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FABRI JUNIOR, Walter. Aplicacdo de extratos da casca do fruto do caraguata
(Bromelia balansae Mez) como antioxidantes em sistema lipidico. 2023. 76 f.
Dissertacdo (Mestrado académico em Biociéncias). — Universidade Estadual Paulista
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RESUMO

A Bromelia balansae Mez, popularmente conhecida como caraguatd, € uma espécie
de Angiosperma, nativa da Mata Atlantica, que também esta presente no Cerrado e
em matas ciliares, podendo ser encontrada em blocos rochosos. Dentre as inUmeras
utilidades do caraguaté esta o tratamento de tosses e feridas, sendo usado na forma
de xarope. O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade de extrair compostos
antioxidantes, em especial compostos fendlicos, da casca do fruto do caraguatéa de
trés localidades - Ribeirdo das Antas (ERA), no municipio de Assis-SP, Taruma-SP
(ET) e no campus da Unesp Assis-SP nos estagios maduro (EUM) e imaturo (EUI) - e
avaliar seus potenciais antioxidantes em emulsées O/A. Os parametros de extracéo
definidos por otimizacao foram de 1:30 amostra:solvente (Agua) por 60 min a 35 °C
em incubadora com agitacdo orbital. Os melhores resultados de compostos fendlicos
totais (53,90 mg EAG.100mL™1), flavonoides (8,93 mg EQ.100mL™1), acido ascérbico
(3,33 mg.100mL1), carotenoides totais (112 ug.100mL?) e FRAP (373 mg ET.100mL
1) foram encontrados no EUM, com excecdo de taninos que teve maiores teores no
EUI (3,13 mg AT.100mL™?). Os teores mais elevados de carboidratos totais foram
encontrados no ET (17,11 mg EG.mL') e EUM (17 mg EG.mL'). A partir dos
resultados de compostos bioativos e FRAP aplicou-se o extrato obtido de frutos
maduros do campus da Unesp Assis-SP em uma emulsdo O/A, para avaliar a
formacdo de hidroperoxidos e indice de cremeacdo durante armazenamento em
temperatura ambiente e a 40 °C. Em ambas as temperaturas os tratamentos
demonstraram estabilidade fisica. Ndo houve cremeacdo na emulsdo tratada com
extrato, enquanto no tratamento com antioxidante sintético BHT (Butil Hidroxitolueno)
e emulsdo controle foi possivel observar discreta cremeacdo. No indice de
hidroperéxidos em temperatura ambiente, o controle e tratamento BHT n&o diferiram
estatisticamente no periodo analisado, enquanto o tratamento com extrato evidenciou
vulnerabilidade de tal emulsdo, sugerindo que o extrato acelerou a oxidagao,
possivelmente por questdes inerentes a sua interagdo com o sistema. No teste
acelerado em estufa a 40 °C, foi possivel concluir que o extrato, nas condicdes em
gue foi aplicado, de fato ndo foi capaz de retardar processos oxidativos na emulsao.
Sob efeito de aquecimento, o tratamento com BHT teve seu efeito protetor
evidenciado, diferindo significativamente do controle e do tratamento com extrato,
ambos iguais estatisticamente.

Palavras-chave: Antioxidantes. Caraguata. Bromeliaceas. Emulsdes O/A.



FABRI JUNIOR, Walter. Application of caraguata fruit peel extracts (Bromelia
balansae Mez) as antioxidants in the lipid system. 2023. 76 f. Dissertation
(Academic Master's Degree in Biosciences). — Sado Paulo State University (UNESP),
Faculty of Sciences and Letters, Assis, 2023.

ABSTRACT

Bromelia balansae Mez, popularly known as caraguata, is a species of Angiosperm
native to the Atlantic Forest, which is also present in the Cerrado and riparian forests,
and it may be found in rocky blocks. Among the numerous uses of caraguata, there is
the treatments of coughs and wounds, being used in the way of syrup. The objective
of this work was to evaluate the feasibility of extracting antioxidant compounds,
especially phenolic compounds, from the caraguata fruit peel from three locations -
Ribeirdo das Antas (ERA), in the municipality of Assis-SP, Taruma-SP (ET) and in
campus of Unesp Assis-SP increased us mature (EUM) and immature (EUI) - and
evaluate their antioxidant potential in O/W emulsions. The parameters defined by
optimization were 1:30 sample:solvent (water) for 60 min at 35 °C in an incubator with
a permanent orbital. The best results for total phenolic compounds (53.90 mg
EAG.100Y), flavonoids (8.93 mg EQ.100mL™?), ascorbic acid (3.33 mg.100mL?), total
carotenoids (112 yg .100mL?) and FRAP (373 mg ET.100mLt) were found in the
EUM, except for tannins that had higher levels in the EUI (3.13 mg AT.100mL™). The
highest levels of total carbohydrates were found in ET (17.11 mg EG.mL™1) and EUM
(17 mg EG.mL™1). From the results of bioactive compounds and FRAP, the extract of
ripe fruits from the campus of Unesp Assis-SP was applied in an O/W emulsion, to
evaluate the formation of hydroperoxides and creaming index during storage at room
temperature and at 40 ° C. At both temperatures the treatments has shown physical
stability. There was no creaming in the emulsion treated with extract, while in the
treatment with synthetic antioxidant BHT (Butyl Hydroxytoluene) and control emulsion
it was possible to observe some slight creaming. In the hydroperoxide index at room
temperature, the control and BHT treatment did not differ statistically in the analyzed
period, while the treatment with extract showed vulnerability of such emulsion,
suggesting that the extract accelerated protection, possibly due to issues inherent to
its interaction with the system. In the accelerated test in a lab oven at 40 °C, it was
possible to conclude that the extract, under the conditions in which it was applied, was
in fact not able to delay oxidative processes in the emulsion. Under the effect of
heating, the treatment with BHT had its protective effect evidenced, differing
significantly from the control and the treatment with extract, both statistically equal.

Keywords: Antioxidants. Caraguata. Bromeliads. O/W emulsions.
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INTRODUCAO

O termo biodiversidade ou diversidade biologica, designa a quantidade e a
variabilidade de espécies catalogadas em determinada area. De forma mais
detalhada, determina a diversidade genética encontrada dentro das espécies, assim
como, a variacdo registrada em propor¢cdes maiores, como € 0 caso dos
ecossistemas. A partir desse delineamento, a biodiversidade pode ser compreendida
como sendo a forma hermética de organizacéo da vida na Terra, comecando desde o
nucleo celular, até as diversas informacdes que formam uma espécie por completo.
Em suma, toda variacdo de vida, de genes e caracteristicas inerentes as espeécies e
ecossistemas, denomina-se biodiversidade (FAITH, 2021).

Ao analisar a diversidade de plantas terrestres por biomas brasileiros, a Mata
Atlantica se destaca como o bioma com maior variedade de bribfitas,
samambaias/licéfitas e Angiospermas, enquanto a Amazbnia abriga a maior
diversidade de Gimnospermas. O Cerrado € o segundo bioma com maior diversidade
de Angiospermas e Gimnospermas, enquanto a Amazénia € o segundo bioma com
maior diversidade de bridfitas e de samambaias mais licofitas (NARVAEZ-GOMES et
al., 2021).

A Bromelia balansae Mez, popularmente conhecida como caraguata, € uma
espécie de Angiosperma, nativa da Mata Atlantica, que também esta presente no
Cerrado e em matas ciliares, podendo ser encontrada em blocos rochosos. A alta
umidade dos solos em areas florestais, de vegetacdo secundaria e restinga promove
um ambiente ideal para o seu desenvolvimento (REITZ, 1983).

Mesmo sendo muito difundido pela medicina popular, o caraguata ainda carece
de aprofundamento e embasamento cientifico, sobretudo no que diz respeito ao seu
uso seguro, determinando concentracdes terapéuticas ou toxicas para o organismo.
Ainda assim, € conhecido como um fruto rico em compostos fendlicos e antioxidantes.
Na indastria de alimentos e farmacéutica, especialmente cosméticos, esses
compostos podem ser empregados como antioxidantes naturais. Tais preparacdes
sdo atualmente empregadas para produzir muitos alimentos em que antioxidantes
naturais podem substituir produtos quimicos potencialmente cancerigenos ou, de

outra forma, prejudiciais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Familia Bromeliaceae

A familia Bromeliaceae abriga 3.620 espécies, 76 géneros (GOUDA,
BUTCHER; GOUDA, 2020) e é dividida em oito subfamilias: Bromelioideae,
Brocchinioideae, Hechtioideae, Lindmanioideae, Navioideae, Pitcairnioideae,
Puyoideae e Tillandsioideae (GIVNISH et al., 2007; 2011).

E encontrada principalmente em climas neotropicais, preferencialmente na
costa leste do Brasil, nas regides da Mata Atlantica, no Escudo das Guianas, regides
aridas como Caatinga e regides altas como a Cordilheira dos Andes. Levantamentos
apontam que 40% de todas as espécies de Bromeliaceae sdo encontradas no Brasil,
0 que torna o pais com maior diversidade desta familia. Sdo plantas perenes que
apresentam inimeras formas, coloracdes e estaturas. Sabe-se que ndo sao plantas
parasitas, sao terrestres podendo ser ocasionais, rupicolas e epifitas (COFFANI-
NUNES, 2002; LEME, 1997).

Pertencente ao grupo das Angiospermas, as Bromelidceas constituem uma das
familias que tém mais dados cientificos disponiveis. Entretanto, analisando pela 6ptica
da composicao floristica, esses dados levantados ainda carecem de aprofundamento,
em especial em regides que estdo dentro do raio de seu habitat e que ainda ndo foram
exploradas e/ou mapeadas (MARTINELLI et al., 2008).

Integram a ordem Poales, com inimeras formas e com fortes caracteristicas
relacionadas a sua floracéo, representam cerca de um terco das monocotiledoneas,
numa gama estimada de 20.000 espécies (SCHUTZZ; ARAUJO; SA, 2012).

2.2. Caraguata

A espécie Bromelia balansae Mez, conhecida como caraguata (Figura 1), é
uma planta terrestre, com habito de crescimento rasteiro ( WANDERLEY & MARTINS,
2007). Sua floracdo anual inicia em dezembro e se estende até final de janeiro e inicio
de fevereiro, enquanto a frutificacdo inicia por volta de fevereiro e vai até junho
(REITZ, 1983). Possui folhas eretas que podem chegar a mais de um metro de altura,
com espinhos em suas laterais (SMITH; DOWNS, 1979), dos quais os da base sao
voltados para baixo e os da parte central até a ponta sao voltados para cima (REITZ,

1983). Descri¢des detalhadas de individuos de caraguata estéo disponiveis em Parte
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Integrante da Flora Fanerogamica do Estado de S&o Paulo, vol. 5. ISBN 978-85-7523-

056-5 (online).

Terrestre, 0,5 - 2 m. Folhas verdes, as centrais avermelhadas, 0,7 - 2,4 m;
bainha 6 - 8 cm larg., margem serrilhada; lamina 1,3 - 2,5 cm larg., linear-
triangular, apice pungente, margem com espinhos castanho-escuros, 4 - 7
mm, retrorsos na base e antrorsos para o apice. Escapo 20 - 40 cm; bracteas
foliaceas, verde-esbranquicadas na base, avermelhadas para o 4pice; bainha
oblongo-oval, papirdcea, margem espinescente; lamina linear-triangular,
apice pungente, margem espinescente. Inflorescéncia 14 - 25 cm; ramos com
4 - 10 flores; bracteas primarias inferiores semelhantes as do escapo,
avermelhadas, excedendo os ramos, as superiores alvas a verde-claras,
papiraceas, menores que 0s ramos, ovais, apice agudo, mucronado, margem
inteira ou serrilhada. Bracteas Forais alvas, subcoriaceas, (20-) 25-32 x 5 —
8 mm, ultrapassando o ovario, oblongas ou oblongo-ovais, apice geralmente
emarginado ou agudo, margem serrilhada, raramente inteira, fortemente
carenadas. Flores 3,3 - 4,5 cm; sépalas alvas, 1,7 - 2,3 cm, livres,

triangulares, apice agudo, carenadas; pétalas vinaceas com margem alva, 2

-2,5x0,5-0,7 cm, apice obtuso, tubo dos Filetes ca. 7mm; tubo epigino
conspicuo (WANDERLEY & MARTINS, 2007, p. 39-162).

Figura 1. Individuos de caraguata: A. bracteas avermelhadas que antecedem a inflorescéncia; B.
inflorescéncia. Fonte: Fotos de Weiser, V. L., 2022.

A Bromelia balansae Mez, pertencente a subfamilia Bromelioideae, possui fruto
do tipo baga ovoide com cerca de 5 cm de comprimento, com casca e polpa em tons
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amarelados, rica em fibras e aroma caracteristico, contendo sementes de pequeno

porte e globulosas (Figura 2) (HIANE et al., 1992). Tais medidas podem apresentar
diferencas importantes quando séo realizadas comparacdes de frutos colhidos em
localidades diversas, sobretudo, quando se trata de outras espécies de caraguata,
como é o caso da Bromelia antiacantha Bertol. Cariolatto (2019) ao analisar a
fenologia do género Bromelia, constatou diferencas em individuos de Bromelia
balansae Mez, presentes em localidades distintas, em especial nas caracteristicas
fisicas, como o tamanho do fruto, quantidade de frutos por cacho e taxa de sdlidos

soluveis.

