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RESUMO

Os frutos do gravata (Bromelia balansae Mez.) sdo amplamente utilizados na medicina
popular e na alimentacdo e podem ser encontrados em diversos estados brasileiros.
O fruto do gravata apresenta compostos polifendlicos e elevadas concentracdes de
carotenoides totais, acglcares totais e vitamina C, além de demosntrar elevada
capacidade antioxidante. Visto isso, observou-se a possibilidade de realizar a
otimizacdo da extracdo de polissacarideos da polpa do fruto de gravata e avaliar a
influéncia de diferentes locais de coleta na composicdo do material obtido. Os frutos
de gravata foram coletados nas cidades de Assis — SP, Gongalves — MG e Taruma —
SP. A extracdo dos polissacarideos foi realizada da forma convencional e pelo método
de extracao assistida por ultrassom, que foi otimizada através de um delineamento
Box-Behnken com trés variaveis independentes, poténcia do ultrassom, tempo e razao
amostra/solvente. Os polissacarideos extraidos foram submetidos a avaliacdes de
carboidratos totais, compostos fendlicos, acido ascorbico e atividade antioxidante. A
otimizacdo da extracdo de polissacarideos ndo se ajustou para um nivel de
significancia. As analises de carboidratos totais dos polissacarideos obtidos nao
apresentaram diferencas entre os métodos de extracdo e as amostras com maior
porcentagem de polissacarideos foram as amostras de Assis — SP, 91,91%
(ultrassom) e 87,33% (convencional). Os compostos bioativos encontrados na fragéo
polissacaridea diferiram de acordo com o método de extracdo, sendo a extracao
assistida por ultrassom mais adequada para a obtencdo de tais compostos. Os
maiores valores de compostos fendlicos totais encontrados foram de 3,66 gEAG/100g
e 3,54 gEAG/100g nas amostras de Taruma — SP e Assis — SP nesta ordem, ambas
utilizando o método de extracdo por ultrassom. O acido ascérbico ndo foi extraido
junto dos polissacarideos. A atividade antioxidante também apresentou resultados
favoraveis para a extracdo assistida por ultrassom, sendo as amostras de Assis — SP
e Tarumd — SP as que apresentaram menor ICso (14,17 mg/mL e 14,28 mg/mL
respectivamente). Compostos Fendlicos podem ser encontrados ligados a
carboidratos, na forma de glicosideos e apresentam capacidade antioxidante, o que
reflete os resultados encontrados. O clima do local de coleta pode ter afetado a
composicéo final dos frutos. O uso do ultrassom na extragao gerou bons rendimentos
com menor tempo de processamento, além dos polissacarideos obtidos apresentarem
maiores valores de compostos fendlicos e atividade antioxidante.

Palavras-chave: Bromélia. Compostos bioativos. Gravata. Polissacarideos.



ABSTRACT

The fruits of the gravata tree (Bromelia balansae Mez.) are widely used in folk medicine
and food and can be found in several Brazilian states. The gravata fruit has
polyphenolic compounds and high concentrations of total carotenoids, total sugars and
vitamin C, and shows high antioxidant capacity. Therefore, it was observed the
possibility to optimize the extraction of polysaccharides from the pulp of the gravata
fruit and evaluate the influence of different collection sites on the composition of the
material obtained. The gravatd fruits were collected in the cities of Assis - SP,
Goncalves - MG and Taruma - SP. The polysaccharides extraction was performed in
the conventional way and by the ultrasound-assisted extraction method, which was
optimized through a Box-Behnken design with three independent variables, ultrasound
power, time and sample/solvent ratio. The extracted polysaccharides were submitted
to evaluations of total carbohydrates, phenolic compounds, ascorbic acid, and
antioxidant activity. The optimization of the polysaccharide extraction did not adjust to
a significance level. The analyses of total carbohydrates of the polysaccharides
obtained did not present differences among the extraction methods and the samples
with the highest percentage of polysaccharides were the samples from Assis - SP,
91.91% (ultrasound) and 87.33% (conventional). The bioactive compounds found in
the polysaccharide fraction differed according to the extraction method, being the
ultrasound-assisted extraction more suitable to obtain such compounds. The highest
values of total phenolic compounds found were 3.66 gEAG/100g and 3.54 gEAG/100g
in the samples from Taruma - SP and Assis - SP in that order, both using the ultrasonic
extraction method. The ascorbic acid was not extracted along with the
polysaccharides. The antioxidant activity also showed favorable results for the
ultrasound assisted extraction, being the samples from Assis - SP and Taruma - SP
the ones that presented the lowest IC50 (14.17 mg/mL and 14.28 mg/mL respectively).
Phenolic compounds can be found attached to carbohydrates, in the form of glycosides
and have antioxidant capacity, which reflects the results found. The climate of the
collection site may have affected the final composition of the fruits. The use of
ultrasound in the extraction generated good yields with less processing time, besides
the polysaccharides obtained presented higher values of phenolic compounds and
antioxidant activity.

Keywords: Bromelia. Bioactive compounds. Gravata. Polysaccharides.
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INTRODUCAO

A Bromelia balansae Mez. € uma planta da familia Bromeliaceae e género
Bromelia. E uma planta perene acaule com habitos terrestres encontrada na Mata
Atlantica, Cerrado e Pantanal, podendo ser encontrada nos estados de Minas Gerais,
Espirito Santo, Rio de Janeiro, S&o Paulo, Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul
e Mato Grosso do Sul.

Os frutos da Bromelia balansae Mez. séo utilizados na medicina popular na forma
de xarope, pois possuem propriedades expectorantes para tratar tosse, inflamagdes
na garganta e pulmdes. Por ser comestivel e possuir uma casca amarelada, seus
frutos sdo conhecidos popularmente como bananinha-do-mato, gravata, gravata-do-

mato ou caraguata.

O fruto de gravata é utilizado na alimentacdo na forma de sucos, refrigerantes ou
in natura. A planta Bromelia balansae também é utilizada pelos povos tradicionais,

para extracdo de fibras, criacdo de cercas vivas e de forma ornamental.

Apesar de muito abundante no territério brasileiro e de sua ampla utilizagéo por
povos locais, ndo existem muito estudos sobre o fruto do gravata, porém sabe-se que

sua polpa é rica em carboidratos.

Os carboidratos estdo presentes em toda a natureza, sendo a biomolécula mais
abundante do planeta, além de serem a base da alimentacdo da maioria dos seres
vivos ndo fotossintetizantes, pois sua oxidacao € a principal via metabdlica para a

geracédo de energia.

O processo de extracdo convencional de polissacarideos envolve muito tempo e
temperaturas elevadas, 0 que pode alterar a composicdo dos carboidratos e seus
biocompostos. A extracdo assistida por ultrassom, € considerada uma técnica verde
de extracao, pois utiliza menos energia e demanda menor tempo e temperatura. O
processo consiste em submeter a amostra vegetal a uma sonda ultrassénica para que
ocorra a quebra da parede celular das células vegetais pelo processo de cavitagao,

liberando os compostos de interesse.
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Visto que o fruto do gravata estd amplamente difundido no territério brasileiro
sendo muito utilizado na medicina popular, observou-se uma possibilidade de extrair
e analisar seus polissacarideos focando em seus compostos antioxidantes, visando
descobrir possiveis aplicagdes na suplementacao de alimentos, cosméticos ou outros

produtos farmacéuticos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. MATA ATLANTICA

Florestas tropicais sdo ecossistemas que abrigam grande biodiversidade
(aproximadamente dois tercos do total de espécies existentes no planeta). O Brasil
possui duas grandes florestas tropicais, a Floresta Atlantica e a Floresta Amazonica,
abrigando cerca de 357 milhdes de hectares de florestas tropicais (30 % de todas as
florestas tropicais do planeta), mais que o dobro da area do segundo colocado, a
Indonésia. Com isso, o0 Brasil abriga cerca de 10% de todos os organismos conhecidos
pela ciéncia, isso torna o Brasil, juntamente com a Colémbia, México e Indonésia os
paises com maior biodiversidade do mundo (MITTERMEIER et al., 1992).

A Mata Atlantica se faz presente em 17 estados brasileiros, além de areas no
Paraguai, Uruguai e Argentina, porém os remanescentes da vegetacao nativa da Mata
Atlantica ocupam apenas 27% de sua area original, neste percentual estdo incluidas
areas em estagio de regeneracao, campos naturais, restingas, manguezais e outros
tipos de vegetacao nativa. As areas em bom estado de conservagdo ndo passam de
8% da area original da floresta (ALMEIDA, 2016). A Mata Attlantica abriga mais de 20
mil espécies de plantas, sendo 50% delas espécies endémicas (ALMEIDA, 2016), hoje
a floresta faz parte dos 25 hotspots de biodiversidade reconhecidos no mundo, ou
seja, a Mata Atlantica faz parte das 25 areas que perderam pelo menos 70% de sua
cobertura vegetal original, mas que, juntas, abrigam mais de 60% da totalidade de
espécies terrestres do planeta (GALINDO-LEAL; CAMARA, 2005).

