez que aumentam a forca motriz necessdria a transferéncia de
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N

massa. Além disso, a medida que a relagdo solvente-sélido aumenta mais
impurezas sao dissolvidas (SHI; DING; XU, 2014).

(v) Principio da técnica: a E4y € baseada no principio da cavitacdo que envolve
ciclos de expansdo e compressdo causados por pressdes negativas e positivas
sobre o solvente extrator. O ciclo de expansdao produz uma pressao negativa que
afasta uma molécula da outra levando a formacdo de bolhas no liquido que
crescem e, em seguida, entram em colapso. Nas proximidades de uma fronteira
sOlida, o colapso das bolhas ocorre de forma assimétrica e envolve jatos de alta
velocidade que exercem forte impacto sobre a superficie do s6lido. Dessa forma,
a ultrassonificacdo aumenta a penetracdo do solvente no sélido aumentando a
transferéncia de massa, além de destruir a parede celular facilitando a liberagdo
dos compostos (DELGADO-POVEDANO; LUQUE DE CASTRO, 2013;
BAIANO, 2014). Por outro lado, a Eg; € baseada nos principios de difusdo
(transferéncia de massa através dos poros do sé6lido) e lixiviacao (dissolug@o dos
solutos da superficie do soélido pra o solvente) os quais sdo ditados pela
diferenca de concentragcdo do soluto entre o s6lido e o solvente, o que faz com
que as moléculas do soluto se difundam de um para o outro (ABIDIN et al.,

2013).

Todos os fatores acima mencionados afetam a recuperacdo de compostos
antioxidantes a partir de matrizes alimentares e, por essa razao, devem ser considerados na
escolha do procedimento de extracdo a ser empregado. Verifica-se que o método de
extracdo Eg; foi mais eficiente na recuperacdo de compostos antioxidantes da polpa de
araticum quando comparado ao E,y, 0o que pode ser explicado pela combinagdo de um
maior nimero de condicdes favordveis neste método que atuaram sinergicamente sobre a
matriz estudada aumentando a extragdo dos compostos nela presentes. Desta forma, estes
resultados indicam que, para a extracdo seletiva de antioxidantes naturais, € de grande
importancia e necessdrio um estudo sobre as condi¢des de extracdo mais adequadas para

cada matriz vegetal.
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4, CONCLUSAO

Nos dltimos anos, vérios estudos t€m investigado o papel de antioxidantes naturais
presentes na dieta na prevencao de doengas. Compostos fendlicos tém mostrado elevada
atividade antioxidante e, portanto, tem sido sugerido que eles sdo responsdveis pela reducio
no risco de doengas associadas ao estresse oxidativo. O presente estudo investigou o
contetido de compostos fendlicos e flavonoides e a atividade antioxidante de dois extratos
da polpa de araticum. Os resultados demonstraram que, quanto maior o conteudo de
compostos fenodlicos totais e flavonoides totais dos extratos, maior € a atividade
antioxidante mensurada pelos diferentes ensaios (DPPH, TEACaprs € ORACk).
Compostos lipofilicos, como os carotenoides e tocoferdis, também podem contribuir para
os elevados valores de atividade antioxidante, uma vez que os maiores valores foram
observados no ensaio ORACg. da fracdo lipofilica. O método de extragdo solido-liquido
otimizado foi mais eficiente na extracdo de compostos antioxidantes quando comparado a
extracdo assistida por ultrassom, demostrando a importancia da escolha e do estudo da
técnica de extracdo na caracterizacdo e quantificacdo destes compostos em distintas
matrizes. Ao melhor do nosso conhecimento, os conteidos de compostos fendlicos (2,62 -
4,67 GAE.100 g‘1 PAL) e flavonoides totais (1,79 - 4,00 CE.100 g'1 PAL) e os valores de
atividade antioxidante por todos os ensaios realizados (DPPHjcso = 46,56 - 93,76 ug.mL‘];
DPPH700x = 306,04 - 609,58 umol TE.g"' PAL; TEAC agrs = 231,79 - 683,65 umol TE.g
PAL; ORACg.-T = 902,27 — 1.593,72 umol TE.g'1 PAL) foram significativamente
superiores aos até entdo reportados pela literatura, sendo que este € o primeiro estudo que
analisa as propriedades antioxidantes da polpa de araticum pelo ensaio ORACk.. Estes
resultados demonstram que o araticum € uma fonte de antioxidantes naturais, e assim
apresenta grande potencial para a industria alimentos no desenvolvimento de novos
produtos com apelo funcional. No entanto, futuros estudos devem ser conduzidos com a
polpa de araticum a fim de verificar seus efeitos funcionais na satide do ser humano, bem

como sua aplica¢do tecnoldgica na formulacdo de alimentos.
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Influéncia da concentracao de etanol na extracao de oligossacarideos no

fruto do Cerrado araticum (Annona crassiflora Mart.)

RESUMO

Oligossacarideos s@o carboidratos de cadeia curta pobremente absorvidos pelo intestino
delgado. Estes compostos podem proporcionar uma gama de efeitos benéficos a saide
humana o que tem atraido o interesse de pesquisadores, consumidores e industrias de
alimentos em todo o mundo. O araticum € um fruto do Cerrado brasileiro rico em agucares
e fibras dietéticas, apresentando potencial uso como fonte de ingredientes funcionais. O
presente estudo determinou os conteidos de mono- (frutose e glicose), di- (sacarose e
maltose) e oligossacarideos (fruto-, malto-, galacto- e xilo-oligossacarideos) na polpa de
araticum, bem como avaliou a influéncia da concentracdo de etanol na recuperacdo dos
mesmos. Quatro solucdes hidroetandlicas (0, 20, 50 e 80 % de etanol v/v) foram utilizadas
e o conteddo de mono-, di- e oligossacarideos foi determinado por Cromatografia de Troca
Anidnica de Alta Eficiéncia acoplada ao Detector Amperométrico Pulsado (CTAAE-DAP).
O sistema solvente contendo 50 % de etanol (v/v) apresentou a maior eficiéncia extratora.
Os resultados demonstraram que o fruto apresentou quantidades similares de frutose
(116,087 - 132,908 mg.g' PAL) e glicose (108,977 - 125,923 mg.g"' PAL). Seis
oligossacarideos foram identificados: 1-cestose (GF>), 1F-B-frutofuranosilnistose (GFj),
maltotriose (G3), xilotriose (X3), xilopentaose (Xs) e xilo-hexaose (Xs). Dentre os
oligossacarideos identificados, os maiores conteudos foram observados para o GF; (2,667 -
3,004 mg.g'] PAL), ao passo que o GF, (0,130 - 0,245 mg.g'1 PAL) apresentou os menores
conteddos. Assim, o araticum pode contribuir para a ingestao dietética de oligossacarideos
prebidticos e, portanto, pode ser explorado como um potencial ingrediente na formulagao

de alimentos funcionais.