Figura 2. Fruto do caraguata: A. fruto baga formato oval; B. casca, polpa e sementes do fruto e C.

frutos dispostos em forma de racemo. Fonte: Fotos de Fabri Junior, W. 2023.

A alta umidade de solos de éareas florestais, de vegetacdo secundaria e
restingas promove um ambiente ideal para o desenvolvimento de individuos de
caraguatd, o que permite a formacédo de complexos da propria espécie em questao,
porém de forma ndo regular nos entornos e nos diversos ambientes em que

comumente é encontrada (REITZ, 1983).
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Dentre as inUmeras utilidades do caraguata esta o tratamento de tosses e

feridas, sendo usado na forma de xarope. A composi¢cao enzimatica do fruto desperta
grande interesse por parte do setor industrial farmacéutico e alimenticio, visto que ja
foram isoladas e caracterizadas algumas de suas enzimas proteoliticas (BALIN et al.,
2018). A enzima endopeptidase foi isolada dos frutos imaturos. As bromeliaceas tém
consideravel capacidade de produzir proteinases, e € do interesse de industrias
alimenticias e cosméticas isolar novas enzimas deste grupo (PARDO et al. 2000,
2001).

A bromelina € um exemplo destas enzimas, a qual € um concentrado de
enzimas proteoliticas rico em cisteina endopeptidases, com potenciais anti-
helminticos, anti-inflamatérios e anticancerigenos. Tais proteases sao empregadas no
setor alimenticio para fabricar queijos, cervejas, para amaciar carnes e produzir
emulsificantes. Do 0leo essencial extraido do fruto, ja foram identificados 35
compostos, com 94,6% de sesquiterpenos, compostos eficazes para o tratamento de
doencas cardiovasculares e neoplasicas (CARDOSO; RE-POPPI; COELHO, 2010).
Ja foi identificado, por meio de um extrato metandlico, quatro flavondis glicosideos,
gue sdo importantes polifendis para o organismo humano, em funcéo de sua atividade
antioxidante, de controle glicémico e em processos inflamatérios (COELHO et al.,
2010). Por outro lado, sua toxicidade e efeitos terapéuticos ainda carecem de mais
informacdes (BALIN et al., 2018).

2.3. Influéncias ambientais nos vegetais

As caracteristicas dos solos e 0s impactos que neles ocorrem, muitas vezes
levam plantas ao chamado estresse e, diante desse fenbmeno, alteram seu
metabolismo como forma de se defender, consequentemente levando a sintese de
metabdlitos secundarios. A condicdo de estresse em vegetais pode acarretar a
formacéao de radicais livres, os quais poderéo ser combatidos por antioxidantes, dessa
forma sendo estabilizados ou desativados (ATOUI et al., 2005). A concentracao dos
compostos antioxidantes presentes em plantas esta ligada a fatores genéticos e
ambientais, e isso influi diretamente na inibigcdo oxidativa (ALVES et al., 2017).

Da mesma maneira, fatores como as mudancas climéticas, com consequente
elevacdo da temperatura, aumento da estiagem, elevacdo do CO2 atmosférico,
alteracdes de fluéncia e irradiancia luminosa impactam significativamente o0s
rendimentos das culturas (SILVA et al., 2020).
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O Caraguata é uma herbacea amplamente distribuida pela América do Sul,

incluindo Argentina, Bolivia, Brasil, Coldmbia e Paraguai (BALIN et al., 2018). No
Brasil est4 presente no norte do Pantanal, no Cerrado e em todo litoral da Mata
Atlantica (ARRIVETTI et al., 2008).

O bioma Pantanal, situado na bacia hidrografica do Alto Paraguai, apresenta
baixos valores hipsométricos com pequenas variagdes no gradiente topografico e por
uma consideravel regido de planicies que alagam nos periodos mais chuvosos.
Entretanto, € comum a formacédo de cordfes arenosos que conseguem resistir as
inundacBes mais intensas. E comum o registro de feicdes geomorfoldgicas de erosio
em tais planicies alagaveis, caracterizando a paisagem pantaneira. Os indices
pluviométricos no pantanal sdo marcados por um periodo de chuvas constantes
durante outubro e marco e outra seca, que vai de abril a setembro (PEREIRA;
CHAVEZ; SILVA, 2012).

O Cerrado se estende por 21% do territorio nacional, sendo o segundo maior
bioma brasileiro, superado em area apenas pela Amazénia. E designado como a
Ultima fronteira agricola do planeta e pode ser subdividido em outros grupos de
ecossistemas, como savanas, matas, campos e matas de galeria presentes no Brasil
Central. Este bioma apresenta clima estacional, com regime de chuva que dura de
outubro a marco, sucedido por periodo seco, de abril a setembro. Os indices
pluviométricos médios anuais sdo de 1500 mm, com temperaturas
predominantemente amenas no decorrer do ano, entre 22 °C e 27 °C em média.
Espécies oriundas do Cerrado, desenvolveram-se a partir de solos muito antigos, que
sofreram grandes impactos do tempo, ficando com pH &cido, pobres em nutrientes,
porém com concentracdes altas de aluminio (KLINK; MACHADO, 2005).

A Mata Atlantica € um bioma marcado por uma vasta geodiversidade, a qual
determina a sua heterogeneidade interna, concedendo-lhe um notério valor estético
(ARAUJO et al., 2022). Compde um mosaico de ecossistemas, com uma flora
diferenciada, decorrente de tipos de solo, relevo e clima. Ocupa a posi¢éao de segundo
maior bioma tropical americano, se estendendo no Brasil por 17 estados, com
formacdes de Floresta Ombrofila Densa, Floresta Ombraofila Mista, Floresta Estacional
e ecossistemas associados como manguezais, campos de altitude e restingas (CEPF,
2011).

2.4. Compostos bioativos
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Compostos bioativos s&o fitoquimicos extranutricionais disponiveis em

guantidades discretas nos alimentos. S&o estruturas moleculares com grande
responsabilidade nos diversos efeitos em sistemas biolégicos. O advento dos
alimentos funcionais foi inspirado por estudos acerca destes biocompostos, com a
preocupacao de incorporar, além dos nutrientes comuns dos alimentos, componentes
gue atuem de forma sinérgica, trazendo beneficios metabdlicos e fisioldégicos ao
organismo (NORNBERG et al., 2022).

A inclusdo de frutas em dietas alimentares, pode prevenir inUmeras doencas
gue acometem o organismo humano. Doencas como diabetes, Alzheimer, doencas
cardiovasculares e neoplasicas podem ser prevenidas ofertando ao organismo
compostos com poder antioxidante, como vitaminas e compostos fendlicos, tais como,
os flavonoides (SOUZA; FASSINA; SARAIVA, 2018), combatendo os radicais livres
e 0 estresse oxidativo (ASADI et al., 2010).

A bioatividade funcional de um extrato vegetal, em geral, depende da presenca
de compostos como polifendis, carotenoides e clorofila (HOSSAIN; RAHMAN, 2011).
A natureza quimica de tais compostos possui varia¢des significativas em se tratando
de polaridade. Nos vegetais hd uma grande variedade de biocompostos, em
diferentes concentracdes (como os acidos fendlicos, antocianinas e taninos), havendo
ainda a possibilidade de complexagédo dos compostos antioxidantes com carboidratos,
proteinas e outros componentes dos alimentos. Tais complexos, assim como
determinados compostos fendlicos de alto peso molecular, possuem baixa
solubilidade em &gua, todavia, a presenca de substancias fendlicas em extratos,
contém misturas de classes distintas, permitindo que uma parcela seja solubilizada no
solvente do sistema escolhido (ANDREO; JORGE, 2006).

2.4.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos presentes nos vegetais se destacam por serem 0s
responsaveis pela maior parcela da atividade antioxidante, seguidos por outros
componentes com atividade inferior. Tal atividade é relacionada ao potencial de
oxirreducado, acao responsavel pelo combate de radicais livres através de adsorcéo
ou neutralizacdo (BASILE et al., 2005).

A acdo antioxidante promovida pelos compostos presentes em frutos, assim
como os compostos fendlicos, se da por meio de uma reacdo de oxirredugcdo de

espécies reativas de oxigénio (ERO), como o radical superdxido (O2) , o perdxido de
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hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH"), atenuando, ou mesmo impedindo, essa

reacao que produz peréxidos a partir de lipidios e oxidacédo de outras substancias, o
que evidencia os beneficios do consumo de alimentos ricos em biocompostos
(SOUZA; FASSINA; SARAIVA, 2018).

Nas plantas, os compostos fendlicos desempenham um importante papel no
crescimento, no sistema reprodutor e no combate a patdégenos. A formacédo dos
compostos fendlicos se da em situagdes peculiares, como em condi¢des de estresse
da planta, especialmente com a radiacdo UV, infeccdes, lesbes e déficit hidrico
(JORGE; ANGELO, 2007).

Compostos fenélicos comp&em um amplo grupo de metabdlitos secundarios
formados a partir da fenilalanina e tirosina. Podem ser fendis simples, acidos fendlicos
(benzdicos, cinamicos e derivados), cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos
hidrolisaveis e condensados, lignanas e ligninas. Podem desempenhar a funcdo de
fitoalexinas, por atrair insetos responsaveis pela polinizacdo, além de contribuir em
processos de pigmentacdo da planta e na protecdo contra raios UV (SHAHIDI;
NACZK, 2004).

Em alimentos, os fendlicos podem contribuir para a adstringéncia, amargor, cor,
sabor, odor e estabilidade oxidativa dos produtos (JORGE; ANGELO, 2007; SHAHIDI;
NACZK, 2004). Além disso, a capacidade de proteger a saude de algumas
propriedades antinutricionais de outros fendlicos € de grande importancia aos
produtores, processadores e consumidores (SHAHIDI; NACZK, 2004).

Ha uma grande variedade de formulas estruturais em se tratando de compostos
fendlicos e isso se da em funcéo de arranjos que ocorrem na natureza, classificando-
0S em estruturas simples ou compostas. Dentre os simples estéo os acidos fendlicos
e dentre as estruturas complexas, pode-se mencionar 0s taninos hidrolisaveis
(HARBORNE; BAXTER; MOSS, 1999).

2.4.2 Flavonoides

Os flavonoides sao substancias que possuem em sua estrutura molecular, um
nucleo, onde ha a presenca de trés anéis fenolicos (TAPA; SAKARKAR; KAKDE,
2008). Um desses anéis, o benzeno, é condensado através do sexto carbono do
segundo anel, o qual se liga através do carbono 2, a um terceiro grupo fenil,
denominado substituinte (Figura 3), responsavel pela diversidade de flavonoides
encontrada na natureza (SANDHAR et al., 2011).
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Figura 3. Estrutura quimica base de flavonoides. Fonte: BEECHER, 2003.

Os flavonoides (Tabela 1) funcionam como potentes antioxidantes em varios
niveis, podendo proteger os lipidios de membrana da oxidacdo. Presentes
principalmente como pigmentos corantes em plantas, tem como importante
representante a antocianina, a qual confere cor com tons avermelhados, purpura e
violeta em frutos (SOUZA; FASSINA; SARAIVA, 2018).

O potencial antioxidante desempenhado por flavonoides esta relacionado ao
seu eficiente sequestro de radicais livres, onde o hidrogénio da hidroxila fendlica doa
um atomo para estabilizar o radical produzido (BOOKER; BURKEY; JONES, 2012).

Nas plantas, os flavonoides sédo encontrados principalmente em vacuolos,
tendo a estrutura de glicosideos ou glutationa conjugados. Ademais, tais compostos
fendlicos quando no apoplasto, tém a capacidade de intervir como doadores de
elétrons, fazendo a quebra do ozbnio (Os), formando assim radical hidroxila (OH") e
oxigénio (O2) (SANDRE et al., 2014).



Tabela 1. Subclasses e principais fontes de flavonoides.

Subclasses de

) Exemplos Presenca nos alimentos
Flavonoides
Flavonois Quercetina, Mircetina, Vegetais, maioria dos frutos.
Rutina, Campferol
Flavonas Luteolina, Apigenina Especiarias, cereais, frutos.
Flavanonas Hesperidina, Naringenina Frutos citricos.
Flavanas Catequina, Epicatequina, Chas, uvas, e vinho tinto.

Teaflavina

Maioria dos legumes,

Isoflavonoides Daidzeina, Genisteina

principalmente soja.

Antocianinas Cianidina, Delfinidina, Frutos Vermelhos

Peonidina

Fonte: Adaptado de Beecher, 2003.

2.4.3 Taninos

Taninos sdo metabdlitos secundéarios de alto peso molecular, oriundos do
metabolismo de plantas. Sua presenca em plantas esta relacionada a mecanismos de
defesa a ataques de insetos. Estdo presentes em quantidades consideraveis nos
vacuolos das células das plantas, como também em depdsitos na epiderme das
folhas. Este grupo de polifenois pode ser subdividido de acordo com suas férmulas
estruturais e propriedades quimicas, em dois grupos, sendo estes 0s taninos
condensados e hidrolisaveis (COSTA et al., 2008).