2.2. GRAVATA

A Bromelia balansae Mez. é uma planta da familia Bromeliaceae com habitos
terrestres que pode ser encontrada desde o norte do Pantanal, passando pelo Cerrado
e por todo o litoral pela Mata Atlantica (ARRIVETTI et al., 2008; SILVA, 2010), e no
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interior dos estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul (REITZ, 1983).

E uma planta acaule, com caule curto, grosso e néo visivel, com folhas que podem
chegar a 2 m de comprimento (PARDO et al., 2000; CARIOLATTO, 2019). Seus
rizomas possuem aproximadamente 2 cm com nddulos ndo espessados perceptiveis
com br4cteas e internddios menores que 3 cm (BASUALDO; ZARDINI; ORTIZ, 1995)
e suas folhas sé&o duras e recobertas por espinhos nas margens (Figura 1). Suas
inflorescéncias emergem do apice do caule, sendo multifloral e composto por ramos
florais até o apice, apresentando coloragéo rosada (CARIOLATTO, 2019). A Bromelia
balansae frutifica em cachos, atingindo entre 40 e 90 cm de altura e apresenta flores
em racemo, de onde surgem os frutos (SILVA, 2010) (Figura 2), que por serem
amarelos e comestiveis sdo popularmente conhecidos como gravata, caraguata ou
bananinha-do-mato (FIORAVANTE et al., 2016). Os frutos variam em tamanho, porém
a média atingida é de 4 cm de comprimento por 2,5 cm de largura e possuem casca
e polpa amarelada, fibrosa e aromética, contendo pequenas sementes globulosas
(PARDO et al., 2000; FIORAVANTE et al., 2016). Sao utilizados na medicina popular
na forma de xarope, pois possuem poder expectorante, e em outros usos
fitoterapéuticos como em ferimentos, inflamacdo de garganta, tratamento de
amenorréia e como anti-sifilitico (SILVA, 2010; FIORAVANTE et al., 2016;
BASUALDO; ZARDINI; ORTIZ, 1995). Além de utilizado na medicina popular, o fruto
de gravata também tem outras fungbes para os povos tradicionais, como por exemplo,
extracao de fibras, alimentagcdo humana e animal e uso de seu xarope como abortivo
(FIORAVANTE et al., 2016; BASUALDO; ZARDINI; ORTIZ, 1995). A planta Bromelia

balansae também ¢é utilizada de forma ornamental (REITZ, 1983).

O processo de floracdo da espécie, que se inicia em dezembro e termina entre
janeiro e fevereiro, é caracterizado pela alteracéo da coloracéo das folhas centrais, a
frutificacdo se inicia em fevereiro e se prolonga até o més de maio aproximadamente
(REITZ, 1983; CARIOLATTO, 2019).

O fruto do gravata apresenta uma riqgueza de nutrientes, o que tem despertado o
interesse para seu estudo. A polpa do fruto de gravata apresenta quantidades
significativas de proteinas, cinzas, fibras e carboidratos (FREITAS, 2019). O alto teor

de cinzas indica elevada quantidade de sais minerais presentes na polpa do fruto,
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sendo os mais abundantes o célcio (Ca), magnésio (Mg) e potassio (K) (KINUPP;
BARROS, 2008).

O fruto do gravata apresenta compostos polifenolicos — flavonoides e taninos — e
elevadas concentraces de carotenoides totais, acucares totais e vitamina C, além de
demonstrar elevada atividade antioxidante (FREITAS, 2019).

Figura 2: Flores em racemo e frutos de gravata. (Fonte: O autor).
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2.3. CARBOIDRATOS

Carboidratos séo as biomoléculas mais abundantes do planeta, sendo a base da
alimentacdo da maioria dos organismos vivos néo fotossintetizantes, pois a oxidacao
dos carboidratos é a principal via metabdlica para a maioria dos organismos
adquirirem energia para suas células (LEHNINGER; NELSON; COX, 2002).

Polimeros de carboidratos sdo muito pesquisados, pois diferentes polimeros
apresentam diferentes funcbes que podem ser utilizadas em aplicacbes
farmacéuticas, cosméticas, alimenticias ou estruturais em materiais (LIN et al., 2018).
Por exemplo, polimeros insolUveis de carboidratos podem ter funcdo estrutural e de
protecdo nas paredes celulares de células vegetais e bacterianas, outros polimeros
de carboidratos se apresentam como lubrificantes de articulagdes esqueléticas e
participam do reconhecimento e da coeséo celular (LEHNINGER; NELSON; COX,
2002).

Os polissacarideos sdo uma das maiores reservas de carboidratos nas plantas e
estdo envolvidos em diversas atividades bioativas, como por exemplo atividades
antioxidantes, imunomodulacéo e atividades antidiabéticas e anticancerigenas (LIN et
al., 2018). Os polissacarideos de frutos e vegetais vem atraindo a atencao tanto de
produtores de alimentos quanto de consumidores, devido as suas propriedades fisicas
e potencial de prevencdo de doencas. Os polissacarideos encontrados em frutas e
vegetais vem sendo empregados nas industrias cosméticas e farmacéuticas, além
disso, recentemente os polissacarideos tém demonstrado grande valor na éarea
biomédica, devido ao seu potencial antioxidante, imunoestimulatério e
anticancerigeno (MARAN; MEKALA; MANIKANDAN, 2013).

Diferentes fatores ambientais podem ocasionar mudancas fisicas e quimicas em
espécies vegetais, tais como a das Bromeliaceae, segundo Cariolatto (2019), foram
encontradas variagbes fisicas entre bromélias de mesma espécie coletadas em
diferentes locais, entre essas variacdes podemos citar as quantidades de flores e

frutos produzidas pela espécie.
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2.4. EXTRACAO DE COMPOSTOS VEGETAIS

Diversos compostos podem ser extraidos de células vegetais, e a eficiéncia da
extracdo é avaliada pelo rendimento e pela quantidade do composto obtido. O método
tradicional de extracdo utiliza elevadas temperaturas, porém demanda muito tempo e

um grande volume de solventes (OLIVEIRA et al., 2016).

A extracdo é o método mais comumente utilizado para recuperar polissacarideos
que seriam perdidos nos residuos de alimentos solidos. A quantidade e qualidade dos
extratos obtidos esta diretamente relacionada a técnica de extracédo utilizada (MARAN;
PRIYA, 2014). Diversos métodos de extracdo vém sendo desenvolvidos para
aprimorar as extracdes de compostos vegetais, como por exemplo os métodos de
extracao por solvente com agitacao e aquecimento, extracao sob refluxo, extracao por
micro-ondas, extracdo enzimatica, extracdo assistida por ultrassom, tratamento
assistido por ultrassom combinado com agua subcritica, extracdo por campo elétrico
moderado e extracao por campo elétrico pulsante (GRASSINO et al., 2015; OLIVEIRA
et al., 2016; MARAN; PRIYA, 2014).

2.5. EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM

Segundo Maran e Priya (2014), a metodologia de extracéo assistida por ultrassom
tem se provado uma técnica promissora, isso porque é um dos métodos mais baratos,
rapidos, simples e eficientes. Com isso, a extracdo assistida por ultrassom vem sendo
utilizada em diversos materiais para a extracao de diferentes compostos. A extracao
assistida por ultrassom é considerada uma técnica de extracéo verde e limpa para a
producdo de compostos bioativos com alta qualidade (SKENDERIDIS et al., 2016;
OLIVEIRA et al., 2016). Alem de ser rapida, simples e com menor uso de solventes, a
extracdo assistida por ultrassom preserva a estrutura e as propriedades moleculares
presentes no composto extraido, devido a extracdo ocorrer em temperaturas mais
baixas (SKENDERIDIS et al., 2016).

A elevada eficacia da extracdo assistida por ultrassom se da devido a ruptura da

parede celular, diminuicdo das particulas e otimizacdo da transferéncia do conteudo
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celular para o solvente, causada pelo colapso das bolhas produzidas na cavitacao
(MALINOVSKA; KUZMANOVA; WINHELHAUSEN, 2015; ZHANG et al., 2016).