Palavras-chave: extracdo, alimentos funcionais, prebidticos, conteido de carboidratos,

cromatografia de troca anionica de alta eficiéncia.

127



Capitulo 4

128



Capitulo 4

1. INTRODUCAO

Os consumidores estdo mais conscientes da relacdo entre dieta, satide e prevencao
de doengas e, dessa forma, esperam que os alimentos que ingerem sejam, além de
saborosos e atrativos, também seguros e sauddveis a fim de melhorar seu bem-estar fisico e
mental (QIANG; YONGLIE; QIANBING, 2009; CORRADINI; LANTANO; CAVAZZA,
2013). Neste contexto, ha um crescente interesse nos chamados “alimentos funcionais” que
sdo definidos como alimentos naturais ou processados, consumidos como parte da dieta
habitual que, além da funcdo bdasica de nutrir, contém conhecidos compostos
biologicamente ativos que, quando administrados em quantidade e qualidade definidas,
fornecem beneficios a satdde clinicamente comprovados e documentados, sendo assim, uma
importante fonte na prevengdo, gerenciamento e tratamento de doencgas cronicas nos tempos

modernos (DI BARTOLOMEOQO; STARTEK; VAN DEN ENDE, 2013).

O Cerrado é o segundo maior bioma do Brasil e cobre uma érea de
aproximadamente 2 milhdes de km?, correspondendo a 25 % do territério brasileiro. A flora
deste bioma possui diversas espécies frutiferas com grande potencial de exploracdo
alimentar, pois além de apresentarem atrativos sensoriais (como cor, sabor e aromas
peculiares e intensos) que gera grande aceitacdo popular, possuem elevados teores de
proteinas, vitaminas, minerais e fibras, podendo ser consumidos in natura ou na forma de

sucos, licores, sorvetes e geleias (ARRUDA et al., 2014).

O araticum (Annona crassiflora Mart.), também conhecido como marolo ou pana,
¢ um fruto exdtico do Cerrado brasileiro que apresenta elevado potencial nutricional e
tecnolégico (CARDOSO et al., 2013) e estd entre as 20 espécies mais utilizadas na
alimentacdo regional (CAVALCANTE et al., 2008). Recentemente, este fruto tem atraido a
atencdo de consumidores e pesquisadores devido as suas caracteristicas sensoriais tais
como cor, sabor e aroma e, principalmente, pelo seu contetido de compostos fendlicos
(flavonoides e isoflavonas), oligossacarideos (tais como os fruto-oligossacarideos),
carotenoides e acido ascorbico (SILVA et al., 2014). De acordo com Cardoso et al. (2013),

100 gramas de araticum contém 6,80 g de fibra dietética; 4,98 mg de carotenoides (2,98;
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1,97 e 0,02 mg de a- e B-caroteno e licopeno, respectivamente); 288,79 RAE de vitamina
A; 5,23 mg de acido ascorbico; 494,04 pg de vitamina E e 27,36 pg de folatos. Assim, o
araticum apresenta potencial uso como uma fonte de ingredientes funcionais para fornecer
nutrientes que podem prevenir doencas relacionadas a nutrigdo e melhorar o bem-estar

fisico e mental dos consumidores.

Uma importante classe de compostos bioativos presentes em alimentos funcionais
sdo os carboidratos nao-digeriveis tais como as fibras dietéticas, oligossacarideos e amido
resistente, os quais apresentam vdrias fungOes fisioldgicas, sendo que seus efeitos
promovidos no bem-estar, melhoria da saide e redu¢do do risco de doengas t€m sido bem
investigados. Dentre estes compostos, os oligossacarideos funcionais apresentam
importantes propriedades fisico-quimicas e fisioldgicas benéficas a saude dos consumidores
e, por esta razdo, seu uso como ingredientes alimentares tem crescido rapidamente
(QIANG; YONGLIE; QIANBING, 2009). Oligossacarideos sao definidos como
carboidratos de baixo peso molecular com grau de polimerizacdao (nimero de unidades de
monossacarideos ligadas) variando entre 2 e 10 (GANZLE; FOLLADOR, 2012). A glicose,
galactose, frutose e xilose s@o os monossacarideos mais comumente presentes na estrutura

dos oligossacarideos (MORRIS; MORRIS, 2012).

Por resistirem a digestdo e absor¢@o no trato gastrointestinal (intestino delgado), os
oligossacarideos podem atingir o intestino grosso e atuarem como prebidticos, onde sdao
fermentados pela microbiota intestinal estimulando seletivamente o crescimento e/ou
atividade de um ndmero limitado de bactérias coldnicas e alterando o equilibrio da
microbiota coldnica no sentido de uma composi¢do mais saudavel (DWIVEDI et al., 2014).
Outros efeitos benéficos a sadde atribuidos aos oligossacarideos incluem a nao-
cariogenicidade; baixo valor caldrico; melhoria da fun¢do imune e da integridade colonica;
reducdo tanto da incidéncia quanto da duracdo de infeccdes intestinais; regulacdo da
resposta alergénica; melhoria da digestdo e eliminacdo; protonacdo de amodnia e aminas
potencialmente téxicas; alivio da constipagdo; saciedade; melhoria na absor¢ao de minerais
como cdlcio, magnésio, zinco e ferro; reducdo dos niveis séricos e hepaticos de

triglicérides, fosfolipidios e colesterol e aumento da razdo HDL-colesterol/LDL-colesterol;
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redu¢do do ganho de peso e consumo de energia; reducio da incidéncia de cancer coldnico,
diarreia e inflamacdes; e diminui¢cdo dos niveis sanguineos de glicose (MUSSATTO;
MANCILHA, 2007; EREJUWA; SULAIMAN; WAHAB, 2011; GANZLE, 2012;
GANAIE; GUPTA; KANGO, 2013; GULLON et al., 2013).

