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“Sonhe com aquilo que vocé quer ser,
porque vocé possui apenas uma vida
e nela s6 se tem uma chance

de fazer aquilo que quer.

Tenha felicidade bastante para fazé-la doce.
Dificuldades para fazé-la forte.

Tristeza para fazé-la humana.

E esperanca suficiente para fazé-la feliz.

As pessoas mais felizes ndo tém as melhores coisas.
Elas sabem fazer o melhor das oportunidades
que aparecem em seus caminhos.

A felicidade aparece para aqueles que choram.

Para aqueles que se machucam

Para aqueles que buscam e tentam sempre.

E para aqueles que reconhecem

a importancia das pessoas que passaram por suas vidas”.

Clarice Lispector
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RESUMO

A pitanga (FEugenia uniflora) ¢ uma espécie originaria do Brasil cultivada
comercialmente em varios estados do Nordeste brasileiro que tem a polpa integral
congelada e o suco como suas principais formas de comercializagdo. Apesar de todo
potencial bioativo reportado na literatura cientifica, sua utilizagdo tecnologica € restrita
e a fruta ¢ desconhecida em grande parte do territorio brasileiro. Assim, o presente
trabalho avaliou as caracteristicas fisico-quimicas, bioativas e a funcionalidade da
pitanga vermelha e roxa desidratadas por liofilizagao e atomizagdo por spray (110, 130
e 150 °C, com 5, 10, 15 € 20% de goma Arabica). Inicialmente o trabalho apresenta o
impacto causado pelos processos de secagem, que influenciaram a composigdo fisico-
quimica e reten¢do de compostos bioativos. Ficou evidenciado que as polpas de pitanga
desidratadas apresentaram concentragdes substanciais de compostos fenolicos totais,
antocianinas, carotenoides e acido ascorbico. Com base nos resultados obtidos nessa
etapa de estudo, além das polpas frescas de pitanga vermelha e roxa e dos pos

liofilizados, os grupos atomizados a 130 °C com 5, 10, 15 e 20 % de goma aradbica



foram selecionados para o estudo subsequente. Os grupos selecionados apresentaram
altas concentracdes de acidos fenolicos, flavonoides, cianidinas, proantocianidinas e
acido elagico. Foi verificada, de maneira inédita, a presenca dos acidos protocatecuico e
p-cumarico em polpa fresca e desidratadas da pitanga vermelha, além de ter sido
demonstrado o potencial corante e o teor de proantocianidinas em polpa de pitanga roxa
fresca e desidratada. As polpas frescas e desidratadas de ambas as pitangas
demonstraram multifuncionalidade por apresentarem atividade antimicrobiana contra S.
aureus ¢ atividade antienzimatica in vitro contra alfa-amilase, alfa-glicosidase e lipase,
que constituem enzimas-chave do metabolismo digestivo. A terceira e ultima parte desta
tese abordou a investigacdo dos efeitos das polpas de pitangas vermelha e roxa
desidratadas sobre o envelhecimento e doencas degenerativas utilizando o modelo in
vivo C. elegans. Os extratos de pitanga foram capazes de favorecer genes importantes
das vias de ativacao/inibicao do estresse oxidativo e térmico (p<0,05). Os extratos de
pitanga estenderam o tempo de vida de C. elegans em nematodeos do tipo selvagem N2
(p<0,05). Os resultados obtidos também revelaram que a paralisia induzida pelo
peptideo amiloide B;.4; associada a doenca de Alzheimer e a indugdo dopaminérgica
associada ao mal de Parkinson foram significantemente atenuadas apds o tratamento

com os extratos de pitanga.

Palavras-chaves: frutas tropicais, flavonoides, Parkinson, Alzheimer, modelos animais.
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ABSTRACT

Pitanga is a Brazilian native fruit species grown in several states for commercial
purposes and it is mainly processed and marketed as frozen pulp and fruit juice.
Despite its great bioactive potential already reported in the literature, the technological
uses of pitanga are limited and the fruit is virtually unknown in great part of the
Brazilian territory. Therefore, the objective of this study was to investigate the
physicochemical characteristics, bioactive compounds and the functional attributes of
spray dried (110 °C, 130 °C and 150 °C, with the addition of 5%, 10%, 15% and 20% of
Arabic gum) and freeze dried red and purple pitanga pulps. The products were also
studied in regard to their ability to extend the lifespan, interfere into the oxidative stress
signaling pathways and affect the experimentally induced neurodegeneration (amyloid
1-42 aggregation induced paralysis and MPP+ induced Parkinson’s disease assay)
using the in vivo model Caenorhabditis elegans. Initially, the thesis presents the
physicochemical characterization and selected bioactive compounds of the fresh pulps,
spray dried and freeze dried pitanga (red and purple), and discusses the drying impact
on these attributes. It is shown that, despite the impact caused by drying, the dried fruit
pulps are relevant natural sources of phenolic compounds, carotenoids, anthocyanins
and ascorbic acid. Based on the results shown, the spray dried groups obtained at 130 °C
with the addition of 5%, 10%, 15% e 20% of Arabic Gum were selected for further
studies, along with the freeze dried pulps and fresh pulps. The selected groups were
analyzed in regard to their content of phenolic acids, flavonoids and ellagic acid. For the

first time in the literature, the protocatechuic acid and p-coumaric was detected in fresh



red pitanga pulp. Besides this, it was also shown the great colorant potential and
markable anthocyanidin content in fresh and dried purple pitanga pulp. Both fruits
presented muiltifunctionality in vitro, for their capacity of inhibiting alpha-amylase,
alpha-glycosidase and lipase, key-enzymes of digestive metabolism. Finally, the freeze
dried and spray dried pitanga powders were evaluated in regard to their ability to extend
the lifespan, combat the oxidative stress and protect against neurodegeneration in C.
elegans. Selected pitanga extracts were able to modulate important signaling genes
involved in the cascade of oxidative and thermal stress pathways (p<0.05). The pitanga
extracts were able to extend the lifespan of C. elegans wild type N2 (p<0.05). Our
results also demonstrated that worms treated with pitanga extracts had reduced paralysis
caused by amyloid B4, and also decreased MPP+ induced neurotoxicity. Therefore, it
is clear that the products developed here have multifunctional attributes with scientific,
commercial and technological potential. Overall, the results show that of red and purple
pitanga fruit pulps, fresh or dried, are outstanding sources of health relevant and high-
value compounds. The present thesis shows for the first time in the literature a
significant collection of data that can be used as biochemical and technological
rationales for the future exploitation of pitanga, an understudied exotic fruit that belongs

to the Brazilian biodiversity.

Keywords: tropical fruits, flavonoids, Parkinson’s disease, Alzheimer’s disease, animal

models.
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1 INTRODUCAO

Considerado um dos paises com a maior biodiversidade, o Brasil detém mais de
100.000 mil espécies de plantas distribuidas em diferentes biomas, incluindo uma
diversidade de frutas tropicais e exoéticas. Muitas delas ganharam popularidade e
atingiram os mercados interno e externo, entretanto uma fracdo permanece pouco
estudada (CORREIA et al., 2012).

Dentre elas, estd a pitanga (Eugenia uniflora), fruta tropical cultivada no
Nordeste, com sabor, aroma e aparéncia apreciados. O consideravel teor de vitamina A
e C, além da presenca de substancias biologicamente ativas, principalmente compostos
fenolicos (BAGETTI, et al., 2009, 2011; CELLI et al., 2011, MASSARIOLI et al.,
2013) e carotenoides (FILHO et al., 2008) fazem dessa fruta uma fonte de compostos
antioxidantes. Dada a qualidade sensorial e nutricional, os frutos da pitangueira sdo
aproveitados comercialmente pela industria alimenticia para producdo de polpa
congelada, sucos, licor, refresco em poO, soverte e aditivos para bebidas lacteas
(BAGETTI et al., 2011; BICAS et al.,, 2011). Contudo, a disponibilidade do fruto
apenas em determinadas estacoes do ano e sua alta perecibilidade, dificulta a
conservagao e¢ armazenamento da fruta in natura, j4 que depois de colhidas o tempo
maximo de durabilidade em temperatura ambiente sdo 24 horas (IPA, 2007). Nesse
aspecto, a desidratacdo ¢ apontada como um dos métodos apropriados para estender a
vida de prateleira e concentrar os compostos bioativos, sem comprometer suas
propriedades organolépticas e nutricionais (BENNETT et al. , 2011; CORREIA et al.,
2012: FUJITA et al., 2013).

Existe uma correlagdo cientificamente reconhecida dos compostos bioativos
presentes naturalmente em alimentos de origem vegetal e funcdes bioldgicas associadas

a manutenc¢ao da saude e prevengdo de doencas (JIMENEZ-GARCIA et al., 2013;

Kadtia Cristina Borges - Tese de doutorado — UFRN/PPGEQ
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FORBES-HERNANDEZ et al, 2014). Acredita-se que a atividade antioxidante
exercida pelos compostos bioativos, atua de forma direta como sequestradores de
radicais livres (JAYASENA et al., 2013), quelantes de metais capazes de catalisar a
peroxidacdo de lipideos (VALLS-BELLES et al., 2005) e em vias de sinalizagdo celular
(BUCHTER et. al., 2013). Todavia, a compreensdo dos mecanismos moleculares, os
quais induzem respostas fisiologicas e patologicas que modificam o sinal de transcri¢ao,
influenciam o destino celular e, consequentemente, afetam o desenvolvimento de
doencgas como cancer, cardioldgicas e neurodegenerativas ainda ndo foi completamente
elucidado (MA, 2010: KOSINSKA-CAGNAZZO et al., 2015).

Além das ja bem estabelecidas andlises in vitro, modelos in vivo tém sido
desenvolvidos com o objetivo de avaliar a funcionalidade de produtos naturais. Véarios
compostos fenolicos tém sido referenciados por modular vias de sinalizacdo e fatores de
transcricdo, provavelmente, por meio da interagdo com proteinas especificas,
fundamentais na cascata celular (EBRAHIMI et al., 2012: KOCH et. al., 2014). Entre
elas, a via de sinaliza¢do da insulina ¢ considerada uma das principais vias envolvidas
na sobrevivéncia celular, morte celular programada e neurodegeneracao (TULLET et
al., 2008; ZHOU et al., 2011; EBRAHIMI et al., 2012). Dentre os modelos in vivo, o
Caenorhabditis elegans ¢ apontado como sistema modelo central na pesquisa da
longevidade, estresse oxidativo (PIETSCH et al., 2009) e doencas neurodegenerativas
(LT et al 2013; KOCH et al., 2014). As caracteristicas morfoldgicas desse nematodeo,
tais como sua transparéncia, possibilitam que técnicas ndo invasivas de visualizagdao das
estruturas celulares e de transcritos marcados com proteinas fluorescentes, sejam
observadas durante sua embriogénese (KALETTA e HENGARTNER, 2006;
LABUSCHAGNE et al, 2013). Além dessas propriedades que o tornam

bioindicadores, apresentam outras caracteristicas tais como dimensdes reduzidas o que
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permite a realizacdo de ensaios em placas de poliestireno (ZHENG et al., 2012) e ciclo
de vida curto, composto por quatro estagios larvais e vida adulta que dura
aproximadamente 18 a 20 dias.

Assim, o presente trabalho apresenta dados relativos as caracteristicas fisico-
quimicas e funcionalidade dos compostos bioativos de duas variedades de pitanga
(Eugenia uniflora) desidratadas por liofilizacdo e atomizagdo por spray dryer, sobre a
longevidade e doencas neurodegenerativas utilizando o nematdédeo C. elegans como
modelo in vivo.

A tese encontra-se dividida em seis capitulos (Figura 1), iniciando pela presente
secdo, Introducio geral, a qual enfatiza os principais temas abordados na pesquisa; ¢
os trés capitulos seguintes abordam aspectos teoricos relevantes para o desenvolvimento
da pesquisa através de uma revisdo bibliografica, incluindo as metodologias utilizadas,
discussdo dos resultados e conclusdo parcial. Essa sequencia inicia com o Capitulo 2,
onde sdo apresentados os processos de secagem por liofilizacdo e atomizagdo, as
caracteristicas fisico-quimicas e a quantificagdo de compostos fenolicos, antocianinas e
carotenoides, cujos resultados servirdo como base para a definicdo dos melhores grupos
experimentais a serem utilizados nos estudos subsequentes, apresentados nos Capitulos
3 ¢ 4. O Capitulo 3 descreve o perfil fendlico e propriedades funcionais in vitro
(atividade antioxidante, antienzimatica e antimicrobiana) dos grupos selecionados no
capitulo 2. O capitulo 4 disserta sobre a funcionalidade da pitanga sobre vias de
sinalizagdo e fatores de transcri¢do ativados em resposta ao estresse oxidativo, tempo de
vida e neurodegeneracio induzida pela PB- amildide,.s ¢ MPP", utilizando C. elegans
como modelo in vivo. O Capitulo 5, por sua vez, descreve as conclusdes gerais do
estudo e por fim no Capitulo 6 encontram-se as referéncias bibliograficas consultadas

para o desenvolvimento do presente trabalho de pesquisa.

Kadtia Cristina Borges - Tese de doutorado — UFRN/PPGEQ



Capitulo 1

Introducio geral

26

Determinagao de
) ] Caracterizagdo N compostos
Capitulo 2 fisico-quimica bioativos
J
v y
Obtencao das polpas de Umidade;
pitanga vermelha e roxa pH;
’ Compostos
v Acidez; ] )
fenolicos totais;
Secagem por Aclcares; T
liofilizagdo ¢ atomizagao Aw: B
’ Carotenoides;
Cor; < o
Y B Acido ascorbico.
Obtencgao dos grupos Solubilidade;
experimentais Higroscopicidade.
110,130 e 150°C ' 7 '
5,10, 15 €20% GA Defini¢do dos melhores
grupos experimentais
Capitulo 3
> ’ 130°C
7 i Coptioc (5,10 ¢ 15% GA)
Grupos definidos \7
130°C (5, 10, 15 € 20% GA) Funcionalidade
P\ in vivo, utilizando C. elegans
Quantificacdo de Funcionalidade 7
.. L Estresse oxidativo;
bioativos in vitro
v v Longevidade;
15570 s Antioxidante: Doenca de Alzheimer;
Drearteshig Antienzimatico; Doenga de Parkinson.
Acido elagico. Antimicrobiano.
( — Capitulo 5 Capitulo 6
Conclusao geral Referéncias

Figura 1. Fluxograma geral da pesquisa.
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2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E QUANTIFICACAO DE
COMPOSTOS BIOATIVOS DE POLPA DE PITANGA DESIDRATADA POR
ATOMIZACAO E LIOFILIZACAO

Nessa etapa do trabalho, foram produzidos pds de pitanga das variedades
vermelha e roxa pela utilizacao de duas diferentes técnicas: secagem por atomizacao e
liofilizagdo. Para a secagem por atomizacao, foram avaliados 24 grupos experimentais
obtidos sob diferentes condi¢des de temperatura do ar de entrada (110, 130 ¢ 150°C) e
concentragdes de goma arabica (5, 10, 15 e 20% p/v). Os produtos foram caracterizados
quanto a suas caracteristicas fisico-quimicas e compostos bioativos, € a partir dos
resultados obtidos foram selecionados os grupos a serem utilizados para investigacao

mais aprofundada apresentada nos capitulos 3 e 4 seguintes.
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2.1 ASPECTOS TEORICOS

A diversidade da fruticultura brasileira oferece frutas de diversas cores, formatos
e sabores, produzindo volumes economicamente relevantes comercializados nos
mercados interno e externo. Segundo o IBRAF (2013), esses mercados continuam em
expansao, consequéncia do maior conhecimento que se tem sobre a qualidade
nutricional, possiveis efeitos terapéuticos (COSTA et al., 2013), valor funcional das
frutas tropicais, que sdao ricas em compostos bioativos, sobretudo fenodlicos,
carotenoides e acido ascorbico (HOFFMANN-RIBANI et al., 2009; DEMBITSKY et
al., 2011).
Segundo o Anuario Brasileiro de Fruticultura (2014), o Brasil ¢ um dos trés
maiores produtores fruticolas, com mais de 30 pdlos produtivos e producao superior a
43,6 milhdes de toneladas em 2013, perdendo apenas para China e India com produgéo
de 214,8 ¢ 87,3 milhdes de toneladas, respectivamente. Esses ntimeros representam
cerca de 5% da produ¢do mundial, da qual aproximadamente 53% ¢ destinada ao
mercado da agrocomercializagao e 47% ao mercado agroindustrial (IBRAF, 2013; FAO,
2014).
Existem cerca de 500 variedades de plantas produtoras de frutas comestiveis e
destas 236 espécies de frutiferas nativas somente na Regido Norte e Nordeste do pais, o
que representa 47,2% das frutas nativas no territorio nacional (IBRAF, 2013). Dentre
essas, algumas ja tem sua importancia reconhecida e ja foram incorporadas aos hébitos
alimentares dos brasileiros, mas uma importante fracdo ainda ¢ pouco conhecida, apesar

de seu elevado potencial de aproveitamento.
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2.1.1 Pitanga (Eugenia uniflora)

A pitanga (Eugenia uniflora), espécie originaria do Brasil, pertencente a familia
Myrtaceae, cultivada em varios paises (BICAS et al., 2011) ¢ também conhecida como
arrayan e nangapiri, na Argentina; cherry, Surinam cherry, Cayenne cherry, Florida
cherry e pitanga, nos paises de lingua inglesa; cereza de Surinam, grosella de México e
pitanga, em paises de lingua espanhola; cerisier de Cayenne e cerisier de Surinam, em
paises de lingua francesa (IPA, 2007).

No Brasil, a regido Nordeste ¢ a Unica a explorar comercialmente essa fruta,
destacando-se o estado de Pernambuco e a Bahia como os principais produtores e
detentores das maiores areas de plantios e industrias de processamento de polpas (IPA,
2007). A polpa integral congelada e o suco sdo as principais formas de comercializagao,
além da fabricagdo de sorvete, picolé, licor, geleia, vinho e cosméticos.

E uma fruta tipo baga, globosa, com sete a dez sulcos longitudinais de 1,5 a 5,0
cm de didmetro, que possui aroma caracteristico intenso e sabor doce e acido. Possui
em média 77% de polpa e 23% de semente, € rica em vitaminas A, C e do complexo B,
apresentando também calcio, ferro e fosforo (VIZZOTTO, 2008; BICAS et al., 2011),
carotenoides e quantidades substanciais de flavonoides (CELLI et al., 2011; RUTZ et
al., 2014).

Apesar da inexisténcia de variedades perfeitamente definidas, nota-se diferencas
na forma, tamanho, cor e sabor, sendo comum encontrar frutos (Figura 2A, 2B e 2C) de

coloragdo que variam desde o alaranjado, vermelho até o roxo (IPA, 2007).
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(A) Alaranjada (B) Vermelha (C) Roxa

Figura 2: Frutas da pitangueira (Eugénia uniflora L.) com diferentes coloragdes.

Fonte: Arquivo pessoal (2012).

Atualmente, a Unica cultivar (cv) registrada no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) ¢ a cv. Tropicana de coloragdo vermelho-escuro,
selecionada a partir da variabilidade do banco de Germoplasma do Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA), onde estd concentrado o maior plantio racional em
escala comercial com cerca de 300 hectares cultivadas, formando o maior polo produtor
mundial (IPA, 2007).

Estudos recentes comprovam a existéncia de compostos fenolicos e pigmentos
naturais na pitanga, além de propriedades antioxidantes comprovadas através dos
métodos 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPHe) (CELLI et al., 2011; RUTZ et al., 2014) e
do Poder Antioxidante de Reducdo do Ferro (FRAP ) (BAGETTI et al., 2009, 2011) e
compostos volateis (MALAMAN et al., 2011). Filho et al. (2008) estudando o perfil de
carotendides pela extracdo supercritica com dioéxido de carbono, identificaram teor de
74% de rubixantina e 78% de licopeno em polpas de pitangas vermelhas. Bagetti et al.
(2011) ao estudarem pitangas com coloragdo roxa, vermelha e laranja encontraram
teores de antocianinas totais de 136 mg/100 g’ , 69mg/100 g' e 25mg/100 g

respectivamente. Para os autores, a atividade antioxidante e seu potencial corante,
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justificam a incorporagdo de seus extratos como aditivo natural em alimentos e

formulagdes farmacéuticas.

2.1.2 Caracteristicas fisico-quimicas de frutos

A composi¢do fisico-quimica abrange uma variedade de caracteristicas que
definem a qualidade final das frutas e de outros produtos naturais. Entre os critérios de

avaliacdo, a cor ¢ 0 mais importante atributo visual, e serd mostrado a seguir.

2.1.2.1 Cor instrumental de frutas e derivados

A cor instrumental pode ser determinada por meios visuais de inspe¢ao ou através
de instrumentos de mensuragao (LEON et al., 2006; WU et al., 2013). Dentre cles, os
colorimetros e espectrofotometros tem sido os mais utilizados em alimentos
(PATHARE et al., 2013). Nesses instrumentos, os dados gerados sdo numericamente
categorizados de acordo com a absorbancia, geometria da amostra e distribuicdo da
energia espectral relativa do iluminante, entre outros fatores (SANT’ANNA et al.,
2013).

Dentre os diferentes sistemas de cores, o modelo definido pela Commission
Internationale de I'Eclairage (CIE ) tem sido muito utilizado (LEE et al., 2013) com o
intuito de obter a caracteriza¢do objetiva da cor. Neste sistema CIELAB estabelecido
em 1976, cada cor € representada em um Unico espaco tridimensional (Figura 2.1),
definida pelas coordenadas retangulares: L*( que mede a variacdo da luminosidade
entre o preto (0) e branco (100)); a* ( que define a cor vermelha para valores positivos

e verde para valores negativos) e b* (que define a cor amarela para valores positivos e
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azul para valores negativos), além das coordenadas cilindricas c¢* ( que corresponde a

intensidade cromadtica) e h* ( que corresponde a tonalidade cromatica).

L* =100

+ b*

- b*

L*=0

Figura 2.1: Sistema de coordenadas de cores CIELAB. Adaptado de SANT’ANNA et
al., 2013.

A cor dos produtos alimentares, tais como frutas e derivados, além de outros
inimeros fatores, esta associada a pigmentos naturais, muitos dos quais sdo afetados
durante o amadurecimento, processamento e armazenamento (SANT'ANNA et al.,
2013). Em relacdo ao processamento, mudancas de coloracdo podem ocorrem como
resultado da aplicacdo do calor em frutas desidratadas durante a secagem, associadas a
oxidagdo de fenodis e agucares redutores, os quais podem sofrer reacdo de Maillard
através da intervengdo de compostos amino e agucares redutores (VEGA-GALVEZ et
al., 2012; CHONG et al., 2013).

Dentre os parametros de qualidade, a aparéncia fisica e a diferenga total de cor
(AE) sdo propriedades relevantes em frutas desidratadas (CHONG et al., 2013). Vale
salientar que ¢ erroneo utilizar valores isolados das coordenadas retangulares (a* e

b*), para determinar a cor em alimentos, uma vez que ambas nao sdao independentes.
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Tendo em vista que o angulo de tonalidade /ue (h*) e o indice de saturacdo chroma
(C*) sdo originados a partir de a* e b*, a avaliacdo conjunta desses parametros
possibilita a correlacdo direta com o aspecto visual dos produtos obtidos (VEGA-
GALVEZ et al., 2012; PATHARE et al., 2013).

Tonon et al. (2009), ao analisarem a influéncia da secagem na coloragdao do
suco de acai obtido em spray dryer utilizando maltodextrina como agente carreador,
observaram que temperaturas de entradas mais altas provocaram diminui¢do do
parametro L* e da coordenada cilindrica h*, enquanto que o aumento na concentragdo
do agente maltodextrina resultou em maiores valores de L* e h* e menores valores de
C*.

Souza et al. (2013) analisando o p6 obtido a partir de subprodutos de vinificagdo
da uva, observaram que as amostras produzidas utilizando temperatura mais elevadas
apresentaram menores valores de luminosidade (L*). Para os autores, essa ocorréncia
estd associada a reagdo de escurecimento ndo enzimatico, que tem maior taxa quanto

maior for a temperatura, resultando em produtos mais escuros.

2.2 Compostos bioativos

A constatacdo de que dietas ricas em vegetais, como a da populagdo
mediterranea contribuem para melhor qualidade de vida, impulsionou a investigacao de
novos produtos alimenticios, fontes de substancias nutrientes e ndo nutrientes com
funcionalidade biologica, capazes de atuar em alvos fisioldgicos especificos e intervir
em processos patologicos de determinadas doengas (BASTOS et al., 2009; SHAHIDI,

2012). Ao contrario do que acontecia no inicio do século passado, quando as doengas
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infecto-contagiosas eram a grande preocupacdo, atualmente, as enfermidades ndo
transmissiveis, tais como diabetes, complicacdes cardiovasculares e doencas
degenerativas sdo os principais problemas de saude publica. Dentro desse contexto, as
frutas, além dos macro e micronutrientes, fornecem compostos que proporcionam
efeitos benéficos para a manutengdo da saude (PAREDES-L()PEZ et al., 2010;
HAMINIUK et al., 2012), acdo que parece ser decorrente dos compostos bioativos
presentes nesses alimentos, dentre os quais estdo os carotenoides, acido ascorbico e os
compostos fenolicos. Esses constituintes tém sido alvo de intensa pesquisa, devido aos
consistentes indicios de sua capacidade antioxidante (CORREIA et al., 2012; SOGI et
al., 2014; FUJITA et al., 2014).

Mais de 3.244 artigos cientificos sobre compostos bioativos foram publicados
entre 1991 a 2011, o que revela a importancia e o interesse da comunidade cientifica
sobre o assunto (HAMINIUK, et al., 2012 ). Dessa forma, os principais compostos

bioativos abordados na presente pesquisa serdo comentados a seguir.

2.2.1 Compostos fenolicos

Os compostos fenolicos sao resultantes do metabolismo secundario dos vegetais,
produzidos em funcdo de defesa em resposta ao ataque de fungos, bactérias, danos
mecanicos, radiacdo UV, infecc¢des, dentre outros (STRUBE et al., 2005; RANDHIR e
SHETTY, 2004). Sua sintese ocorre através de duas rotas metabdlicas: a rota do acido
chiquimico e a rota do 4cido malonico (Figura 2.2). A primeira participa da biossintese
da maioria dos fenois vegetais por meios da conversdao dos carboidratos derivados da
glicolise e da pentose fosfato em aminodcidos aromaticos, enquanto a rota do acido

malonico ¢ menos significativa em vegetais superiores (HELENO et al., 2015).
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Figura 2.2: Biossintese dos compostos fenolicos. Adaptado de Heleno et al. (2015).

A diversidade estrutural desses compostos deve-se a grande variedade de
combinagdes que ocorre na natureza, de modo que sdo categorizados em varias classes
de acordo com o tipo do esqueleto principal que constitui o anel benzénico € com a
cadeia substituinte (PANDEY et al., 2009), formando assim, amplo e complexo grupo
com aproximadamente 10.000 estruturas ja conhecidas (TAIZ & ZEIGER, 2013),
englobando estruturas simples até estruturas poliméricas de elevado peso molecular

(COSTA & JORGE, 2011). Dentre elas, destacam-se os flavonoides, 4acidos fendlicos e
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os taninos por serem, frequentemente, encontrados em frutas e por fazerem parte da
dieta humana (HAMINIUK et al., 2012).

A maior parte dos compostos fenolicos ndo sdo encontrados no estado livre,
mas sob a forma de ésteres e/ou conjugados a glicosideos, proteinas, lipidios e acidos
organicos (PANDEY et al., 2009; GARCIA-SALAS et al., 2010; SILVA et al., 2014),
sendo, também classificados em compostos soluveis em agua (acidos fenolicos,
fenilpropanoides, flavonoides e quinonas) e compostos insoluveis em agua (taninos
condensados, lignina e 4cidos hidrocindmicos) (ALBERTI et al., 2014). De maneira
geral, a solubilidade dos compostos fendlicos ¢ regulada pelo grau de polimerizagao,
polaridade do solvente utilizado na extragdo e pela interagdo com outros constituintes,
como agucares (frutose e sacarose), acido ascorbico, proteinas, dentre outros (NACZK e
SHAHIDI, 2006; GARCIA-SALAS et al., 2010), o que dificulta sua determinagdo e
quantificagdo através de um método padrao universal.