O processo de cavitagcao ocorre devido ao movimento causado pelas ondas do
ultrasom criarem area de compressado e depressdo no meio. Quando os ciclos de
depressdo forem suficientemente fortes, pode ocorrer a quebra das ligacdes
moleculares da amostra, criando vacuos que sao preenchidos por gases dissolvidos
no meio, formando microbolhas de cavitagdo. Durante os ciclos de compressao e
depressao as microbolhas aumentam e diminuem de tamanho, o que ocasiona sua
imploséo, e assm, liberando calor e presséo nas regides vizinhas (VEILLET; TOMAO;
CHEMAT, 2010; COELHO, 2015).

2.6. COMPOSTOS BIOATIVOS

Ao metabolizar o oxigénio, 0s seres vivos produzem radicais livres em suas células,
essas moléculas ou adtomos altamente reativos e instaveis apresentam um ou mais
elétrons ndo pareados, podendo reagir com qualquer molécula que entra em contato.
Em baixas concentracdo os radicais livres podem ser benéficos, nos defendendo
contra agentes infecciosos, auxiliam na formacdo de ATP, na regulacdo do
crescimento celular e na formacéo de prostaglandinas e leucotrienos (FLAUZINO,
2020).

O consumo de frutas e vegetais vem sendo associado a diminuicdo da incidéncia
e mortalidade causada por diversas doencas cronicas ndo transmissiveis, como por
exemplo cancer, doencas cardiovasculares e cerebrovasculares. A protecéo oferecida
pelas frutas e vegetais esta associada ao alto contetdo de constituintes quimicos com

propriedades antioxidantes (LIMA et al., 2007).

Alimentos de origem vegetal sdo Otimas fontes de energia, proteina, vitaminas e
minerais, sendo a principal fonte de vitamina C, folato, fibras e compostos bioativos.
Os compostos bioativos presentes nos alimentos de origem vegetal podem agir de
diversas maneiras, por exemplo a acdo antioxidante deve-se ao potencial de 6xido-
reducdo de determinadas moléculas. Os compostos antioxidantes tem a capacidade

de competir por sitios ativos e receptores em diversas estruturas celulares e na
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modulacdo da expressado dos genes que codificam proteinas (BASTOS; ROGERO;
AREAS, 2009)

Assim como em outros produtos agricolas, a composicdo quimica de frutos
depende de muitos fatores externos, como por exemplo, condi¢cdes climaticas,
composicao do solo, intensidade de luz, temperatura, estagio de maturacao do fruto,
método de colheita e condigbes de armazenamento, que afetam diretamente a
formacéo do fruto, concentracéo de sélidos soliveis, firmeza e coloragéo (TOLIC et
al., 2017; PARRA-CORONADO; FISCHER; CAMACHO-TAMAYO, 2015).

2.6.1. COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sao substancias que possuem anel aromatico com um ou
mais substituintes hidroxilicos e sdo amplamente distrubuidos no reino vegetal
(ROCHA et al., 2011). Mais de 8000 compostos fendlicos ja foram detectados em
plantas. Os fendlicos estdo presentes em vegetais, frutas e produtos industrializados
(SILVA et al., 2010).

A estrutura basica dos compostos fendlicos € um anel aromatico carregando um
ou mais grupos hidroxila. Compostos fendlicos de plantas séo classificados com fendis
simples ou polifendis, baseado no nimero de unidade fendlicas na molécula. Fazem
parte dos compostos fendlicos vegetais os fendlicos simples, cumarinas, ligninas,
lignanas, taninos condensados e hidrolisaveis, acidos fendlicos e flavonoides
(KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013).

Os compostos fendlicos fazem parte do metabolismo secundario e séo
desenvolvidos por plantas em resposta a danos nos tecidos, como exposicdo a
radiacdo ultravioleta, patogenos, ferimentos e infecgbes (FLAUZINO, 2020). Tem a
funcdo de auxiliar no crescimento e reproducdo, além de serem importantes
pigmentos, possuirem acdo antipatogénica e atividade antioxidante (FLAUZINO,
2020; SILVA et al., 2010; ROCHA et al., 2011).

Os compostos fenolicos podem variar sua concentracao de acordo com a estacao
do ano em que o fruto é cultivado, Xu et al. (2011) encontraram diferencas na

guantidade de compostos fendlicos de uvas de um mesmo cultivar no mesmo local de
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coleta em estacbes do ano diferentes. Apesar dos compostos fendlicos serem
bastante estudados, ainda existem informac@es limitadas sobre os efeitos individuais
das condi¢cBes climaticas sobre estes compostos, como por exemplo, temperatura,
nivel de chuva, tempo de exposi¢do a luz solar, umidade relativa do ar e do solo
(TOLIC et al., 2017).

2.6.2. ACIDO ASCORBICO

O &cido ascorbico, ou vitamina C, € uma substancia hidrossoltvel e termolabil
com elevada importancia nutricional, pois atua na absor¢cdo do ferro e apresenta
grande atividade antioxidante, além de atuar na atividade imunolégica, sendo parte do
processo de cicatrizacdo formando o colageno, inibicdo de nitrosaminas, na oxidacao
da fenilalanina e tirosina, na producéo de interferon, na reacao inflamatéria, na sintese
de adrenalina, corticoesterdides e &cidos biliares (MANELA-AZULAY et al., 2003;
FLAUZINO, 2020).

Os seres humanos e outros primatas ndo sao capazes de sintetizar o acido
ascorbico, devido a uma deficiéncia da gulonolactona oxidase. A falta desse composto
impede a sintese do acido L-ascorbico a partir da glicose (MANELA-AZULAY et al.,
2003). O organismo adulto saudavel apresenta uma reserva de acido ascorbico de
1500 mg, e essa reserva tem de ser reposta através da alimentacao, na dose de 45 a
75 mg por dia (FLAUZINO, 2020), em situagOes adversas, tais como infecgdes,
gravidez e amamentacao, doses maiores sao necessarias (MANELA-AZULAY et al.,
2003).

O acido ascorbico fornece protecao oxidativa as células em meio aquoso contra a
oxidacdo descontrolada, devido seu alto poder redutor (COUTO; CANNIATTI-
BRAZACA, 2010). O &cido ascorbico participa dos processos de oxirreducdo nas
células, e tem papel importante na biossintese das catecolaminas, previne o escorbuto
e é importante para o organismo no combate a infec¢des, além de ser fundamental na
integridade dos vasos sanguineos. (MANELA-AZULAY et al., 2003).

3. OBJETIVOS
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3.1. GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi otimizar a extragdo de polissacarideos da polpa
do fruto de gravata (Bromelia balansae Mez.) utilizando extracdo assistida por
ultrassom e avaliar a influéncia de diferentes locais de coleta com diferentes

classifica¢des climaticas na composicao do material obtido.

3.2. ESPECIFICOS

e Otimizar a extracdo de polissacarideos assistida por ultrassom, quanto a
poténcia, tempo de extracdo e razdo amostra/solvente visando maior
rendimento;

e Analisar o material obtido quanto a presenca de biocompostos (compostos
fendlicos totais e acido ascoérbico) e quantidade total de carboidratos;

e Determinar a atividade antioxidante da fracdo polissacaridea;

e Verificar a variabilidade quanto a composicao e rendimento da proporcao

polissacaridea com relacéo a diferentes localidades de colheita dos frutos.

4. MATERIAIS E METODOS

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

Campus de Assis — SP.

4.1. GRAVATA
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Os frutos maduros foram colhidos nos periodos de frutificacdo de 2020/2021 nas
cidades de Assis — SP, Taruma — SP e Gongalves — MG. A identificacdo botanica foi
confirmada pela biéloga Leticia Chedid Seidinger. ApGs a coleta, os frutos foram
levados até o laboratério, onde foram lavados em &gua corrente para retirar todas
impurezas presas a superficie e congelados. Para as analises os frutos foram
descongelados, descascados e as sementes assim como a polpa foram separados
manualmente. A Tabela 1 demonstra a classificagdo climatica das regides onde foram

coletadas as amostras de gravata.

Tabela 1: Coordenadas, altitude, temperatura anual, precipitacdo anual e classificacdo climética

pelo método de Koppen das regibes de coleta das amostras.

Chuva o
. _ Temperatura Classificacao
Regiao Coordenadas Altitute Anual o
Anual Climética*
(mm)

Latitute: -22.661
Assis 560 m 22,19 °C 125,17 Am
Longitude: -50.3995

Gongal Latitude: -22.659
1229 m 16,82 °C 159,83 Cfb
ves Longitude: -45.8542

Latitude: -22.7508
Taruma 430 m 20,9 °C 125,16 Cfa
Longitude: -50.5763

*Am: Tropical com excesso de chuvas e inverno seco; Cfb: Subtropical temperado sem estacéo seca;

Cfa: Subtropical quente sem estagéo seca

4.2. METODOS

4.2.1. UMIDADE
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A umidade foi determinada em estufa com circulacdo de ar forcada a 70 °C.
Primeiramente, em cadinhos tarados, foram pesadas amostras contendo entre 3 e 10
g de polpa de gravata, ap0s a pesagem as amostras foram levadas a estufa, onde
ficaram pelo periodo de 48 h. Passadas as 48 h iniciais, as amostras foram pesadas
em intervalos de 2 em 2 horas até ser obtida uma massa constante. O experimento

foi realizado em triplicata para cada amostra.