Devido as diversas alegacOes cientificas acerca dos efeitos benéficos desses
carboidratos a saude intestinal, a industria de alimentos tem aumentado a inclusdo de
oligossacarideos em seus produtos (JOVANOVIC-MALINOVSKA; KUZMANOVA;
WINKELHAUSEN, 2014). Os oligossacarideos podem ser obtidos pela extracio direta de
fontes naturais ou produzidos pela hidrélise quimica ou enzimética de polissacarideos ou
ainda pela sintese quimica ou enzimatica a partir de mono- e dissacarideos (KHALILI;
ABDULLAH; MANAF, 2014). Porém, o consumo de fontes naturais de oligossacarideos,
tais como frutas e vegetais, tem a vantagem do menor custo em comparacao a produtos
industrializados, além de oferecem valores altamente agregados por associarem a ingestao
de outros nutrientes tais como compostos bioativos, fibras, vitaminas e minerais (DER
AGOPIAN et al., 2008). Dessa forma, a popularidade dos oligossacarideos aumentou
fortemente, sobretudo nos ultimos anos. Como consequéncia, varias pesquisas tém sido
realizadas visando a descoberta de novos oligossacarideos, fontes e propriedades
biologicas, bem como o desenvolvimento de novos produtos que contenham estes

compostos.

Dados relacionados a composi¢do quimica e conteudo de compostos bioativos do
araticum sao raros na literatura. O conhecimento da composicao de frutos consumidos no
Brasil, incluindo este fruto, € essencial, uma vez que estes dados dao suporte a conducgdo de
pesquisas sobre a relacdo entre dieta e doenca e no desenvolvimento de novos produtos
(CARDOSO et al., 2013). Neste contexto, o presente estudo teve por objetivo determinar o
conteddo de mono- (frutose e glicose), di- (sacarose e maltose) e oligossacarideos (fruto-,
malto-, galacto- e xilo-oligossacarideos) na polpa de araticum (Annona crassiflora Mart.),
bem como avaliar a influéncia da concentracdo de etanol presente no solvente extrator

sobre a recuperacao destes compostos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1.  Solucgobes e reagentes quimicos

Os padroes de grau cromatografico: monossacarideos (frutose e glicose),
dissacarideos (sacarose e maltose), galacto-oligossacarideos (GOS: estaquiose e rafinose),
isomalto-oligossacarideo (IMOS: isomaltotriose), fruto-oligossacarideos (FOS: 1-cestose -
GF; nistose - GF; e 1F-B-frutofuranosilnistose - GF,4) e malto-oligossacarideos (MOS:
maltotriose - Gj; maltotreaose - G4 maltopentaose - Gs; malto-hexaose - Gs e malto-
heptaose - G7) foram fornecidos pela Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA), enquanto que os Xilo-
oligossacarideos (XOS: arabinose, celobiose, xilose - X;, xilobiose - X», xilotriose - X3,
xilotetraose - Xy, xilopentaose - X5 e xilo-hexaose - Xs) foram fornecidos pela Megazyme
(Wicklow, Irlanda). A solugdo de hidréxido de sédio 50 % e o aceto de s6dio, ambos grau
cromatogréfico, foram fornecidos pela Merck (Frankfurt, Alemanha). Todas as solucdes
foram preparadas com 4gua ultrapura (18 MQ.cm™), obtida pelo um sistema de purificacio
Milli-Q (Millipore, Bedford, modelo CT Q3UV, MA, EUA). Todos os outros reagentes €
solventes utilizados neste estudo foram de alto grau analitico. Todos os reagentes foram

armazenados nas condicdes ideais conforme especificacdes dos fabricantes.

2.2. Matéria-prima, coleta e preparo das amostras

Os frutos de araticum (Annona crassiflora Mart.), em completo estado de
maturidade fisiologica, foram coletados na area rural do municipio de Carmo do Paranaiba,
Minas Gerais/Brasil, durante a estagao de colheita (de janeiro a marco de 2014), apds
cairem naturalmente das arvores. As amostras foram transportadas do local de coleta ao
Laboratério de Bioaromas e Compostos Bioativos da Faculdade de Engenharia de
Alimentos - Universidade Estadual de Campinas (FEA-UNICAMP), Sdao Paulo/Brasil, em
caixas de poliestireno, até 36 horas apds a coleta. Os frutos livres de defeitos fisiol6gicos e
patolégicos e completamente maduros foram lavados com dgua corrente para a remogao de
sujidades superficiais. Em seguida, a polpa do fruto foi manualmente separada das

sementes e casca, congelada com auxilio de nitrogénio liquido e liofilizada (LIOTOP,
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modelo L101, Sdo Carlos, Brasil). A temperatura e a pressdo da cimara de liofilizacdo
foram de -40 °C e 250 Pa, respectivamente. O teor de umidade encontrado para a polpa foi
de 71,73 £ 1,97 %. A polpa liofilizada (PAL) foi moida em moinho de facas (Marconi,
modelo MA340, Piracicaba, Brasil) até a obtengdo de um p6 fino. O p6 obtido foi
acondicionado e identificado em embalagens de polietileno e armazenado em ultrafreezer a
-80 °C (Sanyo Electric Co., modelo MDF-C8V1, Japdo) até o momento das extracdes
(CARDOSO et al., 2013).

2.3. Procedimento de extracao

Para avaliar a influéncia do solvente sobre a extracdao dos agticares, o araticum
liofilizado foi extraido com 4 diferentes solu¢des hidroetandlicas: dgua ultrapura (Milli-Q),
20 % de etanol (v/v), 50 % de etanol (v/v) e 80 % de etanol (v/v). A extracdo dos aglcares
foi realizada conforme métodos descritos por Jovanovic-Malinovska, Kuzmanova &
Winkelhausen (2014) e Khalili, Abdullah & Manaf (2014) com algumas modificacdes. A
PAL (3,0 g) foi misturada com 30 mL das solu¢des hidroetanélicas citadas anteriormente e
as misturas foram mantidas a 50 °C em um banho de agitacdo (New Brunswick Scientific
Classic Series, modelo C76, EUA) a 200 rpm por 60 minutos. As extracdes foram
conduzidas em Erlenmeyer adaptado para evitar o efeito vortice, obtendo uma melhor
mistura do sistema durante a extracdo. Aliquotas das amostras foram coletadas apds 1
(homogeneizacdo manual), 15, 30, 45 e 60 minutos (banho de agitacdo) do inicio da
extracdo para o monitoramento da cinética de extragdo dos agicares. Apds cada extracao,
as amostras foram transferidas para microtubos e em seguida centrifugadas (Hettich
Zentrifugen, modelo Rotanta 460R, Tuttlingen, Alemanha) a 10.000 rpm por 11 minutos a 5
°C. Os sobrenadantes foram coletados e armazenados em ultrafreezer a -80 °C (Sanyo