Os taninos condensados sdo uma classe dos polifendis, cuja estrutura basica
€ composta de um flavan-3-ol (Figura 4), que dispde de duas formas de arranjos do

grupo hidroxila substituinte (2,3-trans e 2,3-cis), dando origem a dois monémeros
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principais, a (+) - catequina e a (-) - epicatequina, que formam misturas de oligbmeros

com polimeros, apos a etapa de polimerizacao (YANG et al., 2021).

As proantocianidinas, que integram o grupo de taninos condensados, tém a
capacidade de se complexar com metais e proteinas de forma estével, resultando na
adstringéncia comum de alguns frutos (VAZQUEZ-GUTIERREZ et al., 2011). Frutos
conhecidamente adstringentes dispdem de taninos sollveis em altas concentracdes
até o estagio de maturacdo. Quando maduros, prevalece o sabor adocicado, ao passo
gue os taninos caem a baixos niveis (LI; DU; MA, 2011).

Dentre as principais atividades biolégicas dos taninos, estdo a acao contra
bactérias, protozodrios e regeneracao tecidual. Para tanto, a dose, o tipo ingerido e o
periodo de ingestdo sdo determinantes. A acdo antibacteriana se da por complexacéo
com ions metalicos; pelo eficiente combate a radicais livres e pela capacidade de
formar complexos com outras moléculas, como proteinas e polissacarideos. Na
regeneracao tecidual, formam um complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo sobre
a regido que sofreu a injuria, viabilizando a recuperacéo do tecido de forma natural
(MELLO & SANTOS, 2001).

Os taninos que sé@o quebrados em carboidratos e acido fenélico apds hidrélise
sdo denominados hidrolisaveis. A estrutura base deste grupo de taninos € um poliol,
geralmente a D-glucose, juntamente com grupos hidroxilas esterificadas pelo acido
galico ou pelo &cido hexadiidroxifénico, mediante ligacfes éster-carboxila (Figura 5) e
que sé&o facilmente hidrolisaveis em meio acido ou bésico. E possivel caracterizar os
taninos hidrolisaveis, levando em conta seu produto de hidrolise, sendo os
galotaninos, os que produzem &cido galico, e os elagitaninos, que resultam em &cido
elagico. Ao compara-los com os taninos condensados, verifica-se menor incidéncia
deste polifenol em madeiras. As fontes com maiores concentracfes de taninos
hidrolisaveis séo folhas, frutos e vagens de dicotiledéneas (COSTA et al., 2008).

Em se tratando da sintese e a diversidade de taninos em plantas, alguns fatores
como 0 manejo, o tecido, espécie vegetal e condigbes ambientais, influem
diretamente. E comum uma maior disponibilidade de taninos em espécies que se
desenvolvem bem em solos pobres, que dispdem de pouco célcio e magnésio, tipicos
de regides tropicais e subtropicais (HEIL et al., 2002).

Avaliando questfes ambientais, as por¢des da planta que tém mais exposicao
a luz solar sdo as que mais produzem este biocomposto, indicando que a sintese de
taninos esta diretamente relacionada com processos fotossintéticos (COSTA et al.,
2008).
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R = (flavan<3+ol)

OH

Figura 5. Estrutura quimica de um tanino hidrolisavel. Fonte: NAKAMURA et al., 2003.

2.4.4 Acido ascorbico

O acido ascérbico, também denominado vitamina C, € um biocomposto suprido
através da alimentacdo pelo organismo humano, que é incapaz de sintetiza-lo por
mecanismos enddgenos. Sao compostos organicos de baixo peso molecular e valor
energético e, mesmo agindo em pequenas doses, tém o importante papel de auxiliar
no crescimento, manuten¢ao da vida e da reproducdo dos animais superiores e de
seres humanos (ARANHA et al., 2000).

Atua na regeneracéo dos tecidos musculares, epidérmico, dentario e 0sseo, ha
sintese de colageno, equilibrio da temperatura do corpo, sintese de hormonios e no
metabolismo. Deficiéncias desse biocomposto podem culminar em graves doencas,
como o escorbuto, enquanto a superdosagem pode desencadear diarreia, desconforto
abdominal e calculo renal, sobretudo em individuos com predisposi¢do genética. A
necessidade didria de vitamina C varia conforme idade e condi¢cdes de saude
(ANDRADE et al., 2002). De acordo com a Anvisa, a recomendacdo diaria para
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adultos é de 45 mg/dia (ANVISA, 2005). As frutas frescas, em especial as citricas,

estao entre as principais fontes de vitamina C (ANDRADE et al., 2002).

Grande parte dos compostos antioxidantes encontrados em frutas citricas é
constituida por &cido ascorbico e compostos fendlicos, como os flavonoides. A
protecéo oferecida pelo acido ascorbico se da controlando a oxidagdo no meio aquoso
da célula, em funcéo de sua elevada capacidade redutora. Enquanto polifendis tém a
habilidade de neutralizar moléculas reativas como os radicais livres (COUTO;
CANNIATTI-BRAZACA, 2010).

O acido ascorbico tem aspecto cristalino, com sabor acidificado. A solubilidade
em agua se da na propor¢cdo de 1 g para 3 mL, enquanto € insolavel em inUmeros
solventes orgéanicos. Sua oxidacdo pode ser antecipada quando exposto a altas
temperaturas, ao ar e a meio alcalino, sobretudo se houver contato com o cobre, 0
ferro ou enzimas oxidativas, em se tratando de alimentos. No organismo humano, age
nas duas vertentes da reacao de oxirreducao, ora adicionando, ora subtraindo atomos
de hidrogénio de uma molécula. Ao oxidar-se, € convertido em acido desidroascorbico
(Figura 6), acdo desencadeada por agentes oxidantes, que retiram dois de seus
atomos de hidrogénio. Da mesma forma, quando por reducédo, ganha novamente 0s
dois a&tomos de hidrogénios perdidos e volta a forma de &cido ascorbico (ARANHA et
al., 2000).
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Figura 6. Formula estrutural do Acido ascorbico. A. é&cido L-ascoérbico; B. acido L-desidroascorbico.
Fonte: BOBBIO; BOBBIO, 1992.

2.45 Carotenoides

Nas plantas, os carotenoides sao tetraterpenoides (C40) (Figura 7) sintetizados
como metabdlitos secundarios, subdivididos em carotenos (hidrocarbonetos) e
xantofilas (moléculas que possuem ao menos uma funcéo oxigénio). Estdo presentes

nos cloroplastos de todo vegetal verde, na forma de a e B-carotenos, B-criptoxantina,
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luteina, zeaxantina, violaxantina e noexantina, ligados de forma n&o-covalente a
proteinas. Tém a funcdo de absorcdo de luz e fotoprotecdo contra oxidacdo no
processo fotossintético de plantas, como também podem ser transferidos das plantas
para o reino animal, tanto em quantidades expressivas como na gema de ovo ou de
forma mais discreta, modificando a cor do leite, derivados lacteos e da gordura
corpérea (NORNBERG et al., 2022).

Os carotenoides sédo biocompostos conhecidos principalmente por sua funcéo
de corante natural em alimentos (SENTAMIN; RODRIGUEZ AMAYA, 2007). Fazem
parte de um grupo de pigmentos que dao cores a determinados alimentos como gema
de ovo, vegetais, determinados peixes e frutos do mar, nas tonalidades amarelas,
laranja e vermelho, trazendo maior aceitabilidade para o0s consumidores
(MALDONADE; SCAMPARIN; RODRIGUEZ-AMAYA, 2007).

Carotenoides apresentam beneficios a nivel metabdlico, como atividade pro-
vitaminica A, imunomodulagdo, prevencdo de doencas degenerativas e
cardiovasculares. E tais beneficios estdo correlacionados a sua atividade
antioxidante, onde moléculas de carotenoides realizam o sequestro do oxigénio
singleto, realizando o combate de radicais livres (SENTANIN; RODRIGUEZ-AMAYA,
2007; RODRIGUEZ-AMAYA, 2015).
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Figura 7. Estruturas de xantofilas a esquerda e de carotenos a direita. Fonte;: MESQUITA; TEIXEIRA,
SERVULO, 2017.

2.4.6. Carboidratos
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Os carboidratos sdo substancias organicas com estruturas quimicas que
apresentam carbono (C), hidrogénio (H) e oxigénio (O), considerados essenciais aos
seres vivos. O termo carboidrato designa hidratos de carbono, tendo como férmula
geral (CH20)n, onde n é o numero de carbonos de sua estrutura molecular. A depender
do tamanho de suas estruturas, dividem-se em monossacarideos, oligossacarideos e
polissacarideos. Nas membranas plasmaticas das células desempenham funcgéo
estrutural, atuando como receptores e sinalizadores ao interagirem com moléculas e
outras células. Dessa maneira, sdo encontrados na forma de glicolipidios, ao ligar-se
com lipidios, também na forma de glicoproteinas, quando ligados a proteinas ou como
proteoglicanos, nos casos de cadeias de glicosaminoglicanos ligadas a uma proteina
(DOMINGUES et al., 2022).

As estruturas dos monossacarideos sdo denominadas acucares simples, pelo
fato de ndo poderem ser quebradas em outras menores, motivo pelo qual tém facil
digestdo. Os mais comuns séo a glicose, a galactose e a frutose. Em se tratando de
oligossacarideos, tais estruturas sao compostas por 3 a 10 unidades de
monossacarideos, unidas por ligacbes glicosidicas, incluindo nesse grupo os
dissacarideos, que apresentam dois monossacarideos, como a sacarose, maltose e
lactose. Por fim, os polissacarideos, como o amido, a celulose e o glicogénio,
cientificamente denominados glicanos, compdem uma cadeia extensa de mais de 10
monossacarideos, com ou sem ramificacdes. Devido a sua complexidade estrutural,

sdo lentamente metabolizados no organismo (DOMINGUES et al., 2022).

2.5. Atividade antioxidante

As substancias antioxidantes tém a capacidade, mesmo que em pequenas
concentracdes, de interferir no desencadeamento de reacdes em cadeia de oxidacgao,
onde tem-se a formacao de subprodutos toxicos, a exemplo das cetonas, aldeidos,
hidrocarbonetos e alcoois, desse modo atenuando ou até evitando processos
oxidativos (CANNIATTI BRAZACA; ROCHA,; SILVA, 2009).

Os antioxidantes subdividem-se em primarios e secundarios. H4 os que
apresentam mais de um mecanismo de acdo e sdo denominados antioxidantes de
multipla acdo. Os chamados primarios ou inibidores, agem basicamente sequestrando
radicais livres. Estes, sdo aceptores de radicais livres, 0 que 0s permitem retardar ou
mesmo evitar a reagao de oxidagao. Dentre os antioxidantes naturais presentes em

alimentos, estdo os tocoferdis e os carotenoides. Ambos sdo adicionados em
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alimentos com finalidades antioxidantes, porém agem por mecanismos distintos

(REISCHE; LILLARD; EITENMILLER, 2002).

Os antioxidantes secundarios, também chamados preventivos, apresentam
mecanismos diversos, entretanto, ndo tém a capacidade de estabilizar os radicais
livres. Agem guelando metais indutores de oxidacao, desativando-os; podem restituir
hidrogénio para antioxidantes primarios; degradar hidroperoxidos a subprodutos ndo
radicais; inativar o oxigénio eletronicamente excitado; absorver a radiagdo UV ou
realizar sequestro de oxigénio. Por auxiliarem na atividade dos antioxidantes
primarios, sdo denominados sinergistas e como exemplos destes, pode-se elencar o
acido citrico, a vitamina C e o acido tartarico (REISCHE; LILLARD; EITENMILLER,
2002).

Existem metodologias empregadas para avaliar o potencial antioxidante in vitro,
como forma de selecionar compostos promissores para aplicacdes diversas, seja em
alimentos, farmacos ou cosméticos. O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power), baseia-se em reacdes de transferéncia de elétrons. O método surgiu como
alternativa para avaliar fluidos biol6gicos e misturas aquosas de compostos puros,
podendo ser equiparado a outras metodologias igualmente eficientes (PULIDO;
BRAVO; SAURA-CALIXTO, 2000).

Na reagao por FRAP, ocorre uma complexacao de TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-
s-triazina) com Fe (ll1), de tons amarelados. Em contato com compostos antioxidantes,
ocorre a reducdo do ferro presente, originando o [Fe(ll)(TPTZ)2]3*, de tons azulados a
roxo escuro. A analise é realizada em pH de 3,6 e lida em absorbancia maxima de
593 nm. A importancia do ajuste de pH, tem papel fundamental nos resultados finais,
sendo que em meio acido pode haver a supressao da reducdo da capacidade, em
funcdo da protonacdo com antioxidantes, ao passo que em meio alcalino, havera
dissociacao de prétons de compostos fendlicos, podendo potencializar a capacidade
de reduzir uma amostra (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

2.6. Extrac&o de compostos bioativos

A eficiéncia de uma extracdo esta diretamente ligada a solubilidade da
amostra, logo a escolha do solvente tem importante papel neste processo. Nao ha
uma metodologia universal capaz de extrair todos os compostos fenélicos em uma
amostra, dessa forma, uma eficaz ferramenta para ajustar esses pontos é a

otimizagcdo da extracdo, através da interpolacdo de solventes ou metodologias
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(NACZK; SHAHIDI, 2004). O banho ultrassénico € um grande aliado na diminuicao

dos solventes organicos utilizados, na reducéao do tempo e consumo de energia, além
da otimizacdo na recuperacao dos compostos de interesse (ESCLAPEZ et al., 2011).

