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RESUMO

A jabuticaba (Myrciaria cauliflora) é uma fruta nativa e presente em grande parte do Brasil.
Possui inUmeros compostos bioativos, concentrados em sua na maioria nas cascas. Ja as
substancias provenientes da semente sdo pouco estudadas. A Ora-Pro-Nobis (Pereskia aculeata
Miller) € uma planta tipica do Cerrado brasileiro que possui inimeras propriedades bioldgicas
recentemente descobertas e atribuidas aos extratos de suas folhas, dentre elas a capacidade
antioxidante e antimicrobiana. O presente trabalho investigou a capacidade antioxidante,
provavel perfil fitoquimico e tempo de meia vida das moléculas presentes na semente e pomace
de jabuticaba e folhas de Ora-Pro-Nobis. Foi realizada a extragdo das amostras com diferentes
solventes, microencapsulacdo dos extratos obtidos, além da investigacdo do perfil quimico e
potencial antioxidante por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de H) e
Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE). Todavia, a fibra alimentar presente na farinha de
pomace (FEPJ) apresentou maior quantidade 50, 85 g.100g, quando comparada a farinha
experimental de semente in natura de jabuticaba (FSJIN) 38,30 g.1001g. Os melhores resultados
de extracdo de compostos antioxidantes foram obtidos pelo método de ultrassom para o extrato
aquoso FEPJ (2952,99 + 1,05 mg GAE/g para CFT; 0,01 = 0,03 IC50 para DPPH) e extrato
metanol+acetona+agua para FSJIN (8745,38 + 4,53 mg GAE/g para CFT; 0,04 + 0,07 1C50).
Quanto a farinha experimental de folhas de ora-pro-nobis (FEFOP), para a composi¢do
centesimal o destaque fica para os 15 g.100g de PTN e 39,04 g.100 g de fibra alimentar total,
para a extracdo de compostos antioxidantes foram obtidos pelo método de ultrassom para o
extrato metanol+acetona+agua para EFOP (247, 05 + 2,15 mg GAE/g para CFT e 0,23 £ 0,22
IC50). A eficiéncia da microencapsulacéo foi de 96,57%. O bioensaio com Artemia salina ndo
demonstrou toxicidade presente nas microcapsulas elaboradas. Em se tratando da Jabuticaba e
Ora-pro-ndbis, o que se sabe é que as mesmas apresentam como possiveis compostos bioativos
varios tipos de moléculas antioxidantes como descritos na literatura e que a detec¢éo e validacao

das atividades antioxidantes tém sido feito com base em ensaios bioquimicos.

Palavras-Chave: semente de jabuticaba, folhas de ora-pro-nobis, pomace, compostos bioativos.
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ABSTRACT

Jabuticaba (Myrciaria cauliflora) is a native fruit present in most of Brazil. It has numerous
bioactive compounds, mostly concentrated in the peels. The substances from the seed are little
studied. Ora-Pro-Nobis (Pereskia aculeata Miller) is a typical plant from the Brazilian Cerrado
that has numerous biological properties recently discovered and attributed to the extracts of its
leaves, among them the antioxidant and antimicrobial capacity. The present work investigated
the antioxidant capacity, probable phytochemical profile and half-life of the molecules present
in the seed and pomace of jabuticaba and leaves of Ora-Pro-Nobis. The samples were extracted
with different solvents, microencapsulation of the extracts obtained, in addition to the
investigation of the chemical profile and antioxidant potential by Hydrogen Nuclear Magnetic
Resonance (1H NMR) and Electronic Paramagnetic Resonance (EPR). However, the dietary
fiber present in the pomace flour (FEPJ) showed a higher amount 50.85 ¢g.100-1g, when
compared to the experimental flour of jabuticaba seed in natura (FSJIN) 38.30 9.100-1g. The
best results for extracting antioxidant compounds were obtained by the ultrasound method for
the FEPJ aqueous extract (2952.99 + 1.05 mg GAE/g for CFT; 0.01 + 0.03 1C50 for DPPH) and
methanol+acetone extract +water for FSJIN (8745.38 + 4.53 mg GAE/g for CFT; 0.04 £ 0.07
IC50). As for the experimental ora-pro-nobis leaf flour (FEFOP), for the centesimal
composition, the highlight is the 15 g.100-1g of PTN and 39.04 g.100-1g of total dietary fiber,
for the extraction of antioxidant compounds were obtained by the ultrasound method for
methanol+acetone+water extract for EPHE (247.05 + 2.15 mg GAE/g for CFT and 0.23 + 0.22
IC50). The microencapsulation efficiency was 96.57%. The bioassay with Artemia salina did
not demonstrate toxicity present in the elaborated microcapsules. In the case of Jabuticaba and
Ora-pro-nobis, what is known is that they present as possible bioactive compounds several types
of antioxidant molecules as described in the literature and that the detection and validation of

antioxidant activities have been done based on tests biochemicals.

Keywords: jabuticaba seeds, ora-pro-nobis leaves, pomace, bioactive compounds.
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Capitulo 1

1 INTRODUCAO

O crescente interesse da populacdo por habitos alimentares mais saudaveis vem
despertando estudos, ingestdo e oferta de alimentos naturais com caracteristicas funcionais e
melhor palatabilidade ao consumidor. Desta forma, a industria alimenticia, nos ultimos anos,
elevou a producdo de alimentos enriquecidos com diversos compostos com propriedades fisico-
quimicas e sensoriais (MACEDO, VIMERCATI & ARAUJO, 2020).

Alimentos de origem vegetal sdo, nos dias de hoje, amplamente estudados devido as
propriedades dos farmacolodgicas e fatores antimicrobianos presentes. Compostos bioativos
isolados tém sido aplicados no desenvolvimento de novos produtos alimentares. Segundo a
literatura, desde a antiguidade j& foram desenvolvidos e utilizados muitos desses componentes
purificados (CHIBANE et al., 2018).

As frutas sdo ricas em micronutrientes essenciais para a manutencao da satde humana e
devem fazer parte da alimentacdo diaria (JIANG; ZHANG & XU, 2020). Na ultima década,
muitos estudos sobre as frutas nativas do Cerrado brasileiro foram publicados, considerando
suas caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais (SCHIASSI et al., 2018). A jabuticaba
(Myrciaria cauliflora), uma fruta pertencente a familia Myrtaceae, nativa e presente em grande
parte do Brasil, tem sido muito estudada. E considerada uma superfruta, e uma berry brasileira
(FIDELIS et al., 2020). Possui inimeros compostos bioativos, 0s quais, em sua maioria estdo
concentrados na casca, dentre eles estdo, acido elagico, quercetina e antocianinas (HECK et al.,
2020).

As Plantas Alimenticias Ndo Convencionais (PANC) sdo um o6timo exemplo de
alimento de féacil acesso e alto valor nutricional ndo somente pela sua composicao centesimal,
mas também por serem ricas em compostos antioxidantes, além de serem resistentes para o
cultivo e disponiveis durante o ano todo (NUNES E SOUSA et al., 2018).

Nesse contexto, destaca-se a Ora-Pro-Nobis (Pereskia aculeata Miller), uma planta
tipica do Cerrado e Mata Atlantica brasileira. Suas folhas s&o excelentes fontes de proteina (26%
p/p, base seca), superior a outras fontes vegetais proteicas (GARCIA et al., 2019).
Recentemente, inimeras propriedades bioldgicas foram descobertas e atribuidas aos extratos de

folhas da Ora-Pro-Nobis, dentre elas caracteristicas anti-inflamatoria, cicatrizante, antioxidante,
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antimicrobiana e inibicdo da capacidade proliferativa de células cancerigenas, como por
exemplo, leucemia, neuroblastoma e cancer de mama (PINTO et al., 2012; SOUZA et al., 2016).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi estudar e identificar as moléculas
antioxidantes presentes na semente e pomace de jabuticaba (Myrciaria cauliflora) e nas folhas

de ora-pro-nobis (Pereskia aculeata) por meio de métodos quimicos e fisico-quimicos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Plantas Alimenticias Ndo Convencionais — PANC

Por definicdo PANC significa Plantas Alimenticias Nao Convencionais, isto €, plantas
que podem ser consumidas, porem nao fazem parte da alimentacdo rotineira da maioria da
populacdo. Inimeras espécies de PANC ndo fazem mais parte da nossa alimentacdo como
faziam por nossos antepassados. Reinseri-las em nossas refeicdes diérias, bem como conhecer
outros tipos existentes, ¢ uma das formas de se resgatar a cultura alimentar de uma populacéo,
dentre eles nossos avés e pais, estimular a agricultura familiar, além de ampliar e enriquecer
nossa fonte de consumo alimentar (INSTITUTO KAIROS, 2017). Inserir PANC na alimentagio
é promover novos habitos alimentares, descobrir novos sabores e auxiliar na seguranga alimentar
e nutricional, pelo estimulo do consumo equilibrado, consciente e saudavel (KINUPP, 2014).
Um exemplo de evento com resgate cultural e gastrondmico € o festival anual Ora-Pro-Nobis
realizado em Sabard, MG, em que a comunidade se retine e existe um estimulo a economia local
(BRASIL, 2010).

As PANC contém propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias, aléem de serem
excelentes fontes de macro e micronutrientes. A ingestdo dessas plantas deve respeitar suas
caracteristicas, peculiaridades e formas de preparo seguras para consumo humano. Entretanto,
tais plantas sdo capazes de produzir componentes antinutricionais, que podem ser eliminados
com o processamento adequado. S&o necessarias novas pesquisas sobre seus compostos toxicos
e sua ingestdo habitual (PASCHOAL; SOUZA, 2015).

Os fatores antinutricionais séo formados por substancias do metabolismo das plantas e
estdo presentes em diversos alimentos de origem vegetal. Quando consumidos esporadicamente,
interferem negativamente nos valores nutritivos essenciais para o organismo e, quando ingeridos
constantemente, podem causar graves lesdes. Todavia, quando ha ingestdo em pequenas
quantidades, apresentam efeitos benéficos para o organismo, por atuarem como COmpostos
antioxidantes, que possuem efeito protetor do sistema circulatdrio e sdo redutores da presséo
sanguinea. Desta forma, sdo consideradas substancias nutritivamente ativas, contendo
compostos bioativos muito utilizados na produgdo de novos medicamentos (HIGASHIJIMA,
2020).

Um exemplo de fator antinutricional presente na Ora-Pro-Nobis, uma PANC rica em
proteinas e micronutrientes, € o oxalato encontrado nas folhas quando ingerida cruas. Esse

composto é responsavel pela reducdo da absorcao de ferro e magnésio, estimulando a formacéo
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de célculos renais devido a formacdo de cristais de oxalato de célcio (PASCHOAL; SOUZA,
2015). O oxalato € um ion encontrado nos vegetais e em alimentos industrializados, possui
capacidade de se ligar ao calcio. Este complexo formado é pouco soltvel na urina, formando
assim o calculo renal. No organismo é possivel encontrar o oxalato em trés formas diferentes: a
monoidratada, diidratada e tri-hidratada (SOUZA NETO, 2017).

2.1.1 Ora-Pro-Nobis (Pereskia aculeata Miller)

Ora-Pro-Nobis (Figura 1), Pereskia aculeata Miller, ¢ uma planta nativa brasileira,
encontrada no sudeste e nordeste do pais, membro da familia Cactaceae. Suas folhas possuem
alto valor nutricional devido a alta quantidade de proteinas, carboidratos, fibras e
micronutrientes. Dentre os principais minerais estdo o célcio, magnésio, manganés e zinco
(SILVA et al., 2019). Esta PANC se destaca como uma fonte alternativa de proteina na
complementacdo dietética com micronutrientes. Comparando-se 100 g de farinha de ora-pro-
nobis com outras fontes proteicas vegetais, por exemplo, 100 g dos feijdes cozidos, preto ou
roxo, na base seca, pode-se observar que as farinhas destas cactaceas apresentam valores
proteicos semelhantes (20g/100g de alimento em média), quando comparada aos feijoes que
possuem 21g de proteina em 100g de alimento (TACO, 2011).

Souza et al (2016) observaram concentracdes de 4646 mg de calcio, 712 mg de magnésio,
17,41 mg de ferro, 3644 mg de potassio, 472 mg de fésforo, 3,66 mg de zinco, e 21,86 g de
proteinas em 100g de OPN, base seca. Com a recomendacao dietética de ingestdo diaria para
um adulto de 1000 mg de célcio, 260 mg de magnésio, 14 mg de ferro, 3510 mg de potéassio,
700 mg de fosforo, 7 mg de zinco e 50 g de proteina, a ingestdo de 100g de folha de OPN seca,
corresponderia ao alcance do valor diario de referéncia, respectivamente, de 464,6 % de célcio,
273,8 % de magnésio, 124,4 % de ferro, 103,8% de potassio, 67,4% de fdsforo, 52,3 % de zinco
e 43,7 % de proteina. Claro que essa é apenas uma ingestdo teorica, dificil de acontecer na préatica
se for de farinha pura (FAO, 2001; WHO, 2013).

Entretanto, a industria de alimentos pode incorporar farinha de OPN em produtos
alimenticios, com propriedades estabilizantes. As folhas de OPN contém alto teor de proteinas
ligadas as cadeias de arabinogalactano que sdo formadas por galactose, arabinose e acido
galacturdnico, que conferem atividade emulsificante e estabilizador a OPN, o qual vem sendo
investigada nos ultimos anos (NEVES et al., 2020). A mucilagem produzida a partir das folhas

de OPN ¢ uma alternativa viavel para aplicagéo e enriquecimento de alimentos.
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Emulsdes preparadas com maior quantidade da farinha de OPN apresentaram estrutura
morfolégica estdvel e uniformidade no tamanho das gotas (AMARAL et al., 2018).
Experimentos aplicando a mucilagem de OPN em bebidas fermentadas de leite apresentaram
elevacdo no teor de proteina e viscosidade do produto, reduzindo a sinérese, ou seja, a
propriedade negativa dos géis de amido submetidos a refrigeracdo, que indica deterioracdo do
produto. A adigéo de farinha de OPN nos alimentos melhora a estabilidade do tamanho das
goticulas da emulsdo, reduz o custo de producdo pela reducdo ou substituicdo do uso de

emulsificantes importados ou dispendiosos (LAGO et al., 2019).

Figura 1. Folhas in natura de ora-pro-ndbis (Pereskia aculeata Miller).

Fonte: autora.

Nos ultimos anos, estudos realizados em animais demonstraram as atividades
antioxidante e anti-inflamatéria promovidas pela OPN. As folhas de OPN possuem altas
concentragdes de carotenoides, minerais, fibra alimentar, vitaminas A e C, acido fdlico, esterois
(sitosterol e estigmasterol), flavonoides e compostos fendlicos, responsaveis por muitos
beneficios da planta (VIEIRA et al., 2020). Takeiti et al. (2009) observaram que as folhas de
OPN continham em 100g de matéria seca, 85,80 mg de vitamina C, 4,20 mg de S-caroteno, 2333
U1/100g de vitamina A e 19,3mg/100g de &cido folico.

A folha de OPN ¢ considerada uma fonte vegetal alternativa para a ingestdo de ferro ndo
heme, agindo na prevencédo e no combate da anemia ferropriva. Maciel et al., (2020) observaram
concentragdes de ferro férrico (F**) de 1370 mg/100g e de ferro ferroso (Fe 2*), 660 mg/100g)
importantes fontes para a prevencgdo da caréncia nutricional por ferro. Além disso, observaram

fator de protecdo para a osteoporose e constipacéo.
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Esse resultado difere do observado por Takeiti et al., (2009) que quantificou (47,26
mg/100 g) em folhas secas de OPN e Botrel et al., (2020) obtiveram 39,03 mg de ferro também
em folhas secas da planta. Com relacdo a recomendacdo diaria para os adultos, o valor é de
83,6%. Os teores de ferro ndo-heme presentes na OPN sdo maiores que de outros alimentos
vegetais considerados fontes, como espinafre, 7,02 mg, lentilha, 6,33 mg, e a couve manteiga,
5,49 mg por 100 g de alimento, em base (TACO, 2011).

2. 2 Jabuticaba (Myrciaria cauliflora)

No Brasil existe uma imensa variedade de frutas tipicas e com caracteristicas sensoriais
especificas. Em geral, tém alto valor nutricional e econdmico, bem como potencial bioativo. Os
compostos antioxidantes das frutas tipicas brasileiras tém sido fonte de intensas e crescentes
pesquisas nas Ultimas décadas (PEREIRA et al., 2019). O Cerrado é um dos biomas brasileiros
que possui inimeras espécies de frutas nativas e exdticas de enorme interesse comercial para a
indUstria alimenticia. Essas espécies nativas possuem altas concentracdes de nutrientes
utilizados para fins terapéuticos, por isso, o reconhecimento de suas propriedades e seu consumo
vém aumentando no mercado interno e no externo (SOUZA et al., 2012).

A Jabuticaba (Myrciaria cauliflora) é uma fruta tipica e nativa brasileira. Sua casca é
rica em compostos fenolicos, como por exemplo, antocianinas, flavonoides, acido galico e acido
elagico, todos com intensa atividade antioxidante. Assim como a Uva (Vitis vinifera L.), a
jabuticaba suas partes residuais como casca, semente e bagaco sao ricas em compostos bioativos,
fibras e proteinas. Estudos sobre metodologias e diferentes formas de extracdo de compostos
fendlicos, além de reutilizagdo de residuos para fins de desenvolvimento de revestimento
comestivel de baixo custo tem sido realizados (RODRIGUES et al., 2020).

Esta fruta é uma das maiores fontes brasileiras de polifendis, como a antocianina,
concentrada principalmente em sua casca. Entretanto, a casca ndo é considerada fonte primaria
de consumo. Todavia, é possivel utiliza-la para producdo de compotas e extratos para a industria
de bebidas. E de conhecimento que o extrato da casca de jabuticaba pode ser utilizado como
aditivo em alimentos e bebidas com o intuito de enriquecimento do produto, transformando o
produto como carreador de propriedades funcionais (DALLABONA et al., 2020).

A jabuticaba (Figura 2), apds o amadurecimento e coleta, tem um prazo de validade
relativamente curto (3 a 7 dias), prejudicando assim a sua comercializacdo. As sementes tém se

mostrado fonte rica de compostos fendlicos. Todavia a celulose ainda é o principal subproduto
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de interesse da indudstria alimenticia. Assim, suas sementes sdo geralmente descartadas,

resultando em grande quantidade de residuos (FIDELIS et al., 2021).

Figura 2. Jabuticaba Pingo de Mel (Myrciaria cauliflora).

Fonte: autora.

2.2.1 Residuo de Jabuticaba (Pomace)

A industria de produtos a base de jabuticaba possui uma grande variedade de alternativas
para o consumidor, desde a producdo de sucos, geleias, sorvetes e até mesmo bebidas
fermentadas e destiladas, como por exemplo bebidas tipo vinho, licor e cachaca. Todavia, 0
residuo gerado a partir do processamento desse fruto gera grande quantidade de material a ser
descartado, sendo composto em maior parte pelas cascas e sementes (ASQUIEIRI; SILVA &
CANDIDO, 2009). De acordo com Morales et al., (2016), a pomace de jabuticaba é fonte de
compostos bioativos como tocoferoéis, acidos graxos poli-insaturados e acidos fendlicos com
elevada capacidade antioxidante, sobretudo a antocianina, quando comparado com o restante do
fruto.

Entretanto, durante a elaboracdo das bebidas industrializadas a base de jabuticaba, 0s
coprodutos (cascas, sementes e parte da celulose) séo totalmente descartados e ndo adicionados
ao produto final. N&o consideram que a pomace contém a maior parte dos nutrientes e compostos
bioativos da fruta. O rendimento dessa producdo, em uma escala laboratorial, é de 60% do peso
total do fruto. O aproveitamento integral do fruto resultaria na maior agregagao de valor ao fruto
(GURAK et al., 2014).

Leite-Legatti et al., (2012), visando descobrir o efeito nutracéutico da adigéo de casca de

jabuticaba liofilizada em uma dieta rica em gordura para ratos, observaram que 0 grupo que
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consumiu a dieta com casca de jabuticaba teve aumento significativo no nivel sanguineo de

HDL-colesterol, induzindo um efeito protetor contra doencgas crénicas ndo-transmissiveis.

2.3 Compostos Bioativos

2.3.1 Flavonoides

Os flavonoides (Figura 3) sdo pertencentes ao grupo de compostos organicos
heterociclicos e estdo presentes em diversas plantas e seus produtos derivados, como por
exemplo, mel e prépolis. Indmeras formulas farmacéuticas (infusdes, balsamos, cataplasmas)
contém flavonoides como ingredientes ativos, um dos seus principais uso € no tratamento e
prevencdo de doencas infecciosas e mediadas por feridas, como a acne, infeccdes respiratorias
doencas do trato gastrointestinal e do trato urindrio (NGUYEN et al., 2009; HOFFMAN-
RIBANI & RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).

Esqueleto basico de carbono dos flavondides OH
HO O
OH O

Figura 3. Esqueleto basico de carbono dos flavonoides contém 15 carbonos organizados em dois anéis
aromaticos, conectados por uma ponte de trés carbonos.

Fonte: A autora.

Podem ser divididos em seis subgrupos: flavonas (apigenina), flavonois (quercetina),
catequinas (epicatequina), flavononas (hesperitina), antocianinas (cianina) e isoflavonas
(genisteina). Sdo sintetizados pela via metabolica do acido chiquimico e acido acético, a partir
da fenilalanina. Primeiro, a fenilalanina é transformada em &cido cindmico pela agdo da enzima
fenilalanina aménio liase. O acido cinamico é hidrolisado a acido cumarico que é condensado a
3 unidades de malonil-CoA, resultando em uma chalcona, a partir da qual todos os flavonoides
sdo formados. Esse grupo de composto bioativo é bastante pesquisado devido as suas
propriedades antibacterianas (KUHNAU, 1976).
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2.3.2 Taninos Condensados

Os taninos condensados em sua forma polimérica séo chamados de proantocianidinas,
sdo formados pelas catequinas e epicatequina o qual estédo presentes em sua maioria na casca e
na semente de frutas, como por exemplo a uva (Vitis vinifera L.) (LLAUDY, 2006). Estima-se
que em escala global a producéo de taninos comerciais seja aproximadamente 200.000 toneladas
por ano, oriundas principalmente de madeiras e cascas de arvores, podendo ser extraidos
utilizando solventes polares (ex. agua, etanol, acido acético). As proantocianidinas sdo bastante
conhecidas pelas suas atividades quimicas e bioldgicas, dentre elas, a absor¢do de UV,
propriedades antimicrobianas e antioxidantes. Todas as suas propriedades sdao amplamente
exploradas, podendo ser aplicadas em adesivos para madeiras, cuidados pessoais, produtos
farmacéuticos e nutracéuticos (BRIDSON et al., 2019).