Electric Co., modelo MDF-C8V1, Japdo) até o momento das andlises.
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24. Determinacido cromatografica dos actcares

2.4.1. Instrumentacdo e condicdes cromatogrdficas

Os tipos e quantidades de agucares presentes na PAL foram analisados e
quantificados por meio de Cromatografia de Troca Anidnica de Alta Eficiéncia acoplada ao
Detector Amperométrico Pulsado (CTAAE-DAP) de acordo com métodos estabelecidos
por Der Agopian et al. (2008) e Otieno & Ahring (2012), com algumas adaptacdes. As
andlises foram realizadas utilizando um sistema Dionex ICS-5000 consistindo de uma
bomba Single Grad Degas, um autoamostrador, um detector eletroquimico (ED) com
eletrodo de trabalho de ouro e eletrodo de referéncia Ag/AgCl. O processo cromatografico
foi controlado e monitorado pelo Software de Automacdo Cromatogrifica Chromeleon
versdao 7.0 (Dionex, CHM-1, EUA). Os extratos e os padrdes foram diluidos em &4gua
ultrapura (Milli-Q) e filtrados através de filtros de membrana 0,22 um antes da injecdo. As
amostras (30 pL) foram injetadas usando um autoamostrador. O fluxo da fase modvel
através da coluna foi de 1,0 mL por minuto e a temperatura da coluna mantida constate em
30 °C. As demais condi¢des cromatogréficas utilizadas para a separacdo de cada grupo de

acucares estdo dispostas na Tabela 1.

2.4.2. Identificacao e quantificacdo dos agiicares

A identificacdo dos agucares foi realizada usando duas técnicas: (i) comparando o
tempo de retencdo do pico do analito com o tempo de retencdo de misturas de padrdes
auténticos; e (ii) por meio da co-injecdo da mistura de padrdes auténticos a amostra
analisada (co-cromatografia). A quantificacdo de cada acucar foi realizada por meio de
curva de calibragdo externa usando solu¢des padrdao em diferentes concentracdes. As curvas
de calibracdo (Tabela 2) foram construidas plotando as &reas dos picos contra as
concentracoes de cada padrao e os dados foram processados usando o Software de
Automacdo Cromatografica Chromeleon versao 7.0 (Dionex, CHM-1, USA). O contetido

dos acgucares foi expresso em mg por g de fruto liofilizado (mg. g'1 PAL).
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Tabela 1 - Condi¢des cromatograficas utilizadas na separacdo dos agicares da PAL.

Agu?ares Coluna Eluentes Programa de Eluicao Temp o de
analisados corrida
FOS (GF,-GF, e PC: CarboPac PA- A:NaOH 100mM CI:97 %de Ae3 % deB 35 min
MOS (G3-G) 100 (50 x 4 mm) B: Acetato de POrSmin
CA: CarboPac PA- sddio 500 mM em GL: 3 -40 % de B por 20
100 (250 x 4 mm)*  NaOH 100 mM min
CS: 100 % de B por 5
min
RE: Condig¢des iniciais da
corrida por 5 min
XO0S (X;-Xy) PC: CarboPac PA- A:NaOH200mM GL: 100 - 0 % de A, 0 - 25 min
100 (50 x 4 mm) B: Acetato de 1l % de B'e 0-89 % de
CA: CarboPac PA- sédio | M em Cporl3min
100 (250 x 4 mm)*  NaOH 200 mM CS: 50 % de B e 50 % de
C: Agua ultrapura C por 5 min
RE: Condig¢des iniciais da
corrida por 7 min
GOS (Est, Raf), PC: CarboPac PA-1 A:NaOH 200 mM) GL: 40 - 69 % de A por 35 min
Gli, Fru, Sac, (50x4 mm) B: Agua ultrapura 25 min
Mal e Imal CA: CarboPac PA- CS: 100 % de A por 5
1 (250 x 4 mm)** min

RE: Condig¢des iniciais da
corrida por 5 min

FOS: Fruto-oligossacarideos; MOS: Malto-oligossacarideos; XOS: Xilo-oligossacarides; GOS: galacto-
oligossacarideos; Gli: Glicose; Fru: Frutose; Sac: Sacarose; Mal: Maltose; Est: Estaquiose; Raf: Rafinose;
Imal: Isomaltotriose; PC: Pré-coluna; CA: Coluna analitica; CI: Corrida isocratica; GL: Gradiente linear;
CS: Cleaning step; RE: Re-equilibrio.

*Resina CarboPac PA-100: 8,5 um de didmetro pelicular, constituida de etilvinilbenzeno/divinilbenzeno
funcionalizada com micropérolas de 275 nm de amonio quaterndrio.

**Resina CarboPac PA-1: 10 pm de diametro pelicular, constituida de poliestireno/divinilbenzeno
funcionalizada com micropérolas de 580 nm de amdnio quaternario.

2.5. Analise Estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente por meio de andlise de variancia
(ANOVA). Quando constatada diferenca estatistica pelo teste F' os tratamentos foram
comparados pelo teste de Tukey HSD. Todas as andlises estatisticas foram realizadas com
nivel de 5 % de significancia (p < 0,05) com o auxilio do Software STATISTICA versao 8.0
(Statsoft, Oklahoma, EUA). Os resultados foram apresentados como média + desvio padrao

da triplicata.
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Tabela 2 - Dados da regressao linear e faixa de linearidade dos analitos investigados.