Em virtude de sua natureza quimica, os compostos fendlicos atuam de varias
formas. Sao potentes agentes redutores, interrompendo a cadeia da reagdo de oxidagdo
através da doacao de elétrons ou de hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em
produtos termodinamicamente estdveis, ou complexando metais, componentes
iniciadores da oxidagdo lipidica (VILLANO et al., 2007; ARAUJO, 2008). Além disso,
sdo apontados como eficientes inibidores enzimaticos (AZEVEDO et al., 2014),
antihipertensivos (KWON et al., 2006, 2007), antiproliferativos (HE & LIU 2008),
antiinflamatorios (GRANADO-SERRANO et al., 2012) e antimicrobianos (FUJITA et

al., 2014), dentre outras propriedades.
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2.2.1.1 Flavonoides

Os flavonoides compdem um grupo extenso, pelo grande numero de
constituintes naturais e ampla distribuicdo no reino vegetal. Sao classificados com base
no grau de oxidagdo e no padrio de substitui¢ao do anel central C. Essa classe incluem
flavonodis, flavonas, flavanonas, flavandis (ou catequinas), isoflavonas e antocianinas
(Figura 2.3), os quais diferem entre si pelo nimero e posi¢do das hidroxilas e metoxilas
presentes nos anéis aromdaticos (BALASUNDRAM et al, 2006; RIBEIRO e
SERAVALLI, 2007). Com mais de 5000 estruturas reconhecidas (LAMPILA et al.,
2009), os flavonoides representam quase dois ter¢os dos fitoquimicos presentes na

dieta (ROBBINS, 2003).

Flavonas Flavanona .
e R, - ’
HO = | R, HO ~pes 1 =R
| =
"-_}H o oH 0
Apigenina Caempferol Narigenina
R1=H; R2=OH R2=0H; R1=R3=H R1=H; R2=OH
Luteolina Quercetina Eriodictiol
R1=R2=OH R1=R2=OH;R3=H R1=R2=OH
Miricetina Hesperetina
R1=R2=R3=0OH R1=0OH; R2=0OCH3
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Figura 2.3. Estruturas quimicas dos flavonoides e suas principais classes. Adaptado de

Haminiuk et al. (2012).

As antocianinas constituem os principais grupos de pigmentos naturais, com
mais de 635 identificadas na natureza e sdo responsaveis pelas tonalidades vermelha,
azul e purpura de vegetais como flores e frutos (HE & GIUSTI, 2010). Sao
encontradas como glicosideos de antocianidinas e podem ser aciladas com dacidos
organicos ou alifaticos, tais como cumdrico, caféico, fertlico, p-hidroxibenzoico,
acético, malonico, succinico, oxalico e acido malico (RIBEIRO & SARAVALLI, 2007;
HE & GIUSTI, 2010). Aproximadamente, 30 agliconas ja foram identificadas (CRETU
E MORLOCK, 2014), entre elas a cianidina (Cn), delfinidina (Dp), peonidina (Pn),
malvidina (Mv) e perlagonidina (Pg), sdo as mais comuns em alimentos (Figura 2.4) as
quais diferem entre si pelo numero e posicao dos agucares (pentoses, metilpentoses e
hexoses) e pela presenga e natureza de acidos esterificados na molécula do agticar. Na
maioria dos casos, os agucares ligam-se na posi¢do O-3 podendo também ocorrer

ligagcdes em O-5 e O-7 (HE & GIUSTI, 2010; CHOIU et al., 2014).
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Figura 2.4: Representacdo quimica estrutural de antocianina e principais tipos
encontradas em frutas e alimentos. R1 e R2=H, OH ou OCH3; R3= glicosil; R4=H ou
glicosil. Adaptado de Cretu & Morlock (2014).

Em funcao da diversidade estrutural, as antocianinas podem assumir diferentes
coloragdes influenciadas pela substituicdo dos grupos hidroxila e metoxila em sua
estrutura (anel B). O aumento do nimero de grupos hidroxila tende a tornar a coloragdo
azulada e o aumento de metoxilas aumenta a intensidade para o vermelho, enquanto a
presenca de um ou mais grupo acila na molécula inibe a hidrélise do cation flavilium
(vermelho) para formar a base carbinol (incolor), permitindo a formagdo da base
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quinoidal (azul), resultando em pigmentos menos sensiveis as mudancas de pH, assim
conseguem manter a coloracdo em meio levemente acido a neutro (RIBEIRO &
SARAVALLI, 2007; TSAO, 2010).

Além de sua importancia como pigmentos naturais, estudos apontam
propriedades funcionais das antocianinas associados a sua atividade antioxidante, tais
como efeitos protetores contra doencas inflamatérias (LI et al., 2012), doencas
cardiovasculares, doencas neurodegenerativas (WANG et al 2010; KELSEY et al 2011;
SHAH et al., 2013; BADSHAH et al., 2015) e diabetes (ROJO et al., 2012), dentre

outras.

2.2.1.2 Acidos fenélicos

Os acidos fendlicos representam o segundo maior grupo de fitoquimicos,
correspondendo a um terco dos compostos fendlicos presentes na dieta humana
(HELENO et al., 2015). Originados de duas moléculas ndo fenolicas (dcido benzoico e
acido cindmico), sdo divididos em dois subgrupos principais: acidos hidroxibenzodico
(Figura 2.5A) e 4cidos hidroxicinamicos (Figura 2.5B), respectivamente.
Quimicamente, apresentam em sua constituicdo pelo menos um anel aromatico em que
pelo menos um atomo de hidrogénio ¢ substituido por um grupo hidroxilo (HELENO et
al., 2015), o que confere a essa classe de compostos carater acido (FLEURIET &
MACHEIX, 2003).

Os 4cidos hidroxibenzoicos incluem os 4cidos gélico, vanilico, protocatecuico e
siringico, os quais apresentam estrutura (C6-Cl), diferenciando-se em funcdo das
hidroxilas e metoxilas ligadas ao anel aroméatico (FLEURIET & MACHEIX, 2003). Os
acidos hidroxicindmicos apresentam uma estrutura (C6-C3) e tém como principais

representantes os acidos p-cumarico, cafeico, sinapico e fertlico (HAMINIUK et al.,
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2012). Nas frutas ndo sdao encontrados livres, mas ligados a componentes da parede
celular, sob a forma de heterosideos, ésteres ¢ dimeros (FLEURIET & MACHEIX,

2003; HAMINIUK et al., 2012).

R3 R4 R5

R2
Acido protoateciico H OH  OH H
Acido vanilico H OCH3 OH H
Acido gélico H OH OH OH
H OCH3 OH OCH3

Acido siringico

Acidos hidroxibenzoicos

(A)

R3 R4 RS

Acido p- cumarico H OH H

Acido caféico OH OH H
Acido feralico OCH3 OH H
Acido sinapico OCH3 OH OCH3

Acidos hidroxicinamicos

(B)

Figura 2.5: Estrutura quimica e classificagdo dos principais acidos fenolicos.

Adaptado de Mudnic et al. (2010).

Os acidos fenodlicos sdo amplamente estudados devido as suas propriedades

bioldgicas, como atividade antioxidante, antivasodilatadora (MUDNIC et al., 2010),
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antimicrobiana (ALVES et al., 2013), antitumoral (LU et al., 2010; VAZ et al., 2012;

HELENO et al., 2014) entre outras.

2.2.1.3 Taninos

Os taninos s3o compostos hidrossoluveis de alto peso molecular que constituem
a terceira maior classe dos compostos fendlicos (IGNAT et al., 2011). Classificam-se
em dois grupos principais, baseados em seu tipo estrutural: taninos hidrolisaveis
(Figura 2.6A), que compreendem polimeros de acidos gélicos (galitaninos) e/ou acidos
elagicos (elagitaninos), e os taninos condensados (proantocianidinas) (Figura 2.6B)
formados por polimeros de catequina e epicatequina (SERRANO et al,

2009;HAMINIUK et al., 2012).

Acido hexahidroxidifénico Acido elagico

Acido galico

Taninos hidrolisaveis

(A)
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Figura 2.6: Estrutura quimica das principais classes de taninos incluindo os

mondmeros que constituem as proantocianidinas. Adaptado de Serrano et al. (2009).

O 4cido elagico ¢ um derivado dimérico de acido galico encontrado em varios
frutos e produtos horticolas, na forma livre glicosilada ou ligado como elagitanino,
esterificado com glicose (KAPONEN & HAPPONEN, 2007). O contetido de éacido

elagico livre ¢ variavel e estd intrinsicamente associado as etapas de processamento e
Kadtia Cristina Borges - Tese de doutorado — UFRN/PPGEQ



45

armazenamento, podendo alcancar até 50 % do valor total em alguns alimentos, quando
se compara os teores antes e apds a hidrélise (CLIFFORD & SCALBERT, 2000).

As proantocianidinas sdo constituidas por duas ou mais unidades monoméricas
de flavan-3-6is e flavan-3-4 diois (+)- catequina e (-)- epicatequina, (-) -galocatequina,
(-) epigalocatequina, (+)- afzelequina e (-) -epiafezelequina (PEREZ-JIMENEZ, 2009 ;
BLADE et al., 2010; LIU et al., 2014), amplamente distribuidos em frutas apresentam
estruturas que variam em func¢do do grau de polimerizagdo, tipos de ligagdo,
estequiometria dos centros quirais e padrdes de hidroxilagdo nos anéis A ¢ B
(SERRANO et al., 2009; BLADE et al., 2010).

Historicamente, os taninos ja foram considerados antinutrientes, por sua
capacidade de se ligar a proteinas provocando adstringéncia em alimentos. Entretanto o
conhecimento de suas propriedades bidlogicas despertou interesse acerca dessa classe
de fitoquimicos, incluindo sua biodisponibilidade e principalmente, ao que diz respeito
a preven¢do de doencas cronicas e disturbios gastrointestinais (PEREZ-JIMENEZ,
2009; SERRANO et al., 2009).

Além de propriedades antioxidante, antiinflamatodria, antibacteriana, antiviral e
antitumoral (GONG et al., 2008; SINGH et al., 2011; LANDETE et al., 2011;LEE et
al., 2012), pesquisas recentes demonstraram que as proantocianidinas podem amenizar a
depressao relacionada a idade e declinio cognitivo por inibir o estresse oxidativo e
regular a fun¢do imunologica (DEVI et al.,, 2011; OGLE et al., 2013) e conferir
neuroprote¢ao em modelos de doenca de Parkinson e doenga de Alzheimer (MOREIRA

etal., 2010; WANG et al., 2012; STRATHEARN et al., 2014).
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2.2.1.4 Carotenoides

Os carotenoides sdo tetraterpenoides responsdveis pela coloragdo de muitas
frutas, variando do amarelo ao vermelho (RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008).
Encontram-se divididos em dois grandes grupos: os carotenoides hidrocarbonados,
denominados caroteno e carotenoides oxigenados, denominados de xantofila (SILVA et
al., 2010). Quimicamente, possuem uma estrutura altamente insaturada, responsavel por
suas caracteristicas antioxidantes e que também os tornam suscetiveis a isomerizacao e
oxidacdo pela presenca de O, luz e calor (SANT’ANNA et al., 2013; WIBOWO et al.,
2015).

Dentre os mais de 600 carotendides ja identificados, cinco sdo encontrados
frequentemente em frutas (Figura 2.7). Alguns sdo precursores de vitamina A e
apresentam propriedades funcionais que formam a base de diversas func¢des e agdes em
organismos vivos (RIOS et al., 2009). Entre elas, estdo o fortalecimento do sistema
imune e redugdo de doengas, tais como cancer ¢ doengas cardiovasculares (TANAKA
et al., 2012; JOMOVA & VALKO, 2013). Muitas das atividades fisioldgicas atribuidas
aos carotenoides estdo relacionadas as propriedades antioxidantes (DAMODARAN,
PARKIN & FENNEMA, 2010), principalmente, a capacidade de sequestrar o oxigénio
singlete e sua interacdo com os radicais livres (YOSHIIL, et al., 2012). Outros
mecanismos de a¢do dos carotenoides também sdo relatados, como a modulacao do
metabolismo de substancias cancerigenas, inibi¢do da proliferacdo e diferenciagdo
celular e estimulagdo da comunicacdo intercelular (ZHANG et al., 2011; YANG et al.,

2012).

Kadtia Cristina Borges - Tese de doutorado — UFRN/PPGEQ



47

-caroteno

e

a-caroteno

B-criptoxantina

Nesasasasancd

Luteina

Figura 2.7: Estrutura quimica de principais carotenoides encontrados em frutas.

Adaptado de RAO & RAO (2007).

2.3 Estratégias tecnolégicas para o aproveitamento de compostos bioativos

presentes naturalmente em frutos e diminuicdo das perdas pds-colheita.

A comercializagdo de produtos desidratados representa um mercado interessante
e chama atenc¢do por sua versatilidade e praticidade de consumo. Esta forma de oferta
proporciona um produto estdvel, natural e de féicil reconstitui¢do. Neste contexto, a
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desidratacdo por liofilizacdo e/ou atomizagdo, alvos do presente estudo, constituem

técnicas de elevada aplicagdo e adequacgao para frutas.

2.3.1 Secagem por liofilizacao

A secagem por liofilizacdo foi inicialmente descrita em 1911, aplicada a
secagem de virus (TERRONI et al., 2011). Porém, durante a segunda metade do
século XX, deixou de ser uma curiosidade laboratorial evoluindo para um método
bem estabelecido (KASPER et al., 2013). Atualmente ¢ aplicada para secagem de
materiais sensiveis ao calor como materiais biolodgicos, biofarmacos e alimentos
(KASPER & FRIESS, 2011), originando produtos de qualidade superior quando
comparados aos obtidos por outras técnicas de secagem (RATTI, 2013). Entretanto,
lentas taxas de secagem e elevado custo operacional sdo fatores limitantes para uma
maior popularizacdo da técnica, restringindo a liofilizagdo para produtos de maior
valor agregado (CARDOSO & RUBENSAM, 2011; LOPEZ-QUIROGA et al.,
2012).

Caracterizada pela retirada de dgua do alimento sem submeté-lo a temperaturas
elevadas (CARDOSO & RUBENSAM, 2011), a secagem por liofilizacdo envolve trés
estagios de operacdo. O primeiro estdgio ¢ o congelamento, onde a amostra ¢ arrefecida
até¢ a formagdo dos cristais de gelos. Essa etapa ¢ caracterizada pelo decréscimo rapido
de temperatura da amostra, atingindo valores inferiores ao do ponto triplo da agua
(Figura 2.8). Considerada etapa critica do processo, determina a cinética de formacao
de gelo e crescimento dos cristais, influenciando na qualidade final do produto
liofilizado (LOPEZ-QUIROGA et al.,, 2012). O segundo estigio denominado

sublimacdo ou secagem primadria, consiste no aquecimento da amostra sob condi¢des de
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pressdo (vacuo) sempre abaixo do ponto triplo, para forgar a passagem dos cristais de
gelo (estado so6lido) ao estado gasoso (vapor). Isso permite que a amostra perca umidade
sem causar danos a sua estrutura celular, preservando suas caracteristicas nutricionais e
biologicas (CARDOSO & RUBENSAM, 2011). Essa etapa ¢ caracterizada por ser a
mais extensa e pela formacdo estrutural de poros interligados, o que favorece a
reconstituicdo eficiente do produto liofilizado (LOPEZ-QUIROGA et al., 2012). Por
fim, acontece a dessor¢ao ou secagem secundaria, que consiste na retirada da agua ainda
ligada a estrutura porosa da amostra, uma vez que apos a secagem primaria, a amostra
ainda contém aproximadamente 15-20% de 4dgua ndo congelada (KASPER & FRIESS

etal., 2011).

Primeiru"»g_e stagio
CG:‘;GIL:\_\[[ETG

O T, W—

l Tergeiro estagio

ESSORCAO

Solido

Ponto triplo
Vapor

- EgunE:u E-stii-giu

SUBLIMACAO

+ T

Figura 2.8: Etapas da liofilizacdo representadas pelo diagrama de fases.
Primeiro estagio: A amostra € resfriada até a formacdo dos cristais de gelos.
Segundo estdgio: consiste no aquecimento da amostra sob condi¢gdes de pressao
abaixo do ponto triplo. Terceiro estdgio: consiste na retirada da dgua ainda

ligada a estrutura porosa da amostra. Adaptado de Lopez-Quiroga et al. (2012).
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Vale ressaltar que a eficiéncia do processo ¢ definida por algumas varidveis,
sendo a temperatura da amostra a principal determinante para produtividade e qualidade
final do produto (KASPER, 2011; LOPEZ-QUIROGA et al., 2012). Dessa forma,
estudos buscam encontrar condigdes eficientes para minimizar o tempo de secagem e
reduzir os custos operacionais sem afetar a qualidade do produto (LOPEZ-QUIROGA

etal., 2012).

2.3.2 Secagem por atomizac¢io ou spray drying

Os primeiros registros da secagem por atomizagdo ou spray drying aconteceram
na metade do século XVIII, com a secagem de ovos. Porém, o inicio de sua utilizagdo
em escala industrial data da década de 20. A partir de entdo, seu uso disseminou-se pela
industria de processos em geral, sendo hoje, especialmente aplicado para a secagem de
produtos alimenticios (KESHANI et al., 2015) e farmacéuticos (OLIVEIRA et al.,
2010).

Essa técnica vem sendo investigada para a obtencao de produtos com melhores
caracteristicas tecnologicas € maior retengdao de constituintes com atividade bioldgica
(OLIVEIRA et al., 2010), ja que devido ao tempo minimo de contato com a fonte de
calor, permite secar materiais termo sensiveis, sem afetar sobremaneira a qualidade de
seus constituintes (GAVA, 2009; JAYASUNDERA et al.,, 2011). Sabe-se que as
propriedades finais dos produtos obtidos por atomizagdo dependem das caracteristicas
do atomizador e da transferéncia de calor e massa entre o ar aquecido e as goticulas
formadas na camara de secagem, assim como das caracteristicas do material de entrada
como o teor de solidos, viscosidade, densidade e tensdo superficial (OLIVEIRA et al.,

2010).
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Dessa forma, muitos estudos abordam os efeitos fisicos causados pelas
condi¢des operacionais da secagem tais como temperatura de entrada/saida do ar de
secagem, vazdo do ar, vazdo da alimentagdo, velocidade de atomizacdo ou pressdo do
bico atomizador, uma vez que, essas variaveis afetam as propriedades fisico-quimicas
do produto final, como a cor, umidade e tamanho da particula (KESHANI et al., 2015).

Por exemplo, Tonon et al. (2009) ao estudarem a influéncia da temperatura do ar
de secagem e a concentragdo de maltodextrina sobre as propriedades fisico-quimicas do
suco de acgai em pd, relataram que o aumento da temperatura resultou em particulas
maiores, menos umidas, mais higroscopicas ¢ menor retengdo de antocianinas. Além
disso, houve a formag¢do de maior quantidade de particulas com superficie lisa, fato
atribuido a maior transferéncia de calor e, consequentemente, a formagao mais rapida de
uma membrana ao redor da gota atomizada.

Souza et al. (2013) ao produzirem subprodutos de vinificagdo de uva em p6 em
spray dryer, usando diferentes concentragdo de agente carreador e variando a
temperatura de entrada do ar de secagem, observaram diferengas nas caracteristicas dos
produtos obtidos em relagdo ao teor de umidade, solubilidade, higroscopicidade e

retencdo de antocianinas.

2.3.2.1 Coadjuvante de secagem

Um dos problemas prevalentes no processo de secagem por spray € a deposi¢ao

de material na parede do secador que afeta a qualidade do produto através da

degradacao das particulas depositadas e o rendimento da producdo (KESHANI et al.,

2015).
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De um modo geral, as frutas possuem grandes quantidades de agtlicares de baixo
peso molecular (frutose, glicose e sacarose) e acidos organicos (malico, citrico e
tartarico) em sua composicdo (JAYA & DAS, 2009; TAN et al., 2011), os quais
apresentam alta mobilidade molecular e faixa de temperatura de transicao vitrea (Tg)
muito baixa, contribuindo para algumas caracteristicas indesejaveis em produtos
desidratados  (JAYA & DAS, 2009), tais como alta higroscopicidade, baixa
solubilidade e pegajosidade o que confere a adesdo das particulas na cadmera durante o
processo de secagem (OLIVEIRA & PETROVICK, 2010). Entretanto, alguns desses
problemas podem ser corrigidos pela adigdo de agentes carreadores (PHISUT, 2012),
como carboidratos de alto peso molecular (maltodextrina, fécula de mandioca, amido,
dextranas), gomas (goma arabica, Agar) e proteinas (gelatinas, caseinas ¢ albuminas). A
incorporacao dessas substancias, além de promover a estabilidade durante a secagem e
contribuir para qualidade final dos produtos obtidos, podem também proteger os
compostos sensiveis (OLIVEIRA & PETROVICK, 2010; JAYASUNDERA et al.,
2011; PHISUT, 2012; KESHANI et al., 2015).

Dentre os agentes carreadores, a maltodextrina e a goma arabica sdo os mais
utilizados na atomizagao de frutas e seus derivados, provavelmente por serem altamente
soluvel e possuirem baixa viscosidade, condi¢gdes importantes para esse tipo de secagem
(CANO-CHAUCA et al., 2005; RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al., 2005).

A goma arabica € constituida por exsudagdes naturais provenientes de arvores de
Acacia Senegal e Acacia Seyal. Classificada como um complexo arabinogalactano
(Figura 2.9), ¢ composta por duas fracdes: uma delas representa 70 % da goma a qual é
constituida de polissacarideos com pouca ou nenhuma proteina e outra composta por
moléculas de maior peso molecular com proteinas aderidas a sua estrutura (BEMILLER

& HUBBER, 2010). As estruturas polissacaridicas ligadas ou ndo a proteinas,
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encontram-se unidas por uma cadeia principal de galactose -1,3, ramificada na posi¢ao
1,6 com as cadeias de galactose e arabinose e nas extremidades ligadas a ramnose,
acido glicurénico e/ou acido metilglicuronico (BEMILLER & HUBBER, 2010;

DAUQAN & ABDULLAH, 2013).

Figura 2.9: Estrutura quimica da goma arabica. Fonte: DAUQAN &

ABDULLAH (2013).

A goma ardbica dissolve-se facilmente em 4gua fria e quente sob agitacdo e
devido a sua estrutura ramificada originam moléculas compactas, com volume
hidrodinamico relativamente pequeno o que confere a baixa viscosidade nas solugdes
(DAUQAN & ABDULLAH, 2013. Em virtude de suas propriedades ¢ amplamente
utilizada em processos de microencapsulagdo de compostos lipossoluveis (CARNEIRO
et al., 2013), pigmentos (KHAZAEI et al., 2014) e constituintes alimentares (GUPTA

et al., 2015).
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2.4 MATERIAL E METODOS

2.4.1 Material
2.4.1.1 Matéria prima

As pitangas (Eugenia uniflora) das variedades vermelha e roxa (Figura 2.10 A e
2.10 B) foram obtidas da Fazenda Fortaleza, municipio de Gandi, BA, onde sdo
cultivadas e produzidas em escala comercial. As frutas foram coletadas entre os meses
de marco e abril de 2012. Apos a colheita, as frutas foram embaladas em sacos de
polietileno de 5 kg, congeladas e transportadas para a Universidade Federal do Rio
Grande do Norte — UFRN, onde foi realizado o despolpamento (Figura 2.10 C) em
despolpadeira industrial (modelo Bonina, ITAMETAL, Brasil) no Laboratorio de
Processamento de Frutas localizado na Unidade Académica Especializada em Ciéncias
Agrarias da UFRN. Apds o despolpamento, as polpas (Figura 2.10 D e 2.10 E) foram
homogeneizadas de forma a constituir um Unico lote de cada uma das variedades e
acondicionadas em sacos de polietileno de 100 g (Figura 2.10 F), os quais foram

selados e congelados para utilizagdo posterior.

(A) Fruta pitanga vermelha (B) Fruta pitanga roxa
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(F) Polpas de pitanga congeladas

Figura 2.10: Frutas e polpas da pitanga (Eugénia uniflora L.)

Fonte: Arquivo pessoal (2012).
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2.4.2 Coadjuvante de secagem

O coadjuvante de secagem (agente carreador) utilizado para atomizagdo das
amostras foi a goma ardbica (InstantgumBA®), adquirida por doacdo da empresa

Colloides Naturels Brazil (Sao Paulo, Brasil).

2.4.3 Métodos
2.4.3.1 Obtencao dos pos da pitanga vermelha (PV) e pitanga roxa (PR)

2.4.3.1.1 Secagem por atomizacio

A secagem por atomizagdo foi conduzida em secador do tipo spray dryer
modelo MSD 1.0 (Labmaq do Brasil Ltda.), com capacidade para 1L/h, conforme
ilustra a Figura 2.11. Com base em testes preliminares de secagem, o fluxo de ar foi
fixado em 45 1/min, pressdo do ar em 3,80 kgf/cm” e foi usado bico injetor com didmetro
de 1,2 mm. A alimentagdo do secador (vazdo massica de 446 mL/hora) foi realizada
através de bomba peristaltica, com velocidade de rotagdao ajustada em funcdo da
velocidade maxima. Para todos os ensaios foram realizadas medi¢des da velocidade,
pressdo, temperaturas do ar na entrada e na saida do secador. Foram utilizadas
diferentes condigdes de temperatura do ar de entrada no spray dryer (110, 130 e 150 °C)
e concentragdo do agente carreador goma arabica (5, 10, 15 e 20% p/v), totalizando 24

grupos experimentais (Tabela 2.1).

Kadtia Cristina Borges - Tese de doutorado — UFRN/PPGEQ



57

Figura 2.11: Secador do tipo spray dryer modelo MSD 1.0 com identifi¢do dos
principais sistemas: 1- Chave geral, 2- Controle do aquecimento, 3- Indicador de
temperatura, 4-Controle de bombeamento de liquido, 5- Camara de secagem, 6-
Conector inox, 7-Separador de produto seco (ciclone), 8- Frasco coletor de produto
seco, 9- Rotametro, 10- Controlador da vazao do soprador, 11-Compressor de ar. Fonte:

Arquivo pessoal (2012).

A produgdo dos pos foi avaliada ao término de cada ensaio de secagem. O
rendimento de producdo dos pds foi calculado pela razdo entre a massa de solidos
presentes no po produzido e a massa de solidos presentes na amostra alimentada ao

secador conforme a Equacio 2.1.

mpe produzida

Rendimento(%) = ] x 100 (2.1)

ms.alimentado
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Tabela 2.1. Ensaios da secagem para obtencdo de pitanga vermelha (PV) e roxa (PR)
desidratadas por atomizagdo sob diferentes condi¢des de temperatura de ar de entrada e

concentracdo de goma arabica.

Grupos experimentais

- - Temperatura de ar de Concentracio de
Pitanga Pitanga
entrada (°C) goma arabica (%, p/v)
vermelha roxa

PV1 PR1 5%
PV2 PR2 10%

110 °C
PV3 PR3 15%
PV4 PR4 20%
PV5 PR5 5%
PV10 PR10 10%

130 °C
PV15 PR15 15%
PV20 PR20 20%
PV9 PRO 5%
PV1l PR11 10%

150 °C
PV12 PR12 15%
PV13 PR13 20%
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2.4.3.1.2 Secagem por liofilizacao

A secagem por liofiliza¢do foi conduzida em liofilizador modelo L101 (Liobras,
Brasil), composto por camara e tampa em acrilico, bandejas inox e sistema de vacuo,
Depois de congeladas a (-18 °C), as polpas foram desidratadas a velocidade constante
de Imm/h, vicuo de 0,5 mmHg e pressao de 0,05 mmHg por 48 horas a 40 °C,

conforme ilustram as Figuras 2.12A, 2.12B e 2.12C.

(A) Amostra na bandeja (B) Congelamento (O) Liofilizacao

Figure 2.12: Etapas do processo de liofilizagao das amostras: Liofilizador modelo L101

(Liobras, Brasil). Fonte: Arquivo pessoal (2012).

2.4.4 Caracterizacio das polpas e dos pos obtidos por atomizacio e liofilizacao

As polpas da pitanga roxa (PR) e pitanga vermelha (PV) foram avaliadas quanto
a umidade, atividade de 4dgua (aw), acidez total titulavel (ATT), sélidos soluveis (SST),
pH, agucares totais, solubilidade e cor instrumental. Além das andlises de umidade, aw,
pH, solubilidade e cor, as polpas desidratadas foram avaliados quanto a

higroscopicidade, compostos fendlicos totais (CFT) e teor de antocianinas (AT). Todas
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as andlises foram realizadas em triplicata, empregando-se os métodos analiticos

descritos a seguir.

5% 10% 15% 20%

110°C

130°C

150°C

(A)Pitanga roxa

110°C

130°C

150°C

(B) Pitanga vermelha

_4

(C) Pitanga roxa (D)Pitanga vermelha
liofilizada liofilizada

Figura 2.13: P6s da pitanga roxa (A) e vermelha (B) obtidos por atomizagdo sob
diferentes condigdes de temperatura de ar de entrada e concentragdo de goma arabica: 1-
4e13-16 (110 °C e 5%, 10%, 15% e 20% GA, respectivamente); 5-8 e 17-20 (130 °C e
5%,10%, 15% e 20% GA, respectivamente); 9-12 e 21-24 (150 °C e 5%,10%, 15%
€20% GA, respectivamente). Poés da pitanga roxa (C) e vermelha (D) obtidos por
liofilizagdo. Fonte: Arquivo pessoal (2012).
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2.4.4.1 Umidade

A determinacdo da umidade das amostras foi realizada gravimetricamente
conforme método 313/IV (IAL, 2008). Para isso, 2 g de amostra foram pesadas e
transferidas para cadinhos previamente tarados e secos. Os cadinhos de porcelana foram
colocados em estufa a 70 °C, retirados e repesados, até peso constante. A umidade foi

determinada pela Equacao x e os resultados expressos em percentual (%).

cadinho+amostra inicial )-(repeso)

Umidade (%) = [(peso do X 100 (2.2)

(peso da amostra inicial)

2.4.4.2 Atividade de agua (aw)

Foi determinada em Analisador de Atividade de Agua S3TE (Aqualab, EUA)
utilizando-se cubetas plasticas apropriadas. A determinacdo da umidade relativa de
equilibrio foi identificada depois de transcorrido o tempo necessario para a estabilizagao

da mesma.