As proantocianidinas sao o principal grupo de polifendis presentes nos alimentos e sao
comuns nas cascas € em frutos de algumas plantas herbaceas. Inimeros estudos vém
demonstrando os beneficios das proantocianidinas, dentre eles o fator inibitério de proliferacéo
de células tumorais, efeito protetor para satde cardiovascular e antidiabético (ZHANG et al.,
2020). Portanto, extrair e recuperar proantocianidinas de sementes faz-se importante, pois ambos
0S processos aumentam o valor dos produtos derivados e diminuem o impacto ambiental trazido
pelo processamento de alimentos (RAN et al.,, 2019). No entanto, a aplicacdo das
proantocianidinas na industria alimenticia e farmacéutica é limitada devido a sua estrutura basica
dos grupos de hidroxila fendlicos que sdo facilmente degradados pela temperatura, oxigénio e
exposicao a luz (CHEN; ZHANG, 2019).

2.3.3 Antocianinas

As antocianinas sdo pigmentos naturais com cores muito atraentes, principalmente
vermelho, azul e roxo, amplamente distribuidas na alimentacdo humana e d&o cor aos seus
alimentos fontes presentes em alguns vegetais e frutas, como uva, mirtilo, batata doce e repolho
roxo. A cor desses compostos depende da estabilidade do pH, sendo estaveis em pH &cido (1 a
5) adquirindo coloracdo vermelha. Conforme o pH se eleva entre 6 a 8 resulta na cor azul, se
tornando instavel e reduzindo sua biodisponibilidade (HAMEDI; KOOSHA, 2020). Sao
flavonoides solUveis em dgua e devido a sua ndo toxicidade, sdo potencialmente adequadas como

corantes para alimentos e cosméticos (CARVALHO et al., 2019).



24

S&o classificadas em seis principais compostos: cianidina, delfinidina, malvidina,
peonidina, pelargonidina, e petunidina, dependendo do anel g de flavilio (ZHANG et al., 2019)
(Figura 4). Todavia, apesar de estar amplamente distribuida na alimentacdo humana, sua

biodisponibilidade, no gera, é extremamente baixa (HAN et al., 2019).

R
+
S R'
ZS0H
Antocianidina R R’
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Malvidina OCH; OCH;
Pelargonidina H H
Peonidina OCH; H
Petunidina OCH; OH

Figura 4. Férmula estrutural de uma antocianina genérica.

Fonte: A autora.

O crescente interesse pelas antocianinas deu-se ap6s alguns estudos sugerindo que seu
consumo é fator de protecdo para o desenvolvimento de doencas crénicas ndo transmissiveis.
Antocianinas sdo capazes de diminuir o risco de doengas cardiovasculares e obesidade, além de
possuirem efeito anti-inflamat6rio, antioxidante, anticarcinogénica e antimicrobiana
(PEIXOTO; GOUVEA, 2016). A estrutura das antocianinas, por meio da sua capacidade
antioxidante, consegue eliminar tipos reativos de oxigénio, como por exemplo o superdxido e
perdxido de hidrogénio. As propriedades anti-inflamatorias estdo associadas a capacidade de
inibir a producéo de 6xido nitrico e ciclooxigenase-2 (COX-2) (HUANG; ZHOU, 2019).

2.3.4 Acidos Fendlicos

Sdo um grupo de componentes organicos que possuem em sua estrutura um anel
aromatico, tendo um ou mais grupos hidroxila. S&o amplamente distribuidos nas plantas, sendo

necessarios para a alimentacdo humana. Recentemente, tais compostos vém recebendo bastante
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atencdo, devido as suas atividades antioxidante, antimutagénica e antitumoral (DAI; MUMPER,
2010; BALASUNDRAM et al., 2006; SHAHIDI; NACZK, 2005). Os extratos de compostos
fenolicos oriundos de matriz vegetal ou alimenticia sdo pré-requisito para a analise quimica do
estudo de sua composicdo e concentracdo. Todavia, devido a enorme diversidade de
propriedades fisico-quimicas e diferentes tipos de estruturas desses compostos, ainda ndo existe
um procedimento padrdo para a extracdo de todos os fendlicos, gerando assim a necessidade de
elaborar processos especificos de extracdo de acordo a fonte fendlica pesquisada (SILVA et al.,
2007; NACZK; SHAHIDI, 2004).

Pesquisas feitas sobre a caracterizagdo fisica e quimica e a atividade antioxidantes de
frutas nativas brasileiras estdo sendo realizadas por pesquisadores, como por exemplo goiaba-
serrana, acai, pitanga, araticum-do-mato, mandacaru-de-trés-quinas, jabuticaba, camu-camu,
mangaba, entre outros, com o intuito de mostrar o seu potencial e aumentar a ingestdo dessas
espécies (Amarante et al., 2017). No estudo de Souza, Fassina e Saraiva (2018), foram
encontradas diferencas no contetdo de compostos fenolicos totais entre as espécies nativas, em
especial para as frutas de palmito jucara, com os maiores teores (174,2 mg GA/100 g, base
umida), seguidos por jabuticaba (128,3 mg EAG/ 100g, base umida), pitanga (95,9 mg EAG
100g base umida) e aracd vermelho (88,0 mg EAG/ 100g, base imida), enquanto as frutas de

guabiroba, aracd amarelo e butia apresentaram os menores valores.

2.3.5 Depsideos

Os depsideos sdo compostos fendlicos compostos por duas ou mais unidades aromaticas
monociclicas unidas por uma ligacédo éster. Os depsideos mais comuns a serem identificados séo
o 2,4,5-trihidroxifenilacético (originalmente encontrado em liquens) e a jabuticabina. Sendo
mais comumente presentes em liquens, foram achados também em espécies maiores como a
Ericaceae, Lamiaceae e Papaveraceae e Myrtacea (REYNERTSON et al., 2006).

Os depsideos sdo potentes anti-inflamatérios ndo esteroidais, além de possuirem
atividade antibidtica e antiproliferativa, atuando como inibidores da biossintese de
prostaglandinas e da biossintese de leucotrieno B4, entretanto devido a sua baixa concentracéo
algumas vezes esse composto torna-se néo detectavel (WU et al., 2012).
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2.4 Extracao de Antioxidantes por Ultrassom

O ultrassom é uma tecnologia sustentavel quando se trata de extracdo, devido a reducao
do uso de solventes, unidade de operacOes, tempo e energia empregada para 0 processo. Seu
principio consiste na cavitacdo acustica, em que o movimento molecular da amostra e do
solvente acontecem. Para a extragdo ser efetiva, € necessario que haja a agitacao do solvente
pelo ultrassom, aumentando assim o contato entre o solvente e 0 composto de interesse.
Entretanto, a eficiéncia desse processo € diretamente afetada pelo tempo de sonicagéo, tipo de
solvente aplicado (polaridade e apolaridade) e temperatura (BARROS et al., 2019).

A extracdo assistida por ultrassom é uma das técnicas mais bem relatadas para se obter
componentes bioativos de células e tecidos vegetais. E geralmente aplicado para encurtar o
tempo de extracdo, aumentar o rendimento da extracdo dos produtos e minimizar a temperatura
de extracdo (MUDLIYAR et al., 2019). E um sistema rapido, eficiente e ecoldgico.

Além disso, o ultrassom vem sendo usado para extrair e modificar proteinas vegetais.
Possui 0 potencial para melhorar a eficiéncia de extracdo de proteinas. Adicionalmente, o
ultrassom também consegue alterar as caracteristicas fisico-quimicas, estruturais e funcionais
dos alimentos devido a sua tenséo de cisalhamento e efeitos de cavitagdo, como relatado, para
proteinas de soja, isolado de proteina de ervilha, concentrados de caseina micelar e proteinas de
amendoim (SUN et al., 2020). A ultrassonicacdo possui efeito em certas propriedades, como
capacidade de emulsificacéo, solubilidade e textura que vem sendo usados para melhorar certos
processos de tecnologia de alimentos. Observou-se também aplicacbes em campos de
homogeneizacdo, mudanca de viscosidade, extracdo, secagem, cristalizagdo e remocdo de
espuma (MACHADO et al., 2019).

No fruto de jabuticaba é bastante comum encontrar cianidina, peonidina, delfinidina e
a piranocianina, antioxidantes obtidos por métodos de extracdo convencional, os quais utilizam
solucBes hidroalcodlicas, podendo ser melhorado através do uso de solventes de polaridade
distinta ou por aplicacdo de técnicas de ultrassom (PORTO, PORRETTO & DECORTI al.,
2013). Além disso, estudos recentes demonstram que o método por ultrassom é eficaz na
extracao de antioxidantes, tendo em vista que, ndo sdo limitados por solvente. Portanto, a técnica
de extracdo por ultrassom € utilizada para uma ampla gama de compostos, incluindo compostos

fenolicos em matrizes biolégicas complexas (SETYANINGSIH et al., 2019).
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2.5 Microencapsulacao por Spray Dryer

A microencapsulacdo é um processo em que pequenas particulas ou gotas sdo envoltas
por uma cobertura, ou encharcadas em base homogénea ou heterogénea, formando pequenas
capsulas funcionais. Durante a microencapsulacao é possivel obter dois tipos de formacgoes, que
se diferenciam através da distribuicao da substancia encapsulada. Esses materiais sdo chamados
de microcapsulas ou microparticulas. Nas microparticulas o material que foi encapsulado
permanece uniforme por todo o volume da particula, enquanto nas microcapsulas a substancia é
plenamente envolta pelo material de parede formando assim um ndcleo ao redor da matéria ativa
(GUARSALLOUI et al., 2007; SUAVE et al., 2006).

Algumas técnicas de microencapsulacdo podem ser usadas, como leito fluidizado,
coacervacao, spray chilling, spray cooling, entre outras. Entretanto, a técnica de spray dryer tem
sido utilizada nos processos de microencapsulacao, devido a sua facilidade e baixo custo. A
secagem por aspersao tem sido a mais utilizada na industria de alimentos devido a sua alta
eficiéncia, ampla disponibilidade e maior beneficio econémico, além da possibilidade de ser
usada em diferentes tipos de produtos (MURUGESAN & ORSAT, 2012; BOTREL etal., 2012).
A técnica spray dryer consiste na secagem térmica de liquidos por atomizacdo ou pulverizacéo,
em que o fluido é transformado em produto seco através da corrente de entrada em um meio
quente de secagem (McCABE; SMITH & HARRIOTT, 1993).

Diversos tipos de solvente podem ser removidos de sélidos por acdo mecénica através
do equipamento de secagem por spray dryer (Figura 5), e pode-se obter dois tipos de produtos:
micro encapsulado, o qual as microcapsulas contém o principio ativo; e o desidratado, o qual
uma solucdo foi desidratada com o intuito de obter um p6 com baixissima ou quase nenhuma
umidade e granulometria microscépica (MADEIRA, 2009). O aumento do interesse da industria
de alimentos pela microencapsulagdo de compostos ativos, deve-se as suas inimeras vantagens.
A microencapsulacdo de compostos bioativos é capaz de reduzir a volatilizacdo de aromas ao
longo do armazenamento, diminui alteragdes de cor e perda nutricional, impede a reatividade de
fatores ambientais externos e reagcdes desfavoraveis com outros compostos presentes no
alimento, além de separar substancias incompativeis e controlar a liberacdo do composto
desejado (BOGER, 2016).
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Figura 5. Esquema de Microencapsulagao por spray dryer.

Fonte: A autora.

2.5.1 Agentes Encapsulantes

A microencapsulagéo utiliza diversos tipos de agentes encapsulantes. Estes possuem a
funcdo de revestir o composto bioativo e conferem forma para a microcapsula desenvolvida. O
material de parede pode ser de origem natural, semissintética ou sintética, além de poder incluir
material polimérico, hidrofilico, hidrofébico ou juncdo de ambos (AZEREDO, 2005; ANSON,
2005). Os agentes encapsulantes devem ser capazes de formar uma pelicula consistente com o
material do nucleo, resultando em compatibilidade quimica e fisica que agregara as propriedades
desejadas as microcapsulas, como por exemplo, flexibilidade, resisténcia, impermeabilidade e
estabilidade na preparacdo (VENKATESEN et al., 2009).

Polissacarideos sdo considerados excelentes agentes encapsulantes, pois apresentam
menor viscosidade em elevadas concentraces e boa solubilidade. Nesse sentido, as
maltodextrinas sdos as mais utilizadas nos processos de microencapsulacao por spray dryer
porque conferem protecdo contra a oxidagdo as microcapsulas, alta solubilidade em agua e
menor viscosidade, além de ndo interferirem na qualidade sensorial, pois ndo acrescentam sabor
e odor aos alimentos (GHARSALLAOUI et al., 2007). Para o método de spray dryer, a
utilizacdo de maltodextrina se destaca por apresentar maior eficiéncia na protecdo de compostos
fendlicos (BAKOWSKBARCZAC & KOLODZIEJCZYK, 2011).
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2.5.2 Maltodextrina

A maltodextrina (Figura 4) € um carboidrato complexo pois possui varios agcares em
sua formulacéo, dentre eles a dextrose, a maltose, a frutose e outros. As fontes mais comuns para
a producdo de maltodextrina sdo o milho, a batata e o0 arroz, todavia, ainda é possivel obté-la
através de diversas matérias primas, como por exemplo, mandioca, trigo e o sorgo (SOTO et al.,
2012). As maltodextrinas sdo reconhecidas como ingrediente seguro (Generally Recognized As
Safe, GRAS) pela Organizacdo das NacOes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO, do
inglés Food and Agriculture Organization of the United Nations) e se apresentam como um po
branco ou solucBes concentradas (STORTS & STEFFENS, 2004).

No Brasil, de acordo com a Instrucdo Normativa n°® 28 de 26 de julho de 2018 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, a maltodextrina faz parte da lista de constituintes
autorizados para uso em suplementos alimentares, exceto para os suplementos alimentares
indicados para lactentes (0 a 12 meses) ou criancas de primeira infancia (1 a 3 anos) (Brasil,
2018). A maltodextrina é formada por unidades D-glucose ligadas por cadeias glicosidicas a-
1,4. Sua classificacdo é feita de acordo com equivalentes em dextrose (DE) e sdo altamente
soltveis em agua (JITTANIT, NITI-ATT & TECHANUNTACHAIKUL, 2010).

= Ligacio glicosidica a-1.4

Unidades D-glucose

HO"/\ HO"/\ Maltodextrina
—0

HOwufuscee{ SR ) - ——H

HO OH |HO OH

Figura 6. Estrutura Quimica da maltodextrina.
Fonte: Adaptado de Carareto et al. (2010).

Maltodextrinas sdo obtidas a partir da hidrolise parcial do amido por acido ou enzimas.
Sdo os mais comuns materiais de parede celular de vegetais, pois possuem baixo custo e
excelente protegdo contra processos oxidativos, além de néo alterarem caracteristicas sensoriais

em alimentos, entretanto, possuem baixa capacidade de emulsificagio (GOULA &
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ADAMOPOQULOS, 2012; ROCHA et al., 2009). De acordo com Silva, Sobral & Kieckbusch
(2006), a maltodextrina possui a capacidade de melhorar a estabilidade do pé obtido a partir do

processo de spray dryer dos extratos de frutas com elevados teores de agucar.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi analisar a capacidade antioxidante da semente de
Jabuticaba (Myrciaria cauliflora) in natura e de residuo oriundo de industria de bebida a base
de jabuticaba e das folhas de Ora-Pro-Noébis (Pereskia aculeata), comparando os resultados por

meio de analises quimicas e fisico-quimicas.

3.2 Objetivos Especificos

Como objetivos especificos, tém-se:
- Produzir farinhas das matérias-primas experimentais e calcular o rendimento;
- Analisar a composigdo centesimal aproximada das farinhas desenvolvidas;
- Verificar a capacidade antioxidante, empregando-se os reagentes DPPH e ABTS, de extratos
de semente de jabuticaba in natura e de pomace oriundos da industria de bebidas a base de
jabuticaba (Myrciaria cauliflora) e de folhas de Ora-Pro-Ndbis (Pereskia aculeata) extraidos
subsequentemente com diferentes solventes;
- Elaborar extratos hidroalcéolicos da folha de Ora-Pro-Ndbis (Pereskia aculeata) submetidos a
ultrassom;
- Comparar a extracdo de compostos antioxidantes pelos 2 métodos de determinacdo (DPPH,
ABTS) e métodos de extracdo (com ou sem ultrassom);
- Determinar os compostos fendlicos totais — CFT, antocianinas e taninos totais da semente de
jabuticaba in natura (Myrciaria cauliflora) e de seu pomace;
- Determinar os compostos fenolicos totais — CFT, antocianinas e taninos totais das folhas de
ora-pro-nobis (Pereskia aculeata);
- Microencapsular os compostos bioativos dos extratos concentrados da farinha experimental de
OPN com secagem por atomizagao (spray dryer);
- Avaliar a toxicidade das microcapsulas obtidas por meio do bioensaio de toxicidade com
Artemia salina sp.;
- Identificar os grupos de compostos organicos das possiveis moléculas presentes nos extratos
concentrados antes da microencapsulacao através de técnica de Ressonancia Magnética Nuclear
de Hidrogénio (RMN de *H);
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- Detectar o tempo de meia vida dos antioxidantes presentes em todas as amostras por técnica
de Ressonancia Paramagnética Eletrénica (RPE).
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CAPITULO 2 - PERFIL BROMATOLOGICO DA SEMENTE E POMACE
DE JABUTICABA E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE POR METODOS
QUIMICOS E FISICO-QUIMICOS POR RESSONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR DE HIDROGENIO

RESUMO

A jabuticaba, as vezes grafado como jaboticaba (Myrciaria cauliflora), é uma fruta de
producdo sazonal e seu periodo de safra é relativamente curto. Seus frutos maduros duram
poucos dias se permanecerem na planta. O processamento industrial da jabuticaba, como por
exemplo, a producéo de sucos, geleias, licores e bebidas fermentadas, tornam-se uma excelente
via para aumentar a ingestao dos subprodutos como semente e casca, bem como seus Compostos
bioativos presentes nessas partes do fruto. Foi realizado as analises de composicao centesimal,
compostos fendlicos totais, DPPH, taninos, antocianinas e analise de ressonancia magnética
nuclear nos extratos elaborados. A analise de composi¢do centesimal das farinhas experimentais
demonstrou semelhanca entre si quando comparadas ao teor de macronutrientes. Todavia, a fibra
alimentar presente na farinha de pomace (FEPJ) apresentou maior quantidade 50, 85 g.100g,
qguando comparada a farinha experimental de semente in natura de jabuticaba (FSJIN) 38,30
g.1001g. Os melhores resultados de extracdo de compostos antioxidantes foram obtidos pelo
método de ultrassom para o extrato aquoso FEPJ (2952,99 + 1,05 mg GAE/g para CFT; 0,01 +
0,03 IC50 para DPPH) e extrato metanol+acetona+agua para FSJIN (8745,38 + 4,53 mg GAE/g
para CFT; 0,04 + 0,07 IC50). A analise de RMN de 'H para a identificacdo de compostos
bioativos tanto para FEPJ quanto para FESJIN encontrou sinais que correspondem a hidrogénios
caracteristicos de hidrocarbonetos, acidos graxos, aldeidos (2,06ppm) e ésteres(3,41-3,76ppm),
apresentaram sinais semelhantes entre 0,8 e 1,0 ppm, referentes aos grupos metilicos (mais
blindados); os sinais entre 1,0-2,0 ppm sdo caracteristicos de hidrogénios de -CH»- e -CH-
(alcenos); os sinais entre 1,6 e 2,3 ppm séo relativos a hidrogénios alilicos (alcenos); o sinal em
3,5 ppm representa o hidrogénio ligado no carbono oxigenado; e o sinal entre 3,5 e 4,5 ppm

representa um éster, no sinal de 4,90 ppm (regido 4,5-6,4 ppm) terpenoides.

Palavras-chave: semente de jabuticaba, pomace, compostos bioativos, antioxidantes, RMN.
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ABSTRACT

The jaboticaba, sometimes spelled as jaboticaba (Myrciaria cauliflora), is a fruit of seasonal
production and its harvest period is relatively short. Its ripe fruits last a few days if they remain
on the plant. The industrial processing of jabuticaba, such as the production of juices, jellies,
liqueurs and fermented beverages, becomes an excellent way to increase the ingestion of by-
products such as seed and peel, as well as the bioactive compounds present in these parts of the
fruit. Analyzes of centesimal composition, total phenolic compounds, DPPH, tannins,
anthocyanins and analysis of nuclear magnetic resonance in the prepared extracts were carried
out. The analysis of the centesimal composition of the experimental flours showed similarity
between them when compared to the macronutrient content. However, the dietary fiber present
in the pomace flour (FEPJ) showed a higher amount 50.85 ¢.100-1g, when compared to the
experimental flour of jabuticaba seed in natura (FSJIN) 38.30 g.100-1g. The best results for
extracting antioxidant compounds were obtained by the ultrasound method for the FEPJ aqueous
extract (2952.99 + 1.05 mg GAE/g for CFT; 0.01 £ 0.03 IC50 for DPPH) and methanol+acetone
extract +water for FSJIN (8745.38 + 4.53 mg GAE/g for CFT; 0.04 + 0.07 IC50). 1H NMR
analysis for the identification of bioactive compounds for both FEPJ and FESJIN found signals
that correspond to characteristic hydrogens of hydrocarbons, fatty acids, aldehydes (2.06ppm)
and esters (3.41-3.76ppm), showed similar signals between 0.8 and 1.0 ppm, referring to the
methyl groups (more shielded); signals between 1.0-2.0 ppm are characteristic of -CH2- and -
CH- hydrogens (alkenes); signals between 1.6 and 2.3 ppm are relative to allylic hydrogens
(alkenes); the signal at 3.5 ppm represents hydrogen bonded to oxygenated carbon; and the
signal between 3.5 and 4.5 ppm represents an ester, in the 4.90 ppm signal (region 4.5-6.4 ppm)

terpenoids.

Keywords: jabuticaba seed, pomace, bioactive compounds, antioxidants, NMR.
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1 INTRODUCAO

A insercao do consumo de sementes na dieta do ser humano esta cada vez mais presente
atualmente, por possuirem boas caracteristicas nutricionais e funcionais. Além de tudo, o
aumento do interesse por novas fontes alimentares principalmente de origem vegetal tem
impulsionado a busca por novas opgdes alimentares (RUBIO et al., 2018).

A jabuticaba, as vezes grafado como jaboticaba (Myrciaria cauliflora), € uma fruta de
producdo sazonal e seu periodo de safra é relativamente curto. Seus frutos maduros duram
poucos dias se permanecerem na planta. Sendo assim, é de grande interesse dos produtores
expandir o aproveitamento integral da fruta (BOESSO et al., 2020).