Analito Regressao R? Faixa linear (ug.mL™")
Glicose y = 3,2837x — 0,6441 0,9992 2,0-40,0
Frutose y =1,3259 + 0,1709 0,9989 2,0-40,0
Sacarose y = 1,2470x — 0,6499 0,9994 2,0-40,0
Maltose y =1,2233x - 1,3915 0,9992 2,0 -40,0
Estaquiose y =1,4281x — 0,3448 0,9999 2,0-40,0
Rafinose y =1,0297x + 0,0051 0,9998 2,0 -40,0
Isomaltotriose y = 1,5064x — 1,2075 0,9993 2,0-40,0
1-Cestose (GF>) y =1,3773x - 0,3960 0,9994 1,0 - 40,0
Nistose (GF3) y =1,0888x + 0,6951 0,9969 1,0 - 30,0
1F-B-frutofuranosilnistose (GF.) y = 1,0544x + 0,6057 0,9976 1,0 - 30,0
Maltotriose (G3) y=1,0718x - 1,0155 0,9988 1,0 - 40,0
Maltotetraose (G,) y =1,0081x —0,2513 0,9978 1,0 - 40,0
Maltopentaose (G5) y =0,9126x + 0,2483 0,9972 1,0 -20,0
Malto-hexaose (Ge) y =0,9882x + 0,0483 0,9994 1,0 - 30,0
Malto-heptaose (G7) y =0,8693x + 0,0622 0,9997 1,0 - 30,0
Arabinose y =0,4139x - 0,1476 0,9964 2,0-30,0
Celobiose y =1,3467x — 1,8721 0,9975 2,0 -30,0
Xilose (X;) y =1,0787x — 1,3078 0,9983 2,0-30,0
Xilobiose (X3) y =1,3479x — 1,3872 0,9966 2,0-30,0
Xilotriose (X3) y =1,0823x — 0,5583 0,9985 2,0 -30,0
Xilotetraose (X) y =0,8209x — 0,1062 0,9995 2,0 -30,0
Xilopentaose (X5) y = 1,4075x + 0,2014 0,9993 2,0 -30,0
Xilo-hexaose (Xy) y =0,7805x + 0,1412 0,9993 2,0-30,0
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A linearidade, a regressdao e as faixas de linearidade dos 23 analitos foram
determinadas usando o método CTAAE-DAP. Os dados indicaram que as curvas de

calibracao dos 23 analitos apresentaram boa linearidade (R2 > 0,99) (Tabela 2).

3.1. Efeito de fatores inicos na extracao de oligossacarideos

Materiais vegetais apresentam uma natureza complexa, assim a extracdo de
substancias neles contidas € influenciada pelas condi¢cdes do processo tais como tipo de
solvente extrator, concentracdo do solvente, temperatura de extracdo, mecanismo de acdo
(pressao e agitacdo, por exemplo), tempo de contato, relagdo solvente-s6lido e solubilizagdo
dos compostos-alvo que é dependente da polaridade do solvente e das condigdes fisico-

quimicas (TAKEUCHI et al., 2009; WONG et al., 2014).

Os efeitos de diferentes tempos de extracdo e concentracdes de etanol na eficiéncia
de recuperacdo de oligossacarideos na polpa de araticum foram estudados e os resultados
sdo apresentados nas Figuras 1 e 2. Os resultados foram plotados em funcdo da area total
dos oligossacarideos extraidos, levando-se em consideracdo inclusive aqueles que nao

foram identificados pelo método devido a indisponibilidade de padrdes analiticos.

3.1.1. Efeito do tempo de extracdo

A selecao do tempo de extracdo adequado € um parametro de extrema importancia
e seu impacto na eficiéncia, mao-de-obra e custo energético deve ser considerado
(YILMAZ; KARAASLAN; VARDIN, 2014). Para avaliar a influéncia do tempo, o
contetdido de oligossacarideos extraidos foi monitorado ao longo de 60 minutos. O efeito do
tempo na liberacdo de oligossacarideos € apresentado na Figura 1. A drea total de
oligossacarideos extraidos ndo foi afetada pelo tempo de extra¢do, com exce¢do do ensaio
conduzido com 20 % de etanol, no qual foi notado um aumento na drea total com o tempo e
o méximo foi atingido no 15° minuto. Depois disso, a drea foi praticamente constante € o

aumento na duracdo do processo nao foi significativo (p > 0,05). Esta observagdo pode ser
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explicada pela segunda lei da difusdo de Fick, que afirma que o equilibrio final entre as
concentragdes do soluto na matriz sélida e no solvente € atingido apds certo tempo (WONG
et al., 2014). Assim, um tempo de extracao excessivo nao promove aumento na extragao de
oligossacarideos. Apesar de ndo ter sido notada diferenca significativa (p > 0,05) entre os
tempos 1 e 15 minutos para os demais ensaios (0, 50 e 80 % de etanol), pode-se observar
um ligeiro aumento na drea total de oligossacarideos no tempo 15 minutos em relagdo ao
tempo 1 minuto para os ensaios realizados com 50 e 80 % de etanol. Levando em conta

estes fatos, foi selecionado o tempo de 15 minutos para a sequéncia do estudo.
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Figura 1 — Efeito do tempo de extracdo na eficiéncia de recuperacdo de oligossacarideos na polpa de
araticum. Valores marcados por letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0.05).

3.1.2. Efeito da concentracdo de etanol

A selecdo do solvente extrator € um dos primeiros passos em qualquer
procedimento de extracdo por ser um dos pardmetros mais importantes envolvido em
qualquer técnica de extragdo utilizada, uma vez que a maioria delas é baseada na
modificacdo das propriedades fisico-quimicas do solvente a fim de reduzir a tensdo

superficial, aumentar a solubilidade do soluto e promover maiores taxas de difusdo e,
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algumas vezes, modificar a polaridade do solvente (TAKEUCHI et al., 2009). Desta forma,
a escolha do solvente adequado € critica para o processo, visto que ird determinar a
quantidade e o tipo de oligossacarideos a serem extraidos (JOVANOVIC-MALINOVSKA;
KUZMANOVA; WINKELHAUSEN, 2015).

A 4gua € o melhor solvente para a extracdo de carboidratos de baixo peso
molecular, tais como os oligossacarideos, a partir de matrizes vegetais (JOHANSEN;
GLITS®; BACH KNUDSEN, 1996). Porém, a dgua também facilita a interferéncia de
outras substancias hidrossoluveis como alguns polissacarideos e proteinas (LI et al., 2013).
Assim, para contornar esta limitacdo solucdes hidroetandlicas tém sido frequentemente
utilizadas pela maioria dos métodos convencionais de extracdo de oligossacarideos
(EKVALL; STEGMARK; NYMAN, 2007). Além disso, o etanol € um solvente versatil, de
baixo custo, atoxico, de cardter polar (GALANAKIS; TORNBERG; GEKAS, 2010;
CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO, 2012), preferido pelas indudstrias de alimentos e
recomendados pelo US Food and Drug Administration para propoésitos de extragao por ser
categorizado como GRAS (Generally Recognized as Safe) (CHEN; ZHAO; YU, 2015).
Adicionalmente, o etanol apresenta comprovado efeito inativador de enzimas hidroliticas
que podem atuar sobre os oligossacarideos (CHIDOUH; AOUADI; HEYRAUD, 2014),
evitando assim a modificagdo da composicdo dos aclcares pela acdo destas enzimas

durante a extracdo (JOHANSEN; GLITS®; BACH KNUDSEN, 1996).