2.4.4.3 Acidez total titulavel (ATT)

A acidez total titulavel, expressa em % de &cido citrico, foi determinada por
titulometria com solu¢do de hidroxido de sodio 0,1 N, conforme metodologia N°

310/1V (IAL, 2008), para frutas e produtos derivados de frutas.
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2.4.4.4 Solidos soluveis totais (SST)

O teor de solidos soluveis (SST) foi determinado usando refratometro digital (r?
mini Brix/RI-Chek, EUA), com escala de 0 a 32 °Brix, conforme a metodologia proposta
pela AOAC (2005). Aliquotas de amostras foram transferidas ao leitor do equipamento

e os resultados expresso em °Brix.

2.4.4.5 Acucares totais

Os teores de acucares totais foram dosados pelo método do acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) baseado no método descrito por Correia (2004). Inicialmente, 1
g de amostra foi colocada em baldo volumétrico de 100 mL, com adi¢do de 20 mL de
agua destilada e 1 mL de 4acido cloridrico concentrado (HCIl), em seguida
homogeneizados e submetidos a banho-maria a 70 °C por 10 minutos. Apds resfriado
em banho de gelo foram adicionadas duas gotas do indicador fenolftaleina. Para
neutralizagdo, adicionou-se a solucao de hidréxido de sédio NaOH 4N. Em seguida, a
solugdo foi filtrada a vacuo usando o modelo (NOF 650, New Pump, Brasil) através de
papel de filtro Whatman n° 12 e transferida para o baldo volumétrico de 100 mL e
aferidos com 4gua destilada. A partir disso, aliquotas de 0,5 mL foram transferidas para
tubos de ensaio contendo 2,5 mL do 4cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) e levado a banho
em agua fervente por 10 minutos. Depois de resfriado, 3 mL de 4dgua destilada foram
adicionados as amostras e as leituras a 600 nm foram realizadas utilizando
espectrofotometro (Genesys 10S UV-VIS Thermo Scientific, EUA). Os resultados
foram calculados a partir da curva padrdo preparada com diferentes concentracdes de

glicose e expressos g/100g de amostra.
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2.4.4.6 Solubilidade

A solubilidade foi determinada pelo método descrito por Cano-Chauca et al.
(2005). Para isso, 1 g do po foi transferido para béquer contendo 100 mL de agua
destilada e submetidos a agitacdo de 2000 x g por 5 minutos. Em seguida, a amostra foi
transferida para tubos de centrifuga e centrifugada a 2600 x g por 5 minutos. Aliquota
de 20 mL do sobrenadante foi transferida para pesa-filtro, previamente, pesado e
submetida a secagem em estufa a 70 °C. O percentual de solubilidade foi calculado a
partir da diferenga entre o peso final e o inicial do material no pesa-filtro conforme a

Equacao 2.3

—2)x(100+1)
(3-2)x1

Solubilidade(%) = [(4 (2.3)

Onde,

(1) =Massa do po;

(2) = Massa do pesa filtro vazio;

(3) = Massa do pesa filtro + amostra;

(4)= Massa do pesa filtro + amostra depois da secagem.

2.4.4.7 Higroscopicidade

A determinagdo da higroscopicidade dos pos foi conduzida conforme a
metodologia descrita por Tonon et al. (2009). Amostras de 1 g de p6 foram dispostas em
placas de Petri e mantidas por uma semana em dessecador, contendo solugdo saturada

de cloreto de sédio (NaCl), com umidade relativa de 75,3%. A higroscopicidade foi
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medida através da massa de dgua adsorvida pela amostra e os resultados expressos em g

de 4gua adsorvida/100 g amostra seca.

2.4.4.8 Cor instrumental

Para determinar os pardmetros de cor das amostras foi estabelecido o iluminante
D65, o angulo de 10° para o observador e a escala do sistema de cor CIELAB. Amostras
de aproximadamente 3g foram colocadas em cubetas de vidros retangulares e
submetidas a leitura, apds a calibragdo do equipamento com duas placas de calibracdo
(placa branca e placa preta). Os parametros de cor (L*, a* e b*) foram medidos através
do colorimetro Color Quest XE (HunterLab, Reston, VA, EUA), conectado ao software
universal Hunterlab versdo 4.1 e as coordenadas cilindricas C* (croma) e H* (angulo
de tonalidade) foram calculadas conforme as equacdes 2.4 e 2.5, respectivamente.
Também foi calculada a diferencga total da cor (AE) conforme Pathare et al. ( 2013)

através da Equacio 2.6.

C* = (a **+ b x?)1/2 (2.4)

p* = arctan(%) (2.5)

AE = (L% + a*? + b*?)1/? (2.6)
Onde,

L* - representa a luminosidade variando do preto (0) ao branco (100);
a* - representa a transi¢do da cor vermelha (+a*) para a cor verde (-a*);

b* - representa a transicdo da cor amarela (+b*) para cor azul (-b*).
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2.4.5 Determinacio de compostos bioativos

2.4.5.1 Obtencao dos extratos aquosos para determinacao de compostos fenoélicos e

antocianinas

Amostras de 5 g do material desidratado foram diluidas em 100 mL de agua
destilada e submetidas a extracdo sob agitagdo constante por 60 minutos, usando
agitador magnético (Biomixer AM-10, Brasil). Apds a agitacdo, as amostras foram
filtradas a vacuo (NOF 650, New Pump, Brasil) através de papel de filtro Whatman n°
12, em seguida centrifugadas (5818/5810R, Eppendorf, EUA) a 3600 x g por 10
minutos. Os sobrenadantes foram acondicionados em tubos de centrifuga, identificados,

protegidos da luz e refrigerados para uso posterior, conforme mostra a Figura 2.14.
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centrifugacio sobrenadante extrato pronto D

Refrigeracio

Figura 2.14: Obtengao dos extratos. Fonte: Arquivo pessoal (2012).

2.4.5.2 Compostos fendlicos totais (CFT)

O teor de fenolicos totais (CFT) foi determinado conforme metodologia descrita
por Genovese et al., (2008). Aliquotas de 250 pL do extrato obtido foram
homogeneizadas com 250 pL do reagente de Folin-Ciocalteu e 2 pLL de 4gua destilada.
ApoOs 3 minutos em temperatura ambiente, 250 pL de uma solugdo saturada de
carbonato de so6dio (Na,COs) foram adicionados e a mistura foi colocada em banho de

agua a 37 °C por 30 min. A absorbancia foi mensurada a 725 nm utilizando
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espectrofotometro (Genesys 10S UV-VIS, Thermo Scientific, EUA). O acido gélico foi
utilizado como padrido de referéncia, e os resultados foram expressos em mg

equivalentes de acido galico por grama de amostra em base seca (mg GAE/ g BS).

2.4.5.3 Teor de antocianinas monoméricas totais (AT) por diferenca de pH

O teor de antocianinas monoméricas totais foi determinado nos extratos pelo
método da diferenca de pH, conforme descrito por Giusti e Wrosltad (2001).
Inicialmente, prepararam-se duas solu¢des tampao: uma solucio de cloreto de potassio
pH 1 (0,025 M) e uma solucdo de acetato de sédio pH 4,5 (0,4 M). Foram adicionados
1,6 mL da correspondente solucdo tampao a 0,4 mL do extrato de forma a se obter
densidade optica na faixa de 0,100-1,200 a 510 nm e efetivadas as medidas em
maximos de absor¢do na regido visivel a 700 nm. O teor de antocianinas monoméricas
totais foi calculado conforme a Equacdo 2.7 ¢ os resultados foram expressos em
miligramas por grama de amostra em base seca (mg/g BS).

Teor de antocianinas monoméricas totais ,%BS = [(As10 — A700)IpH; —

[(As10 — A700)]PHas X (PM X FD x 1000 x £~1) (2.7)

Onde,

As19 = absorbancia das amostras lidas a 510 nm;

A~7o= absorbancia das amostras lidas a 700 nm;

PM = peso molecular da cianidina 3-glicosideo (449,2 g/mol);
FD = fator de dilui¢ao;

€ = absortividade molar (26900).
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2.4.5.4 Teor de carotenoides totais (CT)

A andlise de carotenodides totais (CT) foi determinada conforme metodologia proposta
por Lichtenthaler & Buschmann (2001). Amostras de 0,5 g dos po6s foram
homogeneizadas em 18 mL de acetona (VETEC, Brasil) e submetidas a agitagao por 20
segundos em agitador de tubos (modelo AP56 Phoenix, Brasil) na auséncia da luz a
temperatura ambiente (25 °C). Apds a agitagdo, as amostras foram centrifugadas
(5818/5810R, Eppendorf, EUA) a 3600 x g por 5 minutos e o sobrenadante foi filtrado a
vacuo (NOF 650, New Pump, Brasil) através de papel de filtro Whatman n°® 12. As
absorbancias foram mensuradas a 470, 645 ¢ 662 nm, utilizando espectrofotometro
(Genesys 10S UV-VIS Thermo Scientific, EUA). O teor de carotenoides totais foi

expresso em miligramas por grama de amostra em base seca (mg/g BS) .

2.4.5.5 Acido ascorbico (AA)

O teor de acido ascorbico (AA) foi determinado pelo método titulométrico 2,6-
diclorofenolindofenol (DCFI) descrito pela AOAC (2005), utilizando acido
metafosforico (HPOs) como solugdo extratora. Inicialmente, amostras de 5 g de polpa in
natura ¢ amostras de 1 g de pd foram colocadas em baldes volumétricos de 50 mL e
completados com acido metafosforico (HPO3; 1%). As solugdes foram homogeneizadas
(Waring, 51BL30, EUA) por 2 minutos e filtradas a vacuo (NOF 650, New Pump,
Brasil) através de papel de filtro (Whatman n° 12). Em seguida, aliquotas de 10 mL
foram tomadas e tituladas com solu¢ao de DCFI. A quantidade de 4cido ascorbico foi

calculada a partir das Equacdes 2.8 € 2.9 e os resultados foram expressos em mg/100g.
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o - VXFx100
Acido ascérbico, =2 g = (—x . ) 2.9
100 Mamostra
*10
F= (Cp ) (2.9)

Onde,

V= volume (mL) de DCFI gastos na titulagao da amostra;

F= fator da solucao de Tillmans;

Mamostra = quantidade de amostra (g) utilizada;

p - volume (mL) gasto de DCFI que reage com 10 mL de uma solu¢do padrao de AA
cuja concentragdo € “c” (mg/mL);

¢ - &cido ascorbico 0,01 mg/mL.

A reten¢do do acido ascoérbico dos produtos em pd foi calculada através da

Equacio 2.10.

(100x teor de AA do po)
(teor de AA polpa fresca)

Retencaode AA(%) = 100 — [ (2.10)
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2.4.6 Analises estatisticas

Todas as andlises foram realizadas em triplicata (N=3) e os resultados foram
apresentados como média + desvio padrao. Para comparacao das médias, foi realizada
analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey, com auxilio do software Statistica ®
7.0. O nivel de significancia considerado para a diferenca entre as médias foi de 5 % (p

<0,05).
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2.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1 Caracteriza¢io fisico-quimica das polpas das pitangas vermelha e roxa

frescas e desidratadas por atomizacio e liofilizacao.

A composicdo fisico-quimica abrange uma variedade de caracteristicas que
diferenciam constituintes individuais, os quais definem a qualidade final dos produtos
obtidos de fontes naturais. A Tabela 2.5.1 apresenta os resultados referentes aos valores
médios e desvio-padrdo da composicdo fisico-quimica das polpas frescas das pitangas
vermelha e roxa e as Tabelas 2.5.2 e 2.5.3 apresentam os resultados referentes aos
valores médios e desvio-padrao da composicao fisico-quimica das polpas desidratadas

por liofiliza¢do e atomizacao das pitangas vermelha e roxa.

Tabela 2.5.1: Caracterizagao fisico-quimica das polpsa das pitangas vermelha (PV) e

pitanga roxa (PR).
PV PR
Umidade (%) 89,9 +0,08" 89.6 + 0,06
Atividade de 4gua (Aw) 0,99 +0,12* 0,98 £0,12%
pH 327 +0,52° 3,68+0,71°
Acidez titulavel (g acido citrico/100 g) 1,81 +0,02° 2,07 +0,09°
Solidos soluveis (°Brix) 7,01 £0,08* 7,67 £0,04°
Acucares totais (g glucose/100 g) 5,22 +0,08" 5,87 0,05

a,b, Letras diferentes sobrescritas na mesma linha indicam diferenca significativa pelo Teste

de Tukey (p<0,05).

Kadtia Cristina Borges - Tese de doutorado — UFRN/PPGEQ



72

Tabela 2.5.2: Caracterizagdo fisico-quimica das polpas da pitanga vermelha

desidratadas por atomizagdo (PVS5, PV10, PV15 e PV20) e liofiliza¢ao (PVL).

Pitanga vermelha

PV5 PV10 PV15 PV20
110°C | 6,12+0,13** | 4,09+0,12"* 3,99+0,13%4 | 3,79+0,12*
130°C | 4,73+0,01*® | 3,83+0,21™ 3,47+0,02" | 3,32+0,31"

Umidade
150°C | 4,05+0,01° | 3,62+0,21° 322+0,02" | 3,11+0,31"
(%)
PVL |3,03+0,12 B B B
110°C | 0,317 +0,04** | 0,271 +0,05** | 0,262+ 0,05** | 0,254 + 0,05
Atividade 130°C | 0271 +£0,12*® | 0,262+0,03*® | 0,251+0,05® | 0,212+ 0,06"®
de 150 °C | 0,264 +0,02° | 0,247+ 0,09 | 0,233+ 0,07 | 0,215+ 0,05%
agua _ _ _
PVL | 0,432+0,24
110°C | 3,64 +0,05* | 3,71 +0,91" 4,01 £021* | 4,31+0,03*
130 °C | 3,62 +0,02** | 3,77 +0,22" 4,02 +0,04* | 4,35+0,04%
pH 150 °C | 3,63 +0,05* | 3,78 +0,12"* 4,03+031"  |4,36+0,06%
PVL |3,21+0,15 B B B

Resultados expressos como média + desvio padrdo (N = 3); a-d: Letras diferentes

sobrescritas na mesma linha indicam diferenca significativa pelo Teste de Tukey

(p<0,05); A-D: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa pelo

Teste de Tukey (P <0,05). (PVS5, PV10, PV15 e PV20 = Pitanga vermelha contendo

5%, 10%, 15% e 20% de goma ardbica, respectivamente; PVL= pitanga vermelha

liofilizada).
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Tabela 2.5.3: Caracterizagao fisico-quimica das polpas da pitanga roxa desidratadas por

atomizac¢do (PR5, PR10, PR15 e PR20) e liofilizacdao (PRL).

Pitanga roxa

PR5 PR10 PR15 PR20
110°C | 6,22+0,05** | 5,74+0,12"* 5,14+0,12¢ | 5,01+0,12%
Umidade
%) 130°C | 5,16+0,05® | 4,77+0,15™ 4,31 +0,04° | 4,11+0,05"
0
150°C | 4.87+0,08 | 3,44+0,05" 2,98 +0,06 | 2,91+0,05%
PRL 3,91+0,16 _ - -
Atividade 110°C | 0,308 +0,04** | 0271+0,3** | 0,262+ 0,05* | 0,251 + 0,05
de 130°C | 0,274 +0,12% | 0,252+ 0,03°® | 0,241 +0,05® | 0,218 +0,05®
agua
150°C | 0,262 +0,02° | 0,241 +0,09° | 0,234+ 0,07 | 0,212 +0,03%®
PRL 0,439 £ 0,21 _ _ B
110°C | 3,69+0,12** | 4,05+0,51" | 4,16+0,06° | 4,46+0,05"
pH 130°C | 3,67 £0,04** 4,01 £0,07"* 4,17+0,02°* | 4,49+0,04"
150°C | 3,65+0,03" | 4,02+0,14" 4,16+ 0,02 | 4,47+0,04"
PRL | 3,61+0,07

Resultados expressos como meédia = desvio padrao (N = 3); a-d: Letras diferentes

sobrescritas na mesma linha indicam diferenca significativa pelo Teste de Tukey

(p<0,05); A-D: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencga significativa pelo

Teste de Tukey (p<0,05). (PRS5, PR10, PR15 e PR20 = Pitanga roxa contendo 5%,

10%, 15% e 20% de goma arabica, respectivamente; PRL= pitanga roxa liofilizada).
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A polpa da pitanga vermelha mostrou menor acidez, menor pH, menor teor de
solidos soluveis e menor teor de agticar em relacdo a pitanga roxa (p<0,05). Comparada
a outras frutas tropicais como caju (Anacardium occidentale L.), laranja ( Citrus
sinensis ), acal ( Euterpe oleraceae Mart.), jaboticaba (Myrciaria cauliflora) e umbu
(Spondias tubreosa), ambas apresentaram menor pH e maior acidez (RUDGE et al.,
2012; GURAK et al., 2014; ALBUQUERQUE et al., 2015), se assemelhando ao caja
(Spondias lutea L), limao (C. latifolia Tanaka cv. Tahiti) e camu-camu (Myrciaria
dubia Mc. Vaugh) (RUDGE et al., 2012; FUJITA et al., 2012). Os frutos mais acidos e
menos doces sdo especialmente indicados para a elaboragdes de sovertes, bebidas,
doces e outros produtos alimenticios, por implicar em menores custos paras industrias
de processamentos, ja que necessitam menor adicdo de acidulantes (VILLACHICA et
al., 1996), além do fato de serem menos apreciados para o consumo in natura.

A umidade, assim como a atividade de 4dgua, constituem parametros relevantes
na avaliagdo do estado de conservagao de um alimento. O teor de umidade representa a
quantidade total de dgua, ao passo que a atividade de 4gua ¢ um indicador do teor de
agua livre (FAZAELI et al., 2012), com efeito direto sobre as reagdes quimicas,
enzimadticas e na proliferacdo de micro-organismos, influenciando a cor, textura, aroma,
estabilidade e aceitacdo dos alimentos processados (ROCKLAND & STEWART,
2013).

Observando as Tabelas 2.5. 2 e 2.5.3 ¢ possivel afirmar que houve influéncia da
temperatura, bem como da concentragcdo da goma arabica, sobre os parametros
analisados (p <0,05). A elevacdo da temperatura do ar de secagem e o aumento da
concentragdo de goma ardbica produziram pds com menor teor de umidade. Os poés
atomizados e liofilizados apresentaram reducao de umidade acima de 80% em relagdo

as amostras frescas (Tabela 2.5.1). Todavia, os pos atomizados exibiram maior
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umidade (p<0,05) em relacdo aos liofilizados. Esse resultado pode ser atribuido a goma
arabica, devido a sua capacidade em reduzir a transferéncia de calor e massa, reduzindo
a evaporagao da agua durante a secagem (TONON et al., 2009). Os teores de umidade
entre 2,91% e 6,22% para os pds atomizados e liofilizados foram inferiores aos obtidos
por Oliveira et al. (2006) para polpa integral da pitanga (8,12 %) e formulada com 15%
de maltodextrina desidratada por spray drying a 80 °C (7,64%) e superiores aos
obtidos por Silva et al. (2013), que relataram teores de umidade entre 2,91% ¢ 5,31%
em residuo do despolpamento da jabuticaba seco por atomizagdo, usando maltodextrina
como agente carreador ¢ por Souza et al. (2013) em pds de subprodutos de uva Bordo
desidratada por liofilizacdo e atomizagdo usando como agente carreador a maltodextrina
(2,90 % - 4,54 %). Tendéncia semelhante foi observada por Queck et al. (2007),
Moreira et al. (2009), Kha et al. (2010) e Fazaeli et al. (2012) ao desidratarem extratos
de melancia (Citrulus lanatus), residuo de acerola (Malpighia emarginata DC),
extratos de Gac (Momordica cochinchinensis ) ¢ extratos da amora preta (Morus nigra),
respectivamente, ao obterem po6s com menor teor de umidade com a elevacdo da
temperatura e concentracio de agente carreador.

Os valores médios da atividade de agua (aw) dos pos da pitanga vermelha e roxa
atomizados e liofilizados variaram entre 0,212 a 0,439, estando dentro da faixa
preconizada para produtos desidratados estaveis (ay, < 0,6) do ponto de vista
microbiologico (RAHMAN, 2010). Também se observa que as polpas de pitanga
desidratadas por spray drying exibiram menores valores de aw quando comparadas as
polpas liofilizadas. Valores inferiores (0,150 a 0,320) foram obtidos por Fazaeli et al.
(2012) em amora preta (Morus nigra) desidratada por atomizagao usando goma arabica
e maltodextrina como agente carreadores. De modo semelhante a umidade, a atividade

de agua dos pos obtidos por atomizagdo foram reduzidos com a elevagao da temperatura
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e concentra¢do de goma arabica. Mais uma vez, temperaturas de entrada mais elevadas
possibilitaram maiores transferéncia de calor para particula, promovendo maior forca
para retirada de dgua. Paralelo a isso, o aumento da concentracdo de agente carreador
eleva o teor de solidos na amostra, proporcionando menor redugdo no teor de dgua total
por evaporacao (FAZAELI et al., 2012).

O pH, além de influenciar a palatabilidade dos alimentos, constitui um dos
fatores determinantes para o desenvolvimento e crescimento de micro-organismos
(GAVA et al,, 2009). De maneira geral, os pos atomizados e liofilizados da pitanga
vermelha e roxa (Tabelas 2.5.2 e 2.5.3) exibiram valores mais altos (p<0,05) em
relacdo as amostras frescas (Tabela 2.5.1), divergindo estatisticamente entre si
(P<0,05). Os pods atomizados apresentaram pH mais elevados (p<0,05) quando
comparados aos pos obtidos por liofilizagdo. Esse fato pode estar associado a goma
arabica, a qual ¢ capaz de reduzir a concentragdo dos acidos organicos presentes nas
amostras, ja4 que a concentracdo de hidrogénio (H") ¢ fortemente influenciada pela
dissociacdo dos acidos em solucdo (GAVA et al., 2009). Com valores variando entre
3,21 e 4,49, os pos de pitanga sdo classificados como 4cidos e bastante acidos (GAVA
et al., 2009). Valores inferiores foram relatados por Gurak et al. (2014), ao obterem pH
de 3,45 a 3,74 em subprodutos da jabuticaba liofilizada. Nesse estudo, o pH dos pos
das pitangas vermelha e roxa nao foram influenciados pela elevacdo da temperatura,
tendéncia semelhante observada por Kha et al. (2010) em po6s de Gac obtidos por

atomizacao.
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2.5.2. Solubilidade e higroscopicidade das polpas da pitanga vermelha e roxa

frescas e desidratadas por atomizacio e liofilizacao.

Produtos alimenticios em pos sdo cada vez mais utilizados pelas industrias de
alimentos, em fun¢do da versatilidade no manuseio e reducao significativa de custos
com transportes, embalagens e¢ armazenamento (FAZAELI et al., 2012; LOPEZ-
CORDOBA et al., 2014). Um dos fatores relevantes para a qualidade de produtos
desidratados ¢ a solubilidade, a qual est4 associada com a estabilidade da mistura e pode
ser definida como sendo a capacidade de manter-se em mistura homogénea com a agua
(ORDONEZ et al., 2007). Além dessa, a higroscopicidade, definida como sendo a
capacidade do p6 em absorver 4gua do ambiente (JAYA & DAS, 2009), permite prever
a estabilidade de alimentos desidratados durante o armazenamento, tendo em vista que o
ganho de 4gua facilita a ocorréncia de reacdes de degradacdo, as quais sdo aceleradas
pela temperatura (LOPEZ-CORDOBA, et al., 2014).

As Tabelas 2.5.4 e 2.5.5 apresentam os valores médios das percentagens de
solubilidade e higroscopicidade das polpas frescas e dos pds obtidos por atomizagdo e

liofilizagdo da pitanga vermelha e roxa, respectivamente.

Kadtia Cristina Borges - Tese de doutorado — UFRN/PPGEQ



78

Tabela 2.5.4: Solubilidade (%) e higroscopicidade (g de 4gua adsorvida/100g) da polpa
fresca da pitanga vermelha (PVF) e desidratada por atomizagdo (PVS5, PV10, PV15 e
PV20) e liofilizagao (PVL).

Pitanga vermelha

PV5 PV10 PV15 PV20
110°C | 79,18 +0,31** | 86,71+0,61"* | 87,33+ 0,25* | 87,91+ 0,22%
130°C | 84,12+ 0,15 | 87,86+0,33°® | 88,71+ 0,05 | 88,01+ 0,05
Solubilidade
150 °C | 84,97+ 0,35 | 87,01£021°® | 88,93+ 0,05 | 88,91+ 0,05
PVL 70,72+0,52 _ _ _
PVF 78,240,03 _ _ _
110°C | 17,95+0,12** | 15,94+0,32°* | 14,81+0,13°* | 14,28+ 0,33%
130°C | 17,18+0,46™ | 15,74+0,41°* | 14,74+0,27* | 14,01+0,52%*
Higroscopicidade 150 °C | 18,23+0,13*® | 16,87+0,26"® | 15,77+0,21® | 15,04+0,42%
PVL 21,82+0,72 _ _ _
PVF _ _ _ _

Resultados expressos como média + desvio padrao (N = 3); a-d: Letras diferentes
sobrescritas na mesma linha indicam diferenca significativa pelo Teste de Tukey
(p<0,05); A-D: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa pelo
Teste de Tukey (P <0,05). (PVS5, PV10, PV15 e PV20 = Pitanga vermelha contendo
5%, 10%, 15% e 20% de goma ardbica, respectivamente; PVL= pitanga vermelha

liofilizada; PVF= polpa da pitanga vermelha fresca).
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Tabela 2.5.5: Solubilidade (%) e higroscopicidade (g de 4gua adsorvida/100g) da polpa
fresca de pitanga roxa (PRF) e desidratada por atomizagdo (PRS, PR10, PR15 e PR20) e
liofilizag¢ao (PRL).

Pitanga roxa

PR5 PR10 PR15 PR20
110°C | 80,21+0,31** | 91,62+ 0,05"* | 92,33+ 0,25 | 92,41+ 0,22%*
130°C | 84,86+ 0,05 | 94,86+ 0.05°® | 95.61+ 0,05 | 95,71+ 0,058
Solubilidade
150°C | 84,17+ 0,05 | 94,49+ 0,05°® | 95,13+ 0,15 | 95,91+ 0,058
PRL | 71,12+0,52 _ _ _
PRF 83,72+0,07 - _ -
110°C | 16,35+0,12** | 15,57+ 0,33"* | 14,31+0,43°* | 13,89+ 0,43
130°C | 16,47+0,23** | 15,24+021°* | 14,08+0,27°* | 13,75+0,55%
Higroscopicidade
150°C | 17,23+0,13" | 16,84+0,31°® | 15,14+0,25® | 14,84+0,45"
PRL 18,87+0,32 _ _ _
PRF B _ _ _

Resultados expressos como meédia = desvio padrao (N = 3); a-d: Letras diferentes
sobrescritas na mesma linha indicam diferenga significativa pelo Teste de Tukey
(P<0,05); A-D: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo
Teste de Tukey (P <0,05). (PRS; PR10; PR15; PR20 = Pitanga roxa contendo 5%, 10%,
15% e 20% de goma arabica, respectivamente; PRL= pitanga roxa liofilizada;

PRF=polpa da pitanga roxa fresca).

Os pos liofilizados da pitanga vermelha (Tabela 2.5.4) e pitanga roxa (Tabela
2.5.5) demonstraram valores inferiores (p<0.05) para solubilidade e higroscopicidade
em relacdo as amostras frescas e aos pos atomizados. A adicdo da goma ardbica

aumentou a solubilidade das amostras atomizadas, explicada pela alta solubilidade da
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goma ardbica em agua (TONON et al. 2009). Os pds atomizados e liofilizados
mostraram equivaléncia aos valores obtidos por Souza et al., (2013) que relataram
solubilidade variando entre 91,84% a 97,49% para os pds obtidos de subprodutos da uva
Bordo secos por atomizagao, utilizando maltodextrina como agente carreador ¢ 74,4%
para os pos secos por liofilizagdo. Ao que concerne, a influéncia da temperatura sobre a
solubilidade das amostras, as amostras secas a 130 °C apresentaram discreto aumento
em relacdo as secas a 110 °C, ao passo que as desidratadas a 150 °C apresentaram
valores semelhantes as obtidas a 130 °C (p >0,05). Souza et al. (2013), ao desidratarem
subprodutos da uva Bordo, relataram que ndo houveram diferencas estatisticas sobre a
solubilidade das amostras utilizando diferentes temperaturas de secagem.