A fruta tem polpa esbranquicada de sabor adocicado a levemente picante, contém de 1 a
4 sementes, recoberta por uma casca de coloracdo roxa escura a preta. A parte mais consumida
do fruto é a polpa, todavia, suas cascas e sementes, onde sdo encontradas a maior quantidade das
antocianinas e compostos fendlicos, sdo descartadas. O processamento industrial da jabuticaba,
como por exemplo, a producéo de sucos, geleias, licores e bebidas fermentadas, tornam-se uma
excelente via para aumentar a ingestdo dos subprodutos como semente e casca, bem como seus
compostos bioativos presentes nessas partes do fruto (NEVES et al., 2022).

Os residuos da jabuticaba (epicarpo ou casca e sementes) vinculados a fabricacdo desses
alimentos e bebidas, sdo aproximadamente 50% do volume total processado, sendo que essas
fracdes possuem altos teores de fibras e compostos fendlicos que poderiam resultar em
ingredientes funcionais. Os compostos fendlicos encontrados tanto nas cascas como nas
sementes da jabuticaba, sdo a cianidina 3-glicosideo, acido galico, hesperidina, catequina, galato
de epicatequina, procianidina, resveratrol, rutina, epicatequina e galato de epicatequina
(CARMO et al., 2021).

As bebidas a base de jabuticaba diferem quanto as tradicionais a base de uva, tendo em
vista que, sdo em grande parte, de producdo artesanal, tornando esses produtos pouco
caracterizados quanto as suas propriedades fisico-quimicas. Entretanto, conhecer sobre a
composi¢do nutricional e fenodlica, capacidade antioxidante, podem influenciar para o
crescimento da popularidade dessas bebidas que possibilitam o acesso as informacdes sobre 0s

beneficios do produto a satde para o consumidor (MACEDO et al., 2020).
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencdo das matérias-primas

Amostras de frutos de jabuticaba (Myrciaria cauliflora) in natura da variedade pingo
de mel (20 kg) foram doados pela Fazenda Jabuticabal situada no distrito de Nova Fatima, em
Hidrolandia, Goias, Brasil (-16.910595902862266, -49.35900582449357). Foram
acondicionadas em recipientes e transportados em caixas plésticas a temperatura ambiente até o
Laboratorio de Quimica e Bioguimica de Alimentos da Faculdade de Farmacia da UFG. As
amostras de jabuticaba foram selecionadas quanto a sua integridade, higienizadas em agua
corrente e sanitizadas com solucéo de hipoclorito de sodio (200 ppm/15 min) (Figura 1). Em
seguida os frutos foram despolpados em despolpadeira elétrica (Bonina 0,25, Itametal, Ditrito
Federal Brasil), secos em estufa de circulacéo forcada a 45 °C por 24h, e as sementes separadas
manualmente do epicarpo. As sementes e polpas foram mantidas sob congelamento a 22 °C até

posteriores analises.

Figura 1. Jabuticabas pingo de mel in natura sanitizadas.

Fonte: autora.

A semente do residual de jabuticaba oriundo de vinicola (aqui chamada de pomace)
(Figura 2) cedidas a partir da producéo do dia anterior (aproximadamente 24h), foram secas em
estufa de circulacdo e renovacdo de ar forcado (com capacidade de 85 L) (SolidSteel, Sao
Caetano do Sul, Brasil), a 45 °C por 24h.
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Figura 2. Residuo Umido da industria de jabuticaba (cultivar pingo de mel).

Fonte: autora.

As analises de composicéo centesimal foram realizadas em quadruplicatas e as demais
em duplicatas; os resultados foram expressos como as médias e desvios padrdes amostrais.

2.1.1 Processamento das farinhas experimentais

As matérias-primas secas foram trituradas em moinho (tipo Willye, Micromodelo Te-
648, cidade, pais) com malha a 20 mesh, para obtencdo das farinhas experimentais. O
fluxograma de processamento da semente de jabuticaba (in natura) e pomace para obtencao das
farinhas experimentais estdo apresentados na Figura 3. Na figura 4 sdo mostradas as farinhas

obtidas.

Farinha de semente de jabuticaba in natura

Obtenglo, selegio e b Samtxu;_io | DESPOIDIMERD | s Congelamento
lavagem (200ppm/1 5min) als8°C
|
{
Polpa | Casca + Sementes| === Secagem em S | st (Separagio manval| sy Triturado a 20 mesh ¢
2 45°C por 24h da semente ¢ da obtengio da farinha
casca expenmental

Farinha experimental de residuo da indistria a base de jabuticaba

Obtengdo, selegio : S‘mnmcao Despolpamento Congelamento
lavagem (200ppm’1 5mun) al8°C
L
Polpa 1 Casca+ Sementes| wm—t S“fgfm = f’mf’ w— (212530 MNVA| s | Trituragdo a 20 mesh ¢
) a 45°C por 24h da semente ¢ da obtengdo da farinha
E— casca experimental

Figura 3. Fluxograma do processamento da semente de jabuticaba in natura e pomace de jabuticaba para
obtencéo das farinhas experimentais.

Fonte: autora.
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(A)

(B)

Figura 4. Semente seca e farinha experimental de jabuticaba in natura (FEJIN) (A). Pomace seca e Farinha
Experimental de pomace de Jabuticaba (FEPJ) (B). Fonte: A autora.

2.1.2 Elaboracdo dos extratos ultrassonicados e néo ultrassonicados

Inicialmente, foram preparados extratos com a mesma amostra e extracdo subsequente
com varios solventes: éter, alcool 95 °GL e agua destilada e posteriormente um extrato terciario
de metanol+acetona+agua destilada, separadamente.

Para o extrato etéreo, foram utilizadas 2,5 g de amostra das farinhas experimentais em
50 mL de éter etilico. A solucdo sofreu agitacdo a 1 RCF em agitador magnético por 60 min.
Apos, filtrou-se com auxilio de papel de filtro universal e o volume do baldo foi completado
para 50 mL com éter etilico (todo o procedimento foi realizado ao abrigo da luz). Para a
elaboracédo do extrato alcoolico foi utilizado o residuo anterior. Este foi seco por 2h a 35 °C e
apos, adicionado alcool etilico absoluto na proporc¢édo de 1:20 (peso residuo: volume de alcool).
Deixou-se em agitacdo a 1 RCF em agitador magnético por 60 min, e completou-se com alcool
a 95 °GL para o volume inicial calculado anteriormente.

O extrato aquoso foi obtido a partir do residuo do extrato alcodlico, seco por 30 min a
50 °C. Apds realizar a pesagem do papel filtro com o residuo, transferiu-se para béquer lavando
com &gua destilada. Adicionou-se a 4gua na proporcao de 1:20 (peso residuo: volume de &gua)
e deixou-se por agitacdo a 100 rpm em agitador magnético por 60 min. Posteriormente foi pesado
um novo papel filtro realizando a ultima filtracdo. Completou-se o volume com &gua para o

volume inicial calculado na proporgéo e secou-se o residuo no papel filtro em estufa de secagem
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e esterilizacdo por 24 horas a 40 °C. O papel filtro com a amostra foi pesado e o residuo restante
descartado. Para o extrato terciario (MAA), pesou-se 2,5 g de amostra das farinhas
experimentais, adicionando 40 mL de metanol a 50%, deixado em repouso por 1h em béquer
coberto com papel aluminio. Logo em seguida, a mistura foi centrifugada (Centrifuga 5403,
Eppendorf, Darmstadt, Alemanha) a 112 RCF por 15 min e o sobrenadante transferido para
baldo de 100 mL. O residuo foi transferido para um novo béquer, adicionados 40°mL de acetona
a 70% e colocado em repouso por 1h. Novamente o liquido com o residuo foi centrifugado na
estufa de secagem a 10000rpm por 15 min e seu sobrenadante transferido para o mesmo baléo
de 100mL e seu volume completado com &gua destilada.

A extracdo por ultrassom ocorreu conforme a primeira etapa de extracdo pelo método
convencional, utilizando éter etilico. Foram misturados 2,5 g de amostra em 50 mL de éter
etilico. Deixados sob agitacdo a velocidade de 1 RCF em agitador magnético (Fisatom 752A)
por 60 minutos. Logo em seguida, o liquido foi submetido a banho ultrassénico em lavadora
ultrassonica (Logen Scientific, Modelo Ls 2800, Diadema, Brasil) por 30 minutos a 30 °C para
cada extrato subsequente produzido. Para o extrato MAA, foram utilizados os mesmos
parametros ultrassonicos logo apos a etapa de repouso em etanol a 50% por 40 min. Apos a
sonicagao, as amostras seguiram 0s mesmos passos utilizados na producdo dos extratos pelo
método convencional. Os extratos polifendicos das amostras de OPN e jabuticaba foram
mantidos a -18 °C até analises posteriores.

Os extratos obtidos foram utilizados para determinar os Compostos Fenolicos Totais,

Antocianinas, Taninos e o potencial antioxidante pelos métodos de ABTS e DPPH.

2.1.3 Elaboracéo dos extratos concentrados

Para a extracdo dos compostos bioativos em forma de extrato concentrado, foi
necessario ambiente em auséncia de luz. Foram umedecidos 100 g de cada farinha experimental
em 1000 mL de solvente (alcool 60%) e deixados sob agitacdo a velocidade de 1 RCF em
agitador magnético por 24h no escuro e vidraria cobertos por papel aluminio. Apds as 24h sob
agitacdo, os extratos foram reservados em um percolador para cada e envoltos por papel
aluminio, contendo em seu interior camadas de algodao e papel filtro para potencializar a
extracao.

Os extratos seguiram percolados por 72h com gotejamento de 30 gotas/min em frasco
ambar recobertos por papel aluminio e vertidos no percolador conforme necessidade até que

fosse atingido o tempo estipulado anteriormente. Logo apos, 0s extratos foram concentrados em
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evaporador rotativo a vacuo 1600 W (MA120, Marconi, Piracicaba, Brasil) a 45 °C até a
remocado de 95% do solvente extrator (alcool 60%). Na Figura 5 pode ser observado o processo

de elaboracdo dos extratos concentrados.

S

.

@ (B)

Figura 5. A: ESJIN (Extrato de semente de jabuticaba in natura). B: EPJ (Extrato de pomace de jabuticaba).

Fonte: A autora.

2.2 Andlises fisico-quimicas

As analises quimicas foram realizadas na Universidade Federal de Goias (UFG), em
Goiania/Goias, no Laboratério de Quimica e Bioguimica de Alimentos (Faculdade de Farmécia)
e no Laboratorio de Nutricdo e Analise de Alimentos (LANAL) (Faculdade de Nutrigdo). A
analise quimica foi realizada no Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear — LabRMN e

Laboratorio de Produtos Naturais e Sintese Orgéanica (LabPN), localizados no Instituto de

Quimica (1Q 1).

2.2.1 Composicéo centesimal

A umidade foi determinada segundo a técnica gravimétrica, com o emprego do calor
em estufa & temperatura de 105 °C até a obtencdo de peso constante, método 934.06 (AOAC,
2012). Para determinar cinzas foi realizada a incineracdo da amostra em mufla (marca Lavoisier
modelo 400 D), a temperatura de 550-570 °C, método 940.26 (AOAC, 2012). A extracdo e
determinacdo de lipideos totais foi realizada pelo método de Bligh e Dyer (1959).

Uma aliquota de 3 gramas da amostra foi homogeneizada com uma mistura de

cloroférmio e metanol, em proporcéo tal que um sistema miscivel (monofasico) fosse formado
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52

com a &gua da amostra, seguindo a propor¢do: 1:2:8 e 2:2:1,8 (v/v), respectivamente, antes e
apos a diluigdo.

A determinacdo de proteinas foi realizada pelo método de micro Kjeldahl, o qual baseia-
se na transformacéo do nitrogénio da amostra de sulfato de amonio atraves da digestdo com HCI
p.a (5 mL) e posterior destilagdo com liberagdo de amdnia em solucdo acida e titulada. Pode-se
expressar os resultados em protideos, multiplicando-se a porcentagem. A fragdo proteica foi
calculada multiplicando-se o nitrogénio total pelo fator 5,75 de acordo com o método 960.52.
AOAC (2010).

A determinacdo de fibras foi realizada pelo método AOAC método 985.29 com
modificacOes que determinaram o conteudo de fibra usando combinagdes de método enzimético
e gravimétrico. As amostras secas e com baixo teor de gordura sdo gelatinizadas com alfa
amilase termoestavel e enzimaticamente digeridas por protease e amiloglucosidase para remover
proteina e amido. Etanol é adicionado para precipitar a fibra solGvel. O residuo é filtrado e lavado
com etanol e acetona. Depois de seco, o residuo é pesado. Metade das amostras ¢é analisada para
proteina e a outra para cinzas. A fibra é o peso do residuo descontando o branco, a proteina e as
cinzas.

Para célculo de carboidratos totais (CT), estes foram determinados por célculo de
diferenca CT=100 - (Umidade + Cinzas + Proteinas + Lipideos + Fibras Alimentar Total).

2.2.2 Compostos fendlicos totais

Os compostos fenolicos totais foram determinados nos trés tipos de extratos
subsequentes e no extrato separado de MAA, pelo método Folin-Ciocalteau, de acordo com a
metodologia de Waterhouse (2002). Os resultados foram expressos como mg CFT em mg Eq de

acido galico/100g de extrato.

2.2.3 DPPH

O método DPPH (BRAND-WILLIAMS et al., 1995) e baseado na captura do radical
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por antioxidantes do alimento a ser analisado, produzindo
um decréscimo da absorbancia a 515nm. E adequado para analise de antioxidantes soltveis em
meios organicos e amplamente aplicado a analise desta atividade em frutas (SUCUPIRA, 2012).
O radical da molécula apresenta cor violeta escuro e, apds reacdo com substancia

antioxidante, torna-se amarelo ou violeta claro. Consequentemente, a mistura apresenta
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diminuicdo da absorbancia, que pode ser monitorada por um espectrofotometro de UV/visivel
para determinar a capacidade antioxidante da substancia testada. Este € um método considerado
facil, preciso, rapido, simples, econémico e apresenta boa estabilidade na auséncia da luz
(KEDARE; SINGH, 2011). O resultado foi expresso em ECso g de fruta/g DPPH (porcéo

comestivel).

2.2.4 Determinacgéo da Atividade Antioxidante Total em Frutas pela Captura do Radical Livre
ABTS +

O método ABTS mede a atividade antioxidante por meio da captura do radical 2,2"-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), que pode ser gerado através de uma
reagdo quimica, eletroquimica ou enzimatica. Com essa metodologia, pode-se medir a atividade
de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica. O resultado foi expresso em mcg de trolox/ g
de fruta (porcdo comestivel). A formacéo do radical ABTS, é gerada a partir da oxidacdo com
persulfato de potassio que é reduzido na presenca de antioxidantes doadores de hidrogénio. A
influéncia tanto da concentracgdo dos antioxidantes quanto da duragéo da reacao sobre a inibi¢do
do radical (cétion) é levada em consideracdo na determinacdo da atividade antioxidante. Trolox
(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametacromano-Acido 2- carboxilico) é utilizado como antioxidante
padrdo (RE et al., 1999).

2.2.5 Taninos

Os taninos foram determinados espectrofotometricamente segundo o método Folin-
Denis (1912), expressos em mg Eq de &cido tanico/100g. Esse método consiste em dosear 0s
polifendis totais baseados na reacdo de oxirreducdo (quantificados por espectrofotometria),
mediante a formacdo de um complexo de coloragédo azul, derivado da reducéo do reagente pelas
hidroxilas fendlicas. A coloracdo azul ocorre em meio alcalino, porém é pouco estavel em
excesso de base fraca. O célculo do teor de taninos é realizado indiretamente, subtraindo do
valor de polifendis totais o valor da fragdo ndo tanante (FOLIN & DENIS, 1912).

2.2.6 Antocianinas

A antocianinas monomeéricas foram determinadas seguindo o método de Giusti e

Wrolstad (2001) e expressos em mg/100g. A determinacdo das antocianinas é um preditivo do
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potencial antioxidante da amostra analisada. As antocianinas fazem parte do grupo dos
flavonoides e sdo pigmentos responsaveis pelas condicbes azul, violeta, vermelho presentes em
frutas, vegetais e grdos. As antocianinas monoméricas sofrem alteracGes reversiveis em funcao
do pH. O método do pH diferencial esta baseado nesta afirmacdo. Em pH 1,0, as antocianinas
se apresentam na forma de cétion flavilium e em pH 4,5 na forma hemiacetal. A diferenca entre
as absorbancias é proporcional a sua concentragdo. As antocianinas devem ser extraidas em
solvente acidificado, pois sdo pigmentos mais estaveis em pH &acido. O comprimento de onda

520 nm serve para detectar as antocianinas e o de 700 nm detecta a turbidez.

2.2.7 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de *H)

Foi realizado o teste de solubilidade em microtubos, com trés tipos de solvente
(cloroférmio, dimetilsulfoxido - DMSO e acetona) com os extratos concentrados, com o intuito
de obter o solvente mais adequado para a analise de RMN de hidrogénio, sendo o DMSO o de
melhor solubilidade (Figura 6). Os extratos concentrados das amostras de semente de jabuticaba,
pomace de jabuticaba e folhas de ora-pro-nobis foram preparados com solvente deuterado para
analise de ressonancia magnética nuclear (RMN). O espectro de RMN de H foi obtido usando
espectrometro Bruker DRX-500MHz com dimetilsulfoxido —d6 (DMSO-d6) usando TMS como

padrdo interno.

Figura 6. Teste de Solubilidade com cloroférmio (1), DMSO (2) e acetona (3). SN: semente de jabuticaba in
natura. SF: pomace de jabuticaba.

Fonte: A autora.
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2.3. Analise Estatistica

A anélise estatistica dos dados foi realizada com o auxilio do programa SISVAR
(FERREIRA, 2011), aplicando-se anélise de variancia (ANOVA), Teste T Student e teste Tukey
ao nivel de significancia de 5% (p<0,05). As medias dos valores foram submetidas a analise de

regressao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composicao centesimal das farinhas experimentais de semente e pomace de jabuticaba

O pomace de jabuticaba demonstrou ser quase tdo nutritivo quanto a propria jabuticaba
em si (Tabela 1).

Tabela 1. Composicao centesimal das farinhas experimentais de semente de jabuticaba in natura
e pomace de jabuticaba g.100-1g em base seca.

Parametros FESJIN* FEPJ**
Umidade (g.100g) 13,48 + 0,39 & 11,13 +0,28°
Cinzas (g.100g) 2,00+0,01° 2,890,142
Proteinas (g.100g) 425+0,11° 501+0,162
Lipideos (g.1001g) 1,69 +0,07 2 1,26 £ 0,07 °
Fibras Alimentar Total (g.100g) 38,30+ 0,08 " 50,85 +0,08 2
Carboidratos (g.100-1g) 40,28+0,122 29,13 +0,10°

*FEJSN: Farinha de extrato de jabuticaba in natura, ** FEPJ: Farinha de extrato de pomace de jabuticaba, ***
Dados expressos como média + desvio-padrdo amostral (n=4). Letras iguais na mesma linha nao diferem entre si

estatisticamente no Teste t Student com nivel de significancia p <0,05.

Os teores de umidade observados nas farinhas experimentais ndo excederam o limite
maximo de 15% estabelecido pela legislacéo brasileira para farinhas, demonstrando-se adequado
ao padrao de qualidade estabelecido na Resolugdo RDC n° 263/05 (BRASIL, 2005). Assim,
essas farinhas podem ser utilizadas como ingredientes a serem adicionados em outras
preparacdes ou produtos alimenticios ou ainda, comercializados na forma de farinha.

Os teores de todos os nutrientes da pomace de jabuticaba diferiram significativamente

da jabuticaba integral devido a extracdo da polpa para o uso industrial e a ocorréncia de
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fermentagdo espontanea, em temperatura de armazenamento ambiente de um pais tropical (que
variou de 25°C a 30°C), aos nutrientes presentes, (Teste t student, p<0,05). Como a polpa tem
muito mais umidade do que a pomace, todos 0s outros nutrientes proporcionalmente
aumentaram, exceto o teor de lipideos que diminuiu, explicado pelo maior consumo deste
nutriente pelos microrganismos fermentativos (Tabela 1).

A FEPJ apresentou um maior teor de cinzas de forma significativa (2,89), que a sua
forma in natura (2,00). Valores inferiores foram observados em bagaco de jabuticaba nao
fermentado, separados da polpa em laboratdrio, (0,489 /100g e 0,40 g/100g (CAVALCANTI,
VEGGI & MEIRELES, 2011), respectivamente. O teor de proteina aumentado na FEPJ (5,829
/100g base seca), foi superior a pomace de jabuticaba (3,77g /100g base seca), no estudo de
(LUCHETTA et al., 2014). J4 a Pomace da mesma industria de bebida a base de jabuticaba,
foram observados teores de 11,00% de base seca de proteinas (casca e semente) de jabuticaba
“pingo de mel” fermentado, resultados muito maiores que no presente estudo.

O teor de lipideos determinado por Bligh-Dyer, que consegue extrair lipideos polares e
apolares (ALVES, 2011), diferiu do teor de lipideos de farinha de casca de jabuticaba, na espécie
Myrciaria cauliflora (0,69/100g), determinado por soxhlet (SANTOS, ABREU & TORRES,
2020). A extragdo por Bligh-Dyer, a frio, embora tenha sido desenvolvida para alimentos
liquidos, com adaptacdo da diminuicdo do teor de agua presente no alimento ao se adicionar
agua na analise, além de extrair todas as classes de lipidios sem aquecimento e equipamentos
sofisticados, 0 seu extrato pode ser utilizado em analises posteriores como determinacdo de
indice de perdxidos, dienos conjugados e acidos graxos (GUSSO et al., 2012).

O maior valor obtido para fibra alimentar total foi encontrado na FEPJ, tendo em vista
que, o pomace do presente estudo € oriundo da vinicola (casca e sementes), valor inferior foi
encontrado por Gurak et al., (2014) no seu estudo sobre P6 de Bagaco de Jaboticaba do cultivar
Myrciaria cauliflora (polpa e sementes), onde foi encontrado 23,209/100g em base seca.
Portanto, farinhas ricas em fibras dietéticas que sdo provenientes de frutas e vegetais tém
potencial para serem utilizados como ingredientes funcionais, visto que, proporcionam diversos
beneficios a saude, como por exemplo, capacidade de reduzir a hiperlipidemia e hipertensao,
além de contribuir para a salde gastrointestinal e prevencdo de cancer de colon (VIUDA-
MARTOS et al., 2012).