4.2.2. EXTRACAO DE POLISSACARIDEOS

4.2.2.1. EXTRACAO CONVENCIONAL

A extragcdo foi realizada em uma incubadora shaker com agitacdo orbital e
aguecimento. Primeiramente as amostras foram preparadas pesando a polpa do fruto
de gravata e adicionando o solvente para a extracao, agua destilada foi utilizada como
solvente liquido, na proporgcdo de 0,625 (g/mL) (MALINOVSKA; KUSMANOVA,
WINKELHAUSEN, 2015).

Apos a adicdo do solvente, as amostras foram levadas ao shaker por um periodo
de 150 minutos e agitacdo de 80 rpm a temperatura de 60 °C. Passados os 150
minutos, as amostras foram centrifugadas durante 10 minutos a 2058 g, com a
finalidade de precipitar os solidos. O sobrenadante foi coletado e concentrado em um
rotaevaporador, onde a agua destilada foi evaporada sob pressdo reduzida na
temperatura de 70 °C. As amostras concentradas foram mantidas em refrigeracéo a 4

°C durante 30 minutos para posterior purificagao.

4.2.2.2. EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM

4.2.2.2.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
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O processo de extracao dos polissacarideos foi otimizado utilizando a metodologia
de superficie de resposta, para isso foi realizado um delineamento Box-Behnken com
trés variaveis independentes: poténcia do ultrassom, tempo e razdo solvente/amostra,
e uma variavel dependente: rendimento de polissacarideos. Baseado em estudos
prévios obtidos na literatura os niveis de variacao foram: poténcia do ultrassom (X1):
50, 100, 150 W; tempo (X2): 5,0, 7,5, 10,0 min; razdo amostra/solvente (Xs): 0,05, 0,06,
0,07 g/mL (OLIVEIRA et al.,, 2016; MARAN; PRIYA, 2014; CHEN et al., 2015;
SKENDERIDIS et al.,2016). Os experimentos foram conduzidos utilizando um
aparelho de ultrassom de poténcia com frquéncia de 20 KHz e uma sonda ultrassonica
de comprimento 4,5 cm e 1,2 cm de diametro. As amostras utilizadas para o
delineamento foram os gravatds da cidade de Tarumd@ — SP. O delineamento
experimental & apresentado na Tabela 2.

O software Minitab 18 (Minitab Inc. Pensilvania, EUA) foi utilizado para a
realizacdo das andlises estatisticas do modelo. A significancia do modelo avaliada
atraveés da andlise de variancia (ANOVA).

Tabela 2: Delineamento Box-Behnken para extragéo assistida por ultrassom de polissacarideos

da polpa de gravata.

Experimento Poténcia Tempo (min) Raz&o amostra/solvente

(W) (9/mL)
1 100 7,5 0,06
2 150 5,0 0,06
3 100 10,0 0,05
4 150 10,0 0,06
5 50 7,5 0,05
6 50 5,0 0,06
7 50 7,5 0,07
8 100 50 0,07
9 150 5,0 0,06
10 50 10,0 0,06
11 150 7,5 0,05
12 100 50 0,05
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13 100 10,0 0,07
14 100 7,5 0,06
15 100 5,0 0,05
16 100 10,0 0,05
17 150 7,5 0,07
18 150 10,0 0,06
19 100 7,5 0,06
20 100 7,5 0,06
21 100 7,5 0,06
22 150 7,5 0,05
23 100 10,0 0,07
24 50 5,0 0,06
25 100 5,0 0,07
26 50 7,5 0,05
27 150 7,5 0,07
28 50 7,5 0,07
29 50 10,0 0,06
30 100 7,5 0,06

4.2.2.2.2. PROCESSO DE EXTRACAO

As extracdes foram realizadas em béqueres de 50 mL, a temperatura durante as
extracdes foi controlada por um banho termostatizado para evitar superaquecimento
das amostras. Primeiramente, as amostras foram preparadas pesando a polpa do
fruto de gravata e adicionando o solvente para a extragdo, agua destilada foi utilizada

como solvente liquido.

ApoOs a adicdo do solvente, as amostras foram levadas ao ultrassom, com
posterior centrifugacdo por 10 minutos a 2058 g, com a finalidade de precipitar os
sélidos. O sobrenadante foi coletado e concentrado em rotaevaporador, onde a dgua
destilada foi evaporada sob pressao reduzida na temperatura de 70 °C. As amostras
concentradas foram mantidas em refrigeracdo a 4 °C durante 30 minutos para

posterior purificacao.
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4.2.2.3. PURIFICACAO DA FRACAO POLISSACARIDEA

A purificagdo da fracdo polissacaridea foi utilizada com a finalidade de remover
todas impurezas presentes nas amostras, foram consideradas impurezas o0s
monossacarideos e dissacarideos. A purificacdo foi realizada adicionando uma
solucdo de etanol e agua destilada a concentracao de 80% (v/v). Posteriormente, as
amostras foram mantidas em refrigeracdo a uma temperatura de 4 °C durante 24
horas. Os polissacarideos foram separados por centrifugacdo a 2058 g durante 10
minutos com posterior secagem em estufa a 40 °C por 24 horas (CHEN et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2016).

Os extratos de polissacarideos brutos secos foram macerados com auxilio de um
almofariz e pistilo, a fim de se obter um pd, que foi armazenado em dessecador para
usos futuros. Os célculos de rendimento foram realizados em base seca para os dois
métodos de extragdo. Assim foram obtidas 6 amostras diferentes de polissacarideos,
divididas por locais de coleta dos frutos e método de extracdo. Sendo os locais de
coleta Assis (A), Goncalves (G) e Taruma (T) e os métodos de extracdo convencional
(C) e assistido por ultrassom (U), foram obtidas as amostras denominadas AC, AU,
GC,GU, TCe TU.

O rendimento dos extratos foi calculado através da equacdo 1, onde R
corresponde ao rendimento, Mg corresponde a massa seca de polpa de gravata e Me
corresponde a massa seca de extrato obtido apds a extracao.

R (%) = 52—83 x 100% 1)

4.2.3. CARBOIDRATOS TOTAIS

Para a determinacdo de carboidratos totais foi utilizada a metodologia Fenol-
Sulfarico descrita por Dubois et al. (1956) com modificacdes. A metodologia consiste
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na desidratacdo de acgucares simples, polissacarideos e seus derivados pela acido
sulfirico com posterior complexacdo dos produtos formados com o fenol. Apés a
desidratacdo as pentoses formam o furfural, enquanto as hexoses formam o
hidroximetilfurfural (HMF).

Primeiramente foi contruida uma curva de calibracdo de D-glucose, para isso
foram feitas solugbes de D-glucose em agua destilada nas concentragdes 0, 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 pg/mL, 1 mL de cada amostra foi pipetada para tubos
de ensaio, onde posteriormente foram adicionados 1 mL de solucéo fenol 5% e 5 mL
de &cido sulftrico. Os tubos foram homogeneizados em vortex e suas absorbancias
foram lidas no comprimento de onda de 480 nm. A equacgao da curva de calibracao foi
y = 0,0094x + 0,0158 com coeficiente de correlagdo R? = 0,9971. Foram preparadas
solucbes de carboidratos na concentracdo de 100 pg/mL. Aliquotas de 1 mL das
amostras foram transferidas para tubos de ensaio, onde foram adicionados
posteriormente 1 mL de fenol 5% e 5 mL de acido sulftrico. Ap6s homogeneizacao as
absorbancias foram medidas no comprimento de onda de 480 nm.

4.2.4. COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Para a determinacdo dos compostos fendlicos totais foi utilizada a metodologia
descrita por Singleton e Rossi (1965), sendo utilizado o reagente Folin-Ciocalteau para
0 ensaio colorimétrico. A medi¢do de absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro
no comprimento de onda de 750 nm.