O banho ultrassénico desencadeia um fenédmeno fisico, denominado cavitacéo,
gue possibilita 0 aumento e a implosdo de cavidades de vapor e gases, facilitando
reacdes quimicas e, dessa forma, a extracdo de compostos. A cavitacdo se da a partir
de uma série de compressao e expansdo, continuamente, que resulta em um ciclo de
pressodes distintas, com formag&éo de microbolhas, que ao implodirem, promovem
pontos de alta temperatura e pressao, facilitando a extracdo. Logo, equipamentos com
maior frequéncia produzem maior cavitacao de bolhas (SUSLICK, 1989).

A energia desse sistema € emitida de forma vertical através de ondas sonoras
gue partem das paredes da base do banho e vao ao encontro do frasco com amostra
e solvente (Figura 8). Tem a vantagem de melhor distribuir a energia através das
paredes do vaso de reacao, além de ndo haver necessidade de adaptacao especifica
para o frasco reacional. Entretanto, tem as desvantagens de dificultar a quantificacéo
de energia fornecida para o frasco reacional, considerando o tamanho do banho, o
material, espessura e posi¢cado do frasco reacional; também o controle limitado da
temperatura do sistema, tendo em vista que 0 equipamento quando usado por tempo
estendido, tende a elevar sua temperatura; a temperatura do meio (frasco reacional)
€ superior a do liquido no banho; e por fim ndo operam sempre na mesma frequéncia,
pelo fato de cada marca de equipamento produzir frequéncias ja programadas
(LINDLEY; MASON, 1987).

Agua Agua + amostra

Aquecedor

Aquecedor

)

W

Transdutor ultrassénico

Figura 8. Sistema de banho ultrassénico. Fonte: CHEMAT; ZILLE-HUMA; KHAN, 2011.
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2.7. Redes moleculares em espectrometria de massas

A espectrometria de massas tem sido empregada em diversas areas nos
ultimos anos, tal como na area de alimentos. Dentre as vantagens do método destaca-
se a alta sensibilidade na deteccdo de compostos, com reduzida quantidade de
amostra, permitindo associar os resultados obtidos com outras técnicas de separacao.
O método em si, se utiliza de separacdo por massa e carga para determinar moléculas
presentes em amostras. Para tal, as moléculas passam por um processo de ionizacgéo,
aceleracdo e, por vezes, através de um consideravel campo eletromagnético, sofrem
desvio, chegando a um detector em momentos distintos, baseado em sua massa e
carga. Ao detectar determinada molécula, ocorre um registro na forma de um pico, do
qual se obtém informac6es quimicas da molécula em analise, sendo esse processo
chamado de impressao digital em massa de moléculas. O espectrdmetro de massas
desencadeia a separacgao dos ions, passando por cinco etapas: sistema de introducéo
de amostras; fonte de ions; interface; sistema analisador e sistema de deteccéo de
ions (RAMOS et al., 2021).

O conceito de redes moleculares dispde de uma ferramenta computacional com
a finalidade central de facilitar a visualizacdo e interpolacdo de dados oriundos de
espectros complexos. Tais dados sdo correlacionados por meio de similaridades
espectrais, possibilitando a criacado de redes moleculares e, por conseguinte, podem
auxiliar na identificacao de grupos de metabdlitos, compostos organicos, propriedades
guimicas e biolégicas. Em andlises que dispdem de extensos conjuntos de dados, em
especial ion fragmento, em espectrometria de massas, a plataforma GNPS é uma
eficiente ferramenta. A geracdo dos dados em questdo pode se dar por aquisicao
dependente de dados (DDA), com a analise de EM" sendo conduzida pelo isolamento
prévio de ions ou, pela aquisicdo independente de dados (DIA), onde os espectros de
EM" ndo provem de isolamento preliminar dos ions. A coleg&o de algoritmos do GNPS
rearranja cada espectro relacionado, seja por CLAE-EM (cromatografia liquida de alta
eficiéncia) ou mesmo por EM", e os ordena através de um valor similaridade, cujo
célculo se da pelo valor de cosseno entre espectros obtidos nas amostras e 0s
espectros registrados nos bancos de dados. Logo, criam-se agrupamentos de
espectros baseados em um valor predeterminado de cosseno (que varia de 0 a 1,
onde 1 indica 100% similaridade ou identidade e 0, totalmente diferentes) (PILON et
al., 2021).
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Figura 9. Espectrometria de massas de forma simplificada. Fonte: Ramos et al., 2021.

2.8. Sistemas emulsionados

As emulsdes sao dispersdes coloidais caracterizadas pela presenga de mais
de uma fase em sua formulacdo (Figura 9). Essas fases formam um sistema
heterogéneo constituido por liquidos imisciveis, onde se tem uma fase dispersa,
interna ou descontinua e uma fase dispersante, externa ou continua. Para estabilizar
esse sistema € imprescindivel a presenca de emulsificantes, tendo em vista sua
instabilidade térmica (ROSARIO et al., 2021).

Sistemas emulsionados possuem a fase aguosa, sendo essa a parte polar, e
a fase oleosa com menor polaridade. O arranjo dessas fases nas diversas
formulacbes emulsionadas é o responsavel por definir modelos diferentes de
emulsdes. As emulsdes 6leo em agua (O/A) sdo assim denominadas quando a fase
oleosa esta dispersa na fase aguosa, entretanto quando a fase aquosa é dispersa na
fase oleosa, a emulséo é descrita como sendo do tipo agua em 6leo (A/O) (ROSARIO
et al., 2021).

A técnica de homogeneizacdo utilizando sonda ultrassénica é um método
inovador, em que se utiliza sondas ultrassdnicas para produzir emulsdes com
tamanhos de goticulas reduzidas, mais finas e estaveis. Além de ser uma técnica
limpa, ndo poluidora e de elevado rendimento energético (SILVA; ROSA; MEIRELES,
2015). No setor alimenticio, a sonda ultrassbnica € utilizada para aperfeicoar
propriedades organolépticas, assim como a capacidade de retencdo de agua, o perfil
de textura e a estabilidade de géis de leite fermentados (POTOROKO et al., 2018). O
emprego de ultrassom de alta intensidade como alternativa a homogeneizacao, é
capaz de diminuir o tamanho de glébulos de gordura e melhorar a reologia de iogurtes
(SFAKIANAKIS; TOPAKAS; TZIA, 2015).
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Exemplos de emulsfes alimenticias O/A sao bastante presentes no cotidiano,

como o leite, iogurte, maionese, molho para salada e sorvete, assim como emulsdes
A/O como a margarina e a manteiga (ROSARIO et al., 2021). Além das multiplas
emulsbes, podendo ser 6leo em agua em 6Oleo (O/A/O) ou 4gua em Oleo em agua
(A/O/A) (SCHRAMM, 2005). Ainda existem as emulsdes duplas, onde se tem dois
tipos diferentes de fase dispersa, sendo as mesmas de natureza igual, porém
formando gotas de tamanhos distintos ou as de natureza diferentes, que independe
do tamanho de suas gotas (SALAGER, 2000).

A industria de alimentos possui um grande desafio relacionado a perda de
alimentos. Isso se deve, em grande parte, a rancificacdo ocasionada pela oxidacao
lipidica que, além de desperdicio de produtos, traz prejuizos financeiros. Os prejuizos
também podem chegar a salde humana, ja que a oxidacao lipidica muitas vezes
produz subprodutos toxicos. A suscetibilidade de emulsdes para sofrer oxidacao esta
diretamente relacionada a presenca de acidos graxos poli-insaturados em 0leos, e a
taxa de oxidacdo de lipidios é diretamente proporcional ao grau de insaturacao
(HYATT; ZHANG; AKOH, 2021).

O conhecimento da estabilidade fisico-quimica das emulsGes é um fator
primordial para que as mesmas possam ser utilizadas nos mais variados segmentos
do mercado, como o setor farmacéutico, quimico e alimenticio, inclusive é necessario
determinar para cada aplicacdo, um periodo definido para essa estabilidade em
guestdo. A estabilidade de emulsdes pode sofrer influéncia, tanto de fatores internos
de reatividade dos ingredientes ativos, excipientes e materiais de embalagem, quanto

de fatores externos como calor e umidade, luz, pH (ROSARIO et al., 2021).

Emulsdes Simples Emulsdes Duplas
7] ow 01+02/W

e ®

Emulsées Maltiplas

Wi1/O/W2

&5

Figura 10. Esquema dos tipos de emulsdes existentes. Onde w = 4gua. Fonte: SALAGER, 2000.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

O objetivo deste estudo foi extrair compostos antioxidantes, em especial
compostos fendlicos, da casca do fruto da Bromelia balansae Mez e avaliar seus

potenciais antioxidantes em sistemas lipidicos do tipo emulsdes.

3.2 Objetivos especificos

e Otimizar a extracdo de compostos antioxidantes, em especial compostos
fendlicos, com relacdo aos parametros tempo e proporcdo de amostra:solvente;

e Caracterizar 0os extratos obtidos com relacdo as concentracdes de
compostos bioativos (compostos fendlicos totais, flavonoides, taninos, carotenoides e
acido ascorbico) e carboidratos;

e Avaliar a influéncia de diferentes locais de colheita e estagios de maturacao
nas concentracdes de compostos bioativos;

e Auvaliar a atividade antioxidante utilizando o método FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power);

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos em sistemas emulsionados

pelo teste acelerado em estufa a 40 °C e em temperatura ambiente.

4. MATERIAIS E METODOS

As analises quimicas, fisicas e 0s ensaios experimentais foram realizadas no
Laboratério de Quimica de Alimentos da Faculdade de Ciéncias e Letras da UNESP,

Campus de Assis - SP.

4.1. Locais de coleta dos frutos

Foram coletados frutos de Bromelia balansae Mez em trés localidades:
Ribeirdo das Antas no municipio de Assis-SP, no municipio de Taruma-SP e no
campus da Unesp em Assis-SP, colhidos na época de safra de 2020 e 2021. Para
efeito de comparagéo, na localidade do campus da Unesp Assis-SP foram colhidos

frutos em duas fases de maturacdo: maduros e proximos a maturacao.
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4.2. Material

Os frutos foram separados e selecionados visando eliminar frutos em estagio
de deterioracdo. Posteriormente foram higienizados com agua, colocados em uma
superficie plana previamente higienizada com alcool etilico 70% para secagem a
temperatura ambiente e, por fim, congelados até o0 momento de serem manuseados.
Os frutos foram cortados longitudinalmente de forma manual, separando a casca da
polpa e das sementes. As cascas (Figura 11) passaram por um processo de secagem
em estufa com circulacdo de ar a temperatura de 70 °C por 20 horas, foram trituradas
em moinho de facas e os p6s obtidos foram armazenados em sacos plasticos em

dessecador, protegidos da incidéncia de luz.

Figura 11. Amostras de cascas secas e trituradas de caraguaté: A. Ribeirdo das Antas (maduro); B.
Taruma (maduro); C. Campus Unesp (imaturo); D. Campus Unesp (maduro).

Na tabela 2 estdo dispostas as classificagfes climéaticas segundo método de
Kdppen. Segundo Sousa e Brito (2022), a classificacéo climatica de Képpen é a mais
conhecida internacionalmente e ja esta em vigor ha mais de um século. A temperatura
e os indices pluviométricos sdo os parametros nos quais se baseia o método em

guestdao, classificando mais de trinta tipos climaticos e abrangendo diversas areas.
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Tabela 2. Coordenadas, altitude e classificacao climatica pelo método de Képpen das regides de

coleta das amostras.

Localidade Coordenadas Altitude Classificacao climéatica

Ribeiréo 22°31'59"S

455 m Subtropical umido (Cfa)
das Antas  50727'36"W

22"43'24”S , .
Taruma 464 m Subtropical amido (Cfa)
50"35'54"W

Unesp Assis 22"38'51”S

577 m Subtropical amido (Cfa)
50"26’'18"W

4.3. Métodos
4.3.1 Obtencéao dos extratos

Os extratos antioxidantes foram obtidos em condi¢cdes otimizadas. Para esta
etapa de otimizacdo foram utilizados frutos colhidos em Ribeirdo das Antas - SP.
Foram estudados os efeitos do tempo e proporcdo de amostra:solvente (m:v) na
concentracdo de compostos fendlicos totais, utilizando dois métodos de extracao:

incubadora shaker com agitacéo orbital e banho ultrassénico.
4.3.2. Extragao convencional

O processo de extracéao foi realizado em uma incubadora shaker com agitagao
orbital (Quimis®) utilizando temperatura de 35 °C e agitacdo de 200 rpm com
incidéncia de luz reduzida. Foram testados tempos de extracéo de 30, 45 e 60 min e
proporcdes de 1:30, 1:65 e 1:100 amostra:solvente. Primeiramente, foi realizada a
dispersdo da amostra seca em agua destilada, onde foi pesado 1,0 g da casca
triturada para o volume em mL de solvente pré-determinado. Apds o periodo de
extracao, os extratos foram filtrados com papel filtro qualitativo e acondicionados sob

refrigeracao.