O efeito da concentracdo de etanol (agua, 20, 50 e 80 % de etanol v/v) na
recuperacdo dos oligossacarideos presentes na polpa de araticum foi investigado e €
apresentado na Figura 2. A 4rea total dos oligossacarideos aumentou com a elevacdo da
concentracdo de etanol até 50 % de etanol (v/v). Apds este ponto, a drea total de
oligossacarideos diminuiu drasticamente. Como pode ser observado na Figura 2, a
eficiéncia dos solventes na extracdo de oligossacarideos presentes na polpa de araticum
apresentou a seguinte ordem: 50 % de etanol > 20 % de etanol > 4gua > 80 % de etanol (p <
0,05). Desta forma, elevadas concentracdes de etanol ndo asseguram uma boa recuperacao
dos oligossacarideos. A significativa reducao na recuperacdo de oligossacarideos utilizando

80 % etanol (v/v) pode ser explicada pela desnaturacdo de certas proteinas que levam a
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formacdo de precipitados os quais podem impedir estericamente a difusdo dos
oligossacarideos para a solugdo alcodlica (EKVALL; STEGMARK; NYMAN, 2007).
Resultados similares aos aqui reportados (médxima extracio em média concentracdo de
etanol) foram observados em outros estudos relacionados a extracdo de oligossacarideos
(EKVALL; STEGMARK; NYMAN, 2007; LI et al, 2013; JOVANOVIC-
MALINOVSKA; KUZMANOVA; WINKELHAUSEN, 2015).

Apesar de o ensaio com 50 % de etanol ter apresentado um conteido de
oligossacarideos significativamente maior que os demais (4rea total de 72,21 + 1,90
nC*min) (p < 0,05), ndo diferindo apenas do ensaio conduzido com 20 % de etanol (4rea
total de 70,69 = 0,61 nC*min), a quantificacdo dos actcares foi conduzida com os extratos
obtidos pelos 4 ensaios contendo diferentes concentracdes de etanol a fim de se avaliar a

influéncia da concentragdo de etanol sobre a recuperagdo individual de cada acucar.
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Figura 2 - Efeito da concentracdo de etanol na eficiéncia de recuperacido de oligossacarideos na polpa de

araticum para o tempo de 15 minutos de extracdo. Valores marcados por letras diferentes diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p < 0.05).
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3.2. Quantificacdo de acticares na polpa de araticum

O interesse na modulacdo da ingestdo dietética de varios carboidratos de cadeia
curta que escapam da digestdo e/ou absor¢do no intestino delgado tem crescido nos dltimos
anos devido aos beneficios promovidos a saide decorrente de seus efeitos osmoticos e
prebidticos (BARRETT, 2013). Assim, numerosos estudos tém focado esforcos na
determina¢do destes compostos em matrizes alimentares a fim de determinar seu consumo
diario e os efeitos fisiologicos associados. Além disso, estas informagdes podem ser
utilizadas como um guia para pessoas que buscam aumentar a ingestao destes carboidratos
prebidticos a partir de fontes naturais (MUIR et al., 2008). E importante ressaltar que nio
existem dados na literatura acerca da quantificacdo de oligossacarideos na polpa de

araticum.

No entanto, a identificacdo e quantificacdo dos agucares e oligossacarideos em
frutas e vegetais ¢ uma drea desafiadora, uma vez que estes alimentos possuem uma
complexa mistura de carboidratos com grau de polimerizacio variando de 2 a 60 unidades

(JOVANOVIC-MALINOVSKA; KUZMANOVA; WINKELHAUSEN, 2014).

A 1identificacdo e quantificacdo dos acucares presentes na PAL foram realizadas
por meio de CTAAE-DAP. O perfil de eluicdo e os aguicares identificados na PAL podem
ser observados nos cromatogramas obtidos, conforme apresentado na Figura 3. O contetddo
dos actcares investigados e identificados na PAL encontra-se sumarizado na Tabela 3. Dos
23 acucares analisados via CTAAE-DAP, 10 foram identificados, sendo eles: os
monossacarideos glicose e frutose; os dissacarideos sacarose e maltose; os FOS 1-cestose
(GF5) e 1F-B-frutofuranosilnistose (GFy); o MOS maltotriose (G3); e os XOS xilotriose (X3),
xilopentaose (Xs5) e xilo-hexaose (Xs). No entanto, outros acucares e oligossacarideos
podem estar presentes na polpa de araticum, uma vez que xilose e xilobiose apresentam
tempos de reten¢do muito proximos a glicose/frutose e sacarose, respectivamente. Como
glicose, frutose e sacarose sdo os acucares majoritdrios em frutas, os picos dos mesmos
apresentam base mais alargada podendo sobrepor os picos de outros compostos com tempo

de reten¢do proximo a estes e, assim, dificultando a identificacdo. Além disso, apenas
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aproximadamente 13 % da drea total dos oligossacarideos separados pelo método foi
identificada devido a indisponibilidade de padrdes analiticos, sendo assim, o conteido de
oligossacarideos na polpa de araticum pode ser significativamente maior do que o aqui

encontrado.

Testes estatisticos foram conduzidos para avaliar a influéncia da concentracdo de
etanol sobre a recuperacdo individual de cada acgucar, os resultados estdo reportados na
Tabela 3. A eficiéncia da recuperacdo de mono- (glicose e frutose) e dissacarideos
(sacarose e maltose) foi similar para os extratos obtidos com dgua, 20 e 50 % de etanol (p >
0,05). No entanto, os maiores conteidos de sacarose foram obtidos nas maiores
concentragdes de etanol (50 e 80 % de etanol). Agua, 20 e 50 % de etanol foram igualmente
eficientes na extracdo do FOS 1F-B-frutofuranosilnistose (GF,), do MOS maltotriose (G3) e
do XOS xilotriose (X3) (p > 0,05); ao passo que, 20 e 50 % de etanol foram igualmente
eficientes na extracdo do FOS 1-cestose (GF;) e do XOS xilo-hexaose (Xs5) (p > 0,05);
enquanto 50 % de etanol foi o solvente com maior eficiéncia na recuperacdo dos XOS
xilopentaose (Xs5) (p < 0,05). Desta forma, pode-se notar que, de forma geral, 50 % de
etanol foi o solvente mais eficiente na recuperacdo dos diversos acucares analisados,

enquanto a solucdo contendo 80 % de etanol foi a menos eficiente.