Primeiramente foi construida uma curva de calibracdo utilizando acido gélico
como padrao em concentracdes de 0 a 100 mg/L nas mesmas condi¢cdes de analise
das amostras. A equacao da curva de calibracao foi y = 0,0066x com coeficiente de
correlacdo de R? = 0,9902. As amostras foram solubilizadas em agua destilada na
concentracéo de 2,5 mg/mL. Em ambiente protegido de luz, foi adicionado a um tubo
de ensaio 0,5 mL da amostra, 5 mL de agua destilada e 0,25 mL do reagente Folin-
Ciocalteau. A mistura foi deixada em repouso por 3 minutos. Em seguida, foi
adicionado 1 mL de solugdo de Na2COs 10%, o tubo foi entdo homogeneizado em

vortex e deixado em ambiente escuro durante 1 hora até a leitura em
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espectrofotometro. As analises foram realizadas em triplicata para todas as amostras
e o0s teores de compostos fendlicos foram expressos em grama equivalentes de acido

galico por 100 gramas de amostra (g EAG/100g).

4.2.5. ACIDO ASCORBICO

A quantificacdo de acido ascorbico foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Souza (2007), que utiliza a reacdo do 2,6-diclorofenol indofenol (DCFI)
com o &cido ascorbico contido na amostra, com posterior leitura em espectrofotbmetro

no comprimento de onda de 520 nm.

Primeiramente foi criada uma curva de calibracdo utilizando acido oxalico 0,4%
como padrdo em concentracdes de 0 a 0,0595 mg/mL nas mesmas condicdes de
andlise das amostras. A equacao da curva de calibracdo foiy = 0,1963x + 0,0027 com
coeficiente de correlacdo de R? = 0,9983. Essa andlise foi realizada em 21 tubos de
ensaio, sendo 3 para o branco geral e 3 para cada amostra, AC, AU, GC, GU, TC e
TU. Os 3 tubos de cada amostra, contando o branco, foram divididos em um branco
da amostra, amostra 1 e amostra 2, por exemplo: Br (Branco do branco geral), B1 e
B2 (branco 1 e 2); ACh (Branco amostra AC), AC1 e AC2; AUp, AU1 e AUz; GCp, GC1 €
GC2; GUp, GU1 e GU2; TCp, TC1 e TC2; TUp, TU1 € TU2.

A preparagdo das amostras se deu solubilizando 0,1 g de p6 de carboidrato em
acido oxalico 0,4% em baldes volumétricos de 10 mL. Aliquotas de 1 mL dos extratos
de cada amostra foram pipetadas nos tubos b, 1 e 2, no tubo b também foi adicionado
9 mL de &gua destilada para ser usado como branco da amostra. O branco geral foi
feito com acido oxalico 0,4% no lugar dos extratos de polissacarideos, onde 1 mL de
acido oxalico foi adicionado aos tubos Bb, B1 e B2, sendo que o tubo By foi acrescido

de 9 mL de 4gua destilada.

Primeiramente o branco (Bb) foi utilizado para zerar o espectrofotdmetro, entao 9
mL de solu¢do DCFI foi adicionado ao tubo Bi1 que foi homogeneizado em vortex, com
posterior leitura de sua absorbéncia, em seguida o0 mesmo processo foi feito com o
tubo B2. ApGs as primeiras leituras foi adicionado pequenos cristais de acido ascorbico

aos tubos B1 e B2 que foram homogeneizados em vortex resultando em uma solucéo
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incolor, entdo foi realizada a leitura da absorbancia dos tubos B1 e B2 novamente. Foi
realizado o mesmo processo com todas as amostras. A leitura real das absorbancias
foi obtida subtraindo-se o valor da segunda leitura do valor da primeira. Os testes
foram realizados em triplicata para todas as amostras.

4.2.6. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A determinacdo da atividade antioxidante dos polissacarideos extraidos foi
realizada através da metodologia descrita por Kalantzakis et al. (2006) adaptada. Este
meétodo de determinacao consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical livre
DPPH * (2,2-difenil-1-picrilhidrazil). O preparo da curva padrdo e das amostras foram
realizadas de acordo com Rufino et al. (2007). Primeiramente foram preparadas
solucbes de DPPH* 0,06 mM em alcool metilico nas concentrac¢des 0, 10, 20, 30, 40,
50 e 60 uM, em ambiente escuro a absorbancia das diferentes concentracdes foram
medidas no comprimento de onda de 515 nm. A equacdo da curva de calibragéo
obtida foi y = 0,0107x — 0,0099 com coeficiente de correlagdo R? = 0,9997. O preparo
das amostras foi realizado adicionando alcool metilico 50%, acetona e agua destilada
na proporcao 2:2:1. Primeiramente foi adicionado o alcool metilico na amostra, com
posterior homogeneizacéo e repouso por 60 min. Apds o repouso, a amostra foi levada
para centrifugacéo a 2058 g por 15 minutos, o sobrenadante foi coletado e adicional
a um baldo volumétrico. ApGs a retirada do alcool metilico 50%, foi adicionada a
acetona a amostra com posterior homogenizacéo e repouso por 60 min. Passados os
60 minutos, as amostras foram levadas para centrifugacdo a 2058 g por 15 min, o
sobrenadante foi coletado e adicionado ao mesmo baldo do alcool metilico, que foi
completado até o menisco com agua destilada e homogeneizado. Foram preparadas

solugdes com trés concentracdes diferentes (5, 10 e 15 mg/mL).

Ap6s o preparo das amostras, foi realizada a determinagdo da atividade
antioxidante. Para isso, 1 mL da solucdo de 15 mg/mL foi adicionado a 4 mL da
solucdo de DPPH" 0,6 mM, as amostras foram homogeneizadas em vortex e deixadas
no escuro pelo periodo de 25 minutos. Apds isso, a absorbancia foi medida no

comprimento de onda de 515 nm. Uma amostra controle sem polissacarideos foi
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preparada e teve sua absorbancia medida da mesma forma. Os valores de
absorbancia foram convertidos em porcentagem de atividade antioxidante (AA) pela
equacao 2, onde Abs controle é a absorbéancia obtida do controle e Abs amostra é a

absorbéancia obtida da amostra.

AA = (Abs controle—Abs amostra) x 100 (2)

Abs controle

A quantidade de antioxidante necessaria para reduzir a concentracdo inicial de
DPPH* pela metade, ou seja, concentracdo eficiente (CEso) foi determinada
graficamente. A absorbancia das amostras de 5, 10 e 15 mg/mL foi medida a 515 nm,
para isso, 1 mL de amostra foi adicionado a 4 mL de solucdo DPPH* 0,06 mM com
posterior homogeneizagdo. As medidas foram tomadas nos tempos 0 e 25 min.
Utilizando a curva de calibracdo e as absorbancias medidas foi calculado a
concentracdo de DPPH" das amostras nos tempos 0 e 25 min. A porcentagem de
DPPH'® remanescente foi calculado a partir da equacao 3, onde [DPPHzs] corresponde
a concentracao de DPPH' apds 25 minutos de reagdo com as amostras e [DPPHyo]

corresponde a concentracao inicial de DPPH".

[DPPH t25]

[DPPH t0] x100 (3)

DPPHremanescente =

Foram plotados graficos a partir da concentragdo das amostras (mg/mL) versus
porcentagem de DPPH' remanescente, e pela equacdo de regressao linear dos
graficos foram utilizados para se obter os valores de CEso para cada amostra de

polissacarideo.

4.2.7. ANALISE ESTATISTICA
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Os resultados obtidos a partir do delineamento experimental foram avaliados com
5% de significancia. As determinagcfes analiticas foram expressas como média *
desvio padrao de trés repeticdes e foram comparadas pelo teste de Tukey por andlise
de variancia (ANOVA). Todos os célculos foram realizados em base seca.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. UMIDADE

Na Figura 3 pode-se observar as porcentagens de umidade encontradas nas
polpas de gravatas de frutos colhidos em diferentes locais. E possivel verificar que os
gravatas da cidade de Tarumd — SP apresentam uma porcentagem menor de

umidade.

Umidade da polpa dos frutos de gravata

Taruma (c) -69,68

Amostras

st | ::

65,00 70,00 75,00 80,00 85,00 90,00
Umidade (%)

Figura 3: Umidade (%) das polpas dos frutos de gravata colhidos em trés cidades diferentes.
Valores médios (n=3) + desvio padrdo. Letras diferentes entre parénteses apds os nomes das amostras

indicam diferenca estatistica (Teste de Tuckey p < 0,05).

Em estudos de fenologia do género Bromelia, Cariolatto (2019) encontrou
exemplares de Bromelia balansae Mez. em diferentes locais de coleta com diferentes

caracteristicas fisicas, como por exemplo, tamanho do fruto, nimero de frutos por
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cacho e taxa de solidos solluveis. Essas diferencas podem ser observadas nos frutos
colhidos nas trés cidades diferentes (Figura 4). Filippon (2009) trabalhando com a
espécie Bromelia antiacantha Bertol., também encontrou diferencas fisicas entre os
individuos, sendo elas no tamanho do broto, tamanho das folhas, numero de frutos e

tamanho dos frutos.