4.3.2.1. Extrato seco
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A obtencdo do extrato seco foi conduzida por secagem em estufa com
circulagéo de ar a 105 °C por 5 horas. Foram realizadas extra¢des de frutos obtidos
de cada localidade com os parametros otimizados previamente. Os extratos foram
colocados em placas de Petri com peso conhecido e levados a estufa. Apds secagem,
as placas foram pesadas novamente, e do valor obtido subtraiu-se o peso da placa
de Petri vazia, obtendo o peso da matéria seca. O valor obtido de matéria seca foi
dividido pelo volume do extrato liquido apds filtragem, obtendo o rendimento do extrato

seco em g/100 mL.

4.3.3. Extragao por banho ultrassonico

A extracdo foi conduzida em banho ultrassénico (modelo USC-1400A),
frequéncia de 40 kHz, em temperatura ambiente, onde foram avaliadas as variacbes
de tempo de 30 e 60 min. A propor¢gdo de amostra:solvente foi de 1:30 (m:v), com
base nos resultados obtidos na extracdo convencional, usando agua destilada como
solvente. Apds o periodo de extracdo, os extratos foram filtrados em papel filtro

gualitativo e mantidos sob refrigeracdo até o momento das analises.

4.4. Analises de biocompostos

Os extratos obtidos a partir das condicdes de extracdo otimizadas foram
analisados quanto a:

4.4.1. Compostos fendlicos totais

A quantificacdo de compostos fendlicos totais se deu por meio de ensaios
colorimétricos, como descrito por Singleton e Rossi (1965), utilizando o reagente de
Folin-Ciocalteau. Aliquotas de 0,5 mL de extrato foram misturadas com auxilio de um
vortex em 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu e 8,0 mL de agua destilada. Apos 3
min, foi adicionado 1,0 mL de solucdo de carbonato de sodio 20% com nova agitacao
em vortex. Apos 60 min de repouso ao abrigo da luz, foram realizadas as leituras de
absorbancia em espectrofotbmetro UV-Vis a 765 nm, contra um branco com agua
destilada substituindo o extrato. Para quantificacéo de fendlicos totais foi construida
uma curva de calibracao utilizando &cido galico como padrao, em concentracdes de 0
a 300 mg/L, com os mesmos procedimentos realizados com o extrato. A equacao da
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curva foi y = 0,0051 x - 0,015 com R?=0,9959. Os resultados foram expressos em mg

de equivalentes de &cido galico por 100 mL de extrato (mg EAG.100mL™?).

4.42. Flavonoides totais

A determinacdo de flavonoides totais foi conduzida segundo método
espectrofotométrico descrito por Hossain e Rahman (2011). Volumes de 0,5 mL de
cada extrato foram transferidos para tubos Falcon de 15 ml. Aos tubos foram
adicionados 0,1 mL de cloreto de aluminio 10%, 0,1 mL de acetato de s6dio 1M e 4,3
mL de &gua destilada (solvente). Foi realizada a agitacdo em vortex e logo apds os
tubos foram deixados em repouso por 30 min ao abrigo da luz. A absorbancia foi
medida em um comprimento de onda de 425 nm, contra um branco preparado com
0,5 ml de agua destilada no lugar dos extratos. O teor de flavonoides totais foi
determinado utilizando uma curva de calibracdo construida com quercetina como
padrao, em concentracdes de 0 a 250 mg/mL, seguindo o mesmo procedimento usado
para a amostra. A equacdo da curva foi y = 0,0039 x - 0,007 com R? = 0,9986. Os
resultados foram expressos em mg de equivalente de quercetina por 100 mL de
extrato (mg EQ.100mL1).

4.4.3. Taninos totais

O teor de taninos do extrato foi determinado pelo método de precipitagdo com
caseina purificada, segundo Genena (2016), com modificacbes. Primeiramente, foi
determinado o teor de fendlicos totais no extrato pelo método de Folin-Ciocalteu
(SINGLETON; ROSSI, 1965). Em baldo volumétrico de 10 mL procedeu-se a diluicdo
de 3 mL de extrato com agua destilada. Em tubos adicionou-se 0,5 mL do extrato
diluido e 0,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu e agitou-se em vortex. Apds 3 min,
fez-se a adicdo de 1,0 mL de carbonato de sédio 20% e 8 mL de agua destilada. Em
paralelo foi preparado um branco com agua destilada em substituicdo ao volume de
extrato. Apés 1 hora de repouso ao abrigo da luz, realizou-se a leitura de absorbancia
a 765 nm. Para quantificacdo de fendlicos totais foi construida uma curva de
calibracao utilizando &cido tanico como padrdo, em concentra¢des de 0 a 200 mg/L,
utilizando os mesmos procedimentos realizados com o extrato. A equacao da curva
foi y = 0,0047 x + 0,0065 com R? = 0,9998. Os resultados foram expressos em mg de

equivalente de Acido tanico por 100 mL de extrato (mg EAT.100mL™).
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A determinacdo de taninos foi realizada pelo método de precipitacdo com a

caseina. Adicionou-se 1,0 g de caseina a 18 mL de extrato. A precipitacdo com
proteina deu-se sob agitacdo em temperatura ambiente por 3 horas. ApGs separagado
do precipitado por filtracdo em papel filtro qualitativo, seguiu-se a metodologia citada
anteriormente para a determinagcédo de compostos fendlicos totais, diluindo na mesma
proporcdo do extrato analisado inicialmente, que nao passou pelo processo de
precipitacdo. O teor de taninos foi determinado pela diferenga entre o contetdo de
fendlicos totais antes e ap0s a precipitacdo com a caseina.

4.4.4. Acido ascoérbico

A concentracdo de acido ascorbico foi determinada pelo método titulométrico
de Tillmans, segundo as normas do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 1985). Este método
baseia-se na reducdo do indicador 2,6 Diclorofenol Indofenol (DCFI) pelo acido
ascorbico. A amostra foi preparada, adicionando-se 5,0 mL do extrato em um balédo
de 50 mL e o volume completado com acido oxalico 2%. Pipetaram-se 10 mL e
transferiu-se para um Erlenmeyer de 125 mL. Essa solucéo foi titulada com o reagente
DCFI 0,02% até a viragem para coloracéo rosea clara. A solucdo de DCFI 0,02% foi
padronizada com solu¢cdo padrdo de acido ascorbico 0,02%. Os resultados foram
expressos em mg de &cido ascorbico por 100 mL de extrato.

4.45. Carotenoides

Os carotenoides totais foram determinados espectrofotometricamente
conforme método descrito por Rodriguez-Amaya (1999), com modificacdes.
Aproximadamente 0,15 g de extrato seco obtido a partir de 10 mL de extrato liofilizado
foram adicionadas a tubos de ensaio com 10 mL de etanol absoluto e agitados em
vortex por 10 min. Os sélidos foram separados da parte liquida e submetidos a nova
extragcdo com 10 mL de etanol absoluto. A mistura resultante foi filtrada em papel filtro
e as fases liquidas combinadas e avolumadas com etanol em baldo volumétrico de 20
mL. A solucao final foi submetida a leitura de absorbancia no espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 450 nm e os carotenoides totais calculados utilizando o
coeficiente de absortividade molar para o 3-caroteno em etanol absoluto (¢ = 2620).
Os resultados foram expressos em pg de carotenoides por 100 mL de extrato,

utilizando a férmula:
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C = Absorbancia x V x 106

¢ (etanol) x 100 x g (1)

Onde: v = volume final apds as extragdes
g = massa de extrato seco

¢ = coeficiente de absortividade do B-caroteno em etanol

4.4.6. Carboidratos totais

Os carboidratos totais foram determinados utilizando o método fenol-sulfurico
descrito por Dubois et al. (1956), com modificacdes. A metodologia baseia-se na
desidratacdo de acucares simples, polissacarideos e seus derivados pelo &cido
sulfurico, com posterior complexacdo dos produtos formados com o fenol. Apés a
desidratacdo as pentoses formam o furfural, enquanto as hexoses formam o
hidroximetilfurfural (HMF).

Aliquotas de 1,0 mL das amostras foram transferidas para tubos de ensaio,
onde foram adicionados posteriormente 1,0 mL de fenol 5% e 5,0 mL de &cido
sulfurico. Ap6s homogeneizacéo as absorbancias foram medidas no comprimento de
onda de 480 nm. Foi, entdo, construida uma curva de calibracdo de D-glucose como
padrdo nas concentracdes de 0 a 100 pg/mL. A equacédo da curva de calibracéo foi y
= 0,0094 x + 0,0158 com R? = 0,9971. Os resultados foram expressos em mg de

equivalente de D-glucose por mL de extrato (mg EG.mL™1).

4.4.7. Poder de reducao do ferro (FRAP)

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método da reducao do ferro (FRAP -
Ferric Reducing Antioxidant Power), descrito por Rufino et al. (2006). O reagente
FRAP foi preparado no dia da analise, por meio de uma mistura na proporcédo de
10:1:1 de tampéao acetato (300 mM, pH 3,6), solucdo TPTZ (10 mM de 2,4,6-Tris(2-
piridil)-s-triazina em 40 mM HCI) e FeCls (20 mM) em solugcdo aquosa,
respectivamente. Uma aliquota de 90 pL da solugao de extrato foi adicionada a 270
ML de agua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP e incubada a 37 - 40 °C em banho-
maria por 30 min. As absorbéncias foram medidas em seguida a 595 nm contra um
branco de reagente FRAP. Para avaliar o potencial de reducéo do ferro foi construida
uma curva padréo utilizando Trolox como padréo, em concentracdes de 0 a 500 pg/L,

com 0s mesmos procedimentos realizados com o extrato. A equacao da curva foiy =
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0,0011 x + 0,0263 com R? = 0,9909. Os resultados foram expressos em mg de

equivalente de Trolox por 100 mL de extrato (mg ETR.100mL™1).

4.4.8. Anéalises LC-MS e MS/MS

Os extratos de cada espécie vegetal foram analisados por espectrometria de

massas em um equipamento UFLC-ESI-IT-MS (Bruker, amaZon SL®). As analises

cromatograficas foram realizadas utilizando a coluna C18 (Supelco® C18, 150 x 4,60

mm, 2,7 yum). O volume de injecdo e a vazdo aplicados foram 2 yL e 1,00 mL min-?,
respectivamente. Para a eluicdo das amostras, foi empregado um gradiente linear com
fase movel composta de agua (solvente A) e metanol, (solvente B) ambos acidificados
com 0,1% de acido férmico, de 5 a 100% (B) durante 40 min. Os seguintes parametros
foram utilizados no espectrobmetro de massas: HV End Plate Offset -500 V,
nebulizador 50 psi, gas de secagem (N2) com fluxo de 10 L min'! temperatura do
capilar de 300 °C e voltagem do capilar de -4500 V. Os espectros (m/z 100-1800)
foram registrados a cada 0,2 s. Os experimentos de fragmentacao foram realizados
por dissociacao induzida por colisdo (CID) rodando em MS" automatico (fragmentacéo
inteligente) usando o modo UltraScan para aquisicdo de MS/MS e com aumento de
energia de colisdo usando a amplitude maxima de fragmentacdo de 60%. Os
espectros de massas foram obtidos em modo positivo e processados no software Data

Analysis (verséo 4.3, Bruker®).