Quanto a higroscopicidade, o aumento da concentracdo de goma arabica resultou
em pos menos higroscopicos, o que pode estar associado as propriedades do
coadjuvante, o qual proporciona baixa higroscopicidade e é capaz de reduzir a
capacidade de adsor¢do de agua do ambiente pelos produtos obtidos por spray drying.
De maneira semelhante, Tonon et al. (2009) observaram redu¢o na higroscopicidade ao
secarem polpa de acai aumentando a concentracdo de coadjuvante.Valores de
higroscopicidade significativamente maiores (p< 0,05) foram observados nas amostras
produzidas a 150 °C, em relagdo as temperaturas de 110 °C e 130 °C. De acordo com
Tonon et al. (2008), temperaturas de secagem mais altas resultam em pds com umidades
mais baixas e maior facilidade em adsorver dgua, ou seja, mais higroscopicos, o que
esta relacionado ao maior gradiente de concentracdo de 4gua existente entre o produto e
o meio. Essa tendéncia também ¢ mostrada por Souza et al. (2013) ao desidratarem
subprodutos de uvas utilizando diferentes temperatura de secagem e diferentes
concentracdes de maltodextrina, obtiveram p6s menos higroscopicos com o aumento da

concentracdo do agente carreador.
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2.5.3 Cor instrumental das polpas da pitanga vermelha e roxa frescas e

desidratadas por atomizacao e liofilizacao.

A cor € um atributo fundamental no julgamento da qualidade de um alimento, ja
que a apreciagdo visual ¢ o primeiro sentido a ser utilizado como critério de aceitacdo e
escolha de um produto. Os resultados dos parametros de coloracao das polpas frescas e
dos pos obtidos por liofilizagdo e spray drying da pitanga vermelha e pitanga roxa
apresentados nas Tabelas 2.5.6 e 2.5.7, mostram que os poés liofilizados apresentaram
menores valores de luminosidade (L*) em relacdo aos pos atomizados (p<0,05). O
resultado pode ser associado a maior retirada de 4gua, resultando em um produto mais
concentrado, consequentemente, mais escuro. Por outro lado, maiores concentragao de
goma ardbica aumentaram significativamente (p<0,05) os valores de (L*) dos pos
atomizados, o que pode ser atribuido ao efeito diluente da goma arabica. Do mesmo
modo, Kha et al. (2010) ao desidratarem o fruto Gac por atomizacdo, observaram
aumento nos valores da luminosidade dos pés com o aumento da concentragdo da
maltodextrina. O mesmo foi relatado por Souza et al. (2013) em pds obtidos de
subprodutos de uvas por atomizagdo utilizando diferentes concentracio de

maltodextrina.
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Tabela 2.5.6: Cor instrumental da polpa fresca de pitanga vermelha (PVF) e
desidratada por atomizagdo (PV5, PV10, PV15 e PV20) e liofilizagdo (PVL).

Pitanga vermelha

PV5 PV10 PV15 PV20
110°C | 78,36 £0,65** | 81,99+0,15* | 82,76 +0,32°* | 83,16+0,32"
130°C | 61,59 0,65 | 80,08+0,72°° | 83,84 +0,45% | 86,64+ 0,69
L* 150 °C | 48,29+ 0,09° | 70,76 £0,22°° | 74,66+0,12° | 76,76 0,17
PVL 23,37+0,51 _ _ B
PVF 26,36+ 0,21 _ _ B
110°C | 17,42+0,51** | 16,04 +0.21°* | 16,72 +0,17* | 15,95+0.21%
130°C | 18,41+0,40" | 17,88+ 1,08" | 16,84 +1.05" | 16,16+ 0,08
150 °C | 21,98 +0,35° | 19,34+0,31° | 18,10+ 0,41° | 17,79+0,11%
C* PVL 22,53+0,12 _ _ _
PVF 17,61 + 0,14 _ _ _
110°C | 1,25+0,02** | 1,27+0,08" 1,30 £0,04** | 1,33+0,02"
130°C | 1,20+£0,01"® | 1,25+0,07" 1,29+0,02% | 1,32+0,02%
h* 150°C | 1,16 £0,02°° | 1,22+0,05" 1,27+0,04C | 1,30+0,02%
PVL 1,07 + 0,43 B B B
PVF 1,37+ 0,23 B B B
110°C | 80,27 +0,19** | 83,32+0,32°* | 84,07+0,52°* | 8543+0,37™
130°C | 79,78 0,41 | 8327+0,72" | 88,04 0,83 | 91,29 +0,68"
AE 150 °C | 50,62+0,29° | 72,89 +0,22" | 76,83+0,62° | 79,27 +0,47%
PVL 34,72 0,72

Resultados expressos como média + desvio padrdo (N = 3); a-d: Letras diferentes

sobrescritas na mesma linha indicam diferenca significativa pelo Teste de Tukey

(p<0,05); A-D: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa pelo

Teste de Tukey (p < 0,05). (PVS5, PV10, PV15 e PV20 = Pitanga vermelha contendo

5%, 10%, 15% e 20% de goma ardbica, respectivamente; PVL= pitanga vermelha

liofilizada); L*(luminosidade entre o preto (100) e branco (0), C *(Chroma =intensidade

da cor), h * (‘angulo de tonalidade), AE=variagdo da cor.
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Tabela 2.5.7: Cor instrumental da polpa fresca da pitanga roxa (PRF) e desidratada por
atomizac¢do (PR5, PR10, PR15 e PR20) e liofilizagdao (PRL).

Pitanga roxa

PR5 PR10 PR15 PR20
110°C |52,29+0,21** | 53,20+ 0,78* | 58,66+ 0,42 | 59,96 + 0,32
L* 130°C | 51,64+ 026" | 52,01 1,08 58,20+ 0,92 | 59,05 + 0,289
150°C | 44,72 +031°° [51,92+0,61°° |56,35+0,41°C | 58,46+ 0,34
PRL 23,37 +0,32 _ B _
PRF 19,11 £ 0,42 _ - _
110°C | 30,36 +0,22** | 28,96+0,78"* |27,50+0,42°* | 23,71 +0,12%*
130°C | 31,080,222 [30,13+0,71"® |28,36+0,52® | 24,36+0,19®
C* 150°C |33,19+0,22°° [32,25+0,71° |31,18+0,52° | 27,03 +0,19%
PRL 23,52 + 0,05 ~ _ _
PRF 24,12+ 0,15 ~ _ _
110°C | 0213 +0,02** |0,200+0,03"* |0,132+0,04* | 0,063 +0,02%*
130°C | 0,203 +0,05"® [0,196+0,08"® |0,129+0,07% | 0,049 + 0,02
h* 150°C | 0,198 +0,02°° | 0,170 £ 0,08 | 0,106 £0,04°C | 0,043 + 0,02
PRL 1,03 + 0,02 _ _ _
PRF 0,327+0,02 _ _ _
110°C | 57,32+0,29** 60,11+0,32°* 65,2140,52°* | 66,47+0,37%
130°C | 56,63+ 0,42%8 58,76+0,72°8 65,80+0,81" 66,10+0,61%
AE 150°C | 52,8440,25% | 50,50+0,22°¢ 64,63+£0,61°C | 66,90+0,45 %
PRL 33,88+0,52

Resultados expressos como meédia = desvio padrao (N = 3); a-d: Letras diferentes

sobrescritas na mesma linha indicam diferenca significativa pelo Teste de Tukey

(p<0,05); A-D: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencga significativa pelo

Teste de Tukey (p <0,05). (PRS5, PR10, PR15 e PR20 = Pitanga roxa contendo 5%,

10%, 15% e 20% de goma arabica, respectivamente; PRL= pitanga roxa liofilizada); L*

(luminosidade entre o preto (100) e branco (0), C *(Chroma =intensidade da cor), h *

(angulo de tonalidade).
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O Chroma é um indice analogo a saturacdo da cor ou sua intensidade, e
representa a divergéncia de uma dada cor em relacdo ao cinza, ou seja, quanto maior for
o valor de Croma maior ¢ a intensidade da cor de uma amostra perceptivel a olho nu
(PHATARE et al.,, 2013). Os resultados experimentais foram influenciados pela
temperatura do ar de entrada de secagem, bem como a concentragdo de goma ardbica
(Tabelas 2.5.6 e 2.5.7). Diminuicao significativa dos valores de (C*) foi verificada nas
amostras com maiores teores de goma arabica, as quais apresentaram tonalidades mais
claras, ao passo que o aumento da temperatura elevou esse parametro, sendo os maiores
valores observados nos pos secos a 130° e 150 °C. O resultado pode ser associado a
degradagdo de determinados compostos nesta condicdo de secagem, tais como
compostos bioativos. Nesse sentido, resultados a serem mostrados a seguir, mostram
que o teor de antocianina e carotenoides foram menores quando comparados aos pos
obtidos a 110 °C e 130 °C (Tabelas 2.5.8 e 2.5.9).

Em adigdo, os valores do angulo hue nas polpas da pitanga roxa desidratadas por
atomizagdo apresentaram reducdo significativa (p<0,05), com o aumento da
concentracdo de goma arabica, possivelmente em fun¢do da reducdo da intensidade da
cor vermelha (menores valores de a*) e aumento da intensidade da cor azul (menores
valores de b*). Semelhanca compartilhada por Ersus & Yurdagel (2007) e Ahmed et al.
(2010) ao secarem batata-doce-roxa e cenoura preta, respectivamente, por atomizagao
utilizando diferentes concentracdo de coadjuvante, ja os os valores do angulo /Aue nas
polpas da pitanga vermelha aumentaram com a concentracdo de goma ardbica e
reduziram com a elevacao da temperatura (P<0,05).

Quanto a diferenca total de cor (AE) entre as polpas da pitanga vermelha e roxa
atomizadas e liofilizadas variaram significativas (P<0,05). De maneira geral, os pos

atomizados apresentaram maior AE em relagdo as amostras liofilizadas. Segundo
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Adekunte et al. (2010) as diferencas perceptiveis de cor podem ser analiticamente
classificadas como muito distinta (AE > 3), distinta (1,5 < AE <3,0) e pouco distinta
(AE <1,5). Assim com base nessa classificagdo, todos os pos obtidos para ambas as

pitangas se caracterizaram como produtos muito distintos (AE > 3,0).

2.5.4 Compostos bioativos

Os teores de compostos fenodlicos totais (CFT), antocianinas monomeéricas totais
(AT), carotenoides totais (CT) e acido ascorbico (AA) das polpas frescas e desidratadas
por atomizacdo e liofilizagcdo das pitangas vermelha e roxa, encontram-se nas Tabelas

2.5.8 ¢2.5.9.

2.5.4.1 Compostos fenolicos totais (CFT)

Os resultados apontam diferengas significativas no contetido fenolico total
(P<0,05) influenciado pelo processo de secagem. Os CFT das polpas desidratadas foram
significativamente menores (P< 0,05) do que as polpas frescas. Apesar disso, todos os
pOs mostraram teores de 10 a 25 vezes maiores quando comparados a maga, pera,
mamao e manga, frutas reconhecidas como fontes relevantes de compostos bioativos

(Chong et al., 2013).
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Tabela 2.5.8: Teor de compostos fenolicos totais (mg eq.GAE/g BS), antocianinas

monomeéricas totais (mg eq. Ci /g BS), carotenoides totais (mg/g BS) e acido ascorbico (mg/g

BS) da polpa fresca de pitanga vermelha (PVF) e desidratada por atomizacdo (PVS5,
PV10, PV15 e PV20) ¢ liofiliza¢ao (PVL).

Pitanga vermelha

PV5 PV10 PV15 PV20
110°C | 94,87+ 0,21** | 98,97+ 0,31"* | 107,78+ 0,43°* | 108,92+ 0,12%
Compostos 130 °C | 94,34+ 0,19** | 98,56+ 0,42°* | 107,89+ 0,29°* | 108,01+ 0,32
fenélicos 150°C | 80,16+0,17*® | 94,21+ 0.22°® | 105,23+ 0,21°* | 106,97+ 0,52
totais PVL 168,12+0,43 _ _ _
PVF | 211,62+0,42
110°C | 0,294 £0,12** | 0,309 +0,02°* | 0,519 +0,12°* | 0,589+0,05"*
Antocianinas 130 °C | 0,291 +0,01** | 0,307 +0,07>* | 0,514 +0,08* | 0,586+0,03"*
monoméricas 150 °C | 0,198 + 0,09 | 0,205+0,11°® | 0,219+0,11® | 0,226+0,08"
totais PVL | 0,781 £0,45 B _ B
PVF |2,23+045 _ B B
110°C | 14,79 +0,12** | 15,16 +0,21°* | 1586+ 0,11** | 15,94 +0,31**
130°C | 14,58 £0,22** | 15,09 +0,15"* | 15,61 +0,20™ | 15,86 +0,16™
Carotenoides 150 °C | 10,79 £0,12*® | 11,79 +0,12°® | 12,01 £0,12°° | 12,13 +0,12°*
totais PVL | 19,82 +0,43 B _ B
PVF | 32,48+0,19 _ _ B
110°C | 4,27 +0,05* 3,79+ 0,02% | 3,11+£0,03* | 3,05+0,09"
130°C | 4,11 +0,09* 3,67+0,07™ | 298+0,05% | 2,89+0,12
Acido 150 °C | 3,29 +0,09° 2,69 +0,05° | 2,27+0,06° | 2,07+0,14
ascorbico PVL 5,4 +0,02 . _ _
PVF | 7,84 +0,09

Resultados expressos como média + desvio padrdo (N = 6); a-d: Letras diferentes

sobrescritas na mesma linha indicam diferenca significativa pelo Teste de Tukey

(p<0,05); A-D: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa pelo

Teste de Tukey (P <0,05). (PVS5, PV10, PV15 e PV20 = Pitanga vermelha contendo

5%, 10%, 15% e 20% de goma ardbica, respectivamente; PVL= pitanga vermelha

liofilizada; PVF= polpa fresca).

Kadtia Cristina Borges - Tese de doutorado — UFRN/PPGEQ



87

Tabela 2.5.9: Teor de compostos fenodlicos totais (mg eq. GAE/g BS), antocianinas

monomeéricas totais (mg eq. Ci /g BS), carotenoides totais (mg/g BS) e teor de acido ascorbico

(mg/g BS) da polpa fresca de pitanga roxa (PRF) e desidratada por atomizacdo (PRS,

PR10, PR15 e PR20) ¢ liofilizagdo (PRL).

Pitanga roxa

PR5 PR10 PR15 PR20
Compostos  110°C | 177,91+ 0,33** | 178,92+0,12°* | 194,97+ 0,17°* | 195,23+ ,21%
fenélicos 130°C | 177,31+ 0,72** | 178,62+0,17* | 194,89+ 0,12°* | 195,10+ ,21%
totais 150°C | 167,27+ 0,47 | 156,83+0,24°® | 159,78+ 0,24°® | 159,82+ 0,11
PRL | 254,3+1,32 _ B B
PRF 310,30 + 1,12 B _ B
110°C | 3,17 £ 0,05 3,40+ 0,02 | 3,89+0,02°* | 4,05+0,19%
Antocianinas 130 °C | 3,16 + 0,09** 339+0,07" | 3,89+£0,05" | 4,01+0,12%
monoméricas 150 °C | 2,46 + 0,09*° 2,79+ 0,05 | 2,89+£0,06® | 3,01 £0,14F
totais PRL 5,59 +£0,23 _ _ _
PRF 15,82 + 0,41 B _ B
110°C | 7,99 +£0,21** 8,99 +£0,35" | 9,09+0,52°* | 9,09+ 0,44
130°C | 7,98 +0,31** 8,94+0,17" | 9,05+0,17* | 9,13+0,25%
Carotenoides 150 °C | 6,16 +0,21*" 6,61 +032® | 6,79+0,23® | 6,98+0,19®
Totais PRL | 11,2+024 B B B
PRF |[27,32+0,52 _ B B
110°C | 14,09+0,17** | 11,87+0,21°* | 10,98 +0,18* | 10,04 + 0,31
130°C | 13,93+£0,22** | 11,80 +0,15** | 9,08+0,20" [9,06 £0,16
Acido 150°C | 11,73 +0,12*® [ 10,01 +0,13°® [8,14+0,12° | 8,13+0,27®
ascorbico PRL 18,19+ 0,41 _ _ _
PRF | 20,91+0,32

Resultados expressos como média + desvio padrdo (N = 6); a-d: Letras diferentes

sobrescritas na mesma linha indicam diferenca significativa pelo Teste de Tukey

(p<0,05); A-D: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa pelo

Teste de Tukey (P <0,05). (PRS5, PR10, PR15, PR20 = Pitanga roxa contendo 5%, 10%,

15% e 20% de goma arabica, respectivamente; PRL= pitanga roxa liofilizada; PRF=

polpa fresca).
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Os resultados, também sdo superiores aos relatados por Gurak et al. (2014) para
polpa, casca e bagaco da jabuticaba (Myrciaria cauliflora) desidratadas por liofilizacao
(16,92, 30,24 e 43,39 mg GAE/g, respectivamente). Valores de CFT publicados por
Correia et al. (2012) demonstram que a secagem por atomizacdo e liofilizacdo sdo
técnicas mais eficientes na preservagdo dos compostos fendlicos de pitanga, ja que os
teores de CFT do residuo da pitanga vermelha obtido em leito de jorro foram inferiores
aos valores encontrados para as polpas das pitanga vermelha e roxa do presente
trabalho.

Em geral, os pos liofilizados revelaram contetido fendlico mais elevado que os
p6s atomizados. Para Marteska (2014), além da possivel preservacdo fenodlica
ocasionada pelas condi¢cdes mais brandas de secagem, a liofilizagdo aumenta a
porosidade das amostras, resultando maior eficiéncia durante a extracdo e,
consequentemente, maiores resultados analiticos. Tendéncia semelhante foi
anteriormente observada por Sogi et al. (2014) em pos de manga desidratados por
quatro diferentes técnicas de desidratagdo. Concomitante a isso, o aumento da
concentracdo de goma arabica favoreceu a retencao dos CFT nas amostras frente as
temperaturas utilizadas, indicando um efeito protetor durante a secagem, como
observado por Souza et al.(2013) em pds de subprodutos de uva obtidos por
atomizacao.

Ao se comparar os resultados dos pds atomizados de ambas variedades de
pitangas, € possivel observar diferencas significativas entre a concentracdo da goma
arabica e temperaturas de secagem. Os teores de CFT dos pods obtidos a 110 °C e 130
°C foram proximos (p>0,05), ja os pds obtidos a obtidos a 150 °C apresentaram teores

mais baixos (p<0,05).
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2.5.4.2 Antocianinas monoméricas totais (AT)

Embora, as amostras atomizadas tenham atingindo concentragdes de
antocianinas inferiores quando comparadas as amostras liofilizadas (P <0,05), os
processos de secagem produziram pds com teores significativos de antocianinas.
Portanto, a escolha da melhor técnica de secagem com o objetivo de se obter produto
desidratado com potencial corante alimenticio deve-se levar em conta aspectos
econdmicos e de desempenho ndo abordados no presente estudo.

Os teores de antocianinas aqui encontrados mostraram-se superiores aos
reportados por Lima et al. (2000) e (2002) em polpas de pitanga roxa (22,50 mg/100 ge
16,23 mg/100 g, respectivamente), e reportados por Rufino et al. (2010) e Almeida et
al., 2011) em polpas de wuvaia (1,13 mg/100g), murici (0,5 mg/100g), bacuri (0,3
mg/100g), mangaba (0,4 mg/100g), abacaxi (0,32 mg/100g), sapoti (0,46 mg/100g),
tamarindo (3,16 mg/g) e seriguela (1,35mg/100g).

Observando as Tabelas 2.5.8 ¢ 2.5.9, é possivel perceber que tanto a
concentracdo de goma arabica quanto a temperatura influenciaram a retencao das
antocianinas. De maneira geral, as polpas da pitanga vermelha e roxa desidratadas a
150 °C alcangaram valores inferiores (P<0,05) em relagdo as polpas desidratadas a

110 °C e 130 °C. Por outro lado, os grupos obtidos a 110 °C e 130 °C exibiram teores
mais elevados semelhantes entre si e, aumentando a reten¢ao do teor de antocianinas
com o aumento da concentragdo da goma nas temperaturas mais baixas. Tendéncia
oposta foi observada por Souza et al. (2013) ao analisarem subprodutos de uva obtidos
por liofilizagdo e atomizagdo. De maneira surpreendente, esses autores relataram maior
teor de antocianinas em pods atomizados empregando-se temperaturas mais elevadas,

fato atribuido a despolimerizagdo das proantocianidinas, que mesmo sendo incolores,
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apresentam semelhancas estruturais com as antocianidinas, podendo ser convertidas em
produtos coloridos durante o processamento de secagem.

Entre as duas variedades de pitanga, o conteido de antocianinas da pitanga roxa
desidratada mostrou-se particularmente alto e revela o potencial da fruta como corante
alimentar. Os resultados do presente estudo foram mais elevados quando comparados a
outras frutas de intenso poder corante tais como jamboldo, jussara e guajiru (BRITO et
al., 2007) e comparavel ao residuo seco de jambolao (CORREIA et al., 2012). Vale
ressaltar, que este ¢ o primeiro registro sobre o potencial corante de polpa de pitanga

roxa seca na literatura.

2.5.5.3 Carotenoides totais (CT)

Os teores de carotenoides totais das amostras liofilizadas e atomizadas das
polpas das pitangas vermelha e roxa diminuiram significativamente (p<0,05) em
relacdo as polpas frescas. Apesar do decréscimo causado pela secagem, o teor de
carotenoides observado nesse estudo € superior ao encontrado em residuo de acerola
(NOBREGA et al., 2014) e camu-camu (AZEVEDO et al., 2014). A pitanga roxa
apresentou valores significativamente inferiores (p<0,05) quando comparado a pitanga
vermelha, conforme mostram as Tabelas 2.5.8 e 2.5.9. De forma geral, os pds
liofilizados mostraram menores perdas percentuais em relagao aos pds atomizados. De
maneira semelhante, Sogi et al. (2014) mostraram efeitos significativos (p<0,05) da
temperatura sobre o teor de carotendides em pds de manga, com niveis mais elevados
para amostras liofilizadas. As polpas de pitanga vermelha e roxa atomizadas a 110 °C e
130 °C mostraram semelhanga entre si (p<0,05), porém com valores de CT maiores

(p<0,05) que as atomizadas a 150 °C, as quais apresentaram as maiores perdas
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percentuais. Da mesma forma, Goula & Adamopoulos (2005) e Quek et al. (2007) ao
secarem tomate e melancia, respectivamente, observaram que a elevacdo da
temperatura de entrada do ar de secagem originava pos com menores teores de licopeno
e B-caroteno. Para Kha et al. (2010), a principal razao para isso ¢ a degradagdo térmica
e a oxidagdo desses pigmentos durante o processo de secagem decorrentes da elevacao
da temperatura. A estrutura quimica dos carotenoides ¢ formada por um sistema de
ligagdes duplas conjugadas ao longo de uma cadeia polimérica, ou seja, altamente
insaturada, explicando sua elevada susceptibilidade ao calor (QUEK et al., 2007).

Os teores de carotenoides totais aumentaram significativamente quando a
concentracdo da goma foi aumentada de 5% para 10%, de 10% para 15%, ndo
diferindo estatisticamente (P>0,05) de 15 para 20%. Da mesma forma, Kha et al.
(2007) também observaram influéncia do agente carreador ao produzirem o fruto Gac
em po6 utilizando 10, 20 e 30% de maltodextrina, verificando aumento significativo no

teor de carotenoites totais quando a concentracao foi aumentada de 10 para 30%.

2.5.4.4 Teor de acido ascorbico

Conhecido por ser um nutriente 1abil, o dcido ascorbico pode ser degradado por
enzimas e oxigénio atmosférico e ser facilmente oxidado pelo calor excessivo, luz e ions
metalicos (ERDURAK-KILIC et al., 2006; PISOSCHI et al., 2014). Esse composto
bioativo, além de ser uma das vitaminas hidrossoluveis mais importantes com papel em
diversos processos fisioldgicos, como recuperagdo de tecidos e na assimilacao de ferro e
aminoacidos (GUCLU et al., 2005), vem sendo frequentemente utilizado como
antioxidante e como indicador de qualidade nas industrias de alimentos (PISOSCHI et

al, 2014).
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De modo semelhante aos compostos bioativos ja mencionados, os resultados do
presente trabalho apontam diminuicdo significativas (p<0,05) para o teor de acido
ascorbico das polpas frescas e desidratadas por liofilizacdo e atomizacdo. Segundo
Kaya et al. (2010), os parametros da secagem influenciam essas perdas. Todavia,
apesar das perdas ocasionadas pela secagem nas duas técnicas utilizadas, os pos aqui
obtidos mostram teores relevantes de AA, com valores superiores aos relatados por
Almeida et al., (2011) em polpas de jaca (1,2 mg/100g), semelhantes a polpas de
abacaxi (13,9 mg/100g) e inferiores a polpa da seriguela (29,6 mg/100g) e mangaba
(96,3 mg/100g).

Diminuigdo significativa no teor de AA com a elevagao da temperatura do ar de
secagem foi observada nos pos atomizados da pitanga vermelha e roxa (p<0,05),
tendéncia semelhante e compartilhada por outros estudos que secaram frutas e vegetais,
como reportados por Marfil et al. (2008), os quais observaram que temperaturas de
secagem mais elevadas aumentaram a taxa de degradacdo de vitamina C em tomates
inteiros descascados e secos com temperaturas variando de 50 °C a 70 °C. Em
concordancia, Vega-Galvez et al. (2009) obtiveram elevadas perdas de AA durante a
secagem de pimentas com o aumento da temperatura, atingindo perdas maximas de
98,2% quando as amostras foram submetidas a temperaturas de 90 °C. De maneira
semelhante, Kaya et al., (2010) ao analisarem as variagdes de &acido ascorbico
decorrente da secagem de fatias de kiwi, verificaram que ao aumentarem a temperatura
do ar de secagem, as perdas de AA foram maiores. Comportamento também verificado
por Mrad et al. (2012) ao avaliarem a degrada¢do de AA durante a secagem de péra,
usando diferentes temperaturas de secagem (30 °C a 70 °C) obtiveram perdas mais

elevadas a 70 °C. Por sua vez, Ramallo e Mascheroni (2012) verificaram que as
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amostras de abacaxi secas a 45 °C apresentaram melhor retencdo de AA (88,7%) do que
as secas a 75 °C (63 %).

Contudo, existem relatos na literatura que o aumento da temperatura de secagem
favoreceu a retengdo do teor de AA em amostras desidratadas, como foi verificado por
Santos-Sanchéz et al. (2012), ao secarem tomate. Esse resultado foi explicado pela
inativagdo de determinadas enzimas responsaveis pela degradagdo de compostos
bioativos selecionados. A opinido foi compartilhada por Duzzioni et al. (2013) ao
desidratarem acerola utilizando diferentes temperaturas de secagem (40, 50 e 60 °C),
observaram que o aumento da temperatura favoreceu a reten¢do de teor de AA nas
amostras.

Ainda analisando as Tabelas 2.5.8 ¢ 2.5.9, ¢ possivel observar que a polpa
fresca da pitanga roxa apresentou teor mais elevado de AA do que pitanga vermelha (p
< 0,05), o que reflete a superioridade desse composto nas polpas roxas desidratadas.
Por outro lado, o aumento da concentragdo da goma arabica, diferentemente do que foi
observado para os teores de antocianinas e carotenoides, reduziram o teor de AA nas
polpas da pitanga vermelha e roxa desidratadas por atomizagdo. Comportamento
semelhante foi observado por Fujita et al. (2013) ao desidratarem polpas de camu-
camu em leito de jorro , utilizando 3% e 6% de maltodextrina e diferentes temperaturas
de secagem (60 °C, 80 °C, 95 °C e 110 °C), sendo verificados reducao do teor de AA
com o aumento da concentragdo do agente carreador e da temperatura. De acordo com
Goula & Adamapoulos (2005), a extensdao da degradacdo das matrizes alimentares
durante o processo de secagem nao ¢ apenas influenciada pelas temperaturas de
secagem, mas também por outros fatores como luz e oxigénio do ar. Normalmente, as
taxas de degradacdo sdo menores na auséncia do ar e luz, confirmando o efeito

potencialmente prejudicial de oxigénio e luz sob os compostos bioativos. Santos e
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Silva et al. (2008) afirmaram que a estabilidade da composicdo de uma matriz
alimentar est4 associada ao processamento, condi¢des de armazenamento, temperatura,

pH, luz, presenca de enzimas, oxigénio e catalisadores metalicos.
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2.5.5 CONCLUSOES PARCIAIS

Nessa etapa do trabalho, os produtos foram caracterizados quanto a suas
caracteristicas fisico-quimicas e compostos bioativos. Observou-se que a elevagdo da
temperatura de 110 °C para 130 °C aumentou a solubilidade das amostras, enquanto
redugdes significativas foram verificadas nas amostras atomizadas a 150 °C. Além
disso, a luminosidade das amostras atomizadas foi reduzida com a elevacdo da
temperatura. As amostras atomizadas obtidas a 110 °C para 130 °C alcangcaram maiores
teores de CFT, antocianinas e carotenoides e foram menos higroscopicas que aquelas
obtidas a 150 °C. O teor de acido ascérbico das amostras atomizadas diminuiu
significativamente com a elevagdo da temperatura, e consequentemente as maiores

perdas foram observadas a 150 °C.