Para os carboidratos a FEPJ obteve o maior teor apresentado, esse resultado é muito
préximo do encontrado por Santos, Abreu e Torres (2020) onde obtiveram 62,13g/100g de

carboidratos na farinha do residuo de jabuticaba M. cauliflora (casca), dessa forma o elevado
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teor de carboidratos presentes demonstra a possibilidade de utilizar essa farinha como opcao
para enriquecer formulagdes convencionais de pées, biscoitos, bolos e demais receitas de

panificados.

3.2 Avaliacdo da capacidade antioxidante através de extratos sequenciais das farinhas
experimentais (FESJN e FEPJ) utilizando método de extracdo convencional e combinado com

ultrassom

O teor de compostos fendlicos totais na FEPJ aumento significativamente quando
utilizado o método com ultrassom, assim como, a diminuicéo dos valores de IC50 para técnica
de DPPH. Abaixo na tabela 2 esta expresso os valores encontrados nas analises de compostos
fenolicos totais e capacidade antioxidante por método DPPH para a farinha experimental de

pomace de jabuticaba (FEPJ):
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Tabela 2. Compostos fenolicos totais (CFT) e DPPH por método convencional e método
combinado (ultrassom) com diferentes tipos de solventes em FEPJ e FESJN.

EXTRATOS FEPJ

ANALISES TRATAMENTO

EET EAL EMAA EAQ
CFT Convencional 6,61+3,62°8 = 52,47+4,29®  226811+2,62°8 = 2890,24+1,38*
(mg GAE/Q)
Ultrassom 16,103,019 88,362,634 3278,48+1,27%A = 2952,99+1,05°4
DPPH Convencional 3,99+0,3208 0,04+0,05%A 0,020,013 0,020,043
(1C50)
Ultrassom 1,79+0,05°A 0,01+0,013A 0,010,023 0,010,032
EXTRATOS FSJIN
EET EAL EMAA EAQ
CFT
(mg GAE/g) Convencional 4,6112,65(“3 56,9811,5008 3404,021379638 1565,82i2,90b8
Ultrassom 11,78+2,009A 88,11+1,50%A 8745,38+4,53%A  1949,82+3,60°A
DPPH Convencional 2,180,078 0,05+0,013A 0,04+0,0734 0,04+0,043A
(1C50)
Ultrassom 0,32+0,07°A 0,03+0,032A 0,02+0,063 0,01+0,073A

EET: éter; EAL: alcool 95%; EMAA: metanol+acetona+agua destilada; EAQ: &gua destilada. Os valores
correspondem as medias + desvio padrdo de trés repeti¢des. *Letras minisculas na mesma linha e letras maidsculas
na mesma coluna néo diferem entre si estatisticamente pelo Teste t Student com nivel de significancia p <0,05.
FEPJ: Farinha experimental de pomace de jabuticaba. FESIN: Farinha experimental de semente de jabuticaba in

natura.

Houve aumento significativo (p <0,05) nos teores de compostos fendlicos extraidos e
na capacidade antioxidante por DPPH sob o tratamento com ultrassom quando comparado ao
método convencional nos extratos analisados para a amostra FEPJ e FSJN, exceto para o CFT
EAQ/FEPJ, cujo aumento néo foi significativo (Tabela 2). Alem disso o0 aumento dos compostos
fendlicos totais ocorreu em ordem crescente dos solventes, EET, EAL, EAQ e EMAA.

Os melhores resultados de extracdo foram obtidos para 0 EAQ e EMAA. E de
conhecimento que os solventes utilizados para fazer o EMAA possuem a capacidade de acéo

direta sobre as paredes e membranas celulares, que auxiliam no processo de extracdo dos
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compostos, além de promover a lixiviagdo dos mesmos (LAPORNICK, PROSEK & WONDRA,
2005). Entretanto, a eficiéncia da extragdo de bioativos por ultrassom é aumentada em relacao a
agitacdo por vortex, pois as ondas ultrassénicas podem se propagar de forma homogénea e
intensamente por meio solido, liquido ou gas. Essas ondas promovem uma maior ruptura da
parede celular e liberacdo dos compostos celulares internos apos a quebra destas paredes. Este
fendmeno ocorre na extragdo de amostras de vegetais e/ou frutos (YAHYA; ATTAN &
WAHAB, 2018). A otimizacdo das condicbes de extracdo pelo ultrassom, como tempo e
distribuicdo das ondas ultrassénicas podem aumentar ainda mais essa eficiéncia de extracdo
(WANG et al., 2020).

Alcéntara et al. (2019), observaram resultados distintos na determinagdo de compostos
fenolicos em semente de chia quando se avaliou diferentes solventes na extracdo dos compostos
fenolicos. Os solventes utilizados foram acetona, etanol e agua. As misturas moderadamente
polares foram altamente eficientes para extrair os compostos fenolicos antioxidantes, 0s
melhores resultados foram obtidos para a mistura binaria agua-acetona (1/3-2/3), apresentando
valores de CFT de 58,44 mg GAE/g. A melhor mistura ternaria foi agua-etanol-acetona (1/6—
1/6-2/3), com 60,96 mg GAE/q.

No processo de ultrassonicacdo, devido as grandes forcas que agem no bombardeamento
acustico das ondas de ultrassom em conjunto com o solvente utilizado, ocorre maior liberacdo
de substancias bioativas no meio extrator (RENARD, 2018). A amplificacdo da extracdo de
substancias presentes dentro do interior da matriz vegetal pelo rompendo das fibras no processo
de ultrassonicacdo, é devido a cavitacdo. Cavitacdo € o fendbmeno fisico de vaporizacdo de um
liquido, com formacéo de bolhas de vapor pela reducdo da pressdo durante seu movimento, que
ocorre principalmente no interior de sistemas hidraulicos (CHEMAT et al., 2017). Assim, extrai-
se com mais facilidade os compostos de maior interesse para 0 ambiente extrator.

A capacidade antioxidante determinada por DPPH para a FEPJ e FESJN (Tabela 2) ndo
foi diferente, de forma estatistica para os extratos EAL, EMAA e EAQ, entretanto, diferiu para
0 EET, com extracdo combinada. Vale ressaltar que para a anélise de DPPH, um elevado
potencial capaz de sequestrar radicais livres € demonstrado através de um baixo indice de IC50,
Ou seja, quanto menor a concentracdo do extrato para inibir a oxidagdo do radical em 50%,
melhor a atividade antioxidante (SOUSA et al., 2007). Na anélise de DPPH o método com
ultrassom interferiu positivamente na extracdo dos antioxidantes para todos os extratos.
Combinacdes de diferentes solventes orgénicos juntamente com agua resultam na criacdo de um

meio polar que favorecem a extracdo de compostos polares e apolares presentes nos extratos.
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Além disso, no método DPPH compostos com maior solubilidade em solventes orgéanicos
possuem vantagem na sua extracdo (LI'YANA-PATHIRANA & SHAHIDI, 2006; SILVA et al.,
2018).

3.3 Compostos bioativos dos extratos da semente de jabuticaba, pomace de jabuticaba (taninos

e antocianinas)

O maior teor de taninos foi observado na farinha experimental de pomace de jabuticaba,
enguanto para as antocianinas se observa a maior quantidade obtida para a farinha de pomace
de jabuticaba (Tabela 3).

Tabela 3. Taninos e Antocianinas das farinhas experimentais de semente de jabuticaba in natura
(FEJSIN) e pomace de jabuticaba (FEPJ).
Parémetros FEJSN FEPJ

Taninos condensados
(mg eq/100g de acido tanico) 13,05+0,38 ° 11,35+0,78 2

Antocianinas totais
(mg eg/100g de cianidina 3- 7,41+0,68 P 9,88+0,50 2
glicosideo)

Os valores correspondem as medias + desvio padrdo de trés repeticdes. *Letras iguais na mesma linha ndo diferem
entre si estatisticamente no Teste t Student com nivel de significancia p <0,05. FESIN: Farinha de Semente de
Jabuticaba in natura, FEPJ: Farinha de pomace de jabuticaba.

O processo de fermentacdo sélida (FES) pela qual a pomace foi submetida pode ter
influenciado no discreto aumento da quantidade de antocianinas. Possivelmente o0s
microrganismos presentes na fermentacdo, como, fungos que sdo capazes de produzir de forma
natural enzimas que degradam a parede celular, gerando uma hidrdlise e movimentacdo de
compostos para a extragdo com solvente (SANTOS et al., 2020).

Durante o processo ocorre a osmose inversa e producdo de etanol. A osmose inversa
promove a retencdo de solutos de baixa massa molar como sais inorgéanicos e pequenas
moléculas organicas como a glicose. O etanol produzido na fermentacédo favorece a extragao dos
compostos bioativos, além de ser utilizada para obter 4gua ultrapura (CHARCOSSET, 2006;
VAN REIS; ZYDNEY, 2007). Bebidas fermentadas com cascas da jabuticaba possuem mais

compostos fenodlicos em comparagdo com as que sdo fermentadas sem casca (Barbosa et al.,
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2017). A casca da jabuticaba é a parte residual com a maior concentracdo de substancias
fendlicas e que sdo normalmente descartadas durante a produgdo (SANTIAGO et al., 2021).

A FESJN apresentou maior quantidade de taninos condensados 13,05 mg/100g em
comparacdo com FEPJ. As sementes das frutas e verduras se destacam por possuir maiores
teores de taninos, &cido elagico e vescalagina. Em especial as sementes de jabuticaba possuem
maior teor de taninos e acidos fendlicos (Pereira et al., (2017). Os taninos sdo considerados
fatores antinutricionais, pois danificam a mucosa intestinal, interferem na absorcdo de ferro e
vitamina B12, além de participarem das reacGes de escurecimento enzimatico nos alimentos
(FILHO et al., 2017). Mennen et al., 2006, avaliou o efeito dos taninos em modelos animais e
concluiu que doses 0,5 a 2g / kg / dia (5% da dieta) ndo apresentou toxidade aguda, porém afetou
0 crescimento e que concentracdes mais baixas ndo causaram nenhum efeito negativo. Um
estudo feito por Abe, Lajolo e Genovese (2010), sobre o teor de elagitaninos presentes em
diferentes sementes de frutas e nozes consumidas no Brasil, demonstrou que a semente de pinhéo

apresentava 0,37 e 149 mg.100 g™ de 4cido tanico livre e total, valor superior ao presente estudo.

3.4 RMN de *H dos extratos concentrados de semente e pomace de jabuticaba

A anélise de RMN do extrato de semente de jabuticaba in natura (ESJIN) e do extrato
de pomace de jabuticaba (EPJ), utilizando como padrdo DMSO-d6 (dimetilsulfoxido deuterado)
como padrdo de referéncia, gerou sinais de hidrogénios caracteristicos de hidrocarbonetos,
acidos graxos, aldeidos (2,06ppm) e ésteres(3,41-3,76ppm) Figuras 7(A) 8(A).
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Figura 7 (AB). Espectro de RMN de ‘H do extrato de semente de jabuticaba in natura (ESJIN).

Fonte: O autor.

Nas Figuras 7 (B) e 8 (B) tem-se os sinais de hidrogénios referentes ao grupo organico
éster (ceras e fitoesterois), alcenos (terpenos) e aromaticos (flavonoides, antocianinas, taninos e

acidos fendlicos).
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Ambos os espectros de RMN de *H da Figura 7 (A) e 8 (A) do ESJN e EPJ apresentaram
sinais semelhantes entre 0,8 e 1,0 ppm, referentes aos grupos metilicos (mais blindados); os
sinais entre 1,0-2,0 ppm sdo caracteristicos de hidrogénios de -CH.- e -CH- (alcenos); os sinais
entre 1,6 e 2,3 ppm sdo relativos a hidrogénios alilicos (alcenos); o sinal em 3,5 ppm representa
o0 hidrogénio ligado no carbono oxigenado; e o sinal entre 3,5 e 4,5 ppm representa um éster, no
sinal de 4,90 ppm (regido 4,5-6,4 ppm) terpenoides.

Entretanto, se um terpeno contém oxigénio, o0 mesmo é denominado de terpenoide,
podendo apresentar diferentes funcdes quimicas, entre as quais: acidos, alcoois, aldeidos,
cetonas, éteres, fenois ou epdxidos terpénicos (MC MURRY, 2011). Terpenoides e esteroides
sdo amplamente citados na literatura pelas suas propriedades antitumorais, antimicrobianas e
hormonais (GUIMARAES; SERAFINI & QUINTANS-JUNIOR, 2014).

Fitoesterdis sdo compostos bioativos estruturalmente semelhantes ao colesterol, sendo
os esterois as formas insaturadas (sitosterol e campesterol) e os estandis seus derivados saturados
(sitostanol e campestanol) (FALUDI et al., 2017). Seu mecanismo de a¢do no organismo é capaz
de reduzir o LDL-colesterol por inibicdo na absorcao intestinal de colesterol. S&o amplamente
encontrados em frutas, vegetais, 0leos vegetais, castanhas e sementes. A ingestdo de fitoesterois
por meio de fontes naturais varia de 200 a 400 mg ao dia em dietas habituais (MALINOWSKI
& GEHRET, 2010; VUORIO & KOVANEN, 2018; RAS et al., 2015).
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Os deslocamentos quimicos referentes aos sinais entre 6,55 e 8,5 ppm nas figuras 7 (B)
e 8 (B) sdo atribuidos a hidrogénios aromaticos (mais desblindados), os quais estdo presentes
em flavonoides, antocianinas, taninos e acidos fenolicos. Esses resultados sdo semelhantes aos
encontrados na literatura quanto a composicao da jabuticaba e grupo dos compostos aromaticos,
em que Reynertson et al., (2006) estudaram sobre depsideos e antocianinas da jabuticaba, cujos
extratos etanolicos com diferentes partes da jabuticaba forneceram a jaboticabina, composta por
duas ou mais unidades aromaticas unidas por uma dupla ligacéo éster. Ainda nesse estudo, foi
identificada a piranocianina B, quercetina, isoquercetina, quercimeritrina, quercitrina, rutina,
miricitrina, acido cindmico, acido o-cumarico, &cido galico, &cido protocatecuico, metil
protocateuato e acido elagico.

Reynertson et al., (2008), no estudo sobre a familia Myrtaceae obteve para a jabuticaba
a cianidina-3-glicosideo (4,33 mg/g), delfinidina-3-glicosideo (0,81 mg/qg), acido elagico (0,52
mg/g), miricetina (0,02 mg/g), quercetina (0,04 mg/g), quercitrina (0,11 mg/g) e rutina (0,21
mg/g). Flavonoides sdo conhecidos pela suas atividades antitumoral, antimicrobiana e
antioxidante (KUMAR e PANDEY, 2013). Os taninos hidrolisaveis possuem atividades
antimicrobiana, antiviral, citotoxica, antimutagénica, inibidora da peroxidacdo lipidica e
sequestradora de radicais livres (QUIDEAU et al., 2011; SERRANO et al., 2009).
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4 CONCLUSAO

A analise de composicdo centesimal das farinhas experimentais demonstrou
semelhanca entre si quando comparadas ao teor de macronutrientes. Todavia, a fibra alimentar
presente na farinha de pomace apresenta uma excelente prospeccao de uso para esse residuo,
podendo ser utilizado na incrementacdo para fabricagéo de alimentos com alto teor proteico.

O metodo de ultrassom mostrou eficaz na extracao de antioxidantes nos diferentes tipos
de extratos (EET, EAQ, EAL e EMAA). Nota-se diferenca na quantidade quando comparamos
com o tipo de amostra analisada. Os melhores resultados de extracdo foram obtidos para 0 EAQ
e EMAA, podendo justificar pelo tipo de solvente utilizado os extratos em combinagdo com a
sonicacdo. Este resultado, ressalta que utilizar o ultrassom como método adicional nas analises
convencionais é uma ferramenta que possibilita a ampliacdo da capacidade de extracdo em
diversos tipos de solventes e matérias primas.

O teor de taninos presentes em ambas as amostras era esperado, tendo em vista que,
sementes sdo grandes fontes de taninos e o estudo foi realizado com sementes e residuo de
jabuticaba que também contém a semente da fruta. E importante destacar que a ingestdo de
taninos na dieta deve ser utilizada com parciménia, devido também a sua caracteristica de fator
antinutricional que pode interferir na absor¢do de micronutrientes quando utilizados em grandes
quantidades para adicdo em alimentos. Entretanto, as antocianinas presentes no pomace de
jabuticaba séo grande atrativo para a industria de alimentos, pois, se tratam de material residual
e com razoavel quantidade desse composto. A analise de RMN de 'H para a identificacdo de
compostos bioativos presente em extratos vegetais, € uma perspectiva relevante, devido ao
grande namero de vantagens de utilizacdo dessa técnica frente aos métodos utilizados na rotina

de quimica de alimentos
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CAPITULO 3 - MICROENCAPSULACAO DO EXTRATO
CONCENTRADO DA FOLHA DE ORA-PRO-NOBIS E CAPACIDADE
ANTIOXIDANTE POR METODOS QUIMICOS E FiSICO-QUIMICOS
POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENIO

RESUMO

As folhas de OPN também contém altos niveis de fibra dietética total, vitaminas A, C e acido
félico, além de minerais, como calcio, magnésio, manganés e zinco. Nesse contexto, produtos
naturais podem ser (teis contra o estresse oxidativo que € frequentemente associado ao
envelhecimento precoce e ao surgimento de diversas doencas cronicas. Inimeras metodologias
vém sendo usadas para preservar a estabilidade e as propriedades biolégicas das folhas de ora-
pro-nobis. A secagem por spray dryer, por exemplo, fornece microparticulas com boa qualidade
e estabilidade, baixa atividade de 4gua, além de facil manuseio e armazenamento. Foi realizado
as analises de composi¢do centesimal, compostos fendlicos totais, DPPH, taninos, antocianinas,
bioensaio de toxicidade com Artemia salina, microscopia eletronica de varredura e anélise de
ressonancia magnética nuclear e microencapsulacdo nos extratos elaborados. Da composicao
centesimal o destaque fica para os 15 g.100 g de PTN e 39,04 g.100g na farinha experimental
de folhas de ora-pro-ndbis (FEFOP). Os melhores resultados de extracdo de compostos
antioxidantes foram obtidos pelo método de ultrassom para o extrato metanol+acetona+agua
para EFOP (247, 05 £ 2,15 mg GAE/g para CFT e 0,23 = 0,22 IC50). A eficiéncia da
microencapsulacao foi de 96,57%. O bioensaio com Artemia salina ndo demonstrou toxicidade
presente nas microcapsulas elaboradas, entretanto, torna-se necessario melhorar as qualidades
sensoriais do produto para uma possivel aplicabilidade na industria de alimentos. Para a anélise
de RMN 1H foram encontrados deslocamentos quimicos referentes aos sinais em 6,55 a 8,5 sao
atribuidos a hidrogénios aromaticos (mais desblindados), os quais caracterizam 0s grupos

flavonoides, antocianinas, taninos e acidos fendlicos.

Palavras-chave: folhas de ora-pro-nobis, microencapsulacdo, antioxidantes, compostos
bioativos, RMN.
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ABSTRACT

OPN leaves also contain high levels of total dietary fiber, vitamins A, C and folic acid, as well
as minerals such as calcium, magnesium, manganese and zinc. In this context, natural products
can be useful against oxidative stress, which is often associated with premature aging and the
appearance of several chronic diseases. Numerous methodologies have been used to preserve
the stability and biological properties of ora-pro-nobis leaves. Drying by spray dryer, for
example, provides microparticles with good quality and stability, low water activity, in addition
to easy handling and storage. Analyzes of centesimal composition, total phenolic compounds,
DPPH, tannins, anthocyanins, toxicity bioassay with Artemia salina, scanning electron
microscopy and analysis of nuclear magnetic resonance and microencapsulation in the prepared
extracts were carried out. Of the centesimal composition, the highlight is the 15 g.100-1g of PTN
and 39.04 g.100-1g in the experimental ora-pro-nobis leaf flour (FEFOP). The best results for
the extraction of antioxidant compounds were obtained by the ultrasound method for the
methanol+acetone+water extract for EFOP (247.05 £ 2.15 mg GAE/g for CFT and 0.23 = 0.22
IC50). The microencapsulation efficiency was 96.57%. The bioassay with Artemia salina did
not show toxicity present in the elaborated microcapsules, however, it is necessary to improve
the sensorial qualities of the product for a possible applicability in the food industry. For the 1H
NMR analysis, chemical shifts were found referring to the signals in 6.55 to 8.5 are attributed to
aromatic hydrogens (more deshielded), which characterize the flavonoids, anthocyanins, tannins

and phenolic acids groups.

Keywords: ora-pro-nébis leaves, microencapsulation, antioxidants, bioactive compounds,
NMR.
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1 INTRODUCAO

A grande diversidade de espécies da flora brasileira estimula o consumo de plantas
alimenticias ndo convencionais, sendo um método de aumentar o aproveitamento da
biodiversidade e suprir as caréncias nutricionais de forma barata a populacao local. A “ora-pro-
nobis” (OPN), é pertencente a classe Magnoliopsida, ordem Caryophyllales, familia Cactaceae
e género Pereskia (Pereskia aculeata Miller e Pereskia grandifolia Haword), todavia mesmo
sendo uma hortalica ndo convencional de facil acesso e bastante promissora para ser plantada
em larga escala, a “ora-pro-ndbis” permanece sendo cultivada de forma caseira e rudimentar
(DUARTE et al., 2020).

P. aculeata possui baixo valor cal6rico e nutrientes importantes ao consumo alimentar,
além de elevado teor de proteinas, minerais e fibras, podendo ser considerado um alimento
funcional, que auxilia no bom funcionamento do organismo. Suas folhas secas possuem teor
médio de proteinas maior que 14%, que de para a legislacdo vigente (RDC 54/2012) que
regulamenta sobre o uso das alegac¢des de fonte e alto teor de proteinas, podem ser consideradas
como alimento de alto valor proteico. O vegetal possui folhas suculentas e comestiveis, e pode
ser usada em varias preparagdes, como farinhas, saladas, refogados, tortas e massas alimenticias
como o macarrdo, em que os dados mostram interesse da populacdo no uso da planta e a
aceitacdo dos produtos incrementados com as folhas (ROCHA, 2008; BRASIL, 2012).