Figura 4: Frutos de gravata colhidos em Assis (A), Gongalves (B) e Taruma (C) (Fonte: O autor).

As mudangas climaticas entre as diferentes regibes afetam as plantas e
consequentemente seus frutos, isso pode justificar as diferencas de umidade entre os
gravatas de diferentes locais de coleta. Evaristo et al. (2017) encontrou diferencas nas
umidades encontradas no endocarpo e mesocarpo de macaubas coletadas em trés

regides diferentes do estado de Minas Gerais. Foram obtidos os valores de umidade
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43,61% para frutos nativos da regido central do estado (Sete Lagoas), 38,33% e
46,77% para frutos das regides norte (Montes Claros) e Zona da Mata (Acaiaca)
respectivamente. As regibes de Sete Lagoas e de Acaiaca apresentam a mesma
classificacdo climatica, clima temperado imido com inverno seco e verdo umido (Cwa)

isso pode explicar os valores semelhantes de umidade nos frutos.

Os gravatas coletados em diferentes locais com diferentes classificacfes
climaticas apresentaram diferencas estatisticas no valor de umidade da polpa, sendo
os gravatas de Taruma — SP os exemplares com menor porcentagem de umidade e
os gravatas de Goncalves — MG com a maior. Essa diferenca pode ser explicada
devido a variag6es climaticas e do solo encontradas em cada regido de coleta e, ainda,
devido a possiveis diferencas no periodo de maturacdo dos frutos.

5.2. OTIMIZACAO DA EXTRACAO DE POLISSACARIDEOS

No processo de extracdo assistida por ultrassom, trés parametros podem
influenciar o rendimento de polissacarideos: poténcia, tempo e razao
amostra/solvente. Na Tabela 3 sdo apresentadas as variaveis independentes
utilizadas no delineamento e o rendimento (%) obtido em cada experimento. A anélise

de variancia (ANOVA) do delineamento estédo presentes na Tabela 4.

Tabela 3: Variaveis e resultados do delineamento Box-Behnken na extracéo de polissacarideos.

Variaveis Potén Razao )
_ . _ Tempo Rendimen
Experimento Codificadas cia _ amostra/solvente
(min) to (%)
(W) (g/mL)
X1 X2 X3
1 O 0 O 100 7,5 0,06 11,38
2 1 -1 O 150 5 0,06 14,47

3 o 1 -1 100 10 0,05 13,07
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14,03
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17,05
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20,98
20,06
15,95
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18,03
16,45
14,06

16,29
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28 -1 0 1 50 7,5 0,07 14,11
29 -1 1 O 50 10 0,06 20,25

30 O 0 O 100 7,5 0,06 14,73

Tabela 4: Analise de variancia do modelo.

Fonte GL Somados - Quadrado Valor-F Valor-P
Quadrados Médio

Modelo 9 0,02 0,002 1,72 0,15

X1 (Poténcia) 1 0,0003 0,0003 0,29 0,595

X2 (Tempo) 1 0,002 0,002 1,31 0,265

X3 (Razéo) 1 0,00003 0,00003 0,02 0,880

X12 1 0,002 0,002 1,53 0,231

X22 1 0,003 0,003 1,08 0,311

X3? 1 0,0007 0,0007 0,59 0,450

X1.X2 1 0,001 0,001 1,12 0,302

X1.X3 1 0,00003 0,00003 0,02 0,883

X2.X3 1 0,01 0,01 9,30 0,006

Erro 20 0,02 0,001

Falta de

Ajuste 3 0,005 0,002 1,65 0,215

Erro Puro 17 0,02 0,001

Total 29 0,04

R?=0,437

R? ajustado = 0,1836
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Segundo Maran e Priya (2014), a relacdo entre amostra/solvente tem grande
efeito sobre a extragdo. Quanto maior a quantidade de solvente utilizado maior sera a
extracdo, pois a area de contato entre a amostra e o liquido € maior, fazendo com que
0s polissacarideos se dissolvam completamente no solvente. Porém, quando essa
relacdo chega a um limite, o rendimento da extracdo pode diminuir, pois quanto mais
solvente, menor sera a taxa de energia que o ultrassom consegue transferir para a

amostra.

Uma maior poténcia do ultrasom afeta positivamente o rendimento final da
extracdo, até um limite, pois os resultados obtidos passaram a diminuir. Chen et al.
(2015) obteve resultados que indicam um maior rendimento na extracdo de
polissacarideos quanto maior a poténcia do ultrassom, pois quanto maior a forca
ultrassénica mais as células vegetais se rompem, liberando seus componentes no
solvente. Porém uma poténcia muito alta pode causar a hidrélise dos polissacarideos
devido a alta intensidade da cavitacdo gerada pelo ultrassom, resultando em menor

rendimento da extracéo.

A eficiéncia da extracdo de polissacarideos aumenta conforme o tempo do
processo, pois 0 numero de micro bolhas criadas pelo ultrassom aumenta o processo
de cavitacdo provocando a disrup¢do das células e permitindo que o solvente entre
em contato com o composto desejado. Porém um elevado tempo de extracdo pode
causar uma reducao no rendimento, causado pelo aquecimento da amostra, além da
exposicao excessiva ao ultrassom poder causar uma destruicdo estrutural e
decomposicdo dos polissacarideos fazendo com gque a amostra libere substancias
insoltveis no solvente. (MARAN; PRIYA, 2014; MARAN; MEKALA; MANIKANDAN,
2013).

A partir da analise do delineamento Box-Behnken realizado variando-se os
parametros obteve-se o0s resultados expressos nos graficos de contorno (Figura 5A)

e superficie (Figura 5B).

De acordo com a Figura 5A, observa-se que para relagbes amostra/solvente
menores (abaixo de 0,06 g/mL aproximadamente), o aumento do tempo de extragao
diminui o rendimento de extracdo, enquanto que para valores superiores a 0,06 g/mL,

0 aumento do tempo de extracao tende a aumentar o rendimento de extracao.



40

A partir da Tabela 3, determinamos os maiores e menores valores de rendimento
encontrados no delineamento, onde é possivel observar que os melhores resultados
foram encontrados nos experimentos 23, 13, 15, 21 e 16, nesta ordem, e 0S menores
valores nos experimentos 8, 1, 3, 9 e 4, nesta ordem. O maior valor de rendimento
encontrado foi de 25,12% no tratamento 23 (100 W, 10 min e 0,07 g/mL), enquanto o
menor valor encontrado foi de 11,08% no tratamento 8 (100 W, 5 min e 0,07 g/mL).
Comparando-se esses dois tratamentos observa-se que o aumento do tempo de
extracdo aumentou o redimento da extragdo. O maior valor de rendimento encontrado
€ superior ao encontrado por Lima e Portari (2019), que encontraram 17,89% de
carboidratos totais em polpa de frutos de gravatas colhidos no municipio de Monte
Alto — SP através do calculo de diferenca entre 100 e a soma das porcentagens de

umidade, proteinas, lipidios e cinzas.
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A Gréfico de Contorno de Rendimento (%) versus Razdo (g/mL); Tempo (min)
0,070

Rendimento

u < 150
W 150 - 165
W 165 - 180
180 - 195

19,5 - 210
W 210 - 225
W 225 - 240
™ > 240

Fixar Valores
Poténcia (W) 100

Razdo (g/mL)

7 8
Tempo (min)

B Gréfico de Superficie de Rendimento (%) versus Razdo (g/mL); Tempo (min)

Fixar Valores
Poténcia (W) 100

225
Rendimento (%) 200

175 Qo7

15,0
06
Razdo (g/ml)

73 0,05
Tempo (min)

Figura 5: Graficos de contorno (A) e superficie (B) de rendimento (%) versus razdo massa/volume
(g/mL); tempo (min) com poténcia fixada em 100 W.

A partir da andlise de variancia dos resultados do delineamento experimental
verificou-se que o modelo testado ndo se ajustou aos dados para um nivel de
significancia p < 0,05. O delineamento resultou em um modelo polinomial de segunda
ordem com a equacdo Rendimento = 128,9 + 0,072*X1 — 12,87*X2 — 2329*X3 —
0,000591*X12 + 0,224*X2? + 10571*X3? + 0,01026*X1*X2 — 0,36*X1*X3 + 148,0*X2*X3
(R2 = 0,437).

Mesmo com o delineamento ndo apresentando nivel de significancia, para as

analises seguintes, foram utilizados os parametros de poténcia do ultrassom de 100
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W, tempo de 10 min e razdo amostra/solvente igual a 0,07 (g/mL), pois os resultados

convergiam para esses valores.