Ou seja, de maneira geral, nesse capitulo ficou evidenciado que apesar do
impacto causado pelos processos de secagem, que influenciaram a composicao fisico-
quimica e a retencdo de compostos bioativos, as polpas de polpas de pitanga vermelha e
roxa obtidas por liofilizagdo e secagem spray apresentaram concentragdes substanciais

de compostos fenolicos totais, antocianinas, carotenoides e acido ascorbico.

Com base nos resultados obtidos, além das polpas frescas de pitanga vermelha e
roxa e das polpas liofilizadas, os grupos atomizados a 130 °C com 5, 10, 15 e 20% de
goma arabica foram selecionados para o estudo a ser apresentado no Capitulo 3. A
esses grupos experimentais foram dadas novas denominagdes: Pitanga vermelha: PVF =
polpa fresca; PVL = polpa liofilizada; polpa atomizada = PV5, PV10, PV15 e PV20
com 5%, 10%, 15% e 20% de goma ardbica, respectivamente. Pitanga roxa: PRF =
polpa fresca; PRL polpa liofilizada; polpa atomizada = PR5, PR10, PR15 ¢ PR20 com

5%, 10%, 15% e 20% de goma arabica, respectivamente.
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3. COMPOSTOS BIOATIVOS, PERFIL FENOLICO E POTENCIAL
FUNCIONAL IN VITRO DE GRUPOS SELECIONADOS DE POLPAS DE

PITANGA VERMELHA E ROXA DESIDRATADAS.

Neste capitulo estdo apresentados os aspectos teoricos relevantes para a segunda
etapa desse estudo, bem como as metodologias empregadas e os resultados obtidos para
o teor de compostos bioativos, perfil fendlico e propriedades funcionais in vitro das
polpas de pitanga vermelha e roxa in natura e desidratadas por liofilizagdo e atomizagao
dos grupos selecionados no Capitulo 2. Essa etapa de estudo foi desenvolvida nas
dependéncias da Universidade de Sdo Paulo- USP no Laboratorio de Compostos

Bioativos do Departamento de Alimentos e Nutri¢do Experimental (FCF/USP).
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3.1 ASPECTOS TEORICOS

3.1.1 Perfil de compostos fenolicos encontrados em frutas tropicais brasileiras

Por serem compostos por uma variedade de substancias, incluindo flavonoides,
acidos fenolicos, antocianinas e taninos, os extratos obtidos de frutas e vegetais
constituem uma complexa mistura de diferentes compostos bioativos (JIMENEZ-
GARCIA et al., 2013).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) tem sido amplamente
utilizada para determinar o perfil fendlico de frutas e derivados (JIMENEZ-GARCIA et
al., 2013). Essa técnica caracteriza-se por ser uma técnica rapida e adaptavel para
estudos especificos, adequando a fase estaciondria a composicao da fase movel
(VAZQUEZ-CRUZ et al., 2012). Os compostos fendlicos presentes nos alimentos sdo
geralmente detectados por UV/Vis e/ou detector de diodos (DAD), fixado em um
comprimento de onda especifico para a digitalizacdo em todo um espectro (190-600
nm), possibilitando uma varredura exclusiva para compostos especificos em um
determinado comprimento de onda e comparados a padrdes para identificagdo
(JIMENEZ-GARCIA et al., 2013).

Hoffmann-Ribani et al. (2009) avaliaram o perfil fendlico em diferentes
cultivares de frutas brasileiras utilizando o método de HPLC previamente optimizado
e validado e quantificaram significativas concentracdes de flavonois (miricetina,
quercetina e kaempferol) e flavonas (luteolina e apigenina). A quercetina foi
identificada em todos os frutos analisados, com valores variando de 0,3 mg/ 100 g em
laranja Péra até 7,5 mg / 100 g em maca Fuji. O kaempferol foi detectado em
morangos (0,7-0,9 mg / 100 g), acerola (0,9-1,2 mg / 100 g), pitanga (0,4 mg / 100 g) e

caju (0,3 mg / 100 g), ao passo que miricetina foi detectada apenas em pitangas (3,1-

Kadtia Cristina Borges - Tese de doutorado — UFRN/PPGEQ



99

3,7 mg / 100 g) e caju (2,0 mg / 100 g). Entre os frutos estudados, a pitanga, caju,
acerola e maga se destacaram como sendo as melhores fontes de flavonoides.

Celli et al. (2011), ao estabelecerem o perfil fenolico de duas variedades de
pitangas (roxa e vermelha) em diferentes estagios de maturacdo, identificaram
antocianinas e  glicosideos  de  flavondis, tais como a miricetina 3-O-
hexosideo, miricetina 3-O-pentosideo, miricetina 3-O-raminosideo, quercetina 3-O-
hexosideo e miricetina deoxihexosideo-galato. Para os autores, os teores de flavonoides
encontrados na pitanga indicam que frutos da pitangueira sdo ricos em antioxidantes
naturais e sugerem a utiliza¢do pela populagdo e industrias de alimentos dessa fruta

como fonte de fitoquimicos bioativos promotores da saide humana.

3.1.2 Funcionalidade in vitro de frutas e derivados

3.1.2.1 Atividade antioxidante

A busca por novos antioxidantes naturais € crescente. Esse interesse € apontado
por Li et al. (2009), os quais, através de pesquisa de literatura, detectaram mais de
300.000 publicagdes relacionadas a antioxidantes naturais e estresse oxidativo durante o
periodo compreendido entre 1998 e 2008. Neste contexto, os compostos bioativos
encontrados em vegetais, frutas e derivados sdo referenciados por suas agdes
antioxidantes e possiveis efeitos benéficos (WANG et al., 2011). Com base em suas
fungdes, esses compostos atuam por diferentes mecanismos de ag¢do, incluindo o
controle de substratos oxidativos e pro-oxidantes (SINDHI et al., 2013). Assim, um

conceito classico de antioxidante, define-o como agente responsavel pela inibigdao e/ou
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reducdo das lesdes causadas por radicais livres nas células (ZHANG et al., 2010), cujo
mecanismo de agdo ocorre mesmo em baixas concentragdes retardando ou inibindo as
taxas de oxidagcdo (CAROCHO & FERREIRA, 2013).

Por exemplo, Ramful et al. (2011) encontraram rela¢do direta entre o teor
fenolico e atividade antioxidante ao estudarem 21 polpas de frutas citricas. Segundo os
autores, essa relacdo pode estar associada ao tipo de composto presente nos extratos e
ndo apenas a quantidade presente nas amostras. Opinido também compartilhada por
Sghaier et al. (2011) ao investigarem a atividade antioxidante de extratos de Tecurium
ramosissimum, concluiram que a capacidade antioxidante dos compostos fenolicos
presente nas amostras se deve, principalmente, as propriedades redutoras, cuja
intensidade da agdo ¢ diferenciada e depende do numero e posi¢do das hidroxilas
presentes na moléculas.

Massariole et al. (2013), ao fracionarem a polpa da pitanga (Eugenia uniflora)
em sete fracdes, encontraram uma correlacdo positiva entre o teor de compostos
fenolicos e atividade antioxidante (r* = 0,92) medida através do método DPPH.
Todavia, sabe-se que a complexa composi¢ao das frutas aliada ao fato dos antioxidantes
ndo atuarem de forma isolada, faz com que a capacidade antioxidante individual seja
menos efetiva do que o estado antioxidante total (ALMEIDA et al., 2011; KRISTL et
al., 2011).

Paz et al. (2015) ao avaliarem a atividade antioxidante em frutas tropicais (acai,
acerola, goiaba, abacaxi, caja, goiaba e tamarindo) pelo método DPPH relataram valores
variando de 126-3987 mg TE / 100 g BS e pelo método FRAP valores de 368-20819 mg
AAE / 100 g BS. Nesse estudo, ficou evidenciado que nem todos os extratos
apresentaram correlacdo direta entre atividade antioxidante e concentracdo de

compostos fenolicos presentes na amostra. Isso sugere que a verdadeira capacidade

Kadtia Cristina Borges - Tese de doutorado — UFRN/PPGEQ



101

antioxidante de frutas e derivados seja causada por compostos individuais atuando de

forma sinérgica e/ou antagonica.

3.1.2.2 Atividade enzimatica

A Diabetes Mellitus (DM) é uma desordem metabdlica de etiologia multipla
caracterizada por hiperglicemia cronica e distirbios no metabolismo de carboidratos,
lipideos e proteinas, resultado da deficiéncia de secrecdo de insulina e na falta de
sensibilidade do receptor a produgdo deste hormonio (SINDHI et al., 2013, SANCHO &
PASTORE, 2011). O relatério fornecido pela Organizagdo Mundial de Satide (OMS)
estima que existam 347 milhdes de pessoas diabéticas em todo o mundo, o que significa
10% da populagdo mundial. A organizag¢do projeta que a populagdo mundial de doentes
diabéticos vai aumentar até 2025 em mais de 50% (GUIDONI et al., 2009; WHO,
2013). Esse cenario ¢ explicado em parte por dietas desprovidas de fibras naturais e
ricas em alimentos com elevados teores de aglcares e gorduras, associadas ao
sedentarismo (JOHNS e EYZAGUIRRE, 2006; WHO, 2013).

Essa doenca pode ocorrer sob duas formas. A diabetes tipo 1 € caracterizada por
deficiéncia de insulina, uma vez que o pancreas ndao produz ou produz insulina em
pouca quantidade em decorréncia da destrui¢ao das células B (ALBERTI et al., 2013). A
diabetes tipo 2, por sua vez, acontece pela secrecdo inadequada de insulina em relagdo
aos niveis de glicose no sangue e reducdo do estimulo da insulina na captagcdo da
glicose, tanto nos tecidos periféricos (tecidos adiposos, musculos, etc.) quanto nas
células beta B (MOHAMED, 2013). Esse quadro pode levar a complicagdes
microvasculares, as denominadas triopatias diabéticas - neuropatia, retinopatia e

nefropatia - que sdo resultados de estresse oxidativo geradas pela hiperglicemia,
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acarretando em danos celulares, peroxidagao lipidica e inativagdo de proteinas, além de
complicagdes macrovasculares, tais como enfarte do miocardio, acidente vascular
cerebral e hipertensio (BROWNLEE, 2005).

Tendo em vista a gravidade dessa enfermidade aliada aos indices mundiais da
doenga, percebe-se a intensificacdo da busca pelo méximo aproveitamento do potencial
funcional dos produtos naturais. Nesse sentido, estudos apontam a presenca de
inibidores fendlicos de a-amilase e a-glicosidade em frutas, hortalicas e vegetais
(GONCALVES et al.,, 2010; SAKULNARMRAT et al.,, 2014), os quais seriam
potencialmente benéficos para o controle dos estagios primarios da diabetes tipo 2.
Wang et al. (2012) ao investigarem acgdo anti-enzimatica de extratos etanolicos de
extratos da casca de Camellia sinensis L., encontraram correlacdo positiva entre o
conteudo fendlico e atividade inibitéria da a-glicosidase e o-amilase. Segundo os
autores, a casca desta fruta poderia ser usada como recurso bioldgico renovavel para o
desenvolvimento de alimentos funcionais com potencial agdo antidiabética.

Alguns desses extratos alimentares exibem propriedades semelhantes aos
farmacos, em que a atividade hipoglicémica acontece através da estimulagdo da
producdo de insulina pelas células - pancredticas como observado no estudo in vivo
com extratos de Vaccinium arctostaphylos (FESHANI et al., 2011). Outros melhoram a
acdo periférica da insulina, similar as rosiglitazonas, pertencente a classe das
tiazolidinedionas, levando ao aumento significativo do estimulo da insulina ao
disponibilizar glicose para consumo tecidual, reduzindo a concentra¢do de glicose no
sangue. Acdo semelhante foi verificada por Zheng et al. (2011) ao investigarem a
atividade anti-diabética de flavonoides de Selaginella tamariscina e seus possiveis
mecanismos de acdo, em ratos diabéticos induzidos por uma dieta rica em gordura e

baixas doses de estreptozotocina (STZ).

Kadtia Cristina Borges - Tese de doutorado — UFRN/PPGEQ



103

Os extratos fenolicos também sdo referenciados como inibidores da lipase
pancreatica, enzima chave que provoca a hidrdlise de triglicerideos em glicerol e acidos
graxos, facilitando a absor¢do de gordura (WORSZTYNOWICZ et al., 2014). Esse
efeito foi verificado por Grove et al. (2011) ao investigarem a atividade da
epigalocatequina-3-galato (EGCG) isolado a partir de chd verde e seus possiveis
mecanismos de acgdo, sobre a absorcao de lipideos em ratos machos com uma dieta rica
em gordura. Apos seis semanas da ingestdo de 0,32% de EGCG, os autores observaram
diminui¢ao de 44% no ganho de peso corporal e aumento no teor de lipideos fecais em
29,4% (p <0,05) em ratos alimentados com gordura (p <0,01) em relagdo ao
controle. Por sua vez, extratos de frutas do tipo berry ricos em polifendis foram
apontados por MCDougall et al. (2009) como inibidores da lipase pancredtica in
vitro. Os autores associaram essa acao a presenga de proantocianidinas e elagitaninos
nas amostras. A opinido ¢ compartilhada por Sakulnarmrat et al. (2014) ao
investigarem duas variedades de ameixa: ameixa Davidson (DP; Davidsonia pruriens)
e ameixa Quandong (QD; Santalum acuminatum). O extrato obtido da DP composto
por 4acido elagico, elagitaninos e flavonoides (miricetina, quercetina, rutina e
antocianinas), apresentou elevada concentracdo fenolica e capacidade antioxidante
superior em relagdo aos extratos obtidos de QD constituidos por acidos
hidroxicinamico, quercetina e cianidina 3-glicosidio. Ambos mostraram ser eficientes
inibidores enzimaticos, entretanto os extratos QD foram inibidores mais eficazes para
lipase pancreatica (ICsp : 0,60 mg / mL). Para os autores mencionados, as propriedades
multifuncionais atribuidas aos compostos fendlicos justificam seu uso como
suplementos ou alimentos nutrac€uticos na prevengdo e repressao de sindrome

metabolica.
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3.1.2.3 Atividade antimicrobiana

Apesar da grande quantidade de técnicas de preservagdo disponiveis, a
deterioragdo e degradacdo de produtos alimentares por micro-organismos ainda
continuam sendo grandes preocupagdes para os consumidores e industrias de alimentos
(CAILLET et al., 2012). A maioria das doengas transmitidas por alimentos sio
causadas por patégenos microbianos, dadas contaminagdes durante o processamento
e/ou armazenamento, muitas vezes causadas por toxinas produzidas por esses
contaminantes (LACOMBE et al., 2010; CAILLET et al., 2012). Algumas espécies,
incluindo cepas especificas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes, podem até causar infecgdes fatais em seres humanos (COTE et al.,
2011; CAILLET et al., 2012). Para conferir maior seguranca alimentar e aumentar o
tempo de prateleira, alguns produtos alimentares possuem em sua constitui¢do,
conservantes sintéticos. Todavia, a tendéncia crescente para evitar o uso de compostos
quimicos sintéticos nos alimentos estd incentivando a busca por novas fontes de
substancias naturais capazes de aumentar a vida de prateleira e proporcionar maior grau
de seguranca contra agentes patogénicos alimentares (PAZ et al., 2015).

Neste contexto, os compostos fenolicos encontrados em frutas e vegetais t€m
emergido como candidatos antimicrobianos alternativos e promissores. Por exemplo,
Calliet et al. (2012) ao investigarem a atividade antimicrobiana de fragdes com
diferentes polaridades, obtidas a partir de extratos de oxicoco (cramnberry) sob sete
estirpes  bacterianas  (Enterococcus  faecium resistente a  vancomicina
(ERV), Escherichia  coli (O157:H7EDL933), Escherichia  coli (ATCC
25922), Listeria monocytogenes (HPB2812), Pseudomonas

aeruginosa (ATCC15442), Salmonella typhimurium (SL1344) e Staphylococcus
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aureus (ATCC 29213), relataram que as estirpes Gram-positivas e Gram-negativas,
foram inibidas seletivamente pelos compostos fendlicos presentes na amostra. Todos os
patdgenos foram sensiveis a pelo menos sete fracdes com a concentracdo maxima
tolerada (CMT) abaixo de 2 pg de fenol / mL e cinco fragdes com a concentragdo
inibitéria minima (CIM) abaixo de 10 pg de fenol / mL. Em adi¢do, quatro fracdes
ricas em compostos fendlicos apolares também foram eficazes contra as bactérias
investigadas com CIM inferior a 10 pg de fenol / ml, e vinte e cinco fragdes inibiram
completamente o cresimento microbiano com CIM abaixo de 100 pg de fenol/ ml.
Neste estudo, as fragdes ricas em dacidos fendlicos, antocianinas e proantocianidinas
mostraram ser eficientes inibidores microbianos, entretanto a fragdo mais hidrofobica
(rica em proantocianidina) apresentou a maior atividade antimicrobiana. Similar
atividade foi observada por Koolen et al., (2013) ao avaliaram diferente extratos
obtidos de trés espécie de buriti (Mauritia flexuosa L. f.), os quais apresentaram forte
capacidade inibitéria sobre os microrganismos Escherichia coli (ATCC 87064),
Staphylococcus — aureus (ATCC25923), Pseudomonas ginosa (ATCC27853),
Micrococcus Luteus (ATCC4698) e Bacillus cereus (ATCC 14579), com baixos valores
de CIM.

Vale salientar que a eficicia dos componentes bioativos esta subordinada a
alguns fatores tais como estrutura do composto, método de extracdo e pH (WU et al.,
2008; AL-ZOREKY 2009). A esse respeito, Paz et al. (2015) sugerem que os
compostos fendlicos atuam através de um mecanismo de hiperacidificagdo (Figura 3.1)
que acontece na interface da membrana plasmatica do micro-organismo, promovendo
a perda da integridade celular, desestabilizacdo da for¢a motriz de protons devido a
perda de H'-ATPase requeridos para a sintese de ATP, tornando os micro-organismos

sensiveis aos compostos antimicrobianos fendlicos (WU et al., 2008). Porém, os efeitos
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de protonacdo dependem da natureza estrutural da membrana e/ou parede celular
bacteriana (CAILLET et al., 2012), as quais podem ser danificadas de forma distintas

mesmo quando submetidas a0 mesmo tipo de compostos fenolico (HE et al., 2014).
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Figura 3.1: Locais e mecanismos de agdo pelos quais os compostos naturais podem
atuar na célula bacteriana. A acdo de compostos naturais sobre a estrutura e fun¢do da
membrana bacteriana para explicar a atividade antimicrobiana, incluem a degradacao da
parede celular, danificando a membrana citoplasmatica, levando a um aumento da
permeabilidade e vazamento do conteido celular bacteriana, reduzindo a for¢ca motriz
de protons, e perda de H'-ATPase requeridos para a sintese de ATP.Fonte: Adaptado
de Burt (2004); Boulekbache-Makhlouf et al., (2013).

Assim, o objetivo desta etapa de estudo foi determinar o perfil fendlico e avaliar
as propriedades funcionais in vitro (atividade antioxidante, atividade antienzimatica e
antimicrobiana) das polpas de pitanga vermelha e roxa in natura e desidratadas por

liofilizagdo e atomizagao dos grupos selecionados no Capitulo 2.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Grupos experimentais definidos para a segunda etapa do estudo

107

A segunda etapa desse estudo foi realizada com polpas de pitanga vermelha e

roxa frescas e desidratadas por liofilizagdo e atomizacdo selecionadas no Capitulo 3,

conforme mostra a Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Nome dado por convengao aos grupos experimentais do estudo.

Grupos experimentais

Pitanga vermelha

Pitanga roxa

PVF PRF Polpa fresca
PV5 PR5 5%
PV10 PR10 Atomizacio 10%
130 °C
PV15 PR15 15%
PV20 PR20 20%
PVL PRL Liofilizacao

3.2.2 Obtenc¢ao dos extratos

Os extratos foram obtidos em duplicatas a partir de amostras de 5 g das polpas

frescas e 1g das polpas desidratadas. Para isso, as amostras forma homogeneizadas em

uma mistura de 40 ml metanol/agua/acido acético (70: 30: 0,5,v/v), usando o
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homogeneizador ultra-TURRAX® (IKA® Labortechnix, T25 Basic, EUA) durante 3
minutos. Os extratos foram centrifugados (5818/5810R, Eppendorf, EUA) a 7500 x g
por 10 minutos a 10 °C e o sobrenadante foi filtrado a vacuo (NOF 650, New Pump,
Brasil) através de papel de filtro Whatman n° 6. Em seguida, os extratos foram
evaporados em rotaevaporador (RE 120, Buchi, Suica) a 40 °C, conforme ilustra a

Figura 3.2.

Pesagem da amostra diluicao extracdo centrifugacao

filtragao rotaevaﬁo}ac;ﬁo extrato aquoso

Figura 3.2: Obten¢do dos extratos. Fonte: Arquivo pessoal (2014)
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3.2.3 Quantificacio de flavonoides por meio de cromatografia liquida de alta

eficiéncia (HPLC)

A determinagdo dos flavonoides foi conduzida conforme a metodologia descrita
por Alezandro et al. (2012). Apos o processo de extragdo (item 3.2.2), as amostras
foram ressuspensas em 10 mL de 4gua destilada e passadas em colunas de poliamida
(CC6, Macherey-Nagel, Alemanha), previamente condicionadas com 50 mL de metanol
e 60 mL de agua destilada. Apds os extratos passarem pelas colunas, as impurezas
foram lavadas com 120 mL de 4gua destilada e os flavonoides retidos foram eluidos
com 60 ml de metanol seguido por 60 ml de solu¢ao de metanol: hidréxido de amonia
(99,5:0,5, v/v). As colunas tiveram seu fluxo controlado (Manifold de 24 Visiprep DL,
Supelco, EUA) ¢ os eluatos obtidos foram rotaevaporados sob pressdo reduzida a 40
°C. Apos a completa evaporagdo do solvente, as amostras foram ressuspensas em 1 mL
de metanol grau HPLC e filtradas em filtros de polietileno com membrana
politetrafluoroetileno (PTFE) de 0,22 milimetros (Millipore Ltd., EUA). A analise dos
flavonoides das amostras foi realizada em cromatografo HPLC de fase inversa
utilizando sistema Hewlett-Packard 1100 com auto-amostrador e bomba quaternéria
acoplada a detector de conjunto diodo e coluna 250 x 4,6 mm didmetro interno 5 pum,
Prodigy ODS3 de fase reversa de silica (Phenomenex, EUA). A fase moével foi
constituida por mistura de tetra-hidrofurano/ agua/ 4cido trifluoroacético (98: 2: 0,1,
eluente A) e acetonitrila (eluente B). Amostras (20 pL) foram injetadas em duplicata e
os compostos foram identificados por comparagdo do tempo de retengdo com os
espectros-padrao (Sigma-Aldrich, EUA) da base de dados (miricetina, cianidina,

luteolina, apigenina, campferol, quercetina, catequina, epicatequina, acido elagico,
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protocatecuico, p-cumarico e &cido siringico). Os resultados foram expressos em

miligrama de aglicona por grama de amostra em base seca (mg aglicona / g BS).

3.2.4 Quantificacio de proantocianidinas (PC) pelo método n-butanol acidificado

O teor de proantocianidinas foi realizada de acordo com Porter et al. (1986).
Aliquotas de 250 pL dos extratos obtidos (item 3.2.2) foram transferidas para tubos e
receberam 2500 pL do Reagente de Porter (154 mg de FeSO4.7H,0 por litro de 3:2 de
n-butanol: acido cloridrico). Os tubos foram homogeneizados e levados a banho-maria
por 30 min a 95 °C. Apos resfriados, a absorbancia foi mensurada a 540 nm utilizando
espectrofotometro (Genesys 10S UV-VIS Thermo Scientific, EUA). Os resultados
foram expressos em miligramas equivalentes de tanino de quebracho por grama de

amostra em base seca ( mg QTE / g BS).

3.2.5 Quantificacio de acido elagico total (AE)

O teor de 4acido elagico total foi determinado conforme as condi¢des otimizadas
por Pinto et al. (2008). Amostras de 0,5 g foram extraidas em 50 mL de acetona 80 %,
usando homogeneizador ultra-turrax® (IKA®Labortechnix, T25 Basic, USA) por 3 min.
Os extratos obtidos foram centrifugados (5818/5810R, Eppendorf, EUA) a 13000 x g
por 10 minutos a 10 °C e o sobrenadante foi filtrado a vacuo (NOF 650, New Pump,
Brasil) através de papel de filtro (Whatman n°® 6). Aliquotas de 2 mL do extrato obtido
foram transferidas para tubos apropriados (vials) e evaporados até a secagem completa
em rotaevaporador (Organomation, EUA) e hidrolisadas com 2 mL de acido

trifluoracético (TFA) 2N a 120 °C por 90 minutos. Apos a hidrdlise, as amostras

Kadtia Cristina Borges - Tese de doutorado — UFRN/PPGEQ



111

receberam 2 mL de é&lcool terc-butilico e foram submetidos novamente a
rotaevaporacdo. Apods a secagem, as amostras foram ressuspensas em 1 mL de metanol
grau HPLC e filtradas em filtros de polietileno com membrana politetrafluoroetileno

(PTFE) de 0,22 milimetros (Millipore Ltd., EUA).

3.2.6 Atividade antioxidante

3.2.6.1 Capacidade de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH)

A atividade antioxidante através da reducdo do radical estavel DPPHe foi
determinada conforme descrito por Duarte-Almeida et al. (2006). Para isso, foi
preparada solugdo metandlica de DPPHe 40 mg/mL de forma a apresentar
aproximadamente 0,6-0,7 de absorbancia em 517 nm. As determinagdes foram
realizadas em microplaca de poliestireno com 96 pogos (TPP, Sui¢a). Em cada cavidade
das microplacas foram adicionados 200 pL da solugdo de DPPHe e 40 pL do extrato
(item 3.2.2). Para construir a curva padrdo, foram adicionados 200 pL da solugdo de
DPPHe e 40 pL das solugdes com concentragdo conhecida do antioxidante sintético 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico (Trolox) entre 20 uL e 2500 uL. As
absorbancias foram mensuradas apds 25 minutos de reacdo em espectrofotdmetro de
microplaca (ThermoPlate Reader Bio-Rad Laboratories, EUA) a 25°C. A capacidade
antioxidante da amostra foi calculada em relagao a atividade de Trolox e os resultados

expressos em micromoles equivalentes de Trolox por grama de amostra em base seca

(umol TE/ g BS).
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3.2.6.2 Capacidade redutora do ferro (FRAP)

A capacidade redutora do ferro foi determinada conforme Benzie e Strain,
(1996). Aliquotas de 20 puL dos extratos obtidos (item 3.2.2) foram colocados em
microplaca de poliestireno com 96 pogos (TPP, Suica) e adicionados 150 pL da solucao
redutora de ferro (FRAP, 25 mL de tampao acetato de sodio 0,3 M pH 3,6, 2,5 mL de
solucao 2,4,6-tripyridyl-s-triazina (TPTZ) 10 mM e 2,5 mL de cloreto de ferro 20 mM).
As amostras foram mantidas a 37 °C em espectrofotdmetro de microplacas
(ThermoPlate Reader Bio-Rad Laboratories, EUA). Apds 4 minutos de reagdo as
absorbancias foram mensuradas a 593 nm. A curva de calibragao foi construida a partir
de diferentes concentragdes de solugdo Trolox (0,4 a 0,05 umol) e os resultados foram
expressos em micromoles equivalentes de Trolox por grama de amostra em base seca

(umol TE/ g BS).