4.4.8.1 Processamento dos dados e construcdo das redes moleculares

(molecular networking)

As redes moleculares foram criadas usando o fluxo de trabalho online
(https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation/) no site do Global Natural Products
Social (GNPS) (http://gnps.ucsd.edu). Primeiramente, os dados LC-MS/MS foram
convertidos para o formato mzML no software MSConvert (ProteoWizard) usando o
filtro Peak Picking e entdo, foram carregados na plataforma GNPS. Os dados foram
filtrados removendo todos os ions fragmentos MS/MS dentro de +/- 17 Da dos ions
precursores m/z. Os espectros de MS/MS foram filtrados através da escolha apenas
dos 6 ions fragmento superiores na janela +/- 50 Da em todo o espectro. A tolerancia
de massa do ion precursor foi ajustada para 2,0 Da e a tolerancia dos ions fragmento

MS/MS para 0,5 Da. Foi, entdo, criada uma rede onde os nodos foram filtrados para
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ter um escore de cosseno acima de 0,7 e mais de 5 picos combinados. Além disso,

as arestas entre dois nodos foram mantidas na rede se e somente se cada um dos
nodos aparecesse nos 10 nodos superiores mais similares um do outro. Finalmente,
o tamanho maximo de uma familia molecular foi fixado em 100, e as arestas com
escore mais baixo foram removidas das familias moleculares até que o tamanho da
familia molecular ficasse abaixo desse limite. Os espectros na rede foram entdo
pesquisados em relacdo as bibliotecas espectrais do GNPS. Os espectros da
biblioteca foram filtrados da mesma maneira que os dados de entrada. Todas as
correspondéncias mantidas entre os espectros da rede e os espectros da biblioteca
tiveram um escore acima de 0,7 e pelo menos 5 picos combinados (WANG et al.,
2016). As redes moleculares foram visualizadas usando o software Cytoscape v. 3.7.0
(SHANNON, 2003). As informacbes sobre as redes moleculares podem ser
acessadas publicamente em:

https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/result.jsp?task=cc7a632fb65243a4b6b5ab5e1d9d
b71b&view=view_all_annotations_DB. As amostras do branco (injecdes da fase
movel) foram analisadas como um grupo separado no GNPS e submetidas a filtragem

no software Cytoscape, sendo excluidas das redes moleculares.
4.4.9. Formulacao das emulsdes

A formulacao das emulsfes seguiu a metodologia de Huang et al. (1996), com

modificacdes. Os componentes da formula foram adicionados na proporcéao de 50%:
45%: 5% (6leo de girassol Gran Oils Brazil®: agua destilada: tween 20 Vetec®). Todos
0s componentes foram pesados em béquer e previamente misturados com auxilio de
um bastdo de vidro. Para uma homogeneizagdo efetiva, foi utilizado um
homogeneizador ultrassénico (Omni Sonic Ruptor 400®) com frequéncia de 20 kHz,
equipado com sonda ultrassbnica de comprimento 4,5 cm e 1,2 cm de diametro. Cada
emulsao foi submetida a uma poténcia de 200 W por 10 min e em seguida transferida
para tubos de ensaio de vidro. Para efeito de comparacéo, foi preparada uma emulsao
com antioxidante sintético BHT (Butil Hidroxitolueno, Exodo Cientl'fica®) em

substituicdo ao extrato e uma emulsao controle sem qualquer tipo de antioxidante. As
concentragfes de antioxidante natural do extrato (compostos fendlicos totais) e

sintético (BHT) nas emulsées foram ajustadas para 200 mg.kg.



Figura 12. Homogeneizag¢éo da emulséo por sonda ultrassdnica: A. Sonda ultrassénica; B. Emulsdo
acondicionada em tubos de ensaio.

4.49.1. Andlise de estabilidade das emulsdes durante armazenamento

Imediatamente apos o preparo das emulsdes, foram transferidos 6 mL de cada
tratamento para tubos cilindricos, selados e estocados em temperatura ambiente (25
°C) e em estufa a 40 °C, por 8 dias. Analises para avaliacdo da estabilidade das

emulsdes foram realizadas nos dias 0, 2, 4, 6 e 8.

4.4.9.2. Indice de cremeacéo

A estabilidade fisica em diferentes tempos e temperaturas de armazenamento
foi analisada segundo Keowmaneechai e Mcclements (2002). Para tanto, foi
observado se houve separacéo de fases e foram realizadas medi¢des da fase inferior
da emulséo a cada 48h, durante armazenamento a temperatura ambiente e a 40 °C.
A estabilidade da emulsdo (EE) foi determinada a partir da altura da fase inferior (H)

e a altura inicial da emulséo no tubo (Ho), conforme a equacéao 2.

EE (%) = (H/Ho) x 100 )

4.4.9.3. Indice de hidroperoxidos
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Para a andlise de indice de hidroperoxidos, foi utilizado o método

potenciométrico descrito por Kardash-Strochkova et al. (2001). Pesou-se 1,0 g de
emulsdo em um béquer, adicionou-se 30 mL de uma solucdo de &cido
acético:cloroférmio (3:2), e 0,5 mL de solugdo saturada de iodeto de potassio. A
solucéao foi submetida a agitacdo magnética até o final da analise. Adicionou-se 50 mL
de agua deionizada e aferiu-se a voltagem inicial (E'1) durante 2-3 min, até que
estabilizasse o valor. O potenciémetro foi retirado da solucdo e lavado com &agua
deionizada. Adicionou-se solucao padréo de iodo de normalidade e volume de acordo
com a tabela 3. Novamente a voltagem foi medida (E2) apds 2-3 min de estabilizac&o.
Foi realizado um ensaio para o branco sem emulsdo. Com os resultados obtidos
calculou-se o indice de peréxido através da equacdo 3, com resultado expresso em
meqO2/Kg. As emulsdes foram analisadas nos dias 0, 2, 4, 6 e 8 de armazenamento.

Tabela 3. Tabela para consulta de volume e normalidade de padréo de iodo a ser adicionado

na analise potenciométrica de indice de hidroperéxido.

E’1, mV N’, eq. L? V’p, mL
262 — 282 1,0 x 103 0,1-1,0
282 — 312 1,0 x 1072 0,1-1,0
312 — 333 0,1 0,1-0,5

Onde:

E’1— Voltagem da solucdo de analise, medida apos a adi¢cao de agua;
N’ — Concentracao da solugéo de iodo a ser adicionada;

V’ — Volume da solucéo de iodo a ser adicionado.

IP=(1000) x (VpxNp) - (VpxNp)  (3)
m (1OAE'/S _ 1) (10AE"/S _ 1)

Onde:
m — massa (g)
V’p e V’p — volume (mL) adicionado da solucéo padrao de iodo, na solucdo de analise

e no branco, respectivamente.
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N’p e N”p — normalidade da solucdo padréo de iodo, adicionado na solucéo de analise

e no branco, respectivamente.
AE’'=E2>-E1e AE” = E2 — E"1 — variacdo da voltagem final e inicial da solucdo de
andlise e do branco, respectivamente.

S - constante = 28,2 mV

4 5. Anélise estatistica

As determinac¢fes analiticas foram expressas como a média + desvio padréo
de trés repeticbes e comparadas pelo teste de Tukey apds analise de variancia
(ANOVA, com intervalo de confianca de 95%).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Otimizacéo da extracdo de compostos fendlicos

Visando otimizar a obtencdo de um extrato rico em compostos fendlicos
utilizando um método de extracdo simples, foram analisados diferentes parametros na
extracdo convencional em shaker (Tabela 4), utilizando baixa temperatura e agua
destilada como solvente. A escolha da agua como solvente, foi pensada com o intuito
de permitir a aplicacdo dos extratos em emulsBes alimenticias, cosméticas e
farmacéuticas, implicando em baixa toxicidade para a saude, além de produzir menos
impactos ambientais com solventes organicos.

Os melhores resultados foram obtidos na propor¢éao 1:30 em tempo de 60 min.
Nas proporgdes de 1:65 e 1:100 o tempo nao afetou significativamente o processo de
extracdo. Independente do tempo, a proporcéo 1:30 apresentou maior concentragao

em compostos fendlicos.
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Tabela 4. Otimizacao da extracdo de compostos fendlicos por extragdo convencional
utilizando shaker.

Amostra  Tempo (min) Razao Concentracao (mg/mL)*
amostra:solvente
(g:mL)
1 30 1:30 0,273 +0,003° "
2 45 1:30 0,266 +0,010°
3 60 1:30 0,285 + 0,001
4 30 1:65 0,134 £ 0,002 ©
5 45 1:65 0,132 £ 0,003 ©
6 60 1:65 0,141 £ 0,002 ©
7 30 1:100 0,093 + 0,001 ¢
8 45 1:100 0,092 + 0,002 ¢
9 60 1:100 0,100 + 0,001 ¢

*Valores médios (n=3) £ desvio padrao.
**|_etras diferentes indicam que hé diferenca significativa (Teste de Tukey, p < 0,05).

Diante destes resultados, foi realizada uma comparacdo com a extracao
ultrassbnica utilizando banho na mesma propor¢do otimizada e nos tempos de
extracao de 30 e 60 min (Tabela 5). No tempo de 60 min, o resultado obtido n&o diferiu
significativamente dos maiores resultados obtidos por extragcdo convencional,
enquanto no tempo de 30 min observou-se um desempenho inferior. Assim, optou-se

pela extracdo convencional nas etapas posteriores do trabalho.



49

Tabela 5. Comparacdo da extragdo de compostos fendlicos totais utilizando banho
ultrassonico e shaker.

Amostra Tempo (min) Concentracao (mg/mL)*
Shaker 30 0,273 +0,003° "
Shaker 60 0,285 + 0,001 2
Banho 30 0,258 + 0,002 ©
Banho 60 0,280 + 0,006 2

*Valores meédios (n=3) + desvio padréo.

**|_etras diferentes indicam que hé diferenca significativa (Teste de Tukey, p < 0,05).

Utilizando os parametros otimizados para a extragcdo convencional, foram
realizadas extracdes utilizando amostras de cada localidade, e a partir das mesmas
foi realizada a determinacdo do extrato seco, compostos bioativos e atividade
antioxidante (Tabela 6). Foram observadas diferengcas significativas entre as

localidades e entre os frutos maduros e imaturos.

5.2. Caracterizacdo dos extratos

Na tabela 6 sdo apresentadas as concentracdes de extrato seco, compostos
fendlicos totais, flavonoides, taninos totais, &cido ascoérbico, carotenoides,
carboidratos e atividade antioxidante (FRAP), nos extratos aquosos da casca de
caraguatéa colhidos em diferentes localidades.

A secagem de extratos é uma técnica em que um liquido é retirado da
superficie ou interior de um material através da evaporacdo. Apresenta vantagens por
aumentar a vida Uutil, ter baixo custo, facilitar a armazenagem e o transporte dos
produtos e concentrar seus componentes quimicos. O teor de solidos no extrato esta
diretamente ligado a solubilidade entre amostra:solvente no processos extrativos,
influindo na densidade do produto final, fato que pode justificar as diferencas de massa
seca entre as quatro amostras deste trabalho, submetidas as mesmas condi¢des

(OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).
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Como pode ser observado, os extratos da casca madura (EUM) e imatura (EUI)

da Unesp, apresentaram os maiores valores de compostos fendlicos totais, seguido

de Taruma (ET) e Ribeirdo das Antas (ERA). Diferencas de local de colheita, solo,

genotipos, manejo, clima e época de frutificagcdo podem interferir na concentracéo
destes compostos (TOMAS-BARBERAN; ESPIN, 2001).

A exposicdo a radiacdo solar, atrelada a presenca de lipidios, implicam em
sintese de radicais livres nas plantas, devido ao estresse gerado. Em resposta, ha a
formagéo de metabdlitos secundarios como os compostos fendlicos e carotenoides
(LIMA et al., 2007). As concentracbes de compostos fendlicos verificadas neste
trabalho foram inferiores as obtidas por Santos et al. (2017) em extratos de abacaxi
(Ananas comosus L.), que foram de aproximadamente 70 mg EAG.100mL1
(Equivalente de acido galico por 100mL de extrato). Silva (2010) obteve em extratos
aquosos da casca madura de caraguata na regidao de Campo Grande - MS 13 mg
EAG.g!, com extratos obtidos utilizando agua destilada na propor¢do 1:3 m.m*

fruto:dgua, agitacao em liquidificador por 20 min e posterior filtragem.
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Tabela 6. Concentracdes de compostos fendlicos totais, flavonoides, taninos totais, acido
ascorbico, carotenoides, carboidratos e atividade antioxidante (FRAP) no extrato aquoso da
casca do caraguata colhido em diferentes localidades e diferentes fases de maturacao.

Ribeirdo das Taruma Unesp Imaturo Unesp Maduro
Antas
Extrato seco % c b
(9.100mL") 1,8+ 0,052 1,9+0,052 1,2 +0,05 1,6 £ 0,05
Compostos 2997+012d™ 3957+0,12°  47,47+0,64° 53,90 + 0,50 @
Fendlicos (mg
EAG.100mL)*
Flavonoides (mg 7.73+0,06°¢ 7,48+0,25°¢ 8,27+0,12° 8,93+0,05%
EQ.100mL)*
Taninos Totais 3,03+ 0,40 a™ 1,73 +0,12 b 3,13+0,382 2,48 0,50 ab
(mg AT.100mL1)*
Acido Ascérbico 2.90+0,00b" 2,43+0,05°¢ 2,93+0,05° 3,33+0,05¢2
(mg.100mL*)*
Carotenoides 6593+113¢” 57,23+150%  74,07+273° 112,47+ 3,412
(Mg.100mLY)*
Carboidratos 14,00 +1,33bc™ 17,11+1,022 13,55+0,39°¢ 17,00 + 1,53 @
Totais (mg
EG.mLY)*
FRAP 131+4,589" 201+2,552°¢ 319+2,65° 373+2,652

(mg ET.100mL1)*

*Valores médios (n=3) + desvio padrao.

**|_etras diferentes nas linhas indicam que ha diferenca estatistica (Teste de Tukey, p < 0,05).

O estagio de maturacdo também € um fator que influi significativamente nos

teores de compostos fendlicos, onde alguns frutos imaturos tendem a apresentar
maiores valores (DELVA; GOODRICH-SCHNEIDER, 2013). Tal informagé&o contradiz

as concentracdes de fendlicos no EUM, o qual apresentou valor significativamente
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superior aos demais, inclusive ao EUI. Sugere-se que 0 aumento na concentracao de
compostos fendlicos no EUM esteja ligado ao fato de tais compostos serem 0s
principais responsaveis pela cor e sabor dos frutos (KAYS, 1991). Dessa forma, a
classe dos compostos fendlicos tém importante funcéo no gosto e odor, assim como,
em processos de escurecimento (CARVALHO et al., 2014).