5.3. RENDIMENTO DAS EXTRACOES

A Tabela 5 demonstra o rendimento da extragdo de polissacarideos obtidos de
cada amostra. E possivel verificar que ndo houveram diferencas significativas entre
0s métodos de extracdo, apenas para as amostras de Gongalves — MG, indicando que
ambas metodologias podem ser utilizadas para a obtencéo de polissacarideos, porém
a extracdo assistida por ultrassom demanda menos tempo e preserva mais as

amostras de polissacarideos, devido a temperatura de extragdo ser menor.

Tabela 5: Rendimento (%) de polissacarideos obtido pelos diferentes métodos de extracéo.

Método de Extracao*

Amostra Convencional Ultrassom
Assis 10,84 £ 2,79 @ 10,91+0,58 2
Goncalves 6,20 +0,93° 12,26 2,62
Taruma 14,07 +2,87 2 15,21 +4,102

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

**|_etras iguais na mesma linha indicam que ndo héa diferencga estatistica (Teste de Tuckey p <
0,05).

Foi verificado em estudo que nas mesmas condi¢cdes de temperatura e tempo, a
extracdo convencional de polissacarideos apresentou resultados 1,6 vezes menores
que a extracdo assistida por ultrassom, porém a diferenca foi reduzida quando o
periodo de tempo em que a amostra foi submetida a extracdo convencional aumentou
(OLIVEIRA et al., 2016).

Maran, Mekala e Manikandan (2013) encontraram um rendimento de
polissacarideos de 16,04 £ 0,53 % na polpa de abobora-cheirosa (Cucurbita
moschata), Chen, et al. (2015) obtiveram 3,13 + 0,07 % de rendimento de



43

polissacarideos na polpa de amora (Morus alba), o cornel japonés (Cornus officinalis)
apresentou 9,29 + 0,31 % de polissacarideo em sua polpa (YOU; YIN; ZHAO, 2013)
e o fruto de Camptotheca acuminata apresentou um rendimento de polissacarideos
de 6,81 + 0,04 % (SUN, et al., 2019). Analisando os resultados obtidos é possivel
determinar que o fruto do gravata é uma boa fonte de polissacarideos de origem néo

convencional.

5.4. ANALISE DOS POLISSACARIDEOS EXTRAIDOS

As andlises de carboidratos totais, compostos fendlicos, acido ascorbico e
atividade antioxidante resultaram nos valores expressos na Tabela 6.

Tabela 6: Resultados das analises de carboidratos totais (%), compostos fendlicos totais (g
EAG/100g), acido ascérbico (mg/100g), atividade antioxidante na concentracéo de 15 mg/mL e valores

de ICso (Mg/mL) da porcéo polissacaridea extraida da polpa de gravata.

. Compostos Acido Atividade
Carboidratos N o o CEso
Amostra _ Fendlicos (g Ascorbico Antioxidante
Totais (%) (mg/mL)
EAG/100g) (mg/100g) (%)

. 19,28 +

AC 87,33 +3,37 3,44+0,05> 0,06+0,03° 62,17 +0,91¢ 0.18°
14,17 +

AU 91,81 +2,192 3,54+0,04% 0,06 +0,01° 93,16 +0,172 0.5
16,00 +

GC 57,97 +1,06° 1,39+0,03¢ 0,10+ 0,01 62,00 + 2,98¢ 0.36b
15,08 +

GU 42,57 +1,14¢ 2,82+0,03° 0,17+0,03% 60,25+ 1,551 0.13b¢
14,71 +

TC  74,73+6,46° 3,44+0,15° 0,14 +0,02® 68,46 + 0,72° 0.7
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14,28 +
0,02°¢

TU 73,85+ 3,32 3,66+0,042 0,19+0,012 86,05+ 0,48°

*Valores médios (n=3) * desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam que ha

diferenga estatistica (Teste de Tuckey, p < 0,05).

5.4.1. CARBOIDRATOS TOTAIS

Observando a Tabela 6 é possivel notar que para as amostras de Assis — SP e
Taruma — SP o0 método de extracdo ndo afetou a quantidade de carboidratos totais,
porém as amostras de Gongalves — MG diferiram entre si de acordo com 0 método

utilizado para a extragao.

Os maiores valores de carboidratos totais foram encontrados nos gravatas
coletados no municipio de Assis — SP indicando um maior valor de polissacarideos
encontrados. Os gravatas do municipio de Gongalves — MG apresentaram 0s menores
valores de polissacarideos, principalmente nas amostras obtidas pela metodologia de

extracao assistida por ultrassom.

O clima do local, os nutrientes encontrados no solo e umidade relativa do ar
diferentes podem resultar em diferentes composi¢des para a mesma espécie de fruto.
Em ambientes frios os compostos fotoassimilados pela fotossintese nédo séo
totalmente direcionadas ao crescimento vegetal, assim, existe um aumento na
concentracéo destes solutos no citoplasma, estabilizando o equilibrio termodinamico
e diminuindo o estresse pela desidratacdo ocasionada pelo frio. Da mesma forma,
alteracdes na composicdo dos carboidratos presentes na parede celular estdo

relacionadas com a protecao ao frio (CARVALHO, 2012).

A regiéo de Gongalves — MG é consideravelmente mais fria do que as regides de
Assis — SP e Tarumd — SP, podendo ser uma das causas do menor valor de
polissacarideos na polpa do gravata. A regido de Assis — SP é a mais quente dentre
as regides escolhidas para a coleta das amostras, 0 que pode promover um maior

acumulo de polissacarideos na polpa dos frutos colhidos nessa localidade. =
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A diferenca entre a extracdo convencional e a extracdo assistida por ultrassom
nas amostras de Goncalves — MG podem ser explicadas devido ao clima mais frio da
regido que possivelmente promoveu uma formacgéo de polissacarideos diferente das
demais, e com o ultrassom as estruturas quimicas desses polissacarideos podem ter
sido quebradas, resultando em um menor valor de carboidratos totais. Porém nas
amostras de Assis — SP e Taruma — SP ambos os métodos de extracdo podem ser

aplicados para se obter polissacarideos.

Utilizando o método fenol-sulfarico, Zhu et al. (2012) obtiveram o valor de
carboidratos totais de 42,3% em cogumelos Lentinnus edodes, enquanto Caldas et al.
(2015) testando néctares de suco de uva encontraram 13,78% e 15,07% em duas
amostras diferentes. Souza et al. (2011) determinaram o teor de carboidratos totais
em residuos de polpa de frutas tropicais e encontraram 27,98% em goiaba, 10,76%
em acerola, 9,54% no abacaxi, 12,99% na graviola, 9,14% no bacuri e 0,6% no
cupuacgu. Assim, os extratos brutos de polissacarideos extraidos da polpa do gravata
apresenteram elevados valores de carboidratos totais, indicando que, independente

do tipo de extracdo, o processo foi eficiente.

5.4.2. COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Regides com elevadas taxas de incidéncia de raios solares promovem uma
geracdao de radicais livres nas plantas, essa condicdo pode favorecer a biossintese de
compostos com propriedades antioxidantes como, por exemplo, compostos fendélicos
e carotenoides (LIMA et al., 2007). As frutas apresentam quantitativa e
qualitativamente, composi¢des variadas de polifenbis em funcao de fatores intrinsecos
(cultivar, variedade, estadio de maturacdo) e extrinsecos (condicbes climaticas e
edaficas) (MELO et al., 2008). Diferentes regides possuem diferentes taxas de
incidéncia solar, condicoes climaticas e edéficas o que resulta em diferentes
guantidades de compostos fendlicos presentes nos frutos de gravata, como pode ser

observado na Tabela 6.

As amostras de polissacarideos com maior quantidade de compostos fendlicos

sao dos frutos de gravata das cidades de Taruma — SP e de Assis — SP. Os frutos da
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cidade de Goncalves — MG apresentaram as menores concentracdes de compostos
fendlicos independente do método de extracao utilizado. No entanto, é possivel notar
gue as amostras de Taruma — SP e de Gongalves — MG foram bastante influenciadas
pelo método de extracdo, sendo o método utilizando ultrassom mais eficaz na
extracdo dos compostos fendlicos. Os compostos fenodlicos estdo presentes nos
vegetais na forma livre ou ligados a alguma molécula, como acucares (glicosilados),
ésteres (esterificados), amidos (amidados) e hidroxilas (hidroxilados). No caso dos
compostos fendlicos glicosilados, muitos parametros podem influenciar na eficiéncia
da extracdo dependendo do tipo de acucar ligado. O tempo e a temperatura expostos
a amostra podem influenciar na degradacao ou hidrolise do glicosideo que o composto
fendlico estd ligado, afetando assim sua extracdo e quantificacdo (SPOLADORE,
2014). A extragado convencional expde as amostras a uma temperatura elevada por
tempo superior comparada a extracdo por ultrassom, o que pode ter afetado a
guantidade final de compostos fendlicos pela degradacdo dos glicosideos e dos

compostos fendlicos livres.