3.2.7 Atividade antienzimatica in vitro

3.2.7.1 Purificacio dos extratos

Apbs o processo de extracdo (item 3.2.2), as amostras foram ressuspensas em 5
mL de agua destilada e passadas em colunas de poliamida (CC6, Macherey-Nagel,
Alemanha), previamente, condicionadas com 50 mL de metanol e 60 mL de agua
destilada. Apos os extratos passarem pelas colunas, as impurezas foram lavadas com 80
ml de agua destilada e os flavonoides retidos foram eluidos com 50 mL de metanol
seguido por 50 mL de solugdo de metanol: hidroxido de amoénio (99,5: 0,5, v/v). As

colunas tiveram seu fluxo controlado (Manifold de 24 Visiprep DL, Supelco, EUA) e os
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eluatos obtidos foram rotaevaporados sob pressao reduzida a 40 °C. Apds a completa
evaporagdo, as amostras foram ressuspensas em 1 mL de agua destilada e filtradas em
filtros de polietileno com membrana politetrafluoroetileno (PTFE) de diametro 0,22

milimetros (Millipore Ltd., EUA).

3.2.7.2 Atividade inibitoria da enzima o-amilase (EC. 3.2.1.1)

Este ensaio foi baseado no método cromogénico descrito por Ali et al. (2006).
Foi preparada solugao 0,5 mg/mL da enzima a-amilase pancreatica suina (E.C. 3.2.1.1),
tipo VI-A, Sigma Aldrich, EUA) dissolvida em tampao fosfato 0,2 M (pH 6,9). O
substrato usado na reacdo foi amido de batata 0,5 % (m/v), também dissolvido em
tampao fosfato 0,2 M. Neste ensaio, 40 uL de extrato (item 3.2.7.1), 160 puL de agua
destilada e 400 pL da solugdo de amido 0,5% foram colocados em tubos Eppendorf e
incubados a 25 °C por trés minutos. Em seguida, a reagdo foi iniciada com adi¢do de
200 pL da solugdo enzimatica. Ap6s 3 minutos, aliquotas de 200 puL foram retiradas e
adicionadas em outro microtubo contendo 100 uL de solugdo de 4cido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS, 96 mM) e levado para banho-maria a 85 °C por 15 minutos. Em
seguida, 900 mL agua destilada foram adicionada as amostras e suas absorbancias
foram medidas a 540 nm (Genesys 10S UV-VIS, Thermo Scientific, EUA). Os valores
de ICsop foram determinados por regressao linear e os resultados expressos em mg de

amostra / ml de reacdo. Como controle positivo foi utilizada a acarbose.
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3.2.7.3 Atividade inibitoria da enzima a-glicosidase (EC 3.2.1.20).

Este ensaio foi baseado no metddo cromogénico descrito por Zhang et al.
(2010), com algumas adaptagdes. Aliquota de 80 puL de extrato (item 3.2.7.1), 20 uL de
solucao alfa-glicosidase (1 U/mL) e 50 uL tampao fosfato de potéassio 0,1 M (pH 6,9)
foram incubados em microplacas de poliestireno com 96 pogos (Costar, EUA) a 37 °C
por 3 minutos. Apds a pré-incubacdo, foi adicionado 100 pL de solucdo (4mM) p-
nitrofenil-a-D-glicopiranosideo, e em seguida realizada a primeira leitura (tempo 0).
Trancorridos cinco minutos, procedeu-se nova leitura. As absorbancias antes e apos a
incubagdo foram mensuradas a 405 nm em espectrofotometro de microplaca
(ThermoPlate Reader Bio-Rad Laboratories, EUA). A atividade inibitoria da a-
glicosidase foi expressa em valores de ICsy determinados por regressdo linear. Como

controle positivo foi utilizado a acarbose.

e

3.2.7.4 Atividade inibitoria da enzima lipase pancreatica (EC 3.1.1.3)

Esse ensaio foi realizado com base no método descrito por Nakai et al. (2005),
com algumas adaptagdes. A lipase pancredtica e oleato de 4-metilumbeliferilo (4-MU
oleato) serviram como enzima e substrato, respectivamente, (Sigma-Aldrich, EUA).
Aliquotas de 25 pl do extrato purificado, 50 uL de solu¢do de oleato (4-MU) em tampao
tris-HCI (pH 8,0), 25 puL da enzima e 100 pL de citrato de sodio foram colocados em
microplacas de 96 pocos (Costar, EUA), mantidos sob agitagdo e incubados a 37 °C
por 30 min. As leituras foram realizadas em espectrofotometro (ThermoPlate Reader

Bio-Rad Laboratories, EUA) a 460 nm. A atividade inibitoria da lipase pancreética foi
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expressa em valores de ICsy determinados por regressao linear. Como controle positivo

foi utilizado o orlistat.

3.2.7.5 Atividade antimicrobiana e determinacio da Concentraciao Inibitoria

Minima (MIC)

Os extratos foram testados para atividade contra Listeria monocytogenes ATCC
7644, Escherichia coli ATCC 8739, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Salmonella
enteritidis ATCC 13076, Salmonella typhimurium ATCC 14028 e Staphylococcus
aureus ATCC 29213 de acordo com o método proposto pela Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2009). As culturas foram cultivadas em Agar (Tryptic soy,
Oxoid, Inglaterra) durante 18-24 h a 35 °C e as colonias suspensas em solucao salina
estéril (0,85%) para atingir turbidez correspondente a 0,5 na escala de McFarland (10°
UFC mL™"). As suspensdes (0,1 mL) foram aplicadas a superficie de placas de agar
Muller-Hinton (Oxoid, Basingstoke, UK) com pogos de 6 mm de diametro. Os pogos
foram cheios com 100 pl dos extratos e as placas incubadas a 37 °© C durante 24 h. Em
seguida, os didmetros das zonas de inibi¢do foram medidos utilizando um paquimetro e
os resultados avaliados de acordo com Fujita et al. (2013): < 9 mm, inativo; 10 a 12
mm, parcialmente ativo; 13 a 18 mm, ativo; > 18 mm, muito ativo. Para determinar a
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), ou seja, o que corresponde a concentracao mais
baixa capaz de inibir o crescimento visivel do microrganismo ap6s 24 h, foi utilizado o
método de microdiluicao (CLSI, 2010). Com exce¢do da primeira linha, os 96 pogos
estéreis das microplacas foram preenchidos com 50 pL do caldo Muller-Hinton (Oxoid,
Basingstoke, UK). Os pocos da primeira coluna foram preenchidos com 100 pL de

extratos, homogeneizados e em seguida 50 pL foram transferidos em dilui¢do seriada
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aos pocos subsequentes. Por ultimo, 50 pl da solugio de microorganismos (10°
UFC/mL) foram adicionados. As microplacas foram incubadas a 37°C durante 24 horas
Ampicilina (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) foi utilizada como controle positivo (26

mg/mL). Os testes foram realizados em duplicata.

3.2.7.6 Analises estatisticas

Os resultados foram apresentados como média =+ desvio padrao. Para
comparac¢do das médias, foi realizada andlise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey,
com auxilio do software Statistica ® 7.0. O nivel de significdncia considerado para a

diferenga entre as médias foi de 5 % (p < 0,05).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Acidos fenoélicos e flavonoides

De maneira geral, varios compostos fenolicos foram detectados nas polpas das
pitangas vermelha e roxa, porém as amostras da pitanga vermelha diferenciaram-se da
pitanga roxa pela concentracdo significativa de 4cidos protocatecuico e p-cumarico,
somente identificados nessa variedade de pitanga (Tabela 3.2). Vale ressaltar, que esse
¢ o primeiro relato desses acidos fendlicos em pitanga vermelha fresca e desidratada
por liofilizagdo e atomizacdo. Foi observada diminuicdo do teor do 4cido
protocatecuico e acido p-cumarico nas polpas de pitanga vermelha obtidas por
liofilizacdo e atomizacdo (P<0,05), mas todas as amostras analisadas apresentaram
concentragdes significativas de ambos os acidos fenolicos, reconhecidos por diversas
atividades bioldgicas como as relatadas por Tanaka et al. (2011) e Roy & Prince
(2013).

A quercetina foi detectada nas duas variedades da Eugenia substancialmente em
concentragdes mais elevadas do que anteriormente demonstrado em outras frutas
frescas como cambuci, goiaba branca, goiaba vermelha e jabuticaba (Abe et al., 2012).
Da mesma forma Celli et al. (2011), mostraram maior concentragdo de quercetina em
polpas de pitanga roxa quando comparada a variedade vermelha. Miricetina ndo foi
detectada em pitanga roxa, mas valores de 2,52 a 6,91 mg aglicona / 100g BS foram
encontrados na pitanga vermelha fresca e desidratada. Essa concentragdo foi
substancialmente maior do que a encontrada por Azevédo et al., (2011) em residuo de

camu-camu.
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Tabela 3.2: Acidos fendlicos e flavonoides e (mg/100g BS) detectados nas polpas da pitanga

vermelha e roxa frescas e desidratadas por atomizagao e liofilizacao.

Pitanga vermelha Pitanga roxa
Acidos fenélicos
PV5 0,77 + 0,05* PR5 Nd
PV10 | 0,43 +0,02° PR10 Nd
Acido protocateciiico PV15 | 0,42+0,08" PR15 Nd
(mg/100g BS) PV20 | 0,39 +0,02° PR20 Nd
PVL | 1,42+0,13° PRL Nd
PVF 1,67 +0,22° PVF Nd
PV5 |2,89+0,12" PR5 Nd
, PV10 |[2,48+0,03" PR10 Nd
Acido p-cumarico PV15 |2,39+0,13° PR15 Nd
(mg/100g BS) PV20 |2,36+0,13° PR20 Nd
PVL |435+0,54° PRL Nd
PVF | 5,13+0.25" PVF Nd
Flavonoides
PV5 |5,72+0,12** PR5 8,02 +0,52°*
PV10 |4,08+0,18" PR10 7,10 + 0,25
PV15 |3,57+0,37 PR15 6,42 + 0,42°C
Quercetina PV20 | 3,04+0,15" PR20 6,06+ 0,15
(mg/ 100g BS) PVL |831+0,23F PRL 13,73 £0,71°F
PVF |9,72+027%" PRF 15,71 £ 0,52°F
PV5 2,52 +0,14" PR5 Nd
PV10 |2,09+032" PR10 Nd
Miricetina PV15 |2,05+0,22" PR15 Nd
(mg /100g BS) PV20 |2,03+0,18" PR20 Nd
PVL | 4,71 +042° PRL Nd
PVF |691+0,71° PRF Nd
PV5 Nd PR5 113,12+ 0,25*
PV10 Nd PR10 122,61 = 1,028
PV15 Nd PR15 139,45 +0,72°
Cianidina PV20 Nd PR20 153,02 + 0,52°
(mg /100g BS) PVL Nd PRL 169,36 + 1,21F
PVF Nd PRF 193,51 + 1,13"

Resultados expressos como média + desvio padrdo (N = 6); Nd= ndo detectado; a-d:
Letras diferentes sobrescritas na mesma linha indicam diferenga significativa pelo Teste
de Tukey (p<0,05); A-D: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa pelo Teste de Tukey (p <0,05). PV5, PV10, PV15 e PV20= Pitanga
vermelha; PR5, PR10, PR15 e PR20 = Pitanga roxa, desidratadas a 130 °C e contendo
5%, 10%, 15% e 20% de goma ardbica, respectivamente; PVL= pitanga vermelha
liofilizada e PRL = pitanga roxa liofilizada; PVF= pitanga vermelha fresca; PRF=

pitanga roxa fresca.
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As polpas de pitanga roxa em sua forma fresca e desidratada provaram ser
excelentes fontes de cianidina (Tabela 3.2). Os resultados de cianidina aqui
apresentados foram superiores aos obtidos por Alezandro et al. (2013) em jabuticaba
(58 mg/100g) e outras frutas exodticas reportadas por Abe et al. (2012) e inferiores ao

encontrado por Gongalves et al. (2010) em polpa de camu-camu (306 mg/100g).

3.3.2 Proantocianidinas e acido elagico

As proantocianidinas além de contribuirem, significativamente, para a ingestao
de polifenois totais na dieta ocidental, devido a sua ampla distribuicdo entre as
diferentes espécies de vegetais (SANTOS-BUELGA & SCALBERT, 2000), exercem
influéncia no sabor e apresentam efeitos benéficos a saude (JIMENEZ-GARCIA et al.,
2013; LIU et al.,, 2014). No entanto, os dados qualitativos e quantitativos destes
compostos ainda sdo escassos na literatura cientifica, principalmente por causa da
imprecisao da maioria dos métodos de caracterizacio (ALEZANDRO et al., 2012 ).

Os resultados apresentados na Tabela 3.3 permitem observar que teores de
proantocianidinas foram detectados nas duas variedades da pitanga, sendo a pitanga
roxa detentora das maiores concentragcdes desse composto (p<0,05). Nao se tem
conhecimento, sobre outros relatos do teor de proantocianidinas em pitangas roxas,
resultado que revela mais uma faceta do potencial bioativo dessa fruta tropical ainda
subaproveitada do ponto de vista tecnolégico e como fonte de bioativos.

Em geral, os pos liofilizados das duas variedades de pitanga ndo mostraram
diferencas significativas no teor de proantocinidinas em relagdo as polpas frescas
(p<0,05), ao passo que os teores obtidos nos pos atomizados foram menores (P<0,05)
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em relacdo as polpas frescas e aos pds obtidos por liofilizacdo. Tendéncia semelhante
verificada por Fujita et al. (2013) e Azévedo et al. (2014) em pds obtidos da polpa e
residuo de camu-camu, respectivamente. Além disso, houve uma preservacio gradual
do contetido de proantocianidinas com adi¢do da goma arabica. Semelhanca observado
por Fujita et al. (2013) em polpa de camu-camu desidratada, utilizando maltodextrina
como agente carreador. De acordo com as autoras, as proantocianidinas por serem
constituidas de uma gama de classe de polifenois, variam em tamanho de mondmero
para polimeros de 20 ou mais unidades. As frutas apresentam naturalmente em sua
composi¢ao tipos ¢ tamanhos variados desse composto, refletindo em maior ou maior
grau de polimerizagdo durante o processo de secagem.

E sabido que a concentragio de 4cido elagico livre em frutas ¢
significativamente baixa, contudo, quantidades substancialmente mais elevadas sdo
detectadas apo6s a hidrdlise acida, como resultados da dissociacdo dos elagitaninos
(BEATTIE et al. 2005; GONCALVES et al., 2010; LANDETE, 2011). Pinto et al.
(2008) ao analisarem sete cultivares de morango, relataram que as amostras com o0s
maiores teores de acido elagico livre foram as que apresentaram maiores teores de
acido elagico total, indicando que a maior parte desse composto nas frutas encontram-
se sob a forma de elagitaninos. Da mesma maneira, Gulgin et al. (2011) verificaram
teores elevados de 4cido elagico apods a hidrdlise acida em cultivares de framboesa

com valores variando entre 25,01 a 56,35 mg /100 g .
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Tabela 3.3: Teores de proantocianidinas e acido elagico total quantificados nas polpas

frescas e desidratadas por atomizagao e liofilizagdo das pitangas vermelha e roxa.

Pitanga vermelha Pitanga roxa
PV5 10,92 £0,13** PRS 64,81 +0,31°*
PV10 11,87 £0,41% PRI0 | 65,76+ 045"
aB bB

Proantocianidinas PV15 11,99 +0,12 PR15 65,87 + 0,91
(mg TQ/g BS) PV20 12,01 +£0,11*8 PR20 65,23 +0,71°8

PVL 23,41 £0,28%° PRL 87,76 + 1,12°*

PVF 23,92 + 0,32% PRF 88,01 +1,21°

PV5 13,18 £ 0,13** PR5 39,09 + 0,14
i PV10 13.93 +0.32** PRIO | 39,12+036"
Acido elagico total

PV15 13,73 £ 0,13** PR15 39,48 +0,19°*
(mg /100g BS)

PV20 13.43 + 0,44** PR20 39,56 + 0,27°4

PVL 17,48 +0,13*" PRL 40,94 + 0,16°®

PVF 23,48 + 0,23% PRF 41,05 + 0,23

Resultados expressos como média + desvio padrao (N = 6); a-d: Letras diferentes
sobrescritas na mesma linha indicam diferenca significativa pelo Teste de Tukey
(P<0,05); A-C: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa pelo
Teste de Tukey (P <0,05). PV5, PV10, PV15 e PV20 = Pitanga vermelha; PR5; PR10;
PR15; PR20 = Pitanga roxa, desidratadas a 130 °C e contendo 5%, 10%, 15% e 20% de
goma arabica, respectivamente; PVL= pitanga vermelha liofilizada e PRL= pitanga roxa

liofilizada; PRF=pitanga roxa fresca.

Os resultados do presente estudo mostram concentragdes expressivas de acido
elagico total nas duas variedades da pitanga (Tabela 3.3), destacando a pitanga roxa
por apresentar cerca de 3 vezez teores mais elevados, quando comparados a pitanga

vermelha (p < 0,05). O teor elevado de acido elagico observado em todos os grupos
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estudados se aproximam dos valores encontrados por Pinto et al. (2008), os quais
encontraram valores variando entre 19 e 42 mg/100g em cultivares de morango e com
Abe et al., (2012) que relataram concentragdes substanciais de acido elagico em outras
frutas da familia Myrtaceae, como grumixama, goiaba branca, goiaba vermelha e

cambuci.

3.3.3 Atividade antioxidante

As metodologias empregadas para determinar a capacidade antioxidante sdo
numerosas ¢ podem variar de acordo com interferentes, estrutura quimica do composto,
tipo de solvente e métodos de extragdo utilizados, além de basearem-se em
fundamentos distintos (PEREZ-JIMENES et al., 2006; SU et al., 2007; HUANG et al.,
2005). Assim, preconiza-se a utilizacdo de mais de uma técnica, uma vez que nenhum
ensaio usado isoladamente ira refletir com exatidao a capacidade antioxidante de uma
amostra (PRIOR et al., 2005).

A Tabela 3.4 permite observar que a capacidade antioxidante determinada pelo
método DPPH foi significativamente maior do que as avaliadas pelo método FRAP (p
< 0,05). Os resultados concordam com os obtidos por Bagetti et al. (2011) em polpas
de pitangas roxas (37,0 e 8,2 mmol TE/100g), vermelhas (41,0 e 4,4 mmol TE/100g) e
alaranjada (41,0 e 4,2 mmol TE/100g) pelos métodos DPPH e FRAP, respectivamente.
Apesar de ambos os métodos envolverem substancias cromodgenas de natureza radicalar
que simulam as espécies reativas de oxigénio, onde o desaparecimento da cor ocorre de
forma proporcional a concentragdo de antioxidantes (ARENA et al., 2001), o ensaio
pelo método DPPH mede a capacidade dos antioxidantes para eliminar o radical
DPPH’, enquanto o método FRAP mede a capacidade da redugdo de ions férricos

antioxidantes (BAGETTI et al. 2011).
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Tabela 3.4: Atividade antioxidante determinada pelos métodos DPPH e FRAP nas

polpas frescas e desidratadas por atomizacdo e liofilizagdo das pitangas vermelha e

roxa.
Pitanga vermelha Pitanga roxa

PV5 9,08 +0,12** PR5S 16,07 + 1,14**
PV10 10,08 + 0,12°8 PR10 17,29 + 0,82°®

DPPH
(umol TE/g BS) PV15 11,28 +0,18% PR15 20,64 +0,21°¢
PV20 11,98 +0,17%° PR20 20,82 +0,19°¢
PVL 15,42 + 0,81%F PRL 26,65+ 0,71°°
PVF 18,59 + 0,42* PRF 29,12+ 1,31°°
PV5 8,08 +0,12** PR5 14,96 + 1,14°*
PV10 9,08 +0,12°" PR10 15,19 +0,82°°

FRAP
(umol TE/g BS) PV15 10,36 + 0,18% PR15 17,41 £0,11°¢
PV20 10,76 + 0,19* PR20 17,81 + 0,14
PVL 11,97 + 0,41°° PRL 23,42 +0,71°°
PVF 13,62 +1,12%F PRF 2430+ 1,31°F

Resultados expressos como meédia = desvio padrao (N = 6); a-b: Letras diferentes
sobrescritas na mesma linha indicam diferenca significativa pelo Teste de Tukey
(P<0,05); A-F: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa pelo
Teste de Tukey (P<0,05). PV5, PV10, PV15 e PV20 = Pitanga vermelha; PRS, PR10,
PR15, PR20 = Pitanga roxa, desidratadas a 130 °C e contendo 5%, 10%, 15% e 20% de
goma arabica, respectivamente; PVL= pitanga vermelha liofilizada e PRL = pitanga

roxa liofilizada.

Paz et al. (2015), ao determinaram a atividade antioxidante em frutas
exoéticas e tropicais, encontraram capacidade antioxidante significativamente maior
pelos métodos DPPH em relacdo ao FRAP. As frutas possuem em sua composigao,
compostos com diferentes capacidades de sequestro de radicais livres e variagdes no
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perfil fendlico que podem resultar em distintas respostas antioxidantes (RUFINO et al.,
2010; ALMEIDA et al., 2011).

Os pos liofilizados mostraram capacidade antioxidante mais elevada em relagdo
aos po6s atomizados (Tabela 3.4). Este comportamento pode ser explicado pelas
menores perdas de fendlicos totais, acido ascorbico (Tabelas 2.5.7 e 2.5.8), flavonoides,
acidos fenolicos e proantocianidinas (Tabelas 3.2 e 3.3) causadas pelos processos de
secagem. De modo geral, apesar das perdas inerentes ao processo de secagem, as polpas
desidratadas da pitanga vermelha e roxa revelaram capacidades antioxidantes
significativas e dentro da faixa de valores relatadas para outras frutas tropicais e
exodticas (GONCALVES et al., 2010; ALMEIDA et al., 2011), destacando-se as polpas
da pitanga roxa por exibirem valores mais expressivos em relacdo as polpas da pitanga

vermelha (p<0,05).

3.3.4 Atividade antienzimatica

A sindrome metabolica ¢ caracterizada por varias desordens patologicas, como
a obesidade visceral, hiperglicemia e hipertensdo e tem sido considerada como uma
desordem de satide mundial (SAKULNARMRAT et al., 2014). O uso clinico de
inibidores de a-amilase, a-glucosidase e lipase tem sido frequentemente, testado com
inibidores sintéticos como acarbose e orlistat. A acarbose pode inibir tanto o-amilase
quanto a a-glicosidase e ¢ utilizada para controlar os niveis pds-prandiais de glicose no
sangue, ao passo que o orlistat pode inibir a lipase pancredtica, reduzindo a absor¢ao de
gordura (BOATH et al., 2012). Assim, produtos naturais com vdrias acdes seriam

ideais para gerenciar essa condi¢do crdnica.
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Os resultados obtidos no presente trabalho apontam os extratos da pitanga
vermelha e roxa como eficazes inibidores contra a a-amilase e a-glucosidase, enzimas-
chave do metabolismo de hidratos de carbono, e lipase, responsaveis pela hidrolise de
triglicerideos que induz a absor¢do de gordura e consequentemente a obesidade. De
maneira geral, os extratos liofilizados foram os que mostram maiores atividades
inibitorias quando comparadas aos extratos da polpa fresca e atomizados (p < 0,05).
Em contrapartida, os extratos atomizados reduziram a atividade com a o aumento do
teor de goma arabica.

Observando a Tabela 3.5 ¢ possivel inferir que os extratos da pitanga vermelha
foram especialmente eficaz na inibigdo da atividade da lipase (p<0,05), o que pode ser
explicado pelos acidos fenolicos detectados nessa variedade de pitanga, atuando
individualmente ou sinergicamente como outros compostos presentes na amostra, como
demonstrado em outros estudos. Por exemplo, Hsu & Yen (2007, 2008, 2009) ao
analisarem 15 acidos fendlicos e seis flavonoides sobre a obesidade, identificaram
0 4acido cumarico e a rutina como os inibidores mais potentes (61,3 e 83,0%,
respectivamente) sobre a adipogénese em adipdcitos 3T3-L1. Na sequencia, em estudo
in vivo com ratos, os autores constataram que a ingestdo desses compostos reduziu,
significativamente, o perfil lipidico, os niveis de triglicerideos e colesterol hepatico.
Para os autores, o acido cumarico e a rutina podem ser benéficos para a supressao de

uma dislipidemia induzida por uma dieta rica em gordura.
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Tabela 3.5: Atividade antienzimatica das polpas da pitanga vermelha e roxa frescas e

desidratadas por atomizagao e liofilizacdo sobre a lipase pancreatica, alfa-amilase e alfa-

glicosidase.
Lipase pancreatica alfa-amilase alfa-glicosidase
1Cs¢ (mg amostra/ 1Cs¢ (mg amostra/ ICsy (mg amostra/
mL reacao mL reacao mL reacao
PV5 4,7 13,0 14,0
PV10 4,8 13,7 14,8
PV15 4,8 13,9 14,9
PV20 5,1 15,0 16,0
PVL 2,0 11,9 12,4
PVF 4,0 12,5 13,2
PR5S 5,1 12,0 13.2
PR10 5,7 12,3 13,2
PR15 5,8 12,8 13,8
PR20 6,0 13,0 14,0
PRL 2,6 8,6 10,9
PRF 4,9 10,8 11,9
Controle positivo ICsy (mg/ml reaction)
Orlistat 5,8 Acarbose 12,8 Acarbose 8,0

a-1: Letras diferentes sobrescritas na mesma coluna indicam diferenga significativa pelo
Teste de Tukey (p<0,05). PV5, PV10, PV15 e PV20 = Pitanga vermelha; PR5; PR10;
PR15; PR20 = Pitanga roxa, desidratadas a 130 °C e contendo 5%, 10%, 15% e 20% de
goma arabica, respectivamente; PVL = pitanga vermelha liofilizada e PRL= pitanga
roxa liofilizada; PVF = polpa fresca da pitanga vermelha e PRF = polpa fresca da

pitanga roxa.

Outros constituintes fenodlicos também sdo apontados como inibidores
enzimdticos da lipase. Tsuda et al. (2003) mostraram que o milho roxo rico em
cianidina 3-glicosideo, contribui para reduzir a hiperglicemia, hiperinsulinemia e
hiperlipidemia causada pelo excesso de triglicerideos, em ratos alimentados com uma
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dieta rica em gordura. Em adi¢do, os autores observaram que cianidina 3-glicosideo
aumentou a secrecdo de adiponectina produzida por adipdceitos, culminando em efeitos
benéficos sobre o metabolismo da glicose e lipideos através da acdo do aumento a
sensibilidade antiaterosclerotica e a insulina. Atividade também observada por Kim et
al., (2012) ao analisarem feijdo preto observaram que cianidina-3-O-glicosideo,
delfinidina-3-O-glicosideo e petunidina-3-O-glicosideo, reduziram o acumulo de
lipideos, ganho de peso e resisténcia a insulina em ratos alimentados com dietas ricas
em gordura.

Ainda analisando a Tabela 3.5, ficou evidenciado que a o-amilase e a-
glicosidase foram mais fortemente inibidas pelos extratos da pitanga roxa (p<0,05). Isso
pode estar relacionado com a concentracdo significativa de quercetina, cianidina,
proantocianidina e acido eldgico encontrados nessa variedade de pitanga (Tabela 3.2).
Tendéncia semelhante foi observada em outros estudos. Por exemplo, Akkarachiyasit et
al. (2010), ao analisarem os efeitos inibitorios de cianidina e seus glicosideos sobre a -
amilase, encontraram valor de IC s5opara cianidina-3-glicosideo de 0,30 mM,
confirmando a acdo desse composto no trato gastrointestinal. Da mesma forma, You et
al. (2012) ao analisarem a fruta inteira e a pele de uvas muscadine, observaram inibi¢ao
sobre a o-glicosidase (com valores de ICspentre 1,50 e 2,73 mg/ml,
respectivamente). Em adigdo, os autores fracionaram os extratos e constataram que
dentre as antocianinas detectadas, a cianidina expressou atividade mais forte quando
comparada a cianidina-3,5-diglicosideo. Por sua vez, Zhang et al. (2010) estudando
diferentes variedades de framboesa relataram que atividade inibitoria do acido elagico
sobre a a-glicosidase foi 2 vezes superior a agdo observada para os acidos clorogénico,

benzdbico, vanilico, cafeico, ferulico e cumarico, bem como a rutina.
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Todavia, ¢ possivel que outros compostos possam agir sinergicamente ou
antagonicamente, contribuindo para atividade antienzimatica a menores ou maiores
taxas. Por exemplo, Boath at al. (2012) ao analisarem extratos de diferentes frutas tipo
berry ricas em polifendis, obtiveram atividade antienzimatica em todos os extratos com
niveis de eficacia variados. O extrato de rowanberry, rico em acido clorigénico,
antocianinas e proantocianidinas, foi particularmente mais eficaz como inibidor da o-
amilase com ICsyp de 4,5 pg GAE/ml. Apds o fracionamento, a fracdo rica em
proantocianidina foi a que mostrou substancial atividade inibitoria sobre a o-amilase
com ICsy de 5,0 ug GAE/ml. Contudo, os autores ndo descartaram a possivel sinergia
com outros compostos fenolicos, o que pode explicar em parte a grande diferenga na
eficacia de inibicdo sobre a a-amilase entre os extratos de rowanberry e lingonberry,
uma vez que esses também possuem proantocianidinas em sua composi¢ao. Por outro
lado, os extratos ricos em proantocianidinas foram menos eficazes em inibir a o-
glicosidase, ao passo que os extratos da groselha negra rica em antocianinas
sobressairam-se em relagdo aos demais. Ainda, os ensaios realizados com antocianinas
individuais mostraram-se relativamente ineficazes, o que sugere que antocianinas
isoladamente ndo sdo responsaveis pela atividade inibitoria sobre a a-glicosidase, mas
sim a agdo conjunta com 0s outros compostos presentes na amostra mesmo que a
menores concentragdes. Com isso, fundamenta-se a hipdtese que a inibigdo enzimatica
¢ reflexo de propriedades especificas de cada composto fendlico, € ndo apenas da

quantidade presente na amostra (CHEPLICK et al., 2010; CORREIA et al., 2012).
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3.3.4 Atividade antimicrobiana

A busca por compostos naturais com atividade antimicrobiana tais como fragdes
fenolicas de frutas e vegetais, parece ser uma opg¢ao atraente para reduzir os riscos a
saude e perdas econdmicas frente a toxinfeccdes de origem alimentar (GONCALVES
etal., 2011; CAILLET et al., 2012).