A sintese de flavonoides nos vegetais se da por meio da via fenilpropanoide,
processo catalisado pela enzima fenilalanina aménio-liase. Tal enzima é uma
intermediadora entre os metabolismos primario e secundario e, sua intervencao nos
vegetais, esta correlacionada a altos teores de flavonoides (LILLO et al., 2008).

Kutcham (2001) mostra a importancia do nitrogénio do solo na disponibilidade
de flavonoides totais das folhas do maracujazeiro Pérola do Cerrado, e como 0s
metabdlitos secundarios resultam de interacfes quimicas entre os vegetais e 0
ambiente onde esta inserido, sofrendo interferéncias ambientais. Freitas et al. (2007)
confirmam a maior presenca de flavonoides em folhas mais jovens do maracujazeiro
amarelo, as quais tinham maior disponibilidade de nitrogénio, fato que Langenheim et
al. (1986) afirmaram ocorrer devido as folhas serem mais jovens e estarem mais
susceptiveis ao estresse, gerando, consequentemente, mais metabadlitos.

As maiores concentracdes de flavonoides foram verificadas no EUM,
possivelmente sob influéncia do estagio de maturacéo. Arabbi et al. (2004) afirmaram
gue fatores climaticos, época de plantio e colheita, e grau de maturidade dos frutos na
hora da colheita, podem afetar em até 100% a disponibilidade de flavonoides.

Segundo Gliszczynska-Swiglo et al. (2007), a luz € um fator que deve ser levado
em consideracdo em se tratando de flavonoides. Essa informacéo foi observada
guando em estudo com a cultura de brocolis, os autores verificaram correlacédo
positiva na concentracdo de flavonois com a radiacdo UV em todas as fases da
cultura. Isso pode explicar os menores teores de flavonoides no ET, onde os frutos
estdo menos expostos ao sol, em fungédo da grande presenca de eucaliptos no local.
Santos et al. (2017) encontraram através de extratos de frutos da familia
Bromeliaceae, como o abacaxi, valores de aproximadamente 2 mg EEC.100mL*
(equivalente de epicatequina por 100 mL de extrato).

A sintese de taninos em plantas esta diretamente ligada a fatores como
espécie, cultivo e condigbes ambientais. Diante disso, a concentracao tende a ser
maior em espécies que prosperam em solos pouco férteis, de baixa calagem, comum
em regides tropicais e subtropicais (OTERO; HIDALGO, 2004). E na maioria das

espécies, a casca € a parte da planta que apresenta maior concentracdo de taninos
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(UCELLA FILHO et al.,, 2019). Frutos conhecidamente adstringentes dispdem de
taninos sollveis em altas concentracfes até o estdgio de maturacdo. Quando
maduros, prevalece o sabor adocicado, enquanto a concentracdo de taninos diminui
a baixos niveis (LI; DU; MA, 2011). Os resultados de taninos obtidos no EUI
corroboram com a questao do estagio de maturacéo, ja que foi o maior teor encontrado
entre os extratos analisados. O solo de Assis é conhecidamente pobre em nutrientes,
enquanto Taruma possui solo mais fértil, de latossolo roxo, o que pode explicar o
resultado mais baixo do ET e os resultados mais altos de EUI, EUM e ERA.

De modo geral, a medida que os frutos amadurecem, estes tendem a diminuir
sua acidez e seu teor de acido ascérbico (CARNELOSSI et al., 2004). Aranha (2018)
ao analisar extratos de acerola, observou diferengcas na concentragcdo de &acido
ascorbico entre acerola imatura (152,2 mg.g™?) e madura (36,12 mg.g*). No entanto,
Andrade (1991) ressalta que € possivel um aumento no teor de acido ascoérbico em
frutos maduros. Determinados frutos citricos e hortalicas podem promover uma
retencdo ou até mesmo um aumento nas concentracées de acido ascoérbico apos a
armazenagem. ISso acontece com o0 aspargo, que aumenta seus teores de acido
ascorbico apos dois dias da colheita, se armazenado em temperatura de 4 °C (LEE;
KADER, 2000).

O EUM apresentou teor de acido ascérbico superior as demais amostras,
inclusive em relacdo a amostra do mesmo local obtidas a partir de frutos imaturos
(EUI). Andrade et al. (2002) observaram teores de acido ascorbico mais elevados em
laranjas e acerola nos ultimos estagios de maturacao.

A composicao de carotenoides em frutos também esté relacionada com o grau
de maturacdo. No processo de amadurecimento de frutos, a sintese de carotenoides
€ potencializada, favorecendo ndo somente a quantidade, mas também a variedade
de tal biocomposto, sendo possivel a visualizacdo de cores, que dependendo do
alimento, vao do amarelo ao vermelho (RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-
FARFAN, 2008). De fato, a sintese de carotenoides €& aumentada com o
amadurecimento dos vegetais. Entretanto, a concentracdo de tal composto pode
diminuir sob efeito de reacdes de degradacao, quando em estagios avancados, por
clivagem enzimatica (BORGES et al., 2019). Os EUI e EUM apresentaram os maiores
teores de carotenoides, e mesmo sendo estatisticamente iguais, os frutos maduros
apresentaram maior concentragédo do biocomposto em questédo. O ET e ERA, embora
maduros, apresentaram concentragcdes menores que o EUI, possivelmente por fatores

inerentes as localidades.
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A carotenogénese nos vegetais também esta ligada a fatores como clima e
temperatura local. Temperaturas elevadas somadas a radiacao solar continua podem
interferir de duas maneiras nos niveis de carotenoides, aumentando as concentracdes
ou ocasionando fotodegradacéo e levando a perda de seu contetudo (DE AZEVEDO,;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2005). Nenhum dos locais de coleta esta exposto a radiacdo
solar durante todo o dia, o que sugere nao ter havido perda de conteddo por
fotodegradacao. O local de coleta da Unesp tem maior incidéncia de radiacéo solar
no periodo da tarde, enquanto as demais localidades, por estarem cercadas de
arvores de grande porte, acabam por receberem pouca luz solar e de forma aleatoria
durante o dia, de acordo com a abertura entre as arvores.

Nos periodos do ano com maior estiagem e baixas temperaturas, 0s vegetais
diminuem ou interrompem seu desenvolvimento como meio de sobrevivéncia, sendo
este chamado periodo de dorméncia. Embora reduzidas, as reacdes metabdlicas
essenciais nessa fase continuam ocorrendo. A queda de temperaturas € uma
condicdo climéatica que interfere consideravelmente na dorméncia de gemas. A
fisiologia da planta ao entrar e sair da endodorméncia, quando o brotamento nao
depende de condi¢bes externas ao vegetal, podem impactar processos, tal como o
fluxo de carboidratos e o deslocamento de reservas a curta distancia (CARVALHO;
ZANETTE, 2005). Em funcdo da semelhanca climatica das trés localidades de coleta,
supde-se que a temperatura ndo tenha sido fator determinante nos diferentes teores
de carboidratos, sendo a fenologia de cada espécie, atrelada ao estagio de
maturacédo, a possivel razdo para as diferencas encontradas. As concentracdes mais
elevadas do extrato EUM, em relacdo ao EUI, reforcam essa influéncia do
amadurecimento do fruto.

No teste FRAP, o EUM apresentou a maior atividade antioxidante, diferindo
estatisticamente dos demais. O resultado corrobora com os resultados de compostos
bioativos encontrados, onde o extrato em questdo apresentou 0s maiores teores de
compostos bioativos, com excecao de taninos totais. Levando em consideracao os
teores de biocompostos e atividade antioxidante obtidas, selecionou-se o extrato EUM

para aplicagdo em sistema lipidico.
5.3. Analises LC-MS e MS/MS

Os dados analisados na plataforma GNPS para os extratos de caraguata
geraram uma rede molecular com 67 ions precursores representados como nodos,

gue foram agrupados em 14 clusters de acordo com a sua similaridade quimica
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(escore cosseno) (Figura 13). A andlise do padrdo de fragmentacdo dos ions das
moléculas protonadas de acordo com dados da literatura permitiu anotar 15

substancias nos extratos aquosos de caraguata.
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Figura 13. Cluster de acordo com as similaridades quimicas dos compostos. Fonte: CEMMO
USP Ribeir&o Preto-SP, 2023.

As redes moleculares foram formadas de acordo com 0s ions precursores e as
perdas neutras caracteristicas de cada classe, e revelou que esses extratos aquosos
possuem metabdlitos secundarios, sendo identificados principalmente os flavonoides
glicosilados (Tabela 7) e alguns representados na figura 14. Tais resultados sugerem

gue a maior atividade antioxidante do EUM no método FRAP esteja ligada a presenca
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dos onze flavonoides glicosilados identificados na amostra dessa localidade. No ET
foi possivel identificar seis flavonoides glicosilados, resultado que pode estar
relacionado ao menor teor de flavonoides na andlise quantitativa por complexacao

com aluminio.
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Tabela 7. Proposta de identificacdo dos principais metabdlitos dos extratos aquosos de

caraguata, através da combinacdo das redes moleculares - GNPS e espectrometria de

massas.
Aduto .
TR Fragmentos A Referéncia/Base de
(o] +
N (min) [M+H] MS/MS (m/z) Substancia Amostra dados *
(m/z)
1 321 361 325, 343, 269 Sacarose ERA, EUM  WANG et al., 2016
" ERA, ET, WANG et al., 2016;
2 8,45 579 433, 287 Kaempferitrina EUl EUM DEL REY et al., 2018
Kaempferol 3-O- ERA EUI MURAKAMI et al.,
3 16,95 741 595, 433, 287 (ramnopiranosil)- ' ' 2000; WANG et al.,
; 2 EUM
galactopiranosideo 2016
PERES et al., 2013;
4 17,41 465 303 Isoquercitrina ERA NEGRI; SANTI;
TABACH, 2013
KIM et al., 2013;
NEGRI; SANTI;
Quercetina 3-O- ERA, EUI, TABACH, 2013;
5 17.45 611 465, 303 hexose EUM FARIAS; MENDEZ,
2014; PONTES, 2022
6 17,85 477 315 Cirsimarina ET, EUI ZHANG et al., 2021
Kaempferol-3- ERA, ET, FARIAS; MENDEZ,
7 18,01 595 449, 287 rutinosideo EUI, EUM 2014
8 1808 433 415,287~ Keempferol7-0- by \WANG etal., 2016
ramnosideo
Isoramnetina 3-
9 19,01 625 479, 317 glicosideo 7- ERA RUTZ et al., 2022
ramnosideo .
KAJDZANOSKA;
Cianidina 3-O- ERA, EUI, GJAMOVSKI;
10 19,06 449 287 glicosideo EUM STEFOVA, 2010; KIM
etal., 2013
Kaempferol O- ERA, EUI, KIM et al., 2013;
11 19,56 535 281 (malonil)-hexose EUM RUTZ et al., 2022
Apigenina-C- ERA, ET,
12 21,61 431 311 hexose EUI, EUM KIM et al., 2013
Kaempferol-3-O-  ERA, ET, NEGRI; SANTI;
13 2191 433 287 ramnosideo EUI, EUM TABACH, 2013
Kaempferol- ERA, ET,
14 33,11 595 309, 287, 147 cumaroil-hexose  EUI, EUM KIM et al., 2013
Quercetina 3-O- ERA EUI DNP, 2013; RUTZ et
15 35,37 551 303 (malonil)- ' ' al.,, 2022; PONTES et
L EUM
glicosideo al., 2022

* Base de dados: GNPS (WANG et al., 2016); Dicionario de Produtos Naturais (DNP, 2013); LOTUS
(RUTZ et al., 2022).
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Figura 14. Cluster dos flavonoides glicosilados presentes nos extratos. Fonte: CEMMO USP Ribeirdo

Preto-SP, 2023.

Os flavonoides glicosilados estdo entre as principais classes de substancias
encontradas nos extratos aquosos de caraguata e foram agrupados em um mesmo
cluster da rede molecular. Para a proposi¢cado de cada uma das estruturas, os dados
foram confrontados com os fragmentos (m/z) descritos por estudos de identificacéo
guimica correspondente de cada composto, como mostrado na tabela 7.

Assim, os ions precursores dessa classe de substancia em m/z 579 [M+H]* (2),
m/z 741 [M+H]* (3), m/z 595 [M+H]* (7, 14), m/z 433 [M+H]* (8, 13) e m/z 535 [M+H]*
(11) foram agrupados devido a fragmentacdes caracteristicas relacionadas a perda do
glicosideo, e que resultaram na formacgéo dos ions em m/z 287, esses ions produto

formados puderam ser atribuidos a aglicona do Kaempferol. Ja os ions precursores
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m/z 465 [M+H]* (4), m/z 611 [M+H]* (5) e m/z 551 [M+H]* (15) também foram
agrupados devido a fragmentacGes caracteristicas relacionadas a perda do
glicosideo, e que resultaram na formacao dos ions em m/z 303, no qual o ion produto
formado pode ser atribuido a aglicona da Quercetina. Outros ions precursores m/z
477 [M+H]* (6), m/z 625 [M+H]* (9), m/z 449 [M+H]* (10), m/z 431 [M+H]* (12) n&do
agruparam entre si, mas a formacao dos seus respectivos fragmentos foram atribuidos
a perda também de glicosideos, formando m/z 315, m/z 317, m/z 287, m/z 311
caracteristicos de outros derivados fendlicos.