Compostos fendlicos tendem a ser hidrosoluveis, pois sdo frequentemente
encontrados ligados a acucares, sendo chamados de glicosideos, como por exemplo
a lignina que é encontrada ligada a celulose. Acidos fenolicos podem ser encontrados
ligados a lignina combinados em grupos ésteres ou na fracdo soltvel em &lcool do
tecido vegetal na forma de glicosideos. Flavondides sdo compostos fendlicos
majoritariamente sollveis em agua e geralmente sdo encontradas na forma de
glicosideos, os flavondides podem ser enconcontrados em varias combinacfes
glicosidicas diferentes (HARBORNE, 1973).

Aumentar a temperatura de extracdo pode causar uma maior difusdo dos
polissacarideos e outras moléculas no solvente aquoso. Porém aumentar muito a
temperatura pode diminuir a eficacia da extracdo, devido a despolimerizacdo da
cadeia de carboidratos. As extracdes com menor calor facilitam a obtencdo de
compostos fendlicos com alta capacidade antioxidante (SKENDERIDIS et al., 2016;
OLIVEIRA et al., 2016). O aumento da concentracdo de compostos bioativos pode ter
sido resultado da intensa transferéncia de massa causada pelo processo de cavitagcao
gerado pela sonicacédo, o que facilita o fluxo de solvente no interior dos tecidos
vegetais, melhorando a extracdo (OLIVEIRA et al., 2016). Visto isso podemos concluir

gue apesar dos extratos polissacarideos dos frutos de Assis — SP obtidos através da
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extragcdo convencional apresentarem maior quantidade de carboidratos totais, os
compostos fendlicos totais presentes séo inferiores aos encontrados nas amostras de
Taruma — SP obtidos através da metodologia de extracdo assistida por ultrassom,
possivelmente causada pela queda na eficacia da extracdo de tais compostos devido
a temperatura elevada na extracdo convencional.Analisando frutos do Cerrado, Silva
(2010) obteve o valor 2,474 g EAG/100g de compostos fendlicos na polpa, 1,3 g
EAG/100g na casca e 0,152 g EAG/100g nas sementes de gravatas coletados em
Campo Grande — MS. Assim, é possivel deduzir que a maior por¢cdo de fendlicos

encontrados em frutos de gravatas estdo ligados a fracdo de polissacarideos.

Analisando polpa de goiaba, Haida et al. (2015) encontraram 0,113 g EAG/100g
na polpa com sementes, Silva (2010) obteve o valor de 0,801 g EAG/100g para frutos
de araca. Souza, Vieira e Lima (2011) analisando residuos de frutos tropicais,
obtiveram 0,025 g EAG/100g em residuos de goiaba, 0,248 g EAG/100g em residuos
de acerola, 0,009 g EAG/100g em residuos de abacaxi, 0,019 g EAG/100g em
residuos de graviola e 0,005 g EAG/100g em residuos de cupuagu.

De maneira geral, os polissacarideos encontrados na polpa dos frutos de gravata
apresentam quantidades elevadas de compostos fendlicos, se mostrando uma boa
fonte desses compostos.

5.4.3. ACIDO ASCORBICO

O acido ascorbico é um composto com potencial antioxidante muito pesquisado
pois é muito sensivel a diversas condicfes de processamento e armazenamento. A
degradacéo da vitamina C pode ser relacionado com pH, luz, contato com oxigénio e
temperatura (GABAS; ROMERO; MENEGALLI, 2003). Na Tabela 6 pode-se observar
as concentragfes de acido ascorbico encontradas nas amostras de polissacarideos

de gravata.

Os valores de acido ascorbico foram inferiores aos encontrados por Freitas
(2019), que encontrou 48,34 mg/100g de acido ascoOrbico na polpa de gravatas
enquanto Krumreich et al. (2015) encontrou o valor de acido ascérbico de 60,01

mg/100g na polpa de frutos de Bromelia antiacantha Bertol. Assim, é possivel deduzir
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gue o acido ascorbico presente na polpa do fruto de gravata nao esta ligado aos seus
polissacarideos, sendo assim, o processo de extracdo de polissacarideos ndo extraiu

pacido ascorbico.

5.4.4. CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Os valores de atividade antioxidante encontrados utilizando a metodologia de

captura dos radicais DPPH podem ser observados na Tabela 6.

O CEso indica a concentracdo capaz de reduzir a concentracdo de DPPH na
amostra em 50%, ou seja, quanto menor o CEso maior serd a atividade antioxidante
da amostra analisada. E possivel notar que para os polissacarideos de Assis — SP
houve uma diferenca entre os métodos de extracdo, o que nao foi observado para as
amostras dos municipios de Gongalves — MG e Taruma — SP. No caso em que houve
diferenca entre as metodologias de extracdo, o método de extracdo assistido por

ultrassom se mostrou mais eficiente para preservar os compostos antioxidantes.

O maior valor encontrado foi na amostra de Assis — SP submetida a extracao
assistida por ultrassom, seguida pela amostra de Taruma — SP que passou pelo
mesmo processo. A atividade sequestradora de radical livre dos compostos fendlicos
nao depende apenas da capacidade de formar um radical fenoxil, mas também na
estabilidade do radical fenoxil. Compostos fendlicos com substituintes que podem
estabilizar os radicais fenoxil possuem maior capacidade antioxidante. Estudos em
lignina indicam que nos compostos fendlicos, o grupo hidroxila livre é essencial para
a atividade antioxidante. A lignina apresentou valores de ICso menores que 0S
antioxidantes comerciais (PAN, et al., 2006; OLIVEIRA, et al.,, 2019). Os acidos
fendlicos possuem um anel benzénico, um agrupamento carboxilico e um grupo
hidroxila e/ou metoxila isso os torna compostos com propriedades antioxidantes pois

possuem a capacidade de sequestrar os radicais livres (SOARES, 2002).

Os extratos que apresentaram maiores valores de compostos fenélicos (Assis —
SP e Taruma — SP obtidos através de extracdo assistida por ultrassom), apresentaram

0s menores valores de ICso, ou seja, maior capacidade antioxidante, devido a maior
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extracdo e preservacado dos compostos fenolicos presentes nos polissacarideos do

fruto de gravata.

Yang et al. (2013) realizaram a extracdo dos polissacarideos brutos de Opuntia
dillenii utilizando a metodologia de extracdo assistida por ultrassom, e avaliando os
polissacarideos extraidos quanto a atividade antioxidante foi encontrado um valor de
ECso de 408,32 pg/mL em amostras com 90,12% de pureza. Chen et al. (2003)
obtiveram uma porcentagem inibitéria de 61,6% em polissacarideos extraidos de chi
verde. Em frutos de Medemia argun, Mohammed et al. (2020) encontraram um ICso
de 5,17 mg/mL nos polissacarideos extraidos. Krumreich et al. (2015) encontraram
178,56 mg equivalentes ao trolox/100g ao analisar os compostos antioxidantes da
polpa de Bromelia antiacantha Bertol.

Os polissacarideos extraidos das polpas de gravatas apresentam significativa
capacidade antioxidante, principalmente as amostras extraidas pela metodologia
assistida por ultrassom.

6. CONCLUSOES

O clima de diferentes locais de coleta pode afetar a composicéao final dos frutos,
desde a umidade da polpa até o rendimento dos carboidratos e 0s compostos

bioativos encontrados.

As fracbes polissacarideas obtidas apresentaram elevada quantidade de
carboidratos totais, principalmente as amostras extraidas dos gravatas coletados no
municipio de Assis — SP, o0 que indica que os métodos de extracdo foram eficientes.

Os frutos da cidade de Taruma — SP apresentaram 0S menores valores de
umidade da polpa e os maiores valores de compostos fendlicos, indicando que talvez
a quantidade reduzida de agua no fruto promoveu uma maior biossintese dos

compostos bioativos.

O uso de ultrassom na extracéo de polissacarideos gerou bons rendimentos com

tempo menor de processamento, além disso os polissacarideos obtidos por essa
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metodologia apresentaram maiores valores de compostos fendlicos totais e atividade

antioxidante.

Os polissacarideos da polpa de gravata se mostraram fontes interessantes de
compostos antioxidantes, visto que o fruto esta amplamente presente no territorio
brasileiro, seus polissacarideos poderiam ser uma boa fonte de aditivos alimentares,

farmacéuticos ou cosméticos.
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