As atividades antimicrobianas dos extratos das duas variedades da pitanga estiao
apresentadas na Tabela 3.6. Conforme ja reportado no item 3.2.7.5, os extratos foram
testados para atividade contra Listeria monocytogenes ATCC 7644, Escherichia coli
ATCC 8739, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Salmonella enteritidis ATCC
13076, Salmonella typhimurium ATCC 14028 e Staphylococcus aureus ATCC 29213.
Todavia, entre os micro-organismos testados, apenasas bactérias Gram-positivas
S. aureus ATCC 29213 foram inibidas pelos extratos das pitangas vermelha e roxa
(Tabela 3.6). Sabe-se que as bactérias Gram-negativas possuem paredes celulares
menos rigidas do que as Gram positivas. No entanto, as primeiras sdo constituidas por
uma estrutura celular complexa, formada por multiplas camadas contendo
peptideoglicona, lipopolissacarideos e lipoproteinas, o que as tornam menos
susceptiveis aos extratos naturais (GONCALVES et al., 2011; PAZ et al., 2015).

De acordo com as referéncias padrdo utilizadas no nosso estudo, os extratos das
polpas das pitangas vermelha e roxa frescas e liofilizadas foram classificados como
ativos, enquanto que os extratos das amostras atomizadas foram considerados
parcialmente ativos. Resultados semelhantes foram demonstrados por Fujita et al.
(2013) e Azévedo et al. (2014) em pos obtidos da polpa e residuo do camu-camu,
respectivamente, contra S. aureus. De maneira semelhante, Paz et al. (2015) detectaram

zona de inibicdo sobre S. aureus utilizando extratos de outras frutas tropicais como
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acerola, cajd, manga e tamarindo com halos de didmetro médio variando entre 10 e 14

mim.

Tabela 3.6: Atividade antimicrobiana das polpas das pitangas vermelha e roxa, frescas e

desidratadas por atomizagao e liofilizacdo contra o Staphylococcus aureus.

Zona de inibi¢ao (mm) Concentracao inibitoria minima
(CIM, mg/mL)
PV5 11,00+0.06° 0,62+0.02°
PV10 10,00+0.02° 0,89+0.09"
PV15 10,00+£0.02° 0,89+0.05°
PV20 9,00+0.09° 1,25+0.09°
PVL 12,00+£0.03¢ 0,45+0.027
PVF 13,00+0.02° 0,31+0.05°
PR5 13,00+0.09° 0,31+0.04°
PR10 12,00+0.02° 0,45+0.02°
PR15 12,00+0.07° 0,45+0.08°
PR20 11,00£0.09° 0,62+0.02°
PRL 14,00+0.03" 0,15+0.05"
PRF 16,00:£0.028 0,08+0.058

Resultados expressos como média = desvio padrao (N = 6); a-g: Letras diferentes

sobrescritas na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo Teste de Tukey

(p<0,05). PV5, PV10, PV15 e PV20= Pitanga vermelha; PRS5, PR10, PR15 e PR20=

Pitanga roxa, desidratadas a 130 °C e contendo 5%, 10%, 15% e 20% de goma arébica,

respectivamente; PVL= pitanga vermelha liofilizada e PRL= pitanga roxa liofilizada.

Dentre as amostras atomizadas € notdvel a influéncia da goma arabica (p<0,05)

sobre os valores dos halos de inibicdo e concentracdo inibitéria minima (CIM).

Diametros de zona de inibigdo menores e maiores CIM, foram observados nas amostras

com maiores concentragao de goma (p< 0,05). O mesmo foi relatado por Souza et al.

(2013) em subprodutos de uva Bordd e por Fujita et al. (2013) em polpas desidratadas

de camu-camu, ambos utilizando maltodextrina como agentes carreadores. Nesse
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sentido, Fernandes et al. (2014) relataram que mesmo ocorrendo reducdo na atividade
antimicrobiana devido ao processo de secagem e influéncia da diluicdo causada pelo uso
dos coadjuvantes, os produtos desidratados apresentam maior estabilidade fisico-
quimica, o que assegura maior prazo de atividade desses compostos.

Os extratos da pitanga roxa mostraram maiores halos de inibi¢do e menores CIM
quando comparados a pitanga vermelha (p<0,05). Isso pode estar relacionado a
concentragdo observada de agliconas de cianidina, acido eldgico e proantocianidinas
(Tabelas 3.2 ¢ 3.3), agindo de forma isolada ou em sinergia com outros compostos
presentes na amostra. Nesse contexto, as proantocianidinas s3o conhecidas por ligar-se
facilmente a metais em fun¢do de seus grupos difenoéis, propriedades que muitas vezes
sdo vistas por reduzir a disponibilidade de micronutrientes essenciais (CALIETE et al.,
2012). Assim, a deplecdo de algum micronutriente poderia limitar o crescimento
microbiano. Segundo Dixon et al. (2005) esse seria um dos mecanismos para explicar a
acdo das proantocianidinas sobre a inibi¢gdo microbiana.

Constituintes fenolicos de outras frutas ja demostraram atividade inibitéria

microbiana. Por exemplo, Kil et al. (2009) sugeriram que a atividade antimicrobiana do

sorgo pode ser atribuida a presenca de acido tanico. Saraiva et al. (2012) verificaram

que o extrato de Caesalpinia pyramidalis Tull contendo flavondides, quercetina,
catequina, proantocianidinas e d4cido eldgico, apresentaram atividade inibitdria
microbiana. Além destes, compostos puros extraidos de varios vegetais, como
kampferol, flavona, quercetina, naringenina ¢ morina foram reportados por Rauha et
al. (2000) por demonstrarem efeitos inibitorios contra S. aureus .

Outros possiveis mecanismos pelos quais os compostos fenolicos parecem
exercer sua atividade microbiana ¢ através da formacdo de complexos com proteinas
especificas da membrana das bactérias por meio de pontes de hidrogénio através dos
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grupos hidroxilicos. A hiperacidificacdo na interface da membrana citoplasmatica,
promoveria a perda da atividade de H'-ATPase da membrana celular
bacteriana, acarretando na desestabilizagdo da for¢a motriz de prétons, fluxo de
elétrons, transporte ativo e coagula¢do do contetido intracelular (BOULEKBACHE-
MAKHLOUF et al., 2013). Vale ressaltar que a eficicia da protonacdo depende da
natureza e estrutura celular. Nem todos os mecanismos exercidos pelos compostos
fenolicos agem diretamente em um Unico sitio especificos, podendo outros sitios ser

afetados em consequéncia de outro (BURT, 2004; HE et al., 2014).
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3.4 CONCLUSOES PARCIAIS

O objetivo desta etapa de estudo foi determinar o perfil fendlico e avaliar as
propriedades funcionais in vitro (atividade antioxidante, atividade antienzimatica e
antimicrobiana) das polpas frescas de pitanga vermelha e roxa e desidratadas por
liofilizacdo e atomizagao dos grupos previamente selecionados no Capitulo 2.

Os testes da capacidade antioxidante mostraram que, de maneira global, os
extratos da pitanga roxa apresentaram maior atividade de sequestro de radical quando
comparados aos extratos da pitanga vermelha. Ao que diz respeito a atividade
antienzimatica, os extratos da pitanga vermelha apresentaram maiores eficiéncias em
inibir a lipase pancredtica, enquanto os extratos da pitanga roxa se destacaram na
inibi¢do da alfa-amilase e alfa-glicosidase, todas enzimas-chave do metabolismo
digestivo. Para atividade antimicrobiana, os extratos da pitanga roxa apresentaram os
maiores halos de inibicdo contra o patdgeno S. aureus e menores concentragdes
inibitérias minimas quando comparados aos extratos da pitanga vermelha. Foram
apresentadas pela primeira vez na literatura as presengas dos acidos protocatecuico e p-
cumdrico em polpa fresca de pitanga vermelha, o potencial corante e teor de
proantocianidinas em polpa de pitanga roxa fresca e desidratadas.

Dessa forma, ficou evidenciado que as polpas de pitanga vermelha e roxa na
forma fresca ou desidratada (atomizada ou liofilizada) sdo convenientes fontes naturais
de compostos bioativos com atributos funcionais in vitro. Com base nos resultados
nessa etapa, além das polpas de pitanga vermelha e roxa liofilizadas, os grupos
atomizados com 5, 10 e 15 % de goma ardbica foram selecionados para o estudo in vivo,

que serdo apresentados no Capitulo 4.
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4 AVALIACAO DE POLPAS DE PITANGA VERMELHA E ROXA
DESIDRATADAS SOBRE O STRESS OXIDATIVO, TEMPO DE VIDA E
DOENCAS NEURODEGENERATIVAS UTILIZANDO MODELO IN VIVO
CAENORHABDITIS ELEGANS.

Neste capitulo estdo apresentados os aspectos teodricos relevantes para a etapa
final do estudo, bem como as metodologias empregadas e os resultados obtidos para a
funcionalidade in vivo das polpas de pitanga vermelha e roxa desidratadas por
liofilizagdo e atomizagdo selecionadas no Capitulo 3. As amostras liofilizadas e os
grupos atomizados a 130°C contendo 5%, 10% e 15% de goma arabica, foram avaliados
no que diz respeito a sua acdo sobre o estresse oxidativo, longevidade e neurotoxidade
induzida pela B-amiloide;.4; MPP" utilizando como modelo o nematédeo C. elegans.
Essa etapa do estudo foi desenvolvida nas dependéncias da Texas State University
(TSU, San Marcos, Texas, EUA) no Laboratorio Nutritional Biomedicine e

Biotechnology, sob a supervisdao do Prof. Dr. Dhiraj Anil Vattem.
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4.1 ASPECTOS TEORICOS

4.1.1 Nematodeo C. elegans como sistema-modelo para estudos de fitoquimicos

Nos ultimos anos, ¢ notdvel o interesse pela busca de novas fontes de
fitoquimicos com potencial bioldgico, bem como a identificagdo de novos alvos para
intervengdes  farmacoldgicas  utilizando  sistemas-modelo  (KALETTA e
HENGARTNER, 2006; LI et al., 2013; O'REILLY et al., 2014).

Dentre os varios sistemas-modelo, destaca-se o C. elegans pertencente a familia
Rhabditidae. Trata-se de um nematddeo facilmente cultivado sob condigoes
laboratoriais, tanto em meio s6lido quanto em meio liquido. Suas caracteristicas
morfoldgicas, tais como sua transparéncia, possibilitam que técnicas ndo invasivas de
visualizacdo das estruturas celulares e que transcritos marcados com proteinas
fluorescentes sejam observados durante a embriogénese (KALETTA e
HENGARTNER, 2006; LABUSCHAGNE et al., 2014).

Além dessas propriedades que os tornam bioindicadores, apresentam outras
caracteristicas tais como dimensdes reduzidas o que permite a realizacdo de ensaios em
placas de poliestireno (ZHENG et al., 2012). Estes animais sdo predominantemente
hermafroditas, ou seja, a reproducdo ocorre por auto-fecundagdo o que possibilita a
manuten¢do de mutacdes génicas. Possuem ciclo de vida curto, composto por quatro
estagios larvais (L1, L2, L3 e L4) e vida adulta (Figura 4.1), que duram cerca de trés
semanas (LI et al., 2013). A colocagdo de ovos se inicia apds trés dias e gera,
aproximadamente, 300 individuos por animal (HALL et al., 2008; O'REILLY et al.,
2014). Todas essas caracteristicas constituem vantagens de se usar o C. elegans como

sistema-modelo, j4 que se trata de um organismo multicelular com o genoma
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sequenciado e vias metabdlicas conservadas (KALETTA e HENGARTNER, 2006;

OREILLY etal., 2014).

= ] T
-
e 3,
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. Oy Adulto

Figura 4.1: C. elegans em diferentes fases de desenvolvimento. Adaptado de

Sutphin e Kaeberlein (2009).

Nesse sentido, estudos apontam esse organismo como modelo central na
pesquisa da longevidade, estresse oxidativo (PIETSCH et al., 2009) e doengas
neurodegenerativas (ZHENG et. al., 2012; LI et al 2013; KOCH et al., 2014). Por
exemplo, Xue et al. (2011) ao isolarem flavonodides de cultivares de cebolas vermelhas
e amarelas, encontraram relacao direta entre o teor de compostos fendlicos e atividade
inibitoria de envelhecimento em C. elegans. Neste estudo, a quercetina B-D-
glicopiranosideo mostrou-se efetiva em prolongar o tempo de vida util desse
nematodeo. Para os autores, a intensidade desta acdo ¢ diferenciada e depende do

numero e posi¢ao das hidroxilas presentes nos flavonodides encontrados.
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4.1.2 Estresse oxidativo

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) ¢ parte
integrante do metabolismo humano, presentes em diversas condi¢des fisiologicas
(JOSHI et al., 2012), que conferem tanto beneficios, quanto maleficios ao organismo.
Quando produzidos em excesso, provocam um desequilibrio entre oxidantes e
antioxidantes promovendo um estado de estresse a nivel celular, denominado estresse
oxidativo e/ou nitrosativo (VALKO et al., 2007; MA, 2010), induzindo danos a
biomoléculas, como DNA, proteinas celulares e lipidios (FORBES-HERNANDEZ et
al., 2014). Essas espécies reativas (Figura 4.2) s3o encontradas intracelular e
extracelular, e podem ser geradas por fatores exdgenos, como radia¢do ionizante,
reacdes fotoquimicas, toxinas ambientais, processos bioquimicos € por enzimas, como
as isoformas do oxido nitrico sintase, NADPH oxidase, ou ainda pela cadeia
transportadora de elétrons (JOSHI et al., 2012; KOCH et al., 2014).

De acordo com Ma (2010), o sistema antioxidante de defesa ¢ o principal
mecanismo pelo qual as células podem neutralizar a producdo de ERO ¢ ERN. O
sistema inclui antioxidantes ndo enzimaticos constituidos por varias substancias, que
podem ter origem endogena ou dietética (VALKO et al., 2007; BARBOSA et al., 2010),
tais como flavonoides, acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E),
glutationa (GSH), carotenoides, dentre outros (MA, 2010). Também existem
antioxidantes enzimaticos, que incluem diversas substancias tais como citocromo P450
(CYPs), desidrogenases/redutases de cadeia curta (SDRs), superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e tiroidoxina (TRx), dentre

outros (MA 2010; KOCH et al., 2014).
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Figura 4.2. Efeitos biologicos e respostas celulares as Espécies Reativas de Oxigénio
(ERO) e Nitrogénio (ERN). A producdo de espécies reativas de oxigénio, de
nitrogénio, dentre outras espécies reativas ¢ proveniente do metabolismo normal e de
processos patoldgicos endogenos ou ¢ estimulada por fatores exdgenos.
Fisiologicamente, a célula exige um equilibrio entre as condi¢des pro-oxidante e
antioxidante. A producdo de espécies reativas dentro do limite fisiologico € requerida
para manter a homeostase celular, enquanto o rompimento do estado estaciondrio em
favor da condi¢do pré-oxidante favorece injurias celulares, ou seja, a produgdo
excessiva de espécies reativas promove o estresse oxidativo, tendo como consequéncias
danos as biomoléculas como DNA, proteinas e lipidios, que se expressam clinicamente
como envelhecimento, morte celular e na patologia de algumas doencas. H,O, =
Peroxido de hidrogénio, “OH= radical hidroxila, ‘RO= radical alcoxila, ‘RO, = radical
peroxila, "NO = 6xido nitrico ou monéxido de nitrogénio, “NO, = didxido de nitrogénio, ‘O,
= anio radical superdxido, O; = ozonio. Fonte: Adaptado de Ma (2010).
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A superdxido dismutase (SOD), através da reagdo de dismutacdo, catalisa a
transformagdo de superoxido (0O2°) em perdxidos de hidrogénios (H,O,), enquanto as
enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) se unem para impedir o acuimulo
de H,O, (Figura 4.3) que, embora ndo seja um radical livre, ¢ igualmente reativo e
capaz de promover danos potenciais a cé¢lula. O acimulo de H,O; possibilita, por meio
das reagdes de Fenton e Haber-Weiss, a geragdo do radical hidroxila (OH"), contra o
qual ndo existe defesa enzimatica (BARBOSA et al., 2010; KOCH et al., 2014). Por
sua vez, a GPx reduz o peroxido de hidrogénio (H,O,) a agua, por conversdo da
glutationa reduzida (GSH) em oxidada (GSSG), a qual promove acdo oxidante em
funcdo da ligagdo dissulfeto existente em sua estrutura. Responsavel pela regeneragdo
da glutationa reduzida (GSH), a glutationa redutase (GRd) possibilita a manuten¢do da
integralidade do ciclo redox da glutationa promovendo o equilibrio entre os sistemas de
defesa enzimaticos (Figura 4.3). Altamente abundante no citosol, nicleo e mitocondria
as glutationas constituem um dos principais antioxidantes soliveis nesses

compartimentos celulares (DIAS-FLORES et al., 2012).
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H202 + H202
H.0: 2GSH<\ NADP'
0, H0 2H:0 GSSG —/ NADPH

Figura 4.3: Sistema integrado de defesa enzimatico. A superoxido dismutase (SOD)
atua transformando dois anions radicais superdxidos (O2¢) em um perdxido de
hidrogénio (H,O;). A catalase (CAT) age na decomposi¢do do perdxido de hidrogénio
(H20;) em oxigénio molecular (O,) e 4gua (H,O) sem producdo de radicais livres. A
enzima glutationa peroxidase (GPx) localizada no citosol e na matriz mitocondrial,
reduz o peroxido de hidrogénio e hidropeptideos organicos utilizando a glutationa
(GSH). A GSH atua como co-substrato da GPx. Por apresentar propriedades doadora
de elétrons, a GPx reduz o H,O, a 4agua, por conversio da glutationa reduzida (GSH) em
oxidada (GSSG), podendo essa ultima ser regenerada através da glutationa redutase (Grd)
com transferéncia de hidrogénio do NADPH. Neste processo sdo transferidos dois
hidrogénios dos grupamentos sulfidrila para os peroxidos, transformando-os em alcool
e/ou agua, resultando em glutationa dissulfeto (GSSG). Assim, a agdo da glutationa
redutase (GRd), ¢ responsavel pela recuperagdo da glutationa reduzida (GSH), possibilitando a
manutengdo da integralidade do ciclo redox da glutationa e, consequentemente, do equilibrio

adequado entre os sistemas de defesa enzimaticos. Adaptado de Carocho & Ferreira (2013).
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Por outro lado, quando produzidas dentro de certos limites fisioldgicos, as
espécies reativas sdo fundamentais para manter a homeostase celular e ativar vias de
sinalizacdo especificas que podem influenciar varios processos celulares (Figura 4.2),
relacionados ao envelhecimento e desenvolvimento de algumas doencas, incluindo
diabetes, doencas cardiologicas e as neurodegenerativas como doenga de Alzheimer e
Parkinson (JOSHI et al.,, 2012; BUTTERFIELD et al., 2013;KOCH et al., 2014;

FORBES-HERNANDEZ et al., 2014).

4.1.3 Principais vias de sinalizacio e fatores de transcricio ativados em resposta ao

estresse oxidativo.

Nas ultimas duas décadas, fatores de transcricao e as vias de sinalizacao tém
sido identificados e delineados para mediar sinais responsivos ao estresse oxidativo
(MA, 2010; KOCH et. al.,, 2014). De maneira semelhante aos vertebrados, os C.
elegans também possuem sistemas de detoxificagdo de Fase 1 (citocromo p450) e de
Fase 2 (TULLET et al., 2008), os quais durante o estresse oxidativo sdo ativados e
participam de vdarias vias de sinalizagdo e fatores de transcricdo incluindo DAF-

2/Ins/IGF-1 e SKN-1/Nrf-2.

4.1.3.1 Insulina/IGF-1: Insulina como via de sinalizacao

Dentre as vias bem estabelecidas e altamente conservadas em vertebrados e C.
elegans, a via de sinalizacdo da insulina ou fator de crescimento semelhante a insulina

(IGF-1) ¢ uma das mais importantes. Esta via participa de varios processos bioldgicos,
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modulando fung¢des celulares tais como resposta ao estresse, metabolismo, crescimento
e morte celular (TULLET et al., 2008:KOCH et al., 2014).

Em C. elegans, a via da sinalizag¢do insulina/IGF-1 ¢ iniciada pelo receptor daf-
2, homologo do receptor do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) em
mamiferos (Figura 4.4). A proteina que codifica a daf-2 é capaz de fosforilar substratos
alvos, por exemplo, a fosfoinositil 3-kinase (PI3K) que quando ativada converte a
fosfatidilinositol -3,4 bifosfato (PIP2) em fosfatidilinositol (3,4,5) trifosfato (PIP3), que
através de uma cascata de fosforilagdo recruta as kinases AKT-1, AKT-2, SGK-1 e
PDK-1 para a membrana plasmatica onde PDK-1 fosforila AKT e SGK-1. O complexo
AKT-1/AKT-2/SGK-1 fosforila o daf-16 fator de transcricdo ortélogo da FoxO
(FOXO/daf-16), inibindo a ativagdo ou repressdo de genes-alvos no nucleo (KOCH et
al.,, 2014). Quando a via de sinalizagdo semelhante a insulina/IGF-1 ou daf-2 ¢
reduzida, o fator de transcrigdo forkhead (FOXO), daf-16 ¢é desfosforilada e transloca-se
para o nucleo, liga-se a regido promotora de genes alvo ativando a transcri¢do de varias
enzimas antioxidantes, como catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e enzimas
de reparacao de DNA, induzindo a expressdao de genes que aumentam a longevidade e
promovem a resisténcia a varios tipos de estresse (TULLET et al., 2008; ZHOU et al.,

2011).
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Figura 4.4: Regulacdo do fator de transcricdio (FOXO)/daf-16 pela via da insulina
motivada pelo estresse oxidativo. O fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-
I) resulta numa alteracdo conformacional induzida pela ativagdo de uma tirosina-quinase
intrinseca. A fosforilacdo do substrato do receptor de insulina (IRS-1) com os resultados
da tirosina quinase facilita o recrutamento e a fosforilagdo e de PI3K que catalisa a
conversao de fosfatidilinositol-3,4-bifosfato (PIP2) a fosfatidilinositol-3, 4, 5-trifosfato
(PIP3) na membrana plasmética, uma vez ativa a PI3K e PDK-1 pode fosforilar e ativar
a proteina cinase B, uma serina-treonina cinase (AKT), também chamada de (PKB). No
citoplasma AKT pode fosforilar varias proteinas resultante do metabolismo e de efeitos
mitogénicos da insulina. Os efeitos metabolicos de ILS sdao mediados pela AKT através
da fosforilacdo da FOXO (caixa forkhead, classe S). A fosforilagdo da FOXO impede
sua translocagdo para o nucleo, o que resulta na inibi¢ao de ativagdo de genes-alvos no
nucleo. Quando desfosforilada a FOXO transloca-se para o nticleo e liga-se a regido
promotora de genes alvo. O aumento da atividade de transcricdo da FOXO ativa a
expressdo de enzimas antioxidantes, aumentando a detoxificagdo de espécies reativas a
nivel celular. Adaptado de TULLET et al., (2008) ; ZHOU et al., (2011).
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4.1.3.2 Fator de transcri¢ao SKN-1/Nrf2

O fator de transcri¢ao Nrf2 € o principal regulador de resposta de desintoxicagdo
da Fase 2 o qual fornece uma defesa conservada contra o estresse oxidativo, e consiste
em numerosas enzimas antioxidantes que removem radicais livres € outros compostos
reativos (KANSANEN et al., 2013). Em C. elegans, essa resposta ¢ regida pelo fator de
transcrigdo SKN-1 que atua de forma analoga ao fator Nrf2 (fator nuclear eritrdide 2)
em vertebrados (TULLET et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009).

Em condi¢des normais, o Nrf2 encontra-se no citoplasma (Figura 4.5), ligado a
proteina KEAP1 (proteina derivada de células eritréides tipo Kelch com homologia
CNC- associadas a proteina 1) onde permanece inativo ¢ constantemente degradado
pela via ubiquitina—proteasoma dependente da Keapl (KANSANEN et al., 2013). Apos
a exposicao a fatores de estresse a interacdo Keapl e Nrf2 sdo interrompidas ¢ o Nrf2
transloca-se para o nucleo onde se liga a pequenas proteinas Maf e a outros fatores de
transcrigdo que ativam o Elemento de Resposta Antioxidante (ERA) na regido
promotora de genes alvos, tais como citoprotetores e de defesas, entre eles os genes da
superoxido dismutase (MnSOD e CuZnSOD), catalase (CAT), tioredoxina (TRX),
tioredoxina redutase (TrxR), enzimas do metabolismo da glutationa (glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR), quinonas oxiredutase (NQQ1) entre outros
(JOSHI et al., 2012).

Regulado por diferentes vias de sinalizagdo incluindo a via de sinalizacdo
insulina/IGF-1, vias das proteinas ativadas por mitogenos (MAPK), fosfatidilinositol-3
quinase/proteina quinase B (PI3K/Akt) e proteina quinase C (PKC). O fator de

transcricao SKN-1/Nrf2, além de contribui para o aumento da resisténcia ao estresse e da
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longevidade independentemente do daf-16 (TULLET et al., 2008), também desempenha
papel fundamental em doengas relacionadas a idade, incluindo as neurodegenerativas

como Alzheimer e Parkinson (JOSHI et al ., 2012).

INS/IGF-1
IGFR/daf-2

UUHUMUMUDMDUDUMJ.UBUMM L

Citoplasma PI3
¢ FOXO/daf-16

Keapl

Nrf2/SKn-1

Nrf2/SKN-1

Genes sensores redox
Gts-4 Trx-1

Figura 4.5: Modelo de sinaliza¢dao do fator de transcrigdo SKN-1/Nrf2. Em condigdes
de estresse oxidativo o complexo Keap1/Nrf2 ¢ interrompido e o Nrf2 transloca-se para
o nucleo onde se liga a pequenas proteinas Maf e a outros fatores de transcri¢ao que
ativam o Elemento de Resposta Antioxidante (ERA) na regido promotora de genes
alvos. Adptado de TULLET et al., (2008).
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Ha uma visdo emergente de que os fitoquimicos, especialmente 0os compostos
fenolicos, quando avaliados em sistemas in vivo, parecem ndo atuar apenas como
antioxidantes doadores de elétrons, mas sim como mediadores, através da interagdo com
proteinas especificas, fundamentais na cascata intracelular (WILLIAMS et al., 2004;
TSAO, 2010).

Neste contexto, muitos fitoquimicos naturais estdo sendo reconhecidos por
modular a expressdo de genes e apresentar potenciais benéficos pela indugao de enzimas
antioxidantes. Por exemplo, Bezerra et al. (2014) relataram que os compostos fenolicos
presentes na polpa de jamboldo sdo capazes de modular a via de sinalizagdo da insulina,
estender o tempo de vida e reduzir a paralisia induzida pela B-amiléide em modelos de
C. elegans. Mecanismo semelhante ¢ mostrado por Bonomo et al. (2014) ao analisarem
o efeito do agai em C. elegans. Os autores observaram que a suplementacdo com extrato
aquoso de acai aumentou as resisténcias ao estresse oxidativo e estresse osmotico,
independentemente de qualquer efeito sobre a reproducdo e desenvolvimento do
nematodeo. Esses resultados podem ser parcialmente explicados pelos altos niveis de
polifendis presentes no acai, neutralizando de forma direta as ROS produzidas sob
condi¢do de estresse e por induzir a expressao de genes que aumentam a longevidade e
promovem resisténcia a varios tipos de estresse.