O glicosideo foi estabelecido pelo padréo de clivagem da ligacdo O-glicosidica
com o rearranjo dos atomos de hidrogénio do grupo hidroxila da unidade de sacarideo
seguida da eliminacdo do monossacarideo com perdas de 146 Da (deoxihexose)
seguida de 162 Da (hexose) (VUKICS; GUTTMAN, 2010). Dito isso, foi possivel anotar
os flavonoides: Kaempferol 3-O-(ramnopiranosil)- galactopiranosideo (3); Quercetina
3-O-hexose (5); Kaempferol-3-rutinosideo (7); e Isoramnetina 3-glicosideo-7-
ramnosideo (9). Perdas sucessivas de 146 Da (deoxihexose) permitiram a anotacao
de Kaempferitrina (2); Kaempferol-7-O-ramnosideo (8); Kaempferol-3-O- ramnosideo
(13). J& a perda uUnica de 162 Da, permitiram a anotacdo de Isoquercitrina (4);
Cirsimarina (6); Cianidina 3-O-glicosideo (10). Kaempferol O-(malonil)-hexose (11),
Quercetina 3-O-(malonil)-glicosideo tiveram perdas de 162 Da e 86 Da, este ultimo
atribuido ao residuo de malonil, além da perda de 162 Da o composto anotado
Kaempferol-cumaroil-hexose (14) houve a perda de 146 Da, atribuido ao residuo

cumaroil.

5.4. Estabilidade fisica das emulsdes

5.4.1. indice de cremeac&o em diferentes tempos de armazenamento

Emulsdes Oleo/agua sdo assim denominadas por apresentarem pequenas
goticulas de oleo dispersas em meio aquoso, onde as goticulas estdo envoltas por
moléculas de emulsificantes, responsaveis por diminuir a tensao interfacial e promover
uma eficiente disperséo das fases ao longo tempo. A facilidade e o baixo custo séo
vantagens deste sistema, porém séo instaveis quando submetidas a aguecimento,
resfriamento, congelamento, secagem, pH extremos e altas concentracdes de

minerais (BAKRY et al., 2016). Nas tabelas 8 e 9 estdo apresentadas as porcentagens
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de estabilidade das emulsdes no decorrer de 8 dias, em temperatura ambiente e por

teste acelerado em estufa a 40 °C.

Tabela 8. Estabilidade das emulsbes em temperatura ambiente durante 8 dias de

armazenamento.

EE (%)

Dia

Controle

BHT

Extrato

100,0 + 0,000 aA™

96,7 + 0,057 B
93,2+0,115¢C
93,2 +0,115¢C

93,2+0,115°¢B

100,0 £ 0,000 @A

96,7 + 0,000 "B
96,7 + 0,057 "B
96,7 + 0,057 "B

93,3 £ 0,000 B

100,0 + 0,000 A

100,0 + 0,000
100,0 + 0,000 A
100,0 + 0,000 A

100,0 + 0,000 A

*Valores médios (n=3) + desvio padrao.

**|_etras diferentes, mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, indicam que ha diferenca

estatistica (Teste de Tukey, p < 0,05).

Tabela 9. Estabilidade das emulsdes a 40 °C durante 8 dias de armazenamento.

EE (%)

Dia

Controle

BHT

Extrato

6

8

100,0 + 0,000 @A™

96,8 + 0,057 "B
93,7+0,115°¢B
93,7+0,115°¢B

93,7+0,115°¢B

100,0 + 0,000 @A

96,9 + 0,057 "B
93,7+0,173 B
93,7+0,173 B

93,7+0,173 B

100,0 + 0,000

100,0 + 0,000 A
100,0 + 0,000 A
100,0 + 0,000 A

100,0 + 0,000

*Valores médios (n=3) + desvio padrao.

**|_etras diferentes, mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, indicam que ha diferenca

estatistica (Teste de Tukey, p < 0,05).
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Nas duas condi¢des de temperatura em que foram analisadas as emulsées, o
tratamento com extrato de caraguatd foi o Unico a ndo apresentar cremeacao,
apresentando diferenca estatistica dos demais tratamentos a partir do 2° dia de
analise. A estabilidade fisica, neste caso, pode estar ligada ao fato de tal emulséo ter,
aparentemente, ficado mais espessa quando comparada aos outros tratamentos, o
gue pode ser justificado pelo elevado teor de carboidratos observado nos extratos.

As emulsbes controle e o tratamento com BHT apresentaram variacao
estatistica significativa a partir do 2° dia de andlise. As emuls6es com BHT mantiveram
0 mesmo indice de cremeacéo até o 6° dia de analise, enquanto as emulsdes controle
tiveram um aumento da cremeacéo no 4° dia. No 8° dia, o tratamento com BHT teve
um aumento de cremeagao e tornou-se estatisticamente igual ao controle.

No teste acelerado em estufa, os tratamentos controle e BHT também
apresentaram variacao no indice de cremeacédo no 2° dia, mantendo-se estaveis até
0 8° dia de analise.

Na comparacdo das temperaturas ao final dos 8 dias de armazenamento, as
emulsBes apresentaram comportamentos similares, com indices de cremeacao
semelhantes, sendo a emulsdo com a presenca do extrato mais estavel que as
demais. Independente da temperatura, as principais alteracdes na estabilidade das

emulsdes controle e BHT ocorreram no inicio do periodo de armazenamento.

5.4.2. Estabilidade oxidativa das emulsdes

O efeito de antioxidantes polares naturais do extrato aquoso de caraguata em
comparacao ao antioxidante sintético mais apolar (BHT), reafirma o paradoxo polar,
onde ha uma predisposi¢cdo de um antioxidante polar ser mais eficaz em meios mais
apolares, enquanto antioxidantes apolares tendem a ser mais efetivos em meios mais
polares como no caso de emulsfes 6leo em agua (O/A). A teoria do paradoxo polar
afirma que o antioxidante polar teria um melhor desempenho em meios apolares,
como O6leo puro, pelo fato de ficar alocado na interface 6leo puro/ar, local onde
geralmente ocorrem processos oxidativos, vindo a inibir tal reacdo. No caso de
antioxidantes apolares, o melhor desempenho em emulsdes, se explica por ficarem
localizados na interface o6leo/agua, promovendo uma protecdo as micelas contra
oxidagcao (LAGUERRE et al., 2015). Nas tabelas 10 e 11 e nas figuras 15 e 16 estédo
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dispostos os resultados obtidos de hidroperéxidos analisados nas emulsdes, com

diferentes tratamentos e faixas de temperatura.

Tabela 10. indice de hidroperdxidos de emulsbes analisadas em temperatura ambiente

durante 8 dias de armazenamento.

indice de hidroperdxidos (meq 02/Kg)

Dia Controle BHT Extrato
0 0,848 + 0,115 %A 0,848 + 0,115 PA 0,848 + 0,115 %A
2 0,915 + 0,000 %A 0,915 + 0,000 A 1,016 £ 0,174 9
4 1,217 + 0,000 ¢B 1,116 + 0,174 a8 1,737 £ 0,000 A
6 1,217 £ 0,000 °B 1,116 £ 0,174 a8 2,588 + 0,328 bA
8 1,475 + 0,095 bB 1,375 +0,183 28 2,569 + 0,000 bA

*Valores médios (n=3) + desvio padrao.

**|_etras diferentes, mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, indicam que ha diferenca
estatistica (Teste de Tukey, p < 0,05).
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Grafico 1. Resultados dos tratamentos em temperatura ambiente.
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Tabela 11. indice de hidroperoxidos de emulsdes analisadas a 40 °C durante 8 dias de

armazenamento.
indice de hidroperdxidos (meq 02/Kg)
Dia Controle BHT Extrato
0 1,118 £ 0,172 A8 0,851 + 0,118 8 1,217 + 0,000 9A
2 1,564 + 0,300 °A 1,050 * 0,290 cdA 1,741 + 0,527 cdA
4 2,734 + 0,000 bcAB 1,737 + 0,000 PcB 3,717 £ 0,913 beA
6 4,945 + 1,318 A 2,402 + 0,576 208 5,701 + 0,622 abA
8 6,348 + 1,306 2,734 + 0,000 28 6,169 + 1,433 3

*Valores meédios (n=3) + desvio padréo.

**|_etras diferentes, mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, indicam que ha diferenca
estatistica (Teste de Tukey, p < 0,05).

Hidroperdxidos{meq O,/kg)

iNDICE DE HIDROPEROXIDOS A 40 °C
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Grafico 2. Resultados dos tratamentos a 40 °C

As emulsfes analisadas em temperatura ambiente e por teste acelerado em

estufa,

demonstraram baixos valores de hidroperéxidos,

que aumentaram

gradualmente no decorrer dos dias, porém com diferencas estatisticas entre os

tratamentos. Como observado na aplicacdo em temperatura ambiente, o controle e

tratamento BHT ndo diferiram estatisticamente no periodo analisado, enquanto o

tratamento com extrato evidenciou vulnerabilidade de tal emulsédo, sugerindo que o
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extrato acelerou a oxidacdo, possivelmente por questdes inerentes a sua interacao
com o sistema.

No teste acelerado em estufa a 40 °C foi possivel concluir que o extrato, nas
condi¢cBes em que foi aplicado, de fato nao foi capaz de retardar processos oxidativos
na emulsdo. Sob efeito de aquecimento, o tratamento com BHT teve seu efeito
protetor evidenciado, diferindo significativamente do controle e do tratamento com
extrato, ambos iguais estatisticamente. Aranha (2018) observou elevada taxa de
oxidacdo em emulsbes O/A adicionadas de extratos aquosos de acerola em teste
acelerado em estufa a 40 °C, igualando-se ao tratamento controle. Enquanto a
aplicacdo do mesmo extrato de acerola que passou por processo de
microencapsulacdo com goma arabica e maltodextrina, em diferentes combinacdes e
concentragfes, se igualaram ao tratamento com antioxidante sintético TBHQ (Terc-
Butil-Hidroquinona).

A atividade antioxidante de compostos demonstrada em testes in vitro, muitas
vezes, nao se relaciona com a atividade do mesmo composto quando aplicado em
testes acelerados em sistemas emulsionados. A forma com que o0s antioxidantes
interagem no meio reacional esta diretamente ligada a suas estruturas, sofrendo
ainda, interferéncia de outros compostos presentes no extrato. Ban et al. (2016)
relatam que testes in vitro sdo eficientes para demonstrar acfes antioxidantes
preliminares, ndo sendo capazes de indicar com exatiddo o desempenho de
compostos in vivo, em funcao de fatores que comprometem seu desempenho, como
a solubilidade dos componentes nos sistemas de alimentos, concentracdo dos
componentes nas areas suscetiveis a processos oxidativos, compatibilidade e

estabilidade quimica, intensidade de exposi¢éo a luz e oxigénio.

6. CONCLUSAO

A otimizacdo da extracdo demonstrou que a proporcdo 1:30 (casca:agua
destilada) por 60 minutos em shaker originou concentracbes mais elevadas de
compostos fendlicos. Apenas na menor propor¢ao de casca:dgua destilada, o maior
tempo de extracdo apresentou aumento na concentracao de fendlicos.

Ao comparar os melhores resultados da extragao convencional com o banho
ultrassénico, nas mesmas proporc¢des de casca:agua destilada e tempo, verificou-se

gue este ultimo ndo potencializou a extracdo de compostos fendlicos.
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As diferentes localidades de coleta dos frutos apresentaram nitida influéncia
nos teores de compostos bioativos. O EUI e EUM evidenciaram os maiores teores de
bioativos e atividade antioxidante, exceto no teor de taninos, onde o ET apresentou
melhor resultado. O estagio de maturacdo também demonstrou interferéncia nos
resultados, como demonstrado com os frutos maduros e imaturos colhidos na mesma
localidade (EUlI e EUM), onde os frutos maduros evidenciaram as maiores
concentracfes de bioativos.

Por espectrometria de massas, as redes moleculares foram formadas de
acordo com 0s ions precursores e as perdas neutras caracteristicas de cada classe,
e revelou que esses extratos aquosos possuem metabdlitos secundarios, sendo
identificados principalmente os flavonoides glicosilados.

As emulsBes demonstraram elevada estabilidade fisica nas analises de
cremeacao, com destaque para as emulsdes tratadas com extrato.

No indice de hidroperdxido em temperatura ambiente, o controle e tratamento
BHT néo diferiram estatisticamente no periodo analisado, enquanto o tratamento com
extrato evidenciou vulnerabilidade de tal emulséo, sugerindo que o extrato acelerou a
oxidagao, possivelmente por questdes inerentes a sua interacdo com o sistema. No
teste acelerado em estufa a 40 °C, foi possivel concluir que o extrato, nas condicdes
em que foi aplicado, de fato ndo foi capaz de retardar processos oxidativos na
emulsdo. Sob efeito de aquecimento, o tratamento com BHT teve seu efeito protetor
evidenciado, diferindo significativamente do controle e do tratamento com extrato,

ambos iguais estatisticamente.
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