As folhas de OPN também contém altos niveis de fibra dietética total, vitaminas A, C e
acido fdlico, além de minerais, como calcio, magnésio, manganés e zinco. De acordo com
Barreira et al., (2011), que quantificou a quantidade de micronutrientes nas folhas da OPN,
obtiveram os seguintes valores: Vitamina A- 221,6 Microgramas, Caroteno- 2,23mg (mg/100g
-1), Ca- 427,08 mg (mg/100g -1), Mg- 88, 84mg (mg/100g -1), K- 689, 41mg (mg/ 100g -1),
Fe- 13, 89mg (mg/100g -1) e Se- 0,13mg (mg/100g-1), entre os minerais investigados,
destacaram-se as concentracdes de K, Ca e Mg. Comparando com as recomendac6es do Guia
Alimentar para a Populacédo Brasileira (2014), uma porc¢éo de Pereskia aculeata equivale a 90g
e pode contribuir com 22% da necessidade diaria de vitamina A, podendo ser considerada uma
excelente fonte deste nutriente. A alta quantidade de ferro observado na planta é superior quando
se compara a outros alimentos popularmente tidos como fonte de ferro, como por exemplo:
couve manteiga (2,70mg), espinafre refogado (4,48mg) e figado bovino (12,89mg) (ALMEIDA
& CORREA, 2012).

No estudo de Vieira et al. (2019), acerca dos efeitos da ora-pro-nobis no sobrepeso em

humanos, identificou dez compostos fendlicos nas folhas, dentre eles dois eram acidos fendlicos
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(derivados do &cido cafeico) e oito eram flavonoides (derivados de quercetina, kaempferol e
glicosideos de isorhamnetina). O &cido caftarico foi o principal composto presente nos extratos,
sendo responsavel por mais de 49% do conteudo fendlico (11,72 mg/g), seguido da quercetina-
3-O-rutinosideo (3,56mg/g) e isorhamnetina-O-pentosideo-O rutinosideo 2,27 mg/g).

Nesse contexto, produtos naturais podem ser Uteis contra o estresse oxidativo que é
frequentemente associado ao envelhecimento precoce e ao surgimento de diversas doengas
crénicas (OLIVEIRA et al., 2018). Sendo assim, extratos naturais e/ou compostos naturais
isolados podem vir a ser um ingrediente enriquecedor, um conservante ou aumentar a
estabilidade e o valor nutricional dos produtos alimenticios (GONCALVES et al., 2019).

Inimeras metodologias vém sendo usadas para preservar a estabilidade e as propriedades
biolégicas das folhas de ora-pro-nobis. A secagem por spray dryer, por exemplo, fornece
microparticulas com boa qualidade e estabilidade, baixa atividade de agua, além de facil
manuseio e armazenamento (CARNEIRO et al., 2013). A encapsulacéo por spray dryer consiste
na formacdo de uma emulsdo, solucdo ou suspenséao contendo o nucleo e o material da parede,
seguida de atomizacao em camara de secagem com circulacédo de ar quente (CARVALHO et al.,
2014). O material da parede influencia as caracteristicas fisico-quimicas e de armazenamento
das microparticulas, como estabilidade oxidativa, distribuicdo granulométrica, densidade e
morfologia (CARNEIRO et al., 2013). A maltodextrina é o principal material utilizado na
microencapsulacdo de ingredientes alimenticios, com baixo custo, aroma e sabor neutros,
enguanto o segundo também apresenta muitas caracteristicas desejaveis, como um bom agente
encapsulante, com alta solubilidade, baixa viscosidade e boas propriedades emulsificantes.
CARNEIRO etal., 2013; DI BATTISTA et al., 2015; GUPTA et al., 2015).

Ainda nesse sentido de novas metodologias, a ressonancia magnética nuclear (RMN) é
uma opcao para o estudo de perfil fitoquimico de extratos vegetais, tendo em vista que, é uma
técnica de analise importante para identificar as estruturas de compostos quimicos. No
equipamento de ressonancia, o ndcleo do atomo é alinhado a um campo magnético e sdo
estimulados a absorver energia, mudando a orientacdo do spin em relacdo ao campo aplicado e
ao desligar a fonte de radiacao eletromagnética estes nucleos emitem radiacdo ao voltar para sua
orientacdo original, essa radiacdo gerada origina um sinal elétrico, que apos tratamento
matematico através de uma transformada de Fourier é traduzido em um espectro de RMN
(PAVIA et al., 2015).
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencdo da matéria-prima

Amostras de folhas de OPN (Pereskia aculeata Miller) (2kg) foram adquiridas da
Associacdo dos Agricultores Familiares de Bela Vista de Goias (AFABEV-GO), oriundas do
sitio Pequeno Paraiso situado em Bela Vista de Goias, Goiés, Brasil (-16.959831794897184, -
48.97243962132929). Foram acondicionados em recipientes e transportados em caixas plasticas
a temperatura ambiente até o Laboratdrio de Quimica e Bioguimica de Alimentos da Faculdade
de Farmécia da UFG. As folhas de OPN foram selecionadas quanto a sua integridade,
higienizadas em &gua corrente e sanitizadas com solucdo de hipoclorito de sédio (200 ppm/15
min. Apo6s, foram secas em estufa de circulagdo forcada a 45°C por 24h e mantidas sob

congelamento a -22°C até posteriores analises.

Figura 1. Folhas de ora-pro-ndbis sanitizadas (Pereskia aculeata Miller).
Fonte: autora.

As andlises de composicdo centesimal foram realizadas em quadruplicatas e as demais

em duplicatas; os resultados foram expressos como as médias e desvios padrdes amostrais.

2.1.1 Processamento da farinha experimental

As matérias-primas secas foram trituradas em moinho (tipo Willye, Micromodelo Te-
648, Piracicaba, Brasil) com malha & 20 mesh, para obtencdo da farinha experimental. O

fluxograma pode ser visto na Figura 2. Na figura 3 podemos observar a farinhas obtida.
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Farinha de Folhas de Ora-Pro-Nobis

Obtengdo, selecio & | pmmmp Sanitizagdo — Folhas et | Secagem em |wep | TTitUTEGEO A
lavagem (200ppm/15min) sanitizadas estufaa 45 °C 20 meshe
por 24h obtengdo da
farinha
experimental

Figura 2. Fluxograma do processamento da folha de ora-pro-nébis para a obtencdo da farinha experimental.

Fonte: a autora.

Figura 3. Farinha Experimental de Folhas de Ora-pro-nébis (FEFOP).

Fonte: autora.

2.1.2 Elaboragéo dos extratos ultrassonicados e ndo ultrassonicados

Inicialmente, foram preparados extratos com a mesma amostra e extracdo subsequente
com varios solventes: éter, alcool 95 °GL e agua destilada e posteriormente um extrato terciario
de metanol+acetona+agua destilada, separadamente.

Para o extrato etéreo, foram utilizadas 2,5 g de amostra das farinhas experimentais em
50 mL de éter etilico. A solugdo sofreu agitacdo a 1 RCF em agitador magnético por 60 min.
Apos, filtrou-se com auxilio de papel de filtro universal e o volume do baldo foi completado
para 50 mL com éter etilico (todo o procedimento foi realizado ao abrigo da luz). Para a
elaboracdo do extrato alcoolico foi utilizado o residuo anterior. Este foi seco por 2h a 35 °C e
apos, adicionado alcool etilico absoluto na proporc¢édo de 1:20 (peso residuo: volume de alcool).
Deixou-se em agitacdo a 1 RCF em agitador magnético por 60 min, e completou-se com alcool
a 95 °GL para o volume inicial calculado anteriormente.

O extrato aquoso foi obtido a partir do residuo do extrato alcodlico, seco por 30 min a
50 °C. Apos realizar a pesagem do papel filtro com o residuo, transferiu-se para béquer lavando
com agua destilada. Adicionou-se a agua na proporcao de 1:20 (peso residuo: volume de agua)
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e deixou-se por agitacdo a 100 rpm em agitador magnético por 60 min. Posteriormente foi pesado
um novo papel filtro realizando a dltima filtragdo. Completou-se o volume com agua para o
volume inicial calculado na proporcao e secou-se o residuo no papel filtro em estufa de secagem
e esterilizacdo por 24 horas a 40 °C. O papel filtro com a amostra foi pesado e o residuo restante
descartado. Para o extrato terciario (MAA), pesou-se 2,5 g de amostra das farinhas
experimentais, adicionando 40 mL de metanol a 50%, deixado em repouso por 1h em béquer
coberto com papel aluminio. Logo em seguida, a mistura foi centrifugada (Centrifuga 5403,
Eppendorf, Darmstadt, Alemanha) a 112 RCF por 15 min e o sobrenadante transferido para
baldo de 100 mL. O residuo foi transferido para um novo béquer, adicionados 40°mL de acetona
a 70% e colocado em repouso por 1h. Novamente o liquido com o residuo foi centrifugado na
estufa de secagem a 10000rpm por 15 min e seu sobrenadante transferido para o mesmo baléo
de 100mL e seu volume completado com agua destilada.

A extracdo por ultrassom ocorreu conforme a primeira etapa de extracdo pelo método
convencional, utilizando éter etilico. Foram misturados 2,5 g de amostra em 50 mL de éter
etilico. Deixados sob agitacdo a velocidade de 1 RCF em agitador magnético (Fisatom 752A)
por 60 minutos. Logo em seguida, o liquido foi submetido a banho ultrassénico em lavadora
ultrassonica (Logen Scientific, Modelo Ls 2800, Diadema, Brasil) por 30 minutos a 30 °C para
cada extrato subsequente produzido. Para o extrato MAA, foram utilizados 0s mesmos
parametros ultrassénicos logo apds a etapa de repouso em etanol a 50% por 40 min. Apoés a
sonicacdo, as amostras seguiram 0s mesmos passos utilizados na producdo dos extratos pelo
método convencional. Os extratos polifendicos das amostras de OPN e jabuticaba foram
mantidos a -18 °C até analises posteriores.

Os extratos obtidos foram utilizados para determinar os Compostos Fenodlicos Totais,

Antocianinas, Taninos e o potencial antioxidante pelos métodos de ABTS e DPPH.

2.1.3 Elaboracéo dos extratos concentrados

Para a extracdo dos compostos bioativos em forma de extrato concentrado, foi
necessario ambiente em auséncia de luz. Foram umedecidos 100 g de cada farinha experimental
em 1000 mL de solvente (alcool 60%) e deixados sob agitacdo a velocidade de 1 RCF em
agitador magnético por 24h no escuro e vidraria cobertos por papel aluminio. Apds as 24h sob
agitacdo, os extratos foram reservados em um percolador para cada e envoltos por papel
aluminio, contendo em seu interior camadas de algoddo e papel filtro para potencializar a

extracao.
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Os extratos seguiram percolados por 72h com gotejamento de 30 gotas/min em frasco
ambar recobertos por papel aluminio e vertidos no percolador conforme necessidade até que
fosse atingido o tempo estipulado anteriormente. Logo ap0s, 0s extratos foram concentrados em
evaporador rotativo a vacuo 1600 W (MA120, Marconi, Piracicaba, Brasil) a 45 °C até a
remocdo de 95% do solvente extrator (alcool 60%). Na Figura 4 pode ser observado o processo

de elaboracdo dos extratos concentrados.

.
.
5

Figura 4. Extrato concentrado de folhas de ora-pro-ndbis (Pereskia aculeata Miller).

Fonte: autora.

2.1.4 Elaboracéo das microcapsulas

Amostras com 25% de maltodextrina (Sigma Aldrich) — agente encapsulante 20 DE
(Jittanit et al. 2010) foram preparadas. Para tal, foram dissolvidas para cada amostra, 75 mL de
massa de extrato concentrado, respectivamente. A dissolugdo das amostras se deu por agitacéo
a 100 rpm em agitador magnético, durante 20 minutos a temperatura ambiente, seguida de
centrifugacdo (Centrifuga 5403, Eppendorf, Darmstadt, Alemanha) a 11.200 RCF por 15 min a
15 °C. Por fim, o sobrenadante foi recolhido e armazenado em frascos de vidro ambar para
posterior secagem por aspersdo. A seguir sdo apresentados os fluxogramas de elaboragéo das
microcapsulas e spray dryer (Figura 5 e 6).
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Microencapsulagao por Spray Dryer

75mL do extrato
concentrado

+

25g de maltodextrina

— Dissolugdo — | CENUIfUZACE0 | Secagelt)nnﬁ Spray

Figura 5. Fluxograma da produgdo das microcapsulas por spray dryer.

Fonte: autora.

Figura 6. Mini-Spray-Dryer cedido pelo Laboratério de Engenharia Agricola (UEG) para secagem por
atomizacao.

Fonte: autora.

As microcépsulas foram obtidas conforme descrito por Garcia (2016) em secador por
atomizacdo, Mini-Spray-Dryer (MSDi 1.0, LM, LabMag do Brasil, Florianépolis, Brasil),
cedido pelo laboratério de Engenharia Agricola da Universidade Estadual de Goias (UEG) —
Anépolis. O equipamento foi utilizado com bico atomizador de 1,0 mm de didmetro, temperatura
fixa de 150 °C, vazdo de alimentacdo e do ar de secagem de 1L/h e 70 m®/h e pressio do ar
comprimido de 1,0 bar para cada amostra de extrato. Apos a secagem, o0 p6 recolhido na parte
inferior do ciclone foi armazenado em frascos devidamente selados com filme pléstico,
protegidos da luz e umidade. O rendimento do processo foi calculado segundo SU et al., 2008
(Equacdo 1). Mf é a massa de po recolhida no final da secagem (g) e Mi é a massa adicionada
na fonte de alimentacdo (mL).
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(Equagéo 1) Rendimento de secagem por atomizacéo

Rendimento da secagem por atomizagéo (%) = Mf / Mi x100

Na Figura 7 podem ser visualizadas as microcapsulas obtidas dos extratos a partir do

processo de secagem por spray dryer.

it~ . a

Figura 7. Microcapsulas de folhas de ora-pro-nébis.

Fonte: autora

A eficiéncia da encapsulacdo de OPN foi calculada usando a equacdo descrita por
Ahmad et al (2017) (Equacdo 2):

(Eq 2) EE% = EE% = Teor do composto bioativo em solu¢do (pg/ g da matriz) / Teor de

composto bioativo na microcapsula (ng/ g da matriz) / *100

2.2 Analises fisico-quimicas e bioldgica

As analises quimicas foram realizadas na Universidade Federal de Goias (UFG), em
Goiania/Goias, no Laboratério de Quimica e Bioguimica de Alimentos (Faculdade de Farméacia)
e no Laboratorio de Nutricdo e Analise de Alimentos (LANAL) (Faculdade de Nutri¢do). A
andlise quimica foi realizada no Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear — LabRMN e
Laboratorio de Produtos Naturais e Sintese Orgéanica (LabPN), localizados no Instituto de
Quimica (1Q 1) e a anélise bioldgica foi realizada no Laboratdrio de Bioquimica e Biotecnologia

do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB-2).


https://files.cercomp.ufg.br/weby/up/261/o/Lab_RMN.jpg
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2.2.1 Composicao centesimal

A umidade foi determinada segundo a técnica gravimétrica, com o emprego do calor
em estufa a temperatura de 105 °C até a obtencdo de peso constante, método 934.06 (AOAC,
2012). Para determinar cinzas foi realizada a incineracdo da amostra em mufla (marca Lavoisier
modelo 400 D), a temperatura de 550-570 °C, método 940.26 (AOAC, 2012). A extragdo e
determinacdo de lipideos totais foi realizada pelo método de Bligh e Dyer (1959).

Uma aliquota de 3 gramas da amostra foi homogeneizada com uma mistura de
cloroférmio e metanol, em proporcéo tal que um sistema miscivel (monofasico) fosse formado
com a &gua da amostra, seguindo a proporcdo: 1:2:8 e 2:2:1,8 (v/v), respectivamente, antes e
apos a diluigdo.

A determinacdo de proteinas foi realizada pelo método de micro Kjeldahl, o qual baseia-
se na transformacéo do nitrogénio da amostra de sulfato de amonio através da digestdo com HCI
p.a (5 mL) e posterior destilacdo com liberacdo de amonia em solucédo &cida e titulada. Pode-se
expressar os resultados em protideos, multiplicando-se a porcentagem. A fragdo proteica foi
calculada multiplicando-se o nitrogénio total pelo fator 5,75 de acordo com o método 960.52.
AOAC (2010).

A determinacdo de fibras foi realizada pelo método AOAC método 985.29 com
modificacbes que determinaram o conteudo de fibra usando combinagdes de método enzimatico
e gravimétrico. As amostras secas e com baixo teor de gordura sdo gelatinizadas com alfa
amilase termoestavel e enzimaticamente digeridas por protease e amiloglucosidase para remover
proteina e amido. Etanol é adicionado para precipitar a fibra soltvel. O residuo é filtrado e lavado
com etanol e acetona. Depois de seco, o residuo é pesado. Metade das amostras é analisada para
proteina e a outra para cinzas. A fibra é o peso do residuo descontando o branco, a proteina e as
cinzas.

Para calculo de carboidratos totais (CT), estes foram determinados por célculo de
diferenga CT=100 - (Umidade + Cinzas + Proteinas + Lipideos + Fibras Alimentar Total).

2.2.2 Compostos fendlicos totais

Os compostos fenolicos totais foram determinados nos trés tipos de extratos

subsequentes e no extrato separado de MAA, pelo método Folin-Ciocalteau, de acordo com a
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metodologia de Waterhouse (2002). Os resultados foram expressos como mg CFT em mg Eq de
acido galico/100g de extrato.

2.2.3 DPPH

O método DPPH (BRAND-WILLIAMS et al., 1995) é baseado na captura do radical
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por antioxidantes do alimento a ser analisado, produzindo
um decréscimo da absorbancia a 515nm. E adequado para analise de antioxidantes sollveis em
meios organicos e amplamente aplicado a analise desta atividade em frutas (SUCUPIRA, 2012).

O radical da molécula apresenta cor violeta escuro e, apds reacdo com substancia
antioxidante, torna-se amarelo ou violeta claro. Consequentemente, a mistura apresenta
diminuicdo da absorbancia, que pode ser monitorada por um espectrofotometro de UV/visivel
para determinar a capacidade antioxidante da substancia testada. Este € um método considerado
facil, preciso, rapido, simples, econémico e apresenta boa estabilidade na auséncia da luz
(KEDARE; SINGH, 2011). O resultado foi expresso em ECso g de fruta/g DPPH (porcéo

comestivel).

2.2.4 Determinacgéo da Atividade Antioxidante Total em Frutas pela Captura do Radical Livre
ABTS +

O método ABTS mede a atividade antioxidante por meio da captura do radical 2,2"-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), que pode ser gerado através de uma
reacdo quimica, eletroquimica ou enziméatica. Com essa metodologia, pode-se medir a atividade
de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica. O resultado foi expresso em mcg de trolox/ ¢
de fruta (porcdo comestivel). A formacdo do radical ABTS, é gerada a partir da oxidacdo com
persulfato de potassio que é reduzido na presenca de antioxidantes doadores de hidrogénio. A
influéncia tanto da concentracao dos antioxidantes quanto da duragéo da reacao sobre a inibicdo
do radical (cétion) é levada em consideracdo na determinacdo da atividade antioxidante. Trolox
(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametacromano-Acido 2- carboxilico) é utilizado como antioxidante
padrédo (RE et al., 1999).

2.2.5 Taninos

Os taninos foram determinados espectrofotometricamente segundo o método Folin-

Denis (1912), expressos em mg Eq de &cido tanico/100g. Esse método consiste em dosear 0s
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polifendis totais baseados na reacdo de oxirreducdo (quantificados por espectrofotometria),
mediante a formac&o de um complexo de coloragéo azul, derivado da reducdo do reagente pelas
hidroxilas fendlicas. A coloracdo azul ocorre em meio alcalino, porém é pouco estavel em
excesso de base fraca. O célculo do teor de taninos é realizado indiretamente, subtraindo do

valor de polifendis totais o valor da fragdo ndo tanante (FOLIN & DENIS, 1912).

2.2.6 Antocianinas

A antocianinas monomeéricas foram determinadas seguindo o método de Giusti e
Wrolstad (2001) e expressos em mg/100g. A determinacdo das antocianinas é um preditivo do
potencial antioxidante da amostra analisada. As antocianinas fazem parte do grupo dos
flavonoides e sdo pigmentos responsaveis pelas condicGes azul, violeta, vermelho presentes em
frutas, vegetais e grdos. As antocianinas monoméricas sofrem alteracGes reversiveis em funcao
do pH. O método do pH diferencial esta baseado nesta afirmacdo. Em pH 1,0, as antocianinas
se apresentam na forma de cétion flavilium e em pH 4,5 na forma hemiacetal. A diferenca entre
as absorbancias € proporcional a sua concentracdo. As antocianinas devem ser extraidas em
solvente acidificado, pois sdo pigmentos mais estaveis em pH acido. O comprimento de onda

520 nm serve para detectar as antocianinas e o de 700 nm detecta a turbidez.

2.2.7 Bioensaio com Artemia salina spp.

Os ovos de Artemia salina (0,5g) foram colocados em solucéo salina 3%, em temperatura
ambiente (25 °C), com aeracdo por 48 horas para a eclosdo dos ovos, conforme indicado na
Figura 8, até a obtencdo de larvas para uso nos testes. Para avaliacdo da toxicidade das
microcépsulas, foi diluido 0,5g de microcapsulas em 5 mL de &dgua destilada para obter a solugéo
padrédo, em seguida foram preparadas 5 concentragdes distintas, variando de 20, 40, 60, 80 e 100
mg/mL. De cada concentracdo foi retirada uma aliquota de 1ml e em seguida adicionadas 10
larvas de Artemia salina. Apds 48 horas, verificou-se quantas larvas permaneceram vivas. Os
dados foram analisados pelo programa SISVAR (versdo 5.6) e expressos como DL50 (dose letal
média). O teste foi acompanhado de um controle negativo, somente com agua salina. Todos 0s

ensaios foram realizados em triplicata.
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Figura 8. (A) Aeracéo dos ovos de Artemia salina por 48h. (B e C) Tubos de ensaio com diferentes
concentracdes do extrato das microcapsulas de ora-pro-nébis.
Fonte: O autor.

2.2.8 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de *H)

Foi realizado o teste de solubilidade em micro tubos, com trés tipos de solvente
(cloroférmio, dimetilsulfoxido - DMSO e acetona) com os extratos concentrados, com o intuito
de obter o solvente mais adequado para a analise de RMN de hidrogénio, sendo o DMSO o de
melhor solubilidade (Figura 9). Os extratos concentrados das amostras de semente de jabuticaba,
pomace de jabuticaba e folhas de ora-pro-nobis foram preparados com solvente deuterado para
analise de ressonancia magnética nuclear (RMN). O espectro de RMN de H foi obtido usando
espectrometro Bruker DRX-500MHz com dimetilsulfoxido —d6 (DMSO-d6) usando TMS como

padrdo interno.

Figura 9. Teste de Solubilidade com cloroférmio (1), DMSO (2) e acetona (3). SN: semente de jabuticaba in
natura. OP: ora-pro-nobis.

Fonte: A autora.