A frutose foi o agdcar predominante na PAL (116,087 - 132,908 mg.g”' PAL),
seguida pela glicose (108,977 - 125,923 mg.g”"' PAL), sacarose (85,565 — 96,766 mg.g”'
PAL) e maltose (11,154 - 12,505 mg.g’1 PAL). Dentre os oligossacarideos identificados,
verificou-se que o FOS 1-cestose (GF3) apresentou os maiores conteidos (2,667 - 3,004
mg.g”' PAL), enquanto que os menores contetiidos foram observados para o também FOS
1F-B-frutofuranosilnistose (GF,) (0,130 - 0,245 mg.g'1 PAL). O contetido de GF; aqui
encontrado foi consideravelmente superior aos anteriormente obtidos em macas, péras
(L’HOMME et al., 2001), bananas (DER AGOPIAN et al., 2008), meldes, uvas, ameixas e
diversas berries (CAMPBELL et al., 1997). Por outro lado, o conteido de Gj; foi similar ao
reportado por Khalili, Abdullah & Manaf (2014) em pitaia branca e mamao papaia.
Conteddos similares de FOS total (GF, + GF; + GF,) foram reportados em frutas

altamente consumidas mundialmente tais como maca, damasco, groselha, figo, uva, melao,
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ameixa, romd (JOVANOVIC-MALINOVSKA; KUZMANOVA;

WINKELHAUSEN, 2014).

morango e

Tabela 3 - Composi¢do e conteido de actcares e oligossacarideos separados via CTAAE-
DAP na polpa de araticum.

Acticar (mg.g"' PAL) Agua 20 % de etanol 50 % de etanol 80 % de etanol

Glicose 125,923+6,107a  123,061+4,180a  120,654+4,323ab  108,977+3,539b
Frutose 132,908+6,805a  129,783+4,659a  127,336+4,358ab  116,087+3,578b
Sacarose 85,565+4,090b 86,808+2,928b 96,766+£2,932a  89,485+2,207ab
Maltose 12,390+0,624a 12,035+0,425ab 12,505+0,366a 11,154+0,254b
Mono- e Dissacarideos Totais  356,786+17,324a 351,687+12,187a 357,261+11,970a 325,703+9,541a
1-Cestose (GF) 2,81740,022b 2,903+0,019ab 3,004+0,085a 2,667+0,064c
1F-B-frutofuranosilnistose (GF,) 0,230+0,011a 0,232+0,004a 0,245+0,017a 0,130+0,015b
Maltotriose (G3) 0,692+0,004a 0,694+0,012a 0,698+0,012a 0,613+£0,011b
Xilotriose (X3) 0,487+0,014a 0,484+0,002a 0,492+0,005a 0,354+0,002b
Xilopentaose (Xs) 0,777+0,029b 0,783+0,011b 0,935+0,012a 0,813+0,028b
Xilo-hexaose (X,) 1,377+0,054b 1,410+0,026ab 1,467+0,008a 1,097+0,009¢
Oligossacarideos Totais 6,380+0,076b 6,507+0,027b 6,842+0,089a 5,673+0,062c

A absorcdo da frutose através do epitélio das vilosidades inclui seus préprios
transportadores (difusdo facilitada mediada pelo transportador GLUTS) e mecanismos
pelos quais glicose e aminodcidos podem aumentar sua absor¢do (BARRETT, 2013). A
presenca de glicose luminal aumenta significativamente a absorcdo de frutose
provavelmente mediada pelo transportador facultativo GLUT2 (JIANG et al., 2001).
Portanto, o grau de absorcdo da frutose depende tanto da quantidade ingerida quanto das
substancias co-ingeridas (MUIR et al., 2008). Assim, € importante conhecer a quantidade
de frutose presente em excesso em relacdo a glicose em um alimento pra predizer o
potencial de mal-absor¢do, uma vez que o excesso de frutose ndo absorvida é rapidamente
fermentado pela microbiota colonica produzindo gases (H,, CO, e CHj) que podem
desencadear uma série de sintomas (tais como distensdo abdominal, desconforto ou dor

abdominal e alteracdo no transito intestinal) associados a sindrome do intestino irritdvel e

outras desordens intestinais (BIESIEKIERSKI et al., 2011). Como pode ser observado na

143



Capitulo 4

Tabela 3 a relagdo glicose:frutose € de aproximadamente 1:1. De acordo com Muir et al.
(2008), frutas e vegetais com a relacio glicose:frutose de 1:1 ou maior sao melhor toleradas
devido a completa absorc¢do da frutose. A similaridade entre as quantidades de glicose e

frutose presentes na polpa de araticum pode ser explicada, em parte, pela acdo da invertase

sobre a sacarose (KHALILI; ABDULLAH; MANAEF, 2014).

O conteudo de oligossacarideos totais (GF>, + GF4 + G3 + X3 + X5 + Xs) obtido
foi de 6,842 + 0,089 mg.g'1 PAL. Como pode ser observado na Figura 3, outros
oligossacarideos podem estar presentes na polpa de araticum (picos marcados com *), visto
que apenas aproximadamente 13 % da érea total foi identificada e quantificada. Assim, o
conteddo de oligossacarideos na polpa de araticum pode ser consideravelmente maior.
Desta forma, o araticum pode contribuir com a ingestdo dietética de oligossacarideos
prebidticos e, assim, proporcionar diversos beneficios a saude do consumidor a eles
associados, tais como estimulo do crescimento de bactérias benéficas no célon, redugdo da
microbiota patogénica, melhora na resposta do sistema imune, aumento da absorcdo de
minerais, baixo valor caldrico, ndo-cariogenicidade, entre outros (CRITTENDEN;
PLAYNE, 1996). Apesar disso, apenas a populacdo local consome esta fruta in natura ou
na forma de sucos, sorvetes, geleias e compotas (SILVA et al., 2014). A fim de superar esta
limitacdo, alguns estudos j4 t€m sido realizados com o objetivo de utilizar este fruto no
desenvolvimento de produtos, sendo que formulacdes de paes (VILLELA; BATISTA;
DESSIMONI-PINTO, 2013), barras para lanche (SILVA et al, 2014), sorvete
(MORZELLE et al., 2012), iogurte (OLIVEIRA et al., 2008; LUCIA et al., 2012) e néctar
(MORZELLE et al., 2011) apresentaram elevada aceitabilidade em testes sensorias, o que

demonstra o potencial deste fruto para ingressar na industria de alimentos.
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4. CONCLUSAO