85

2.3. Andlise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada com o auxilio do programa SISVAR
(FERREIRA, 2011), aplicando-se analise de variancia (ANOVA), Teste T Student e teste Tukey
ao nivel de significancia de 5% (p<0,05). As médias dos valores foram submetidas a anélise de

regressao.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Composicao centesimal da farinha experimental da folha de Ora-Pro-Nobis

A farinha experimental da folha de ora-pro-nobis demonstrou teores compativeis com a

literatura referente a proteina e fibra alimentar total conforme pode ser visto na Tabela 4.

Tabela 1. Composicdo centesimal da farinha experimental de folhas secas de ora-pro-nébis
(FEFOP) por g.100-1g em base seca.

FEFOP

Parametros (9.100g)

Umidade 9,54 £ 0,08
Cinzas 14,23 £ 0,09
Proteinas 15,00 + 0,36
Lipideos 5,39+0,17
Fibras Alimentar Total 39,04 + 0,40
Carboidratos 16,20 £ 1,22

Os valores correspondem as medias + desvio padrdo de quatro repeti¢cbes. FEFOP: Farinha experimental de folhas

de ora-pro-nébis.

As folhas secas de ora-pro-nébis, a umidade obtida na FFOP foi de 9,54g/100g quantia
menor do que a encontrada por Rodrigues et al. (2015), que obteve um teor de 12,89%, entretanto
para Vargas, Rocha & Teixeira (2017), foi achado 7,47% de umidade nas folhas desidratadas
em estufa, valor préximo ao obtido no presente estudo. Uma possibilidade para justificar a
alternancia de valores achados na literatura é que se trata de uma folha com caracteristica de
uma planta suculenta, ou seja, apresenta maior teor de umidade e exige maior tempo de secagem
para producéo das farinhas (Rodrigues et al., 2015). O teor de cinzas encontrado foi de 14,23
0/100g, teores muito préximos do observado por Almeida et al., (2014) (14,81%), mas menores

que em Silveira et al., (2020) (16,10%). O alto teor de cinzas observado na Ora-Pro-Nobis, é um
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indicativo do grande quantitativo de minerais totais na planta. Oliveira (2013) observou teor de
2,169 de Ca, 3,749 de K e 9,409 de Fe em 100g de farinha de OPN.

A proteina encontrada na anélise foi de 15g/ 100g na andlise, esse valor € menor do que
0 encontrado na literatura por Freitas et al., (2022) que encontrou na folha liofilizada 18,66%,
Rodrigues et al. (2015), obteve 18,95% de proteina e Rocha et al., (2008) 22,93% de proteina,
todos esses maiores que 0 achado no estudo. Portanto, supde-se que fatores como clima, regido
e localizacdo, tipo de solo, espécie e estacdo do ano influenciam na variagdo do teor de proteina
da planta (VARGAS, ROCHA & TEIXEIRA, 2017). O teor de lipideos observado no presente
estudo (5,39g9/100g) corrobora com o observado por Queiroz et al., (2022) (6,73%); Almeida et
al., (2014) (5,07%), e Rodrigues et al. (2015) (4,01%) para farinha seca em estufa. As folhas de
ora-pro-nobis podem ser incluidas em dietas hipolipidicas, devido ao baixo teor encontrado
desse nutriente (ROCHA et al., 2008). Dessa forma, sugere-se que a FFOP seja utilizada como
incremento para elaboragéo de receitas com essa finalidade.

O teor de fibra alimentar total obtido no presente estudo corrobora com o encontrado por
Almeida et al., (2014) sendo 39,109/100g base seca em seu estudo sobre caracteriza¢do quimica
de folhas de ora-pro-nobis (Pereskia acuelata Miller). A farinhas de ora-pro-nobis apresentaram
maior teor de fibra alimentar total que as amostras de taioba (limbos com nervura — 15,53g/100g
base seca e limbos sem nervura — 15,669/100g base seca) que séo consideradas ricas em fibra
alimentar total (PINTO et al., 2001), e menores que a amostra de folha de mandioca
(26,509/100g base seca) (MELO et al., 2007). Kinnup e Barros (2008), destacam que as
hortalicas ndo-convencionais as vezes se apresentam mais ricas em fibras, compostos
antioxidantes e proteinas que as fontes de hortalicas convencionais, favorecendo assim, uma
dieta de melhor qualidade nutricional. O teor de carboidrato total disponivel obtido foi de
16,209/100g, foi superior ao encontrado por Vargas, Rocha & Teixeira, (2017) que também
obteve o teor de carboidratos por diferenca, onde encontrou 48,479/100g diferindo do presente

estudo.

3.2 Avaliacdo da capacidade antioxidante através de extratos sequenciais da farinha

experimental (FEFOP) utilizando método convencional e combinado de extracéo

O teor de compostos fendlicos totais na FEFOP aumentou significativamente quando

utilizado o método com ultrassom, assim como, a diminuicéo dos valores de IC50 para técnica
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de DPPH. Abaixo na tabela 2 estd expresso os valores encontrados nas anélises de compostos
fendlicos totais e capacidade antioxidante por método DPPH para a farinha experimental de
folhas de ora-pro-nébis (FEFOP).

Tabela 2. Compostos fenolicos totais (CFT) e DPPH por método convencional e método
combinado (ultrassom) com diferentes tipos de solvente para FEFOP.
FEFOP

) Extratos
ANALISES = TRATAMENTO
EET EAL EAQ EMAA

Convencional 13,63+4,90%A 103,27+3,11° = 105,46+4,86"8 239,91+4 5724

CFT
(mg/100g
de 4cido
gélico) Ultrassom 18,69+0,13¢A 107,01+0,53bA 222,49+4 43%A 247,05+2,15%A
Convencional 2,58+0,40%8 4,23+1,963 1,97+0,26PA 0,740,070~
DPPH
(1C50)
Ultrassom 0,960,464 2,4840,972A 0,54+0,05PA 0,23+ 0,22PA

EET: éter; EAL: &lcool 95%; EMAA: metanol+acetona+agua destilada; EAQ: &gua destilada. Os valores
correspondem as medias +desvio padréo de duas repeti¢des. *Letras mintsculas na mesma linha e letras maitsculas
na mesma coluna nédo diferem entre si estatisticamente pelo Teste t Student com nivel de significancia p <0,05.

FEFOP: Farinha experimental de folhas de ora-pro-nébis.

Para a analise de compostos fendlicos totais nas folhas de ora-pro-nobis, 0 método com
ultrassom se mostrou eficiente na extracdo para todos os tipos de extratos. Entretanto, houve
disparidade nos extratos quando comparados entre si, onde os maiores valores de compostos
fenolicos totais foram observados nos extratos EAQ e EMAA (Tabela 5). Resultados menores
foram observados por Pinto et al. (2012), com teores de CFT de 17,27 £ 3,94mg eq acido galico/g
no extrato metanolico bruto de folhas de ora-pro-nébis. A metodologia usada para elaboracéo
do extrato diferiu da realizada no presente estudo.

O aumento do teor de CFT presente nos extratos que contém etanol e metanol podem ser
explicados pelas reagdes quimicas de glicosilacdo promovidas por estes reagentes. De acordo
com Philip & Christina (2000), tanto metanol quanto etanol s&o seletivos na retirada de
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compostos glicosilados, além do que também sdo capazes de extrair compostos nao glicosilados
devido a enorme presenca de par de elétrons livres.

Na analise de DPPH o método combinado aumentou a capacidade de extracdo de
antioxidantes para todos os extratos. No experimento realizado por Palezi et al., (2012), foi
obtido menor 1C50 (0,1382 mg mL-1) nos extratos de macela (uma planta medicinal pensada
em ser utilizada como PANC) extraidos com etanol a 80%. Entretanto na pesquisa de Coferi,
Fronza & Pereira et al., (2009), foi achado em média 5,26mg mL-1 para diferentes tipos de
solventes utilizados para fazer extratos de macela, dentre eles etanol e metanol. Cabe salientar
que, a substancia utilizada como referéncia (2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil) é pura, enquanto os
extratos usados na andlise sdo constituidos por diferentes solventes, resultando em diversas
concentragdes de capacidade antioxidante. Tais resultados obtidos no presente estudo
corroboram com demais experiencias que descreveram também o potencial antioxidante das
folhas de ora-pro-ndbis qualificadas em diferentes tipos de extratos (PINTO et al., 2012; PINTO
et al., 2015; ANDRADE et al., 2020).

3.3 Compostos bioativos dos extratos da folha de ora-pro-ndbis (taninos e antocianinas)

A farinha experimental de folhas de ora-pro-nébis apresentou quantidade

consideravelmente alta de antocianinas totais como podemos visualizar na Tabela 6:

Tabela 3. Taninos e Antocianinas da farinha experimental de folhas de ora-pro-nébis (FEFOP).
Parametros FEFOP

Taninos condensados 11,42 £1,76
(mg eg/100g de &cido tanico)
Antocianinas totais
(mg eq/100g de cianidina 3- 31,26 £ 0,85
glicosideo)

Os valores correspondem as medias = desvio padrdo de trés repeticoes.

Observou-se também o elevado teor de antocianinas presentes na FFOP (39,07mg
e0.100g! de cianidina 3-glicosideo) (Tabela 4). O teor de antocianinas sobe conforme a
quantidade de exposi¢do aos raios ultravioletas oriundos da luz solar, ou seja, por se tratar de
analises em farinha de folhas de ora-pro-ndbis pressupde-se que houve maior tempo de

exposicdo dessas folhas aos raios de sol (OLIVEIRA et al., 2021). Ressaltando ainda que a
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capacidade antioxidante de uma planta aumenta conforme a sua necessidade de protegdo contra
agentes nocivos oriundos de suas reacdes metabdlicas (MALACRIDA & MOTTA, 2005).

A quantidade de taninos encontrada na FEFOP no presente estudo foi inferior ao
encontrado por Vargas, Rocha & Teixeira (2017) onde em sua pesquisa sobre a influéncia da
sazonalidade na composicao quimica das folhas de ora-pro-nobis obteve 47,83 mg eq/100g de
acido tanico no inverno e 38,71mg eq/100g de acido tanico no verdo em seus extratos etandlicos.
Vale ressaltar que, o0 método utilizado para extracdo de taninos nesse estudo difere do citado.
Entretanto, segundo Battestin, Mastuda & Macedo (2014), afirma que a quantidade de taninos
nas plantas varia de acordo com as condi¢des climaticas e geograficas, com a espécie de planta
e com as partes da planta. Monteiro et al., (2005), também afirma que o teor de taninos oscila

quando as plantas séo coletadas e analisadas em épocas diferentes (MONTEIRO et al., 2005).

3.4 Microencapsulacao do extrato concentrado de ora-pro-nobis e avaliacdo da capacidade

antioxidante das microcapsulas

3.4.1 Rendimento e eficiéncia da microencapsulacao

Foi obtido 89,90% de rendimento das microcapsulas do extrato de folhas de ora-pro-
nobis (MEFOP) no presente estudo. Diferente resultado foi encontrado por Oliveira et al.,
(2019), acerca do rendimento do extrato vegetal em p6 (EVP - microcépsulas) sem e com
carreador maltodextrina a 20% para extratos liquidos de Améndoas, Castanha-de-caju e Coco
obtidos por spray dryer a 120°C, foi encontrado rendimento de 11,41%, 11,01% e 8,87%
respectivamente para ambas as amostras. Para Oliveira & Petrovick (2010), diversos parametros
operacionais do spray dryer influenciam no processo de secagem, sendo o principal, o liquido
injetado que pode ou ndo evaporar rapidamente. Caso ndo ocorra a rapida evaporacao, existe um
maior contato com as paredes do ciclone de secagem que gera perdas de material, e
consequentemente, diminui¢do no rendimento do produto.

A capacidade antioxidante do microencapsulado do extrato de folhas de OPN

demonstrou valores semelhantes ao do extrato como podemos observar na tabela 4:
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Tabela 4. Atividade antioxidante obtida no microencapsulado e no extrato concentrado de folhas
de Ora-Pro-nobis expressos em pg de trolox/ g de fruta a partir do método ABTS.

ABTS
pg de trolox/ g de fruta
MEFOP 1036,4
EFOP 1000,9

MEFOP: Microencapsulado de folhas de ora-pro-nébis. EFOP: Extrato de folhas de ora-pro-nobis.

Fonte: A autora.

No presente estudo, a eficiéncia de encapsulacio do EFOP foi de 96,57%.
Vonghirundecha et al. (2022) também obteve elevada eficiéncia de encapsulacéo (91,2%), em
extratos de folhas de moringa microencapsulada por meio de spray dryer utilizando
maltodextrina na proporcdo 0,05:10 (nucleo: material de parede). De acordo com Dadi et al.,
(2020) a eficiéncia de encapsulacdo pode sofrer influéncia de diversos fatores como, a técnica
de encapsulamento, propriedades quimicas, material de revestimento e pela razdo nucleo:

material de parede.

3.4.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As microcépsulas obtidas do processo de atomizagdo, foram observadas por microscopia
(MEV), a fim de avaliar seu formato e morfologia superficial. As microcapsulas apresentaram
formato esférico e paredes continuas, sem fissuras, rachaduras ou colapsos como podemos

observar abaixo na figura 10:

SElI  10kV x2,500 10pm

LabMic-| LabMic-UFG: Ora-pro-nobis




91

SEI  10kV x5,000 5pm —— SElI  10kV x10,000 1pm
LabMic-UFG: Ora-pro-nobis LabMic-UFG: Ora-pro-nobis

10kV x5,000 5um —— SEI  10kV
LabMic-UFG: Ora-pro-nobis LabMic-UFG: Ora-pro-nobis

Figura 10. Microscopia eletronica de Varredura — MEV. (A) Ampliagdo de 1000x; (B) ampliagdo de 2.500x; (C e
E) ampliacdo de 5.000x e (D e F) ampliacdo de 10.000x.

Fonte: A autora.

Os tamanhos encontrados nas microcapsulas do extrato concentrado de ora-pro-nobis
(5um) estdo de acordo com a descricdo de microcapsula na literatura (entre 5 e 300 um de
diametro) (GIBBS et al., 1999). A presenca de esferas maiores pode indicar a formacao de
complexos com as microcapsulas menores. A estrutura morfoldgica das microcapsulas de EFOP
produzidas com maltodextrina apresentou, em maior quantidade, unidades esféricas bem
definidas, de tamanhos diversos, com superficie deformada e amassada. Morfologia similar
também foi relatada por Robert et al. (2010) para microcapsulas produzidas com maltodextrina.
De acordo com Rosenberg, Kopelman e Talmon (1985), relataram que a formacdo de superficies
amassadas de microcapsulas pode ser atribuida ao encolhimento das particulas durante o
processo de secagem.

As microcépsulas de aspecto liso podem ser um indicio do processo de secagem, que
pode ter sido mais lento. Conforme Silva et al., (2013), os processos de secagem e resfriamento
mais rapidos resultam em esferas dentadas e vincos; a perda de agua em alta velocidade gera
uma expansdo consecutiva de uma reducdo do tamanho, indicando que o processo de
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emulsificacdo e secagem por spray dryer oferecem condicGes favordveis para a formagdo de
microcépsulas integras e com o material de nucleo protegido. A alta solubilidade da
maltodextrina a torna um dos agentes encapsulantes mais utilizados como material de parede

para secagem por atomizacao de extratos vegetais (CANOCHAUCA et al., 2005).

3.4.3 Bioensaio de toxicidade das microcapsulas com Artemia salina spp.

A Artemia salina € um micro crustdceo da ordem Anostraca, bastante usada como
bioindicador em ensaios de laboratdrio, devido a sua facilidade de manipulacéo e do seu baixo
custo econémico (CALOW, 1993). Sendo assim, este crustaceo tem sido utilizado em ensaios
de toxicidade desenvolvidos para determinar a condicdo letal, de compostos bioativos em
extratos vegetais (MEYER et al., 1982). A Artemia se tornou popular como um organismo de
bioensaio devido ao seu acessivel método de cultura (crescimento em solucdo salina, com
aeracdo), disponibilidade comercial descomplicada e tempo de geracao curto (24 h a 48 h para
eclosdo de seus cistos). Ademais, 0s crustaceos usados no teste sdo da mesma idade, genoétipo e
condicdo fisioldgica, diminuindo a variabilidade dos resultados (KOUTSAFTIS & AOYAMA,
2007).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) determina que sdo consideradas toxicas
substancias que apresentam valores de DL50 abaixo de 1000ppm ou valores acima de 1mg/mL
em Artemia salina (MEYER et al., 1982). Geralmente os testes de toxicidade séo feitos com o
intuito de avaliar ou prever os efeitos tdxicos em sistemas biol6gicos bem como dimensionar a
toxicidade relativa das substancias (FORBES E FORBES, 1994). Além disso, o teste de
toxicidade com Artemia salina possui excelente correlacdo com testes de toxicidade aguda oral
in vivo, determinando valores de dose letal média (DL50) em mg/mL de compostos e extratos
(ARCANJO et al., 2012; FONSECA et al., 2013; RODRIGUEZ et al., 2009; SILVA et al.,
2013). No presente estudo, foi encontrado 2mg/ml na concentracdo minima do extrato e

10mg/ml na concentragdo méxima do extrato (Tabela 4):
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Tabela 5. Percentual Médio de Mortalidade de Artemia salina em microcapsulas de extrato de

folhas de ora-pro-nébis (MEFOP) em diferentes concentragdes expresso em mg/mL.

PERCENTUAL MEDIO DE MORTALIDADE

mg/m
[1mg/mL MEFOP
10 60%
8 70%
6 80%
4 90%
2 100%
CN 0

Legenda: “[ ]” = Concentragdes testadas. “CN” =

Controle Negativo. MEFOP = microcapsulas de extrato de ora-

pro-nébis. Fonte: A autora.

O bioensaio realizado com o microencapsulado de EFOP ndo demonstrou toxicidade,
tendo em vista que ndo se atingiu nem sequer a dose letal média com 50% dos nauplios do
microcrustaceo, onde é necessario que haja morte de 50% da populacdo teste para se obter a taxa
de mortalidade minima, conforme expresso na Figura 20:

Microencapsulado de EFOP
100

DL50 = Dose Letal Minima

0 2 4 6 8 10

—+— Concentragdo mg/mL

Figura 11. Taxa de mortalidade de Artemias salinas por concentragdo em mg/mL das microcdpsulas de EFOP.

Fonte: A autora.

Extratos que apresentam valores de DL50 superior a 1,0mg mg/mL sdo considerados
atoxicos (MEYER et al., 1982). Diferente resultado foi achado por Silva et al., (2013), onde
avaliava a toxicidade do extrato hidroalcoolico da folha do cajueiro submetido a distintas doses
de irradiacdo, demonstraram que todos os materiais apresentaram toxicidade utilizando-se
Artemia salina variando de 0,5 a 1,0mg/mL de concentragdo do extrato, sendo que esta
toxicidade variou de acordo com o processo aplicado. Resultado semelhante foi encontrado no
estudo de Lima e Cunha (2018), que consistia em extratos etandlicos brutos das folhas de Morus

nigra verificando a sua toxicidade no microcrustaceo Artemia salina L, onde foi obtido um valor
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de DL50 superior a 1,0 mg/mL, classificando-os, portanto, como atdxicos frente aos nauplios.
Calazans et al.,, (2019) em sua pesquisa referente ao estudo fitoquimico e avaliacdo da
citotoxicidade aguda frente a Artemia salina (leach) de plantas comercializadas em feira-livre,
também encontrou valores semelhante ao presente estudo para a dose letal mediana (DL50) os
valores de 2,243 mg/mL para a M. alba, 2,170 mg/mL para a M. nigra, 1,805 mg/mL para a C.
ecalyculata e 6,401 mg/mL para a A. macrocarpa.

3.4.4 RMN de H-1 do extrato concentrado da folha de Ora-Pro-Nobbis

A anélise de RMN no extrato concentrado de folhas de OPN obteve sinais nas regides
dos grupos de hidrocarbonetos, acidos graxos, aldeidos e ésteres, conforme podemos observar
na figura 12(A) e grupos de éster (ceras), alcenos (terpenos) e aromaticos (flavonoides,
antocianinas, taninos e acidos fenolicos) figura 12(B) utilizando TMS (tetrametilsilano) como

referéncia:
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Figura 25. Espectro de RMN de hidrogénio do extrato folhas secas de ora-pro-nébis (EFOP).
Fonte: A autora.

O espectro de RMN H Figura 12 (A e B) do EFOP apresentou sinais entre 0,8 e 1,0
representam os grupos metilicos (mais blindados); os sinais entre 1,0-2,0, os hidrogénios de CH2
e CH (alcenos); os sinais 1,6-2,3, hidrogénios alilicos (alcenos); o sinal em 3,5 representa o
hidrogénio ligado no carbono oxigenado; e o sinal entre 3,5-4,5 representa o possivelmente um
éster caracteristico de uma cera, 4,5-6,4 terpenoides. No estudo de Moraes et al., (2019) sobre
as propriedades antioxidantes da espécie Pereskia aculeata Miller, identificou o fitol e a luteina
como compostos bioativos da folha de OPN. Sendo assim, um dos possiveis componentes de
terpenoides indicado pelo sinal de RMN, pode ser o Fitol (diterpeno), o que agrega valor
nutracéutico ao EFOP. Os terpenoides possuem fungdes hormonais, sdo inibidores do
crescimento e de pigmentos, fazem parte da cadeia de transporte de elétrons e atuam no
transporte de moléculas através da membrana. Ja os esteroides sdo componentes importantes de
membranas, agem estabilizando as caudas dos fosfolipidios, funcionando também como
horménios, como por exemplo o grupo de derivados esteroides chamados brassinas, estes
estimulam o crescimento de certos caules (CASTRO et al., 2004).

Os deslocamentos quimicos referentes aos sinais em 6,55 a 8,5 sdo atribuidos a
hidrogénios aromaticos (mais desblindados), os quais caracterizam os grupos flavonoides,
antocianinas, taninos e acidos fendlicos. Esse resultado, corrobora com o achado na literatura na
pesquisa de Vieira et al. (2019) a respeito da ingestdo de OPN em seres humanos com sobrepeso,

nos seus extratos foram encontrados um total de dez compostos fenolicos, dentre eles dois eram
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acidos fendlicos (derivados do acido cafeico) e oito eram flavonoides (derivados de quercetina,
kaempferol e glicosideos de isorhamnetina). O acido caftarico foi o principal composto dos
extratos, sendo responsavel por mais de 49% do conteudo fendlico (11,72 mg/g), seguido da

quercetina-3-O-rutinosideo (3,56 mg/g) e isorhamnetina-O-pentosideo-O rutinosideo 2,27

mg/qg).
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4 CONCLUSAO

Diante das analises realizadas, foi possivel observar que as folhas da OPN, os extratos
com diferentes solventes, extrato concentrado e seu microencapsulado possuem consideravel
teor de compostos antioxidantes. Esses resultados indicam que a incorporagéo dessa PANC na
dieta pode contribuir para reduzir o estresse oxidativo, exercendo efeito protetor contra o
desenvolvimento processos inflamatorios no organismo. O elevado teor de proteina encontrado
na folha de OPN nesse estudo esta de acordo com a literatura, indicando a presenca de
aminoacidos essenciais em quantidades satisfatorias, garantindo assim a OPN um lugar de
destaque em relacgéo diversas fontes vegetais proteicas tradicionalmente consumidas.