O presente estudo forneceu informacdes sobre o conteido de mono-, di- e
oligossacarideos na polpa de araticum, expandindo consideravelmente a compreensio da
composi¢ao deste fruto. Este é o primeiro relato sobre a andlise qualitativa e quantitativa de
oligossacarideos na polpa de araticum. O método CTAAE-DAP desenvolvido foi preciso e
especifico, podendo também ser utilizado para a andlise de mono-, di- e oligossacarideos
em outras matrizes vegetais. A recuperacdo de oligossacarideos a partir da polpa de
araticum foi dependente do sistema solvente utilizado, sendo o etanol 50 % (v/v) o sistema
mais eficiente. Os resultados revelaram que este fruto pode contribuir com a ingestao
dietética oligossacarideos prebidticos e, portanto, pode ser explorado como uma potencial
fonte de oligossacarideos por pessoas que buscam aumentar sua ingestdo a partir de fontes
naturais a fim de prevenir doengas cronicas. Estudos futuros sdo necessarios para identificar
e quantificar outros oligossacarideos que ndo puderam ser identificados pelo método aqui

utilizado e avaliar o potencial prebidtico deste promissor fruto do Cerrado.
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CONCLUSOES GERAIS

O araticum (Annona crassiflora Mart.) é um fruto nativo do bioma Cerrado que
tem atraido crescente interesse mundial devido a presenca de importantes nutrientes como
as proteinas, carboidratos, sais minerais, carotenoides, vitaminas (principalmente C e do
complexo B) e vdrios compostos bioativos com destaque para os antioxidantes e
prebidticos. Tradicionalmente, esta frutifera tem sido utilizada pela medicina popular na
prevencdo e/ou tratamento de diversas doencas. Porém, existe escassa informacdo na
literatura acerca da identificacdo e quantificacdo de seus compostos bioativos, bem como

de suas propriedades funcionais.

Diversos fatores podem afetar a eficiéncia de extracdo de compostos bioativos em
matrizes vegetais tais como método de extracdo, tamanho de particula, tempo de contato,
temperatura de extracdo, composi¢do e polaridade do solvente, pH, relacdo solvente-s6lido
e numero de re-extracOes. As varidveis temperatura de extracdo e concentracdo de etanol
exerceram significativa influéncia sobre a recupera¢do de compostos fendlicos a partir da
polpa de araticum e as condi¢des de equilibrio do processo foram atingidas entre 75 e 90
minutos. As condi¢des Otimas obtidas pelo modelo matemdtico gerado a partir da
Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) para a extracdo dos compostos fendlicos
presentes na polpa de ataricum foram: temperatura de extragdo de 75 °C, concentracdo de
etanol de 46 % (v/v) e 90 minutos. O CFT obtido no sistema de extracdo sob estas

condicdes foi de 4,67 g GAE.100 g’ PAL.

O método de extragdo influenciou significativamente o contetido de compostos
antioxidantes extraidos (compostos fendlicos e flavonoides) a partir da polpa de araticum e,
consequentemente, a atividade antioxidante (DPPH, TEACagts € ORACk) dos extratos
obtidos. O método de extragdo solido-liquido nas condi¢des otimizadas citadas

anteriormente foi mais eficiente na extracdo de compostos antioxidantes quando comparado
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a extracdo assistida por ultrassom, demostrando a importancia da escolha e do estudo da
técnica de extracdo na caracterizacdo e quantificacdo destes compostos em distintas
matrizes. Verificou-se ainda que quanto maior o contetido de compostos fendlicos totais e
flavonoides totais dos extratos, maior a atividade antioxidante dos mesmos, mensurada

pelos diferentes ensaios (DPPH, TEACagts € ORACk).

A recuperacgdo de oligossacarideos a partir da polpa de araticum foi dependente do
sistema solvente utilizado, sendo o sistema contendo 50 % de etanol (v/v) o mais eficiente
para este proposito. O método CTAAE-DAP desenvolvido foi preciso e especifico,
podendo também ser utilizado para a andlise de mono-, di- e oligossacarideos em outras
matrizes vegetais. O contetido de oligossacarideos totais (GF> + GF4; + G3 + X3 + X5 + X5)

obtido foi de 6,842 mg.g” PAL.

O araticum pode contribuir com a ingestdo dietética de compostos antioxidantes e
oligossacarideos prebidticos e, portanto, pode ser utilizado como uma potencial fonte destes
compostos bioativos por pessoas que buscam aumentar sua ingestdo a partir de fontes
naturais a fim de melhorar seu bem-estar fisico e mental e prevenir doengas cronicas e
neurodegenerativas. Além disso, pode ser explorado pelas industrias de alimentos como um

potencial ingrediente na formulacdo de alimentos funcionais.

Este foi o primeiro estudo realizado reportando a andlise quantitativa de mono-, di-
e oligossacarideos (FOS, MOS, GOS e XOS) na polpa de araticum e a otimizagcdo das

condig¢des de extracdo de compostos fendlicos na polpa de araticum.

Futuros estudos devem ser conduzidos com este promissor fruto do Cerrado a fim
de identificar e quantificar seus compostos bioativos, verificar seus efeitos funcionais na

saide do ser humano, bem como sua aplicacao tecnoldgica na formulacio de alimentos.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

» Estudar o manuseio pds-colheita do fruto a fim de evitar perdas nutricionais,
sensoriais e de compostos funcionais.

» Analisar a atividade de enzimas presentes na polpa do fruto, por exemplo,
polifenoloxidases e peroxidases, para verificar a estabilidade do processo de
extracdo em relacdo a atividade dessas enzimas sobre os compostos de interesse.

» Utilizar a polpa de araticum e/ou seu extrato no desenvolvimento de produtos
alimenticios, farmacéuticos ou cosméticos.

» Avaliar os efeitos do consumo da polpa de araticum na prevengdo e/ou tratamento
de doencas.

» Otimizar a obten¢do de compostos bioativos a partir de outras partes do fruto, como
casca e semente, que sdo usualmente descartadas.

» Identificar os principais compostos fendlicos presentes na polpa de araticum e seus
mecanismos de a¢cdo na prevencgdo e/ou tratamento de doencas.

» Desenvolver um método cromatografico capaz de separar e quantificar, em uma
Unica corrida cromatografica, todos os oligossacarideos estudados.

» Identificar os picos de possiveis oligossacarideos presentes na polpa de araticum
que nao puderam ser identificados por meio do método CTAAE-DAP, utilizando
metodologias mais sofisticadas como espectrometria de massas.

» Avaliar a atividade prebidtica da polpa de araticum por meio de métodos in vitro e

in vivo.

153