A microencapsulacdo com maltodextrina demonstrou ser uma alternativa de baixo custo
e boa eficacia no que diz respeito a conservacao de compostos bioativos da planta. Ainda sobre
a microencapsulacédo, foi possivel afirmar atraves do bioensaio com Artemias salinas a ndo
toxicidade do produto elaborado, entretanto, torna-se necessario melhorar as qualidades
sensoriais do produto para uma possivel aplicabilidade na inddstria de alimentos. A analise de
RMN de 'H para a identificacdo de compostos bioativos presente em extratos vegetais, é uma
perspectiva relevante, devido ao grande nimero de vantagens de utilizacdo dessa técnica frente
aos métodos utilizados na rotina de quimica de alimentos. Desta forma, podemos considerar que
a Pereskia aculeata Miller é uma hortalica ndo convencional que constitui uma boa fonte de

compostos fendlicos e nutrientes e 0 seu consumo esta relacionado a diversos beneficios a saude.



98

REFERENCIAS

AHMAD, M.; QURESHI, S.; MAQSOOD, S.; GANI, A.; MASOODI, F. A. Micro-
encapsulation of folic acid using horse chestnut starch and b-cyclodextrin: Microcapsule
characterization, release behavior & antioxidant potential during GI tract conditions. Food
Hydrocolloids, v. 66, p.154-160, 2017.

ALMEIDA, M. E. F; CORREA, A. D. Utilizacdo de cactaceas do género Pereskia na
alimentacdo humana em um municipio de Minas Gerais. Ciéncia Rural, n. 42, v.4, p. 751-756,
2012,

ALMEIDA, M. E. F.; JUNQUEIRA, A. M. B.; SIMAO, A. A.; CORREA, A. D. Caracterizacio
quimica das hortalicas ndo-convencionais conhecidas como ora-pro-noébis. Bioscience Journal,
v. 30, [s.n], p. 431-439, 2014.

ARCANJO, D. D. R; ALBUQUERQUE, A. C. M.; MELO-NETO, B; SANTANA, L. C. L. R;
MEDEIROS, M. G. F; CITO. A. M. G. L. Bioactivity evaluation against Artemia salina Leach
of medicinal plants used in Brazilian Northeastern folk medicine. Brazilian Journal of Biology,
v. 72, n. 3, p. 505-509, 2012.

BARREIRA, T. F; PAULA FILHO, G. X; PRIORE, S. E; SANTOS, R. H. S; PINHEIRO-
SANT’ANA, H. M. Nutrient content in ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Mill.): unconventional
vegetable of the Brazilian Atlantic Forest. Food Science and Technology [online], v. 41, n. 1,
p. 47-51, 2021.

BATTESTIN, V; MATSUDA, L. K; MACEDO, G. A. Fontes e Aplicacdes de Taninos e
Tanases em Alimentos. Alimentos e Nutrigéo, v. 15, n. 1, n.p., 2004.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, Resolucdo RDC n° 54 de 12 de
novembro de 2012. Dispde sobre o Regulamento Técnico sobre Informacdo Nutricional
Complementar. 2012. Disponivel em: <
https://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/anvisa/2012/rdc0054 12 11 2012.html>.  Acesso
em: 03 de novembro de 2022.



99

CALAZANS, R. S. P; BULIAN, A. L. S; ALVES, L. O; COSTA, K. A; SALVI, J. O. Estudo
fitoquimico e avaliacdo da citotoxicidade aguda frente a Artemia salina (leach) de plantas
comercializadas em feira-livre. Revista da Universidade Vale do Rio Verde, v. 17, n. 1, p. 1-
10, 2019.

CALOW, P. Marine and estuarine invertebrate toxicity tests. In. HOFFMAN, D. et al.
Handbook in cytotoxicology. Oxford: Blackwell Scientific Publication, 1993. v. 1. p. 1-5.

CANO-CHAUCA, M.; STRINGHETA, P. C.; RAMOS, A. M.; CALVIDAL, J. Effect of the
carriers on the microstructure of mango powderobtained by spray dryer and its functional
characterization. Innovative Food Science and Emerging Technologies, v. 6, p. 420— 428,
2005.

CARNEIRO, H. C. F; TONON, R. V; GROSSO, C. R. F; HUBINGER, M. D. Eficiéncia de
encapsulamento e estabilidade oxidativa de éleo de linhaca microencapsulado por spray dryer
usando diferentes combinagdes de materiais de parede. Journal of Food Engineering, v. 115,
n.4, p. 443-451, 2013.

CARVALHO, A. G. S; SILVA, V. M; HUBINGER, M. D. Microencapsulacéo por spray dryer
de 6leo de café verde emulsionado com membranas de duas camadas. Food Research
International, v. 61, [s.n], p. 236-245, 2014.

CASTRO, G. H; FERREIRA, A. F; SELVA, H. J. D; MOSQUIM, R. P. Contribui¢do ao
estudo de plantas medicinais: metabdlitos secundarios. 2. ed. Vigosa: Grafica Suprema,
113p, 2004.

DADI, D. W; EMIRE, S. A; HAGOS, A. D; EUN, J. B. Physical and functional properties,
digestibility, and storage stability of spray-and freeze-dried microencapsulated bioactive
products from moringa stenopetala leaves extract. Industrial Crops and Products, v. 156, p.
112891, 2020.



100

DI BATTISTA, C. A; CONSTENLA, D; RAMIREZ-RIGO, M. V; PINA, J. O uso de goma
ardbica, maltodextrina e surfactantes na microencapsulagdo de fitoesterdis por spray dryer.
Tecnologia de Po, v. 286, [s.n], p. 193-201, 2015.

DUARTE, F. O; DUARTE, A. C. O; BEMFEITO, R. M; OLIVEIRA, E. M; GONCALVES, R.
A. Anédlise sensorial de pdo doce enriquecido com farinha de ora-pro-ndbis, soro de leite e

farinha de quinoa. Revista Conexao Ciéncia I, v. 15, n. 2, p. 38-50, 2020.

FERREIRA, D. F. SISVAR: A COMPUTER ANALYSIS SYSTEM TO FIXED EFFECTS
SPLIT PLOT TYPE DESIGNS. Revista Brasileira De Biometria, [s.l.], v.37, n.4, p.529-535,
2019. ISSN 1983-0823. Available at:
<http://www.biometria.ufla.br/index.php/BBJ/article/view/450>. Date accessed: 01 outubro
2021. doi: https://doi.org/10.28951/rbb.v37i4.450.

FONSECA, R. C.; SOUZA, N. A. D.; CORREA, T.C. L.; GARCIA, L. F.; REIS, L. G. V. D,
RODRIGUEZ, A. G. Assessment of toxic potential of Cerrado fruit seeds using Artemia salina
bioassay. Food Science and Technology, v. 33, n. 2, p. 251-256, 2013.

FREITAS, I. S; TRENNEPOHL, B. I; ACIOLY, T. M. S; CONCEICAO, V.J; MELLO, S. C;
DOURADO NETO, D; KLUGE, R. A; AZEVEDO, R. A. Exogenous Application of L-Arginine
Improves Protein Content and Increases Yield of Pereskia aculeata Mill. Grown in Soilless
Media Container. Horticulturae, v. 8, [s.n], p. 142, 2022.

GIBBS, B. F.; KERMASHA, S.; ALLI, I.; MULLIGAN, C. N. Encapsulation in the food
industry: a review. International Journal of Food Science and Nutrition, v. 50, p. 213-224,
1999.

GONCALVES, G. A; CORREA, R.C; BARROS, L; DIAS, M. L; CALHELHA, R. C;
CORREA, V.G; FERREIRA, I. C. Effects of in vitro gastrointestinal digestion and colonic
fremetation on Rosemary (Rosmarinus officinalis L) extract rich in rosmarinic acid. Food
Chemistry, v. 271, [s.n], p. 393- 400, 2019.



101

GUPTA, C; CHAWLA, P; ARORA, S; TOMAR, S. K; SINGH, A. K. Microencapsulagdo com
mistura de goma aréabica, maltodextrina e amido modificado usando o método de evaporagéo de
solvente modificado: fortificacdo de leite. Food Hydrocolloids, v. 43, [s.n], p. 622-628, 2015.

KOUTSAFTIS, A; AOYAMA I. Toxicity of four antifouling biocides and their mixtures on the
brine shrimp Artemia salina. Science of the Total Environment, v. 387, n. 1, p.166-174, 2007.

LIMA, D. C. A; CUNHA, G. O. S. Analise do perfil fitoquimico da toxicidade de Punica

granatum e Morus nigra. VI Simpdsio de Quimica, Educacdo para a Sustentabilidade, 2018.

MALACRIDA, C. R; MOTTA, S. Compostos fenolicos totais e antocianinas em suco de uva.
Ciéncia e Tecnologia Alimentar, v. 25, n. 4, p. 659-664, 2005.

MELO, D. S; CORREA, A. D; ALMEIDA, F. C; SOUSA, M. R. V; ABREU, C. M. P;
SANTOS, C. D. Efeitos da farinha de folhas de mandioca sobre a peroxidacéo lipidica, o perfil
lipidico sangliineo e o peso do figado de ratos. Ciéncia Agrotecnologia, v. 31, n. 2, p. 420-428,
2007.

MONTEIRO, J. M; ALBUQUERQUE, U. P; ARAUJO, E. L; AMORIM, E. L. C. Taninos: uma
abordagem da quimica a ecologia. Quimica Nova, v. 28, n. 5, p. 892-896, 2005.

MORAES, T.V; RANGEL, M; SIMAO, J. L. S; ROCHA, C. B; MOREIRA, R. F. A. Potencial
antioxidante da espécie Pereskia aculeata Miller: uma andlise bibliométrica. Brazilian Journal
of Surgery and Clinical Research — BJSCR, v.29, n.1, p. 79-85, 2019.

MEYER, B. N; FERRIGNI, N. R; PUTNAM, J. E; JACOBSEN, L. B; NICHOLS, D. J;
MCLAUGHLIN, J. L. Brine shrimp: a convenient general bioassay for active plant constituents.
Planta Médica, v. 45, n. 5, p. 31-34, 1982.

OLIVEIRA, D. C.S.; WOBETO, C.; ZANUZO, M. R.; SEVERGNINI, C. Composic¢ao mineral
e teor de acido ascorbico nas folhas de quatro espécies olericolas ndo-convencionais.
Horticultura Brasileira, v. 31. n. 3, p. 472-475, 2013.



102

OLIVEIRA, O. W; PETROVICK, P. R. Reviséo Secagem por aspersao (spray dryer) de extratos
vegetais: base e aplicagdes. Brazilian Journal of Pharmacognosy, v. 20, p. 641-650, 2010.

OLIVEIRA, J. P; SCHIRMANN, G. S; DE LOS SANTOS, M. L. P; ZAGO, A. C; BORTOLINI,
V. M. S; ROCKENBACH, R; RIVERO, L. G; DEBLE, A. S. O; BRAGANCA, G. C. M.
Development, biochemical and sensory evaluation of cakes produced with Pereskia aculeata
Mill harvested at different times of the day. Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7,
n.9, p.90133-90148, 2021.

OLIVEIRA, M. M. B; PEREIRA, C. F. C; OLIVEIRA, L. L; GUERRA, J. M. C.
Desenvolvimento de produto em po de extrato vegetal de oleaginosas por spray dryer. Higiene
Alimentar, v. 33, n. 288/289, p. 3355-3359, 2019.

OLIVEIRA, P. M; MATOS, B. N; PEREIRA, P. A. T; GRATIERI, T; FACCIOLI, L. H;
CUNHAFILHO, M. S. S. Microparticles prepared with 50-190 kDa chitosan as promising non-
toxic carriers for pulmonary delivery of isoniazid. Carbohydrate Polymers, v. 174, [s.n], p.
421-431, 2018.

PALEZI, S. C; KUBOTA, E. H; SILVA, G. P. R; MARAN, M. H. S; ZENI, M. P; CARLLI, E.
M. Embutido emulsionado com adicdo de isolado proteico a base pescado (Micropogonias
furnieri). Unoesc & Ciéncia - ACET, v. 3, [s.n], p. 179-186, 2012.

PAVIA, D. L; LAMPMAN, G. M; KRIZ, G. S; VYVYAN, J. R. Introducdo a espectroscopia.
ed. 4. Traducdo: Pedro Barros. Séo Paulo: Cengage Learning, 2015. 723 p.

PINTO, N. A. V. D; FERNANDES, S. M; THE, P. M. P; CARVALHO, V. D. Variabilidade da
composicao centesimal, vitamina C, ferro E calcio de partes da folha de taioba (Xanthosoma
sagittifolium Schott). Revista Brasileira de Agrociéncia, v.7, n. 3, p. 205-208, 2001.

PINTO, N; SANTOS, R; MACHADO, D. C; FLORENCIO, J. R; FAGUNDES, E. M. Z;
ANTINARELLI, L. M. R; SCIO, E. Cytotoxic and antioxidant activity of Pereskia aculeata
Miller. Pharmacology Online, v. 3, p. 63-69, 2012.



103

PINTO, N. C. C.; DUQUE, A. P. N.; PACHECO, N. R.; MENDES, R. F.; MOTTA, E. V. S,
BELLOZI, P. M. Q.; RIBEIRO, A.; SALVADOR, M. J.; SCIO, E. Pereskia aculeata: A plant
food with antinociceptive activity. Pharmaceutical Biology, v. 53 n. 12, p. 1780-85, 2015.

PHILIP, S., CHRISTINA, A. Organic Chemistry. California: Prentice Hall, 2000.

QUEIROZ, C. R. A. A; FELICIANO, N. D; Andrade, R. R. de; MORAIS, S. A. L; PAVANI,
L. C. Intermittent water deficit in soil and micromorphology of the Ora-pro-nobis leaf epidermis.
Horticulture International Journal, v. 4, [s.n], p. 242-246, 2020.

ROBERT, P.; GORENA, T.; ROMERO, N.; SEPULVEDA, E.; CHAVEZ, J.; SAENZ, C.
Encapsulation of polyphenols and anthocyanins from pomegranate (Punica granatum) by spray
dryer. International Journal Food Science & Technology, v. 45, p. 1386- 1494, 2010.

ROCHA, D.R.C. Macarrdo adicionado de ora-pro-nobis desidratado. Alimentos e Nutricéo,
v.19, n.4, p. 459-465, 2008.

ROCHA, D. R. C.; PEREIRA JUNIOR, G. A.; VIEIRA, G.; PANTOJA, L.; SANTOS, A. S.;
PINTO, N. A. V. D. Noodles added of ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller) dehydrated.
Alimentos e Nutricdo, v.19, n.4, p. 459-465, 2008.

RODRIGUES, S.; MARINELLI, P.S.; OTOBONI, A. M. M. B.; TANAKA, A. Y.; OLIVEIRA,
A. S. Caracterizacdo quimica e nutricional da farinha de ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Mill.).
Revista Cientifica Eletronica de Ciéncia Aplicadas da FAEF, v. [s.1], [s.n], p. 1-11, 2015.

RODRIGUEZ, A. G; TEIXEIRA, O. M; SALLES, F. G; VITAL, J. P; PEIXOTO, D. S.
Bioensaio com Artemia salina para deteccdo de toxinas em alimentos vegetais. Estudos, v. 36,
n. 4, p. 795-808, 20009.

ROSENBERG, M.; KOPELMAN, I. J.; TALMON, Y. A scanning electron microscopy study

of microencapsulation. Journal of Food Science, 50, 139-144, 1985,

SILVA, P. I.; STRINGHETA, P. C.; TEOFILO, R. F.; OLIVEIRA, I. R. Parameter optimization
for spray-drying microencapsulation of jaboticaba (Myrciaria jaboticaba) peel extracts using



104

simultaneous analysis of responses. Journal of Food Engineering, v. 117, n. 4, p. 538-544,
2013.

SILVA, H. A.; SA, J. L.; RIBEIRO, L. R.; MELO, A. Analysis of toxicity of Anacardium
occidentale L. extract submitted to ionizing radiation on embryos of Biomphalaria glabrata and
Artemia salina. International Nuclear Atlantic Conference - INAC, v. 45, p. 24-29, 2013.

SILVEIRA, M. G; PICININ, C. T. R; CIRILLO, M. A; FREIRE, J. M; BARCELOS, M. F. P.
Nutritional assay Pereskia spp.: unconventional vegetable. Anais Da Academia Brasileira De
Ciéncias (Online), v. 92, [s.n], p. 1-16, 2020.

VARGAS, A. G; ROCHA, R. D. C; TEIXEIRA, S. D. Influéncia da sazonalidade na
composicao centesimal da Pereskia aculeata Miller. Synergismus scyentifica UTFPR, v. 12,
[s.n], p. 1-7, 2017.

VIEIRA C. R; SILVA, B. P; CARMO, M. A. V; AZEVEDO, L; NOGUEIRA, D. A;
MARTINO, H. S. D; SILVA, R. R. Effect of Pereskia aculeata Mill. in vitro and in overweight
humans: A randomized controlled trial. Journal of food biochemistry [online], v. 43, n. 7, p.
12903, 2019.

VONGHURUNDECHA, P; CHUSRI, S; MEUNPRASERTDEE, P; KAEWMANEE, T.
Microencapsulated functional ingredients from a Moringa oleifera leaf polyphenol-rich extract:
Characterization, antioxidant properties, in vitro simulated digestion, and storage stability.
LWT, v. 154, n. 15, p. 112820, 2022.



105

CAPITULO 4 - ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA
PARAMAGNETICA ELETRONICA (RPE) APLICADA AO ESTUDO
POTENCIAL ANTIOXIDANTE EM ALIMENTOS FUNCIONAIS DA
FLORA BRASILEIRA

RESUMO

A técnica espectroscdpica de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE), também conhecida
como Ressonancia de Spin eletrénico (RSE) é tida como uma poderosa ferramenta para
investigacao de sistemas que possuem atomos ou moléculas que carregam radicais livres estaveis
(elétrons “desemparelhados”) na sua estrutura. Neste estudo, a espectroscopia de RPE é usada
com o objetivo de caracterizar e quantificar substancias antioxidantes em alimentos funcional
oriundos da flora hortifrati com interesse comercial da agricultura tropical brasileira. Para atestar
as propriedades antioxidantes e medir seu potencial nas amostras investigadas, foram usados 0s
radicais livres estaveis TEMPO e TEMPOL. As condicdes de operacdo foram: poténcia de
micro-ondas de 2 mW, frequéncia de modulagdo de 100 KHz, amplitude de modulacdo de 1,0
G, campo central igual a 3365 G, varredura de campo magnético de 100 G; tempo de varredura
de 168 segundos e constante de tempo de deteccdo, 41 ms. Os valores dos tempos de meia-vida
calculados com relacdo ao radical TEMPO séo numericamente menores que os calculados com
o TEMPOL, isto significa que nas amostras de Jabuticaba as moléculas antioxidantes sdo de
natureza predominantemente hidrofébica com excecdo para a amostra indexada como “Extrato
de Semente in Natura”. As amostras indexadas como “Folhas Secas de OPN” e¢ “Extrato
Concentrado de OPN” apresentam comportamentos similares quanto as suas atividades e poder
antioxidantes, pois além da cinética possuem tempos de meia-vida aproximadamente iguais. Ja
0 processo de microencapsulacdo parece otimizar as propriedades antioxidantes, uma vez que
na amostra “Microcéapsulas de OPN” o seu tempo de meia-vida é de aproximadamente de metade
das demais. Isso mostra que em uma mesma amostra ha diferentes espécies de compostos
bioativos com propriedades antioxidantes ¢ que um dos modos de deteccdo da atividade e
qualificacdo das propriedades antioxidantes é via RPE.

Palavras-chave: jabuticaba, ora-pro-nobis, tempo de meia vida, antioxidantes, RPE.
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ABSTRACT

The spectroscopic technique of Electronic Paramagnetic Resonance (EPR), also known as
Electronic Spin Resonance (ESR) is considered a powerful tool for investigating systems that
have atoms or molecules that carry stable free radicals ("unpaired" electrons) in their structure .
In this study, EPR spectroscopy is used with the objective of characterizing and quantifying
antioxidant substances in functional foods from the horticultural flora with commercial interest
in Brazilian tropical agriculture. To attest the antioxidant properties and measure their potential
in the investigated samples, the stable free radicals TEMPO and TEMPOL were used. The
operating conditions were: microwave power of 2 mW, modulation frequency of 100 KHz,
modulation amplitude of 1.0 G, central field equal to 3365 G, magnetic field sweep of 100 G;
scan time 168 seconds and detection time constant 41 ms. The values of half-life times calculated
in relation to the TEMPO radical are numerically smaller than those calculated with TEMPOL,
this means that in the Jabuticaba samples the antioxidant molecules are predominantly
hydrophobic in nature, with the exception of the sample indexed as “Seed Extract in Nature”.
The samples indexed as “OPN Dry Leaves” and “OPN Concentrated Extract” show similar
behavior in terms of their activities and antioxidant power, as in addition to kinetics they have
approximately equal half-lives. The microencapsulation process, on the other hand, seems to
optimize the antioxidant properties, since in the sample “OPN Microcapsules” its half-life time
is approximately half that of the others. This shows that in the same sample there are different
species of bioactive compounds with antioxidant properties and that one of the ways of detecting

the activity and qualifying the antioxidant properties is via EPR.

Keywords: jabuticaba, ora-pro-nobis, half-life, antioxidants, EPR.
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1 INTRODUCAO

A técnica espectroscopica de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE), também
conhecida como Ressonancia de Spin eletrénico (RSE) é tida como uma poderosa ferramenta
para investigacdo de sistemas que possuem atomos ou moléculas que carregam radicais livres
estaveis (elétrons “desemparelhados™) na sua estrutura. Por isso, RPE € uma técnica
especialmente seletiva para o estudo de identificagdo, monitoramento de formacgédo e
quantificacdo dos chamados radicais livres (COUTO; NONATO & COSTA-FILHO, 2011).

O principio de RPE estd fundamentado na interacdo entre os elétrons desemparelhados
na amostra e campo magnético externo (H) produzido no laboratério e o carregado por radiacdo
de micro-onda. E assim, pois; elétrons desemparelhados possuem o que se chama “spins”, o qual
funciona como um micro ima no ambiente atdbmico ou molecular e o é detectado através do
momento magnético produzido na amostra. Quando a amostra é exposta a um campo magnético
externo (B) no laboratdrio, os elétrons alinham-se paralelos e antiparalelos a diregdo deste
campo: elétrons que se aliam paralelamente ao campo B correspondem ao nivel baixo de energia
ou estado fundamental em energia e aqueles que se alinham antiparalelo a B, estdo no nivel alto
ou estado excitado em energia (SWARTZ et al., 2004).

Em RPE, os elétrons no estado fundamental sdo promovidos para o estado de energia
excitado (estado de maior energia) absorvendo a energia carregada por a radiacdo de micro-
ondas produzida a uma frequéncia fixa (V0). A técnica de RPE é uma medida direta sem
ambiguidades altamente especifica para detectar &tomos ou moléculas que carregam elétrons
desemparelhados (radicais livres estaveis); em estados solidos, liquidos e até mesmo substancias
no estado gasoso com aplicagdo em muitas metodologias de investigagdo (BASSO et al., 2016).

Espectros de RPE sdo usualmente mostrados como a primeira derivada da absorcdo de
micro-ondas e sdo caracterizados por quatro parametros principais, a saber: intensidade de linha
de ressonancia, largura de linha, valor-g ou fator-g (definido pela posicéo da linha, em termo do
campo magnetico de ressonancia) e estruturas de multipletos. A intensidade do espectro de RPE
esta relacionada com a concentracdo de espécies paramagnética ou ferromagnéticas na amostra,
a largura de linha esté relacionada aos processos dinamicos (interacdo spin-spin ou spin-rede),
o fator-g ao ambiente imediatamente préximo ao elétron desemparelhado ou sitio paramagnético
informando a respeito de sua simetria local e a estrutura de multipletos (caracterizado pela
constante de desdobramento hiperfino a); esta informa acerca da interacdo do spin eletronico
desemparelhado com os spins nucleares de atomos vizinhos (KLESCHYOV, WENZEL &
MUNZEL, 2007).
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Aplicacoes bioldgicas de RPE visam, por exemplo, explorar a circunvizinhanga do sitio
metalico em uma metaloproteina ou metal peptideo, a detec¢do de radicais livres mediador (Spin
Trapping) e utilizacdo da anisotropia espectral de marcadores de spin (Spin Labeling) para medir
ambas a taxa e amplitude do movimento molecular em uma variedade de sistemas (MORE et
al., 1999). Neste estudo, a espectroscopia de RPE é usada com o objetivo de caracterizar e
quantificar substancias antioxidantes em alimentos funcional oriundos da flora hortifrati com
interesse comercial da agricultura tropical brasileira. Para isso o radical livre NITROXIDO; uma
classe versatil de radicais livres estaveis versateis que tem sido usado como uma ferramenta Util
para investigagcdo do potencial antioxidante de alimentos funcionais. (COUTO; NONATO &
COSTA-FILHO, 2011).

A vantagem de se usar o NITROXIDO (Oxido Nitrico) esta no fato de que o fragmento
que carrega o elétron desemparelhado [N="0lpode ser sintetizado em matrizes moleculares com
diferentes afinidades quimicas e assim, uma mesma amostra pode ser investigada sob diferentes
pontos de vistas em relacdo as moléculas antioxidantes que a comp&em em um mesmo ambiente
fisico-quimico (BASSO et al., 2016 & KLESCHYOV, WENZEL & MUNZEL, 2007).

A Organizacdo de Alimentos e Agricultura das Nacgdes Unidas (FAQ), indica que sera
necessario elevar a producdo de alimentos em 60% até 2050, devido as rapidas mudangas
climéticas e o constante crescimento da populacdo mundial (FAO, 2012). SolucGes tecnoldgicas
e criativas sdo indispensaveis para reduzir as perdas e agregar valor os coprodutos dos alimentos.
Dessa forma, torna-se necessario pesquisas cientificas e tecnoldgicas, que fundamentem o uso

de forma competente, economicamente viavel, segura e sem impactos negativos.

2 MATERIAIS E METODOS

O radical NITROXIDO pode ser usado em vaérias versdes quimicas, as quais podem
caracterizar a afinidade, a saber: hidrofobica, chamado de TEMPO (2,2,6,6-
Tetramethylpiperidine 1-oxyl, 2,2,6,6-Tetramethyl-1-piperidinyloxy, free radical, Figura 1A) ou
hidrofilica também chamado de TEMPOL (4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine 1-oxyl,
free radical, Figura 1B). Todas as amostras sdo submetidas aos ensaios usando tanto o radical
TEMPO quanto ao radical TEMPOL,; uma vez que as amostras podem conter substancias
antioxidante tanto de natureza hidrofobicas quanto hidrofilicas. A analise do resultado foi feita

com base na intensidade da linha de campo central do espectro de RPE pico a pico (lpp) uma
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vez que esta esté diretamente relacionada a concentragdo de spins na amostra (SWARTZ et al.,
2004).

OH
HBCQCHS H CQGH
3 3

HaC N. CHa HaC”™ "N” "CHg
0O o*
(A) (B)

Figura 1. Estrutura quimica dos radicais estaveis TEMPO e TEMPOL.
(A) Estrutura quimica do radical estdvel TEMPO (2,2,6,6-Tetramethylpiperidine-1-oxyl, 2,2,6,6-
Tetramethyl-1-piperidinyloxy) e (B) TEMPOL (4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl). O
elétron desemparelhado fica deslocalizado predominantemente na ligacdo N-O. Por causa do radical
hidroxila, o TEMPOL apresenta afinidade quimica maior por moléculas antioxidantes de natureza
hidrofilicas em relacdo ao TEMPO.

(B) Fonte: o préprio autor.

Para realizacdo dos experimentos foi utilizado os radicais NITROXIDOS adquiridos
comercialmente da Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha e/ou suas filiais. Os experimentos
foram feitos em um espectrometro de RPE da marca BRUKER, modelo ESP 300, com cavidade
ressonante ER 4102 ST, sob as seguintes condi¢des experimentais: operando em banda X (v9,4
GHz). As condicdes de operacdo foram: poténcia de micro-ondas de 2 mW, frequéncia de
modulagdo de 100 KHz, amplitude de modulacéo de 1,0 G, campo central igual * a 3365 G,
varredura de campo magnético de 100 G; tempo de varredura de 168 segundos e constante de
tempo de deteccdo, 41 ms. A temperatura foi controlada com uma precisdo de + 0,3°C pelo
sistema de fluxo de nitrogénio (Bruker, Rheinstetten, Germany) localizado no laborat6rio
Biofisica no Instituto de Fisica da Universidade Federal de Goiés.

O procedimento teve a seguinte metodologia: foram preparadas solugdes dos extratos em
agua deionizada, em concentracdo de 20 mg/mL. Aliquotas de 40 pL de solugcdo de TEMPO e
TEMPOL em agua deionizada (11uM) e 40 pL da solucdo de extrato foram misturadas, em
seguida agitou-se a solucdo resultante por 10s e a transferiu para um tubo capilar. O tubo capilar
foi lacrado e colocado dentro de um tubo de quartzo padronizado para RPE (diametro interno
3.00 mm) e finalmente o conjunto foi levado a cavidade ressonante do espectrdmetro. O
procedimento, desde 0 comeco da mistura até o inicio da aquisi¢éo de espectro leva 3 minutos e

foi feito em temperatura ambiente. Os espectros foram medidos e repetidos apés intervalos de
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1h, 1:30h e 2hs. Para a medida de referéncia a solucdo de extrato foi substituida para 40 uL de
etanol ou &gua deionizada.

Para atestar as propriedades antioxidantes e medir seu potencial nas amostras
investigadas, foram usados os radicais livres estaveis TEMPO e TEMPOL. As figuras no
Apéndice A, Apéndice B e Apéndice C, mostram 0s espectros experimentais de RPE dos
radicais TEMPO e TEMPOL contra as substancias antioxidantes nas amostras oriunda da
Jabuticaba (Apéndice A e B) e da Ora-pro-nobis (Apéndice C).

Como pode ser observado, ha uma progressiva diminuicdo na intensidade dos espectros
de RPE a medida que o tempo de incubagcdo aumenta; mostrado que as amostra investigadas
apresentam algum grau de atividade antioxidante contra os radicais livres empregados. Esse grau
de atividade antioxidante é diferente para cada tipo amostra investigada ndo sO pelas
caracteristicas individuais, mas também por o tipo de interacdo das moléculas antioxidantes
presentes em relagdo & natureza quimica dos radicais NITROXIDO.

Para quantificar adequadamente a atividade antioxidante das amostras pesquisadas, uma
estratégia Gtil é usar da cinética de neutralizacdo na interacdo antioxidante (A) e radical (R™) de

acordo com a equacdo de neutralizacdo (Equacao 1) abaixo:

[Al+[R]>[A~R]

Equacéo 1. Equacéo de neutralizagdo

No processo de interacdo ou de reagdo (A=R) a taxa de neutralizacdo (Equagdo 4) ¢

descrita como por (RUFINO et al., 2020):

d[ R’
dt

:—Z I{f[RulJ‘ ;i=12,--,ne j=0,1,2--
i=0

Equacéo 2. Taxa de neutralizagéo

Onde [R™] representa a concentracdo de radicais livres na amostra, (k) constante
caracteristica de neutralizacdo da i-ésima molécula antioxidante; ja que pode existir mais de uma
molécula na amostra e j-ésima ordem de reacdo. O sinal negativo significa que a concentragdo
de radical diminui com o aumento de tempo de incubagdo (KENNETH, 1990).

A atividade antioxidante ou potencial antioxidante de uma molécula pode ser investigado

com base em varios parametros que pode ser definido adequadamente. Como a técnica de RPE
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monitora a concentracdo de elétrons desemparelhados, uma das estratégias atil é calcular o
tempo de meia-vida (T%%), que é o tempo necessario para que metade da concentracéo inicial de
“spins” seja neutralizada (SANTOS & SILVA, 2014).

Com base nisso, o tempo de meia-vida pode ser definido de acordo com a ordem de
cinética de reagdo, ou seja; para cinética de ordem zero (j=0) ou de cinética de primeira ordem
(j=1), os tempos de meia-vida sdo definidos como para cinética de ordem zero (Equacéo 3) e

para cinética de primeira ordem (Equacao 4):

Equacéo 3. Cinética de ordem zero.

1
Tuz:_kl]ﬂ(E)

Equacao 4. Cinética de primeira ordem.

As constantes kO e k1 sdo as constantes caracteristicas para as moléculas antioxidantes
medidas na cinética de ordem zero e de primeira ordem, respectivamente. J& [Ro]

é definida como a concentracao de radical livre inicial na amostra (KENNETH, 1990).
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados experimentais mostrados nos Apéndices A, B e C mostram que a cinética
reacdo sdo de ordem zero e de primeira ordem. O tempo de meia-vida calculado para cada
amostra sera usado para medir e comparar o poder antioxidante das amostras pesquisadas. Como
relacdo a isso, as moléculas antioxidante em uma amostra apresenta maior poder antioxidante se
a cinética de reacdo é de primeira ordem em relacdo a de ordem zero e aquelas moléculas
apresentarem 0 menor tempo de meia-vida possui maior poder antioxidante (SANCHEZ-
MORENO, 2002). Com base nisso, os dados experimentais serdo discutidos em seguida.

A Tabela 1, que mostra os tempos de meia-vida medidos nas amostras pesquisadas em

relacdo a Jabuticaba tanto em relacdo ao radical TEMPO quanto ao radical TEMPOL.:
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Tabela 1. Tempo de meia vida das moléculas antioxidantes presentes nas partes da Jabuticaba
“pingo-de-mel" e aditivo utilizado na elaboragéo de suas bebidas alcoolicas fermentadas.

Amostra — Jabuticaba T - TEMPO (min) T v - TEMPOL (min)
Semente in natura 108,1(7,3)* 150.4(3,8)°
Pomace 55,0(3,2)* 128,2(8,6)*
Polpa 150,30(15,8)* 197,2(2,9)°
Casca 79,8(5,9) 114,3(8,1)
Extrato Semente In Natura 30,0(0,3)* 20,89(0,10)*
Extrato Pomace 75,2(1,4)! 40,7(1,4)*
Vinho 55,8(2,9)! 68,3(2,9)!
Licor 52,1(3,8)* 75,2(4,5)
Antioxidante INS 223 7,64(0,26)! 9,16(0,56)*

1 = Cinética de reacdo de segunda ordem. 0 = Cinética de reacdo de ordem zero.

Como pode ser visto, todas as amostras oriundas da Jabuticaba que foram medidas contra
o radical TEMPO apresentam cinética de reacdo do tipo primeira ordem ja as amostras indexadas
como “Semente in Natura” e “Polpa da Fruta” que foram medidas contra o radical TEMPOL
apresentam cinética de reacdo de ordem zero. Os valores dos tempos de meia-vida calculados
com relacdo ao radical TEMPO sdo numericamente menores que os calculados com o TEMPOL,
isto significa que nas amostras de Jabuticaba as moléculas antioxidantes sdo de natureza
predominantemente hidrofobica com excegdo para a amostra indexada como “Extrato de
Semente in Natura” (BALDIN, MICHELIN & POLIZER, 2016).

Quando se compara 0 processo de producdo das amostras entre si, conclui-se que as
amostras “Extrato de Semente in Natura” ¢ a que apresenta menor tempo de meia-vida sendo
gque 0 mesmo é o menor dentre as amostras quando calculado em relacdo ao TEMPOL. Isso
significa que nessa amostra, as moléculas de natureza hidrofilicas tém poder antioxidante maior
que as de natureza hidrofobicas (DA ROSA et al., 2022). Ademais, mesmo quando se usa 0
radical TEMPO, o seu (T%) ainda é menor com relacdo as demais. Assim, 0 processo de
producao aplicado na amostra “Extrato de Semente in Natura” apresenta melhor resultado em
comparagdo aos outros processos empregados. Comparativamente, o “Extrato Pomace” tem
tempo de meia-vida duas vezes maior tanto para 0 TEMPO quanto para o0 TEMPOL quando
comparado com o “Extrato de Semente in Natura”.

Extrato de Pomace de Jabuticaba (EPJ) € uma composicdo de casca, resto de polpa e

sementes da fruta de Jabuticaba depois que ela passa por o processo de fermentacdo para a



113

producdo de bebidas alcodlicas, tipo vinho ou licor (INADA et al., 2015). Anélises comparativas
na Tabela 1 indicam que no EPJ parece preservar as moléculas antioxidantes de natureza
hidrofobicas da “Casca”, pois os (T'2) sdo aproximadamente iguais. No entanto, as moléculas
antioxidantes de natureza hidrofilicas parecem ser otimizadas, uma vez que o valor de (T%2) é
bem menor que aqueles medidos de “Pomace” e “Casca”. Em relacdo as bebidas de Vinho e
Licor de Jabuticaba, as propriedades antioxidantes sdo similares entre si e com o “Pomace”, uma
vez que apresentam tempos de meia-vida gquantitativamente iguais quando é usado o radical
TEMPO (DA ROSA et al., 2022).

Todavia, quando se compara os tempos de meia-vida; essa similaridade ndo se confirma
usando o radical TEMPOL. Os valores do tempo de meia-vida do “Pomace” é cerca de duas
vezes maior que os do Vinho e do Licor os quais apresentam valores numericamente iguais entre
si do ponto de vista do TEMPOL. Esses dados indicam que no processo de fermentacdo para a
producdo de Vinho e Licor, ha uma otimizagdo das moléculas antioxidantes de natureza
hidrofilica (INADA et al., 2015).

Interessantemente, o tempo de meia-vida do Licor é ligeiramente maior que o do Vinho
em relacdo ao radical TEMPOL. Isso pode estar ligado ao processo de fermentacéo das bebidas
uma vez que a graduacdo alcodlica é maior para o Licor em comparacdo ao Vinho, que segundo
o fabricante, a graduacéo alcodlica do Vinho é de 11% e a do Licor é de 17% por volume. Como
se sabe, indlstrias vinicolas adicionam o conservante INS 223 que possui propriedade
antioxidante com a finalidade de aumentar o tempo util da bebida (FERNANDES et al., 2022).
Por essa razdo, fez-se a medicdo da atividade antioxidante do INS 223 mostrado na Tabela 1
contra o TEMPO quanto ao TEMPOL. Como pode ser comparado, o seu potencial antioxidante
é ligeiramente maior contra radicais livres de natureza hidrofébicas. No entanto, a adigdo de
conservante INS 223 parece ndo alterar as propriedades antioxidantes das bebidas
significantemente, uma vez que os tempos de meia-vida calculados dos conservantes sao
extremante baixo e o seu potencial antioxidante contra radicais livres em moléculas de natureza
hidrofobicas € maior que contra aquelas de natureza hidrofilicas.

A Tabela 10 mostra os tempos de meia vida das mostras oriundas da Ora-pro-ndbis

contra o radical TEMPOL calculados dados experimentais das amostras produzidas e analisadas:
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Tabela 2. Tempo de meia vida das moléculas antioxidantes presentes na Ora-Pro-Nobis (folhas

secas, extrato concentrado e extrato microencapsulado) expressos em tempol.

Amostra — Ora-Pro-Nobis T v - TEMPOL (min)
Folhas Secas de OPN 150,4(3,8)°
Extrato Concentrado de OPN 149,1 (12,3)°
Microcapsulas de OPN 68,3(2,9)°

OPN: Ora-pro-ndbis. 1 = Cinética de reacdo de segunda ordem. 0 = Cinética de reacdo de ordem zero.

Como mostrado no Apéndice C, o0 ajuste da curva é consequéncia de uma cinética de
zero ordem no processo de neutralizagdo. As amostras indexadas como “Folhas Secas de OPN”
e “Extrato Concentrado de OPN” apresentam comportamentos similares quanto as suas
atividades e poder antioxidantes, pois além da cinética possuem tempos de meia-vida
aproximadamente iguais. 1sso mostra que as moléculas com atividade antioxidantes nao sofrem
alteracdes significativas no processo de producdo. Ja o processo de microencapsulacao parece
otimizar as propriedades antioxidantes, uma vez que na amostra “Microcapsulas de OPN” o seu
tempo de meia-vida é de aproximadamente de metade das demais. Isso mostra que processo de
encapsulamento das amostras aumenta o seu poder antioxidante (MILIAO et al., 2022 & CRUZ
etal., 2021).

Jabuticaba e Ora-pro-nébis vem sendo extensivamente investigadas devido a seus altos
valores nutricionais e seus compostos bioativos (MILAO et al., 2022 & FERNANDES et al.,
2022). Particularmente, compostos bioativos tém sido extensivamente pesquisados usando uma
série de estratégias baseadas em metodologias quimicas com a finalidade de medir as suas
atividades de antioxidantes em varios sistemas de interesse (AROUMA, 2003 & PEREZ-
JIMENEZ, SAURA-CALIXTO, 2015).

Dentre as mais usadas, 0os métodos baseados na captura do radical peroxil (ORAC,
TRAP), o poder de reducdo do metal (FRAP; CUPRAC), a captura do radical hidroxil (método
de desoxirribose), a captura do radical organico (ABTS, DPPH), quantificagdo de produtos
formados durante a peroxidacdo de lipidios (TBARS, oxidacdo do LDL, co-oxidagdo do P-
caroteno), etc. Os metodos, ABTS, FRAP, DPPH e ORAC sdo alguns dos mais usados
atualmente devido a sua facil execucdo e interpretacdo de seus dados (PEREZ-JIMENEZ &
SAURA-CALIXTO, 2015).

Apesar de estas metodologias serem de facil execucdo, ha de se levar em consideracéo
que s@o métodos essencialmente qualitativos e que sdo afetados principalmente por o efeito do

solvente em que as amostras s@o solubilizadas. Por causa das ambiguidades resultantes do tipo
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de solvente usado, usa-se pelo menos trés tipos de ensaios diferentes com a finalidade de validar
a investigagdo para medir a atividade antioxidante na amostra sob estudo e muitas vezes nem
todos os ensaios ndo sdo validados para aquele tipo de amostra (AROUMA, 2003).

Em vista disso, ensaios experimentais baseados em metodologias com base em RPE tém
como principais vantagens eliminar ambiguidades nos resultados experimentais uma vez que
esta técnica mede, entre outros pardmetros, a concentracao de radicais livres tanto em funcdo da
formacdo quanto em funcdo da neutralizacdo dos mesmos em qualquer ambiente quimico. A
vantagem de se usar RPE € que existe uma grande quantidade de moléculas que carregam
radicais livres estdveis tanto de natureza hidrofébicas quanto hidrofilicas disponiveis
comercialmente para uso nos ensaios experimentais (FRANKEL & MEYER, 2000).

Ademais, por meio da técnica é possivel saber o tipo de mecanismo por detras da cinética
de formacdo ou neutralizacdo de radicais livres sob investigacdo. No entanto, ndo é possivel
saber o tipo de molécula com propriedade antioxidante e para tal € necessario buscar outras
técnicas, como por exemplo, a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) para pequenas moléculas
(CLEMENTINA; SANTOS & SILVA, 2014).
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4 CONCLUSAO

Em se tratando da Jabuticaba e Ora-pro-ndbis, 0 que se sabe € que as mesmas apresentam
como possiveis compostos bioativos varios tipos de moléculas antioxidantes como descritos na
literatura e que a deteccdo e validacdo das atividades antioxidantes tém sido feito com base em
ensaios bioquimicos. No entanto, a atividade, o tipo de cinética de reacdo ou modo de interacao
e 0 poder antioxidante das amostras investigadas ndo tém sido descritos satisfatoriamente na
literatura.

Como mostrado, os dados experimentais aqui reportados com base em ensaios de RPE
mostrou que as amostras produzidas de cada parte da fruta e o tipo de bebida oriundo da
jabuticaba bem como 0 modo de preparacdo apresentam caracteristicas antioxidantes diferentes
quando medidas com espécie de radical livre de natureza diferente. Isso mostra que em uma
mesma amostra ha diferentes espécies de compostos bioativos com propriedades antioxidantes
é que um dos modos de deteccdo da atividade e qualificacdo das propriedades antioxidantes é

via RPE como foi aqui mostrado.
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APENDICE A — Espectros experimentais de RPE do radical tempo contra as substancias

antioxidantes oriundas das partes da Jabuticaba “pingo-de-mel” e aditivo utilizado na

elaboracgdo de suas bebidas alcodlicas fermentadas.
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APENDICE B — Espectros experimentais de RPE do radical tempol contra as substancias

antioxidantes oriundas das partes da Jabuticaba “pingo-de-mel” e aditivo utilizado na

elaboracéo de suas bebidas alcoolicas fermentadas.
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APENDICE C — Espectros experimentais de RPE do radical tempol contra as substancias

antioxidantes oriundas da Ora-Pro-Noébis (folhas secas, extrato concentrado e extrato

microencapsulado).
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