Assim, o objetivo final do estudo foi avaliar a funcionalidade das polpas de
pitanga vermelha e roxa desidratadas por liofilizagdo e atomizacdo, selecionadas no
Capitulo 3, no que diz respeito a sua agdo sobre o estresse oxidativo, longevidade e
neurotoxidade induzida pela B-amiloide;sr € MPP" utilizando como modelo o

nematodeo C. elegans.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Quantificacio dos compostos bioativos

Os extratos subdivididos em fragdes de baixo peso molecular (FBPM), de alto
peso molecular (FAPM), polar acida (FBPM-PA), alcalina (FBPM-PB) e neutra
(FBPM-PN), foram quantificados quanto ao teor de compostos fenodlicos totais,
flavonoides e acido elagico total, conforme metodologias ja descritas nos capitulos 2 e

3.

4.2.2 Obtencio dos extratos para analises in vivo com os C. elegans

Inicialmente, os grupos liofilizados e atomizados selecionados no estudo anterior
foram divididos em duas frag¢des: fragdo de baixo peso molecular (FBPM) e fracdo de
alto peso molecular (FAPM), conforme apresentados na Tabela 4.1 e analisados em
resposta ao stress oxidativo e longevidade. A partir dos resultados obtidos nos ensaios
de stress oxidativo, novos grupos foram selecionados para os ensaios de
neurotoxicidade (Tabela 4.2) e com base nos resultados obtidos novos grupos foram
selecionados e subdivididos (Tabela 4.3) em fragdes polar 4cida (FBPM-PA), alcalina
(FBPM-PB) e neutra (FBPM-PN), para testar o efeito da polaridade sobre a paralisia

induzida pela formagao da -amildide.
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Tabela 4.1. Extratos da pitanga das variedades vermelha (PV) e roxa (PR) subdivididos
em fracdes de alto (FAPM) e baixo (FBPM) peso molecular.

% Goma Pitanga vermelha | Pitanga roxa

Desidratacao arabica Extratos
PV5-FAPM PR5-FAPM
o 3% PV5-FBPM PR5-FBPM
At‘;g};{fga” PV10-FAPM PR10-FAPM
10% PV10-FBPM PR10-FBPM
PV15-FAPM PR15-FAPM
15% PV15-FBPM PR15-FBPM
PVL-FAPM PRL-FAPM
Liofilizag¢do 0% PVL-FBPM PRL-FBPM

Tabela 4.2. Extratos selecionados para os ensaios de neurotoxicidade induzida pela B-

amil6ide; 4 e MPP".

Pitanga vermelha \ Pitanga roxa
Extratos selecionados

PV5-FAPM PR5-FBPM

PV5-FBPM PR10-FAPM

PV10-FBPM PRL-FAPM

PV15-FBPM PRL-FBPM

Tabela 4.3: Extratos subdivididos em fragdes polares acida (PA), alcalina (PB) e neutra
(PN) das duas variedades da pitanga selecionados para o ensaio da paralisia induzida

pela B-amilodide; 4.

Pitanga vermelha Pitanga roxa
Extrato \ Fracao Extrato \ Fracao
PV15-PA PR10-PA
PV15-FBPM PVI5.PB PR10-FBPM PRIO-PB
PV15-PN PR10-PN
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4.2.2.1 Preparacio dos extratos com fracoes de baixo peso molecular (FBPM) e

alto peso molecular (FAPM)

Para obtengdo das FBPM amostras de 5g do material desidratado foram
homogeneizadas em 100 mL de agua destilada, utilizando agitador magnético (Fisher
Scientific Isotemp, EUA) durante 30 minutos. As amostras foram centrifugadas
(5818/5810R, Eppendorf, EUA) a 5000 x g por 15 minutos a 10°C e o sobrenadante
filtrado a vacuo com uso de papel filtro Whatman n°® 12. Aos filtrados foi adicionados
acetona, na proporcao de 1:1 e, em seguida, novamente centrifugados sob as mesmas
condi¢cdes. O sobrenadante foi rotaevaporado (Rotavapor® R II, Buchi, Suica) a 40 °C e
a solugdo livre de acetona filtrada e esterilizada usando filtros estéris (Corning®, EUA)
com membrana de acetato de celulose de 0,2 um. Para preparar os extratos FAPM, foi
adicionado hidréxido de s6dio NaOH (4N), aos sedimentos da centrifugagcdo da etapa
anterior na propor¢do de 13 ml para cada 1g de material retido. A mistura foi
homogeneizada, utilizando agitador magnético (Fisher Scientific Isotemp, EUA),
durante 30 minutos a 260 x g e filtrados a vacuo com uso de papel filtro (Whatman® ,
EUA) n° 12. Em seguida, o pH do filtrado foi ajustado para 7,0 por adigao de HCI. Da
mesma forma que os extratos FBPM, foi adicionada acetona e a mistura foi
centrifugada, rotavaeporada, filtrada e esterilizada sob as mesmas condi¢oes descritas

anteriormente, conforme mostra o fluxograma apresentado na Figura 4.6.
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Figura 4.6: Fluxograma de preparagao dos extratos de baixo peso molecular (FBPM

e alto peso molecular (FAPM m).
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4.2.2.2 Obtencao das fracdes polar acida (PA), alcalina (PB) e neutra (PN)

Apoés a obtencdo da fracdo FBPM (item 4.2.2.1), os extratos tiveram o pH
ajustado para 10,0 por adi¢do de uma solugdo de NaOH 5% (m/v). Em seguida, foram
colocados no funil de separacdo e a eles adicionados 100 mL de acetato de Etil
(CH3COOC;Hs), obtendo-se as fases aquosas e organicas. A fase aquosa (polar acida)
foi recolhida e colada em tubos de centrifuga de 50 mL (Figura 4.7A). A fase organica
permaneceu no funil de separacdo e a ela foram adicionados 30 mL de é4cido cloridrico
HCL 5% (v/v) (Figura 4.7B). Com isso, duas novas fragdes foram obtidas (polar
alcalina (PB) e polar neutra (PN) (Figura 4.7C), as quais foram coletadas em tubos do
tipo Falcon 50 mL. Cada fragdo foi rotacvaporada (Rotavapor® RII, Buchi, Suiga) a
40°C e as solugoes livres de solventes (Figura 4.7D) foram filtradas e esterilizadas em
filtros (Corning® , EUA) com membrana de acetato de celulose de 0,2 um, conforme

mostra a Figura 4.8.

(A) (B) © (D)

Figura 4.7: Extratos em funil de separa¢do durante a separagdo de fases. (A) obtencdo
da fase polar 4cida (PA); (B) fase polar alcalina (PB); (C) fase polar neutra (PN); (D)
Extratos fracionados (PA, PB e PN) filtrados e esterilizados. Fonte: Arquivo pessoal

(2012).
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Figura 4.8: Preparagdo dos extratos subdivididos em fra¢des polar acida (FBPM-PA),
alcalina (FBPM-PB) e neutra (FBPM-PN).

4.2.3 Linhagens do C. elegans utilizadas

As linhagens transgénicas dos C. elegans foram adquiridas no Caenorhabditis
Genetics Center (CGC) - Minneapolis, MN, EUA. Foram utilizadas linhagens do tipo
selvagem N2, mutantes de delecdo e linhagens transgénicas com cassetes GFP e genes

envolvidos no estresse oxidativo e longevidade.
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4.2.4 Cultivo e manutencao das cepas C. elegans

4.2.4.1 Preparaciao das placas - Meio de cultura (NGM) para crescimento e

manutencao dos C. elegans

As placas foram preparadas conforme a metodologia descrita por Bremmer
(1974), com algumas modifica¢des. Para cada 100 mL do meio de cultura foram usados
0,3 g de NaCl, 1,7 g de agar, 0,25 g de peptona e 97,5 mL de dgua destilada. A mistura
foi autoclavada a 121 °C por 80 minutos. Apds o processo de autoclavagem, o meio foi
colocado em capela de fluxo laminar, para resfriamento parcial, e em seguida foram
adicionados 0,1 mL de 1M CaCl,, 0,1 mL de colesterol (5Smg/mL), 0,1 mL de 1M
MgSO;4 e 2,5 mL de solucdo tampao 1M KPOj,. A mistura foi agitada manualmente, e
aliquotas de 4,5 mL foram distribuidas em placas de Petri 60 x 15 mm. As placas
foram imediatamente, tampadas e mantidas na camara de fluxo laminar por 24 horas

para completa solidificacdo, conforme a Figura 4.9.

Figura 4.9: Adicao do meio de cultura nas placas. Fonte: Arquivo pessoal (2013)
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4.2.4.2 Preparaciao do Lisogeny broth (LB) — Caldo lisogénico

O caldo lisogénico foi preparado a partir de 10 g de LB em 400 mL de agua
destilada. A solucdo foi homogeneizada em agitador magnético (Fisher Scientific
Isotemp, EUA) até completa diluigdo. Em seguida, aliquotas de 10 mL da solucdo
foram transferidas para 40 tubos de ensaios, os quais foram autoclavados a 121°C por
80 minutos. A seguir, foram colocados em camara de fluxo laminar para completo

resfriamento, e em seguidas armazenados a 4°C.

4.2.4.3 Preparacao de Escherichia coli Op50 em meio sélido para alimentacio de C.

elegans

Aliquota da Escherichia coli Op50 armazenada a -80 °C foi transferida para
tubo de ensaio contendo 10 mL de LB (item 4.2.4.2) e homogeneizado a 140 x g a 37
°C por 12 horas. Apds o periodo de incubagdo 100 pL foram transferidos para um novo
tubo de ensaio contendo 10 mL de (LB) o qual foi incubado sob as mesmas condigdes
(Figura 4.10 A). Transcorrido o tempo de incubagdo, 25 pL. de Op50 foram espalhados
nas placas contendo o meio de cultura (item 4.2.4.1). As placas foram invertidas,
organizadas em recipiente de plastico e incubadas a 37 °C, durante 12 horas. Depois
foram resfriadas a temperatura ambiente e armazenadas em camaras de refrigeracdo a
20 °C para uso por um periodo maximo de duas semanas. O fluxograma esquematico ¢

mostrado na Figura 4.11.
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Figura 4.10: (A) Preparagdo da Escherichia coli Op50 meio so6lido; (B) Distribuicao da

Escherichia coli Op50 nas placas contendo meio de cultura. Fonte: Arquivo pessoal

(2013).
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Figura 4.11: Esquema experimental da prepara¢do da Escherichia coli Op50 em meio

solido.

4.2.4.4 Preparo de E. coli (Op50) em meio liquido, para alimentacio dos C. elegans

nas microplacas.

Foram transferidos 200 uLL de Op50 para tubo de ensaio contendo 10 mL de LB
e este foi incubado por 12 horas a 37 °C, sob agitagdao de 140 x g. Em seguida, 100 puL
do contetido deste tubo foram transferidos para um frasco contendo 200 mL do caldo
lisogénico (LB) previamente autoclavado e preparado a partir de 5g de LB diluidos em
200 mL de agua destilada (Figura 4.12). O frasco também foi incubado nas mesmas

condi¢des mencionadas acima. Apos o periodo de incubagao (12h) o conteudo do frasco
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foi distribuido em seis tubos de centrifuga de 50 mL estéris e previamente pesados. Os
tubos foram centrifugados (5818/5810R, Eppendorf, EUA) a 3500 x g por 10 minutos a
20 °C. Apos a centrifugagdo o sobrenadante foi descartado e os sedimentos da Op50
foram ressuspensos em 5 mL de &4gua destilada, os tubos foram novamente
centrifugados sob as condigdes anteriormente mencionadas. Apos a centrifugacdo, a
agua foi removida e os tubos pesados mais uma vez, com o intuito de calcular a
quantidade de Op50 em cada tubo para adicionar uma quantidade de uma solugdo
completa (S. complete) composta por 97,7% de S-basal, 1% citrato de potassio , 1%
tracos de metais, 1% CaCl, e 1% MgSO4, adequada para obtencdo de uma
concentragdo final de 100 mg/mL. Os tubos contendo Op50 meio liquido foram
armazenados a 4 °C para posteriores utilizagdes dentro de no maximo 10 dias. O

fluxograma esquematico ¢ mostrado na Figura 4.13.

Figura 4.12: Preparacao de E. coli (Op50) em meio liquido. Fonte: Arquivo
pessoal (2013).
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Figura 4.13: Esquema experimental da prepara¢do da Escherichia coli Op50 em meio

liquido.

4.2.4.5 Sincronizacio da idade da populacio do C. elegans

Antes de iniciar os ensaios bioldgicos, os nematddeos tiveram suas idades
sincronizadas. A partir das placas de manutencdo (item 4.2.4.1) foram transferidos 10
nematodeos adultos gravidos para cinco placas contendo meio de crescimento e
inoculadas com Op50 (Figura 4.14), denominada geracao Fy. Apods a postura dos ovos
da Fy, os adultos foram removidos, € uma nova populagdao de nematddeos foi formada
(geragcao F;). Quando os nematddeos da F; atingiram o estagio adulto gravido, 10
nematodeos foram transferidos para 15 novas placas contentdo meio de crecimento e

inoculadas com Op50 (geragao F;), apds a postura dos ovos, os adultos foram
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removidos e quando os ovos deixados na placa atingiram estdgio larval L; foram

transferidos para microplacas. O fluxograma esquematico ¢ mostrado na Figura 4.15.

Figura 4.14: Transferéncia de C. elegans entre placas de Petri.

Fonte: Arquivo pessoal (2013).
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n

Apds apostura dos ovos Fy
| |

Adultos removidos
1
Nova populacio Geraciol;
]
Mematodeos F, - estagio adulto gravido
]
10 nematédeos adulto gravidos - 15 placas GeracioF,

1
Apos a postura dos ovos

1
Adultos - removidos - ovos deixados - estagio larval L

L, Transferidos para microplacas

Figura 4.15: Esquema experimental da sincroniza¢ao da idade dos C. elegans.
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4.2.4.6 Lavagem das placas para transferéncia dos C. elegans no estagio larval L1

As placas contendo os C. elegans no estagio L1, foram lavadas com 1 mL de
agua destilada, cuidadosamente agitadas e, em seguida, todo o liquido contendo C.
elegans foi transferidos para tubo de centrigfuga estéril de 15 mL, com auxilio de uma
pipeta automatica, conforme mostra o fluxograma esquematico (Figura 4.16). Esse
processo foi realizado duas vezes, para cada placa. A transferéncia ocorreu na proporgao
trés placas para cada tubo de centrifuga de 15 mL, totalizado cinco tubos com volume
final de 6 mL cada. Em seguida, os tubos foram centrifugados (5818/5810R, Eppendorf,
EUA) a 8000 x g por 5 minutos a 20°C. Apds a centrifugacdo a agua foi
cuidadosamente removida, deixando-se apenas 1 mL em cada tubo ( Figura 4.17). Os
nematddeos foram ressuspensos com adigdo de uma solucdo completa (S- complete)
composta por 97,7% de S-basal, 1% citrato de potassio, 1% tracos de metais, 1% CaCl,

e 1% MgS0O,, de modo que a concentragdo final foi de 10 nematddeos para cada 20

uL da solugdo.
C. elegans L1
]
1 ml. de agua destilada
1
Tubo de centrifuga esteril de 15 mL
1
Centrifugados 5 min/20°C/B000xg
i 1
Agua removida =1 mL
1
Ressuspensos- 5. completa
1

[10 nematédeos / 20 pL da sohigio]

Figura 4.16: Esquema experimental da lavagem dos C. elegans no estagio larval

L1.
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Figura 4.17: Lavagem das placas para transferéncia dos C.elegans no estagio larval L1.

Fonte: Arquivo pessoal (2013).
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4.2.5 Ensaios bioldgicos

4.2.5.1 Efeito sobre a sinalizacdo em resposta ao estresse oxidativo em C. elegans

O ensaio de resposta ao estresse oxidativo foi realizado usando as cepas
transgénicas (Tabela 4.4). Apos a sincronizagdo das idades os C. elegans do estagio L1
da geragdo F2 foram transferidos para tubos de centrifuga estéril por meio de lavagem
das placas (item 4.2.4.6). O conteudo dos tubos foi ajustado com a solucdo (S.
complete) para a concentragdo de 100 nematdédeos por mL. Em seguida, foram
adicionados aos tubos Op50 em meio liquido na propor¢do de 100 puL para 5 mL da
mistura (S-complete + C. elegans). Esta segunda mistura (C. elegans + S-complete +
Op50), foi distribuida em 17 microtubos estéreis de 1,5 mL e os extratos na
concentragdo de 1% v/v foram adicionados, conforme os tratamentos expostos na
Tabela 4.1. Por fim, 80 pL desta terceira mistura (Nematddeos + S. complete + Op50 +
extrato) foram transferidas para os pogos da microplaca (Figura 4.18). As placas foram
seladas, tampadas e mantidas a 20 °C. Quando o C. elegans atingiu o estagio L4, foram
transferidos para placas de Petri de 60 x 15 mm preparadas com 2 mL de phytogel 1%.
Os nematodeos foram permanentemente imobilizados com 5-10 ul de azida sodica
(NaN3) 50 mM e as imagens realizadas usando o microscéopio de fluorescéncia (Nikon
SMZ1500 com camera RilCCD, Japao). A fluorescéncia relativa (FR) em relagdo ao
controle foi quantificada através do software National Institute of Health’s Image J

(ISER & WOLKOW, 2007).
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Tabela 4.4: Linhagens de C.elegans usados para avaliar o efeito da pitanga vermelha e

roxa em resposta ao estrsse oxidativo.

Linhagens Gene Homoélogo em humano | Wormbase-Gene ID’
N2 Wild type N/A N/A
[sod-4::GFP] Superoxido dismutase
BC13632 Cobre/Zinco WBGene00004933
sod-3::GFP (driven by sod-3) s .
CF1553 Superéxido dismutase WBGene00004932
Ferro/manganés
[Pges-1::RFP+Pges-1::ins-7] | Fator  de Insulina  /
CF2266 crescimento semelhante a WBGene00002090
insulina (IGF)
CL2070 [hspl16.2 ::gfp;rol-6(sul006)] 16-kD Proteina de choque
térmico WBGene00002016
gst-4::GFP(driven byGST) Glutationa S-Transferase
CL2166 (GST) WBGene00001752
[ctl-1 + ctl-2 + ctl-3 + myo- WBGene00000830
GAS800 2:-GFP] Catalase (ctl-1, ctl-2 e ctl-3) WBGene00000831
WBGene00013220
GR1352 daf-160.::GFP Forkhead Box O (FOXO) WBGene00000912
LG326 [Skn-1b::GFP] Fator nuclear eritroide 2 WBGene00004804
(Nrf2)
pkls1605[HSP-
N13401 16.2::GFP/LacZ+pRF4(rol- 16-kD Proteina de choque WBGene00001722
6(sul006))] térmico
[pBLHI98:1i-15(+)+trx- Tioredoxina (TRX)
OE3010 1::GFP] WBGene00015062
[sir-2.1::mCherry
+R11A48.5::GFP + rol-
UL3351 6(sul006) Sirtuina 2 WBGene00004800
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Figura 4.18: Preparacdo da microplaca para ensaio de estresse oxidativo.

Fonte: Arquivo pessoal (2013).
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4.2.5.2 Ensaio da extensio do tempo de vida celular

Os ensaios de longevidade foram realizados com a cepas selvagem N2,
conforme metodologia descrita por Solis & Petrascheck (2011). Previamente
sincronizadas foram transferidas para tubos de centrifuga estéreis no estagio L1 da
geragao F2 por meio de lavagem das placas (item 4.2.4.2). O conteudo dos tubos foi
ajustado com a solucdo ( S-complete ) para a concentracao de 100 nematddeos por mL.
Em seguida, foram adicionados aos tubos Op50 em meio liquido na propor¢dao de 100
pL para 5 mL da mistura (S-complete + C. elegans) e 100 pL de
penicilina/estreptomicina (P/S). Os tubos foram gentilmente agitados e 120 pL da
mistura (S-complete + C. elegans+ Op50 + P/S) foram transferidas para os pogos das
microplacas. As microplacas foram seladas, tampadas e incubadas a 20°C até os C.
elegans atingirem o estdgio L4. Nesse estdgio, foram adicionados em cada pogo 30 uL.
de fluorodeoxiuridina (FURD) 0,6 mM para inibir a divisdo celular, evitando a
producdo de ovos durante o periodo do experimento. Apds a adicdo da FURD, a
microplaca foi selada, tampada, homogeneizada e novamente incubada a 20 °C. Apos
oito horas de incubagdo, foram adicionados aos pocos, com exce¢do do controle, os
extratos, conforme apresentado na Tabela 4.1, na proporcdo de 1% v/v. A alimentagao
dos C. elegans foi realizada semanalmente com 5 uL. de Op50 meio liquido e o tempo
de vida médio calculado através da contagem dos C. elegans mortos e vivos (Figura
4.19) representados graficamente por uma curva de sobrevivéncia. A contagem foi
realizada em dias alternados e finalizada quando todos os nematodeos estavam mortos.

O fluxograma esquematico ¢ mostrado na Figura 4.20.
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Figura 4.19: Contagem dos C. elegans mortos € vivos.

Fonte: Arquivo pessoal.

Linhagens selvagem N2
1
Previamente sincronizadas
1
L1 da geracdo F2
1
Contendo dos tubos - (S-complete)
l
Op50 - 100 pL para 5 mL (S-complete + C. elegans)
e 100 pul. de penicilina/estreptomicina (P/S).
l
Agitados
1
120 pL (S-complete + C.elegans +Op30 + P/S)
!
Microplacas - Seladas, tampadas e mantidas 20°C

— L4
1
30 pL fluorodeoxiuridina (FURD) 0.6 mM
1

Micropl  selada, t i,
homogeneizada e novamente mantidas 20 °C
1
Apods 8h incubagio
1
Extratos 1% wviv.

]

Alimentacio — semanalmente -5 pl OpS50
1
Tempo de vida médio - contagem dos C.

elegans mortos e vivos

Figura 4.20: Fluxograma experimental para ensaio da extensdo do tempo de vida

médio.
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4.2.5.3 Paralisia induzida pela -amiléide em C. elegans transgénico

O experimento foi realizado utilizando cepas transgénicas C. elegans CL4176 de
acordo com Dostal et al., (2010). Foram preparadas placas-controle (sem extrato) e
placas com o tratamento a 1% (v/v) Tabelas 4.2 e 4.3. As placas NGM solidificadas
foram inoculadas com OP50 em meio s6lido e incubadas por 12 horas a 25 °C. Apos o
periodo de incubagao as placas foram colocadas na luz UV (Stratagene UV Stratalinker
2400, EUA) por 5 minutos para inibir o crescimento da Escherichia coli (Figura 4.21
A). Em seguida, 10 nematddeos adultos gravidos foram colocados nas placas controle e
de tratamentos e estas mantidas a 16 °C. Ap0s a postura dos ovos, os adultos foram
removidos e as placas com os ovos continuaram mantidas a 16 °C, e quando a nova
populagdo atingiu o estagio larval L3 a temperatura foi elevada para 25°C (Figura 4.21)
B). Apos 18 horas da elevagdo da temperatura, iniciou-se a pontuagdo de mobilidade a
cada duas horas até a paralisagdo e/ ou morte de todos os C. elegans (Figura 4.22). O
tempo em horas suficiente para que 50% dos vermes estivessem completamente
paralisados e/ou mortos (PTsp) foi calculado a partir da curva de sobrevivéncia. Os
critérios utilizados para marcar a paralisia € mortes dos nematddeos foram a falta de

resposta ao toque e auséncia de bombeamento da faringe.

Kadtia Cristina Borges - Tese de doutorado — UFRN/PPGEQ



Placas NGM

!

Inoculadas QPS50 / Extratos

!

Incubadas por 12 horas /25°C

!

uv-c

A)

169

10 (CL4176) gravidos das placas de
manutenc a0
|
Placas (controle e tratamento)
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!
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i1
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]
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1
Apés 180T
1
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Figura 4.21: (A) Fluxograma da Preparagdo das placas e (B) Fluxograma da

transferéncia dos C. elegans das placas de manuteng¢do para as placas controle e de

tratamentos.

Figura 4.22: Preparacdo das placas e identificacdo da paralisia dos C. elegans.

Fonte: Arquivo pessoal (2013).
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4.2.5.4 Efeito dos extratos de pitanga sobre a neurotoxicidade induzida por metil-

4-phenylpyridinium (MPP") associada 2 doenc¢a de Parkinson em C. elegans

O experimento foi conduzido usando como modelo, linhagens transgénicas com

genes neurais e linhagens selvagens, conforme apresentado na Tabela 4.5.

Tabela 4.5: Linhagens de C. elegans usadas para avaliar o efeito das duas variedades de

pitangas desidratadas sobre a neurotoxicidade induzida pelo MPP".

Linhagem Gene Homologo em humano Wormbase-Gene ID
N2 Selvagem N/A
OH1849 dop-2 recptor dopamina 2 WBGene00001053
OH2411 dop-1 recptor dopaminal WBGene00001052
NL5901 P unc-54 a-sinucleina WBGene00006789

Transporte de dopamina na

BZ555 dat-1 membrana plasmatica WBGene00000934

Os C. elegans foram mantidos em placas NGM solidificadas e inoculadas com
OP50 em meio solido, incubadas por 12 horas a 37°C. Os vermes tiveram suas idades
sincronizadas e, logo apds a eclosdo dos ovos, os nematddeos no estagio L1 da geragao
F2 foram transferidos para tubos estéreis de centifuga de 15 mL. A concentragdo dos
tubos foi ajustada com S-complete e, em seguida adicionado Op50 em meio liquido na
proporcao de 100 puL para 5 mL da solucdo ( nematodeos + S-complete). A mistura
(Nematodeos + S.complete + Op50) foi distribuida em microtubos de 1,5 mL e, a estes
adicionados os extratos na concentra¢do de 1% v/v de acordo com os tratamentos
expostos na Tabela 4.2. Em seguida, 40 pL da mistura ( Nematddeos + S.complete +
Op50 + extrato) foram colocados nos pogos das microplacas e adicionados 10 pL de
MPP" (Figura 4.23), totalizando um volume de 50 pL por pogo. As microplacas foram

seladas, tampadas e incubadas a 20° C. Os C. elegans foram pontuados de acordo com a

Kadtia Cristina Borges - Tese de doutorado — UFRN/PPGEQ



171

mobilidade, a qual foi dividida em trés categorias: a do tipo selvagem (W),
descoordenada (UC) e paralisada (P). A pontuagdo de mobilidade foi realizada com 24,
36 ¢ 48 horas, apés a adigio do MPP" ¢ as imagens realizadas apos 72 horas, usando o
microscopio de fluorescéncia (Nikon SMZ1500 com camera RilCCD, Japao). Para isso,
os nematddeos foram colocados em placas de Petri 60 x 15 mm, preparadas com 2 mL
de phytogel 1%. Os C.elegans foram temporariamente imobilizados por resfriamento
no gelo durante 25 minutos. A fluorescéncia relativa em relagdo ao controle foi
quantificada através do National Institute of Health’s Image J (ISER & WOLKOW,

2007). O fluxograma experimental ¢ mostrado na Figura 4.24.

Figura 4.23: Adicdo do composto neurotéxico MPP" as microplacas.

Fonte: Arquivo pessoal (2013).
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Figura 4.24: Fluxograma experimental do ensaio da neurotoxicidade induzida por

metil-4-phenylpyridinium (MPP") associada a doenga de Parkinson em C. elegans.
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4.2.6 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos com média e + desvio padrdo. ANOVA one-
way foi usada para determinar a significancia estatistica (p <0,05) para a expressao de
genes em resposta ao estress oxidativo. Para os ensaios de tempo de vida, o método de
Kaplan-Meier foi utilizado para comparar as curvas de sobrevivéncia e as diferencas do
tempo de vida médio utilizando o Teste Log Rank (Mantel-Cox) com nivel de
significancia (p<0,05). Para o ensaio da doenga de Alzheimer, as diferencas de
sobrevivéncia foram usandos o Teste de Gehan-Breslow-Wilcoxon com nivel de
significancia (p<0,001). Em todos os testes foram utilizados o software GraphPad Prism

6.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Compostos bioativos das fracdes de polpas das pitangas vermelha e roxa.

As Tabelas 4.6 e 4.7 mostram os resultados de compostos bioativos (fendlico
totais (CFT), proantocianidinas (PC), 4cidos fenolicos, flavonoides e acido elagico total
(AE) dos extratos (FBPM, FAPM e FBPM-PA, FBPM-PB ¢ FBPM-PN) obtidos por
atomizagdo das pitangas vermelha (PV15) e roxa (PR10), selecionados por mostrarem
os melhores resultados in vivo nessa ultima etapa de estudo, entre os grupos
selecionados no capitulo 3. Os resultados indicaram que o teor de TCF, PC ¢ EA dos
extratos FAPM de ambas as pitangas foram mais elevados quando comparados com
FBPM (p <0,05). Por outro lado, os 4cidos protocatecuico, p-cumarico, assim como 0s
flavonoides (quercetina, mirecetina e cianidina), foram detectados apenas nos extratos
FBPM. As fracdes FBPM-PN da pitanga vermelha e roxa mantiveram quantidade
consideravel de quercetina, PC e AE, bem como teores de miricetina, acido
protocatecuico e acido p-cumarico (pitanga vermelha) e cianidina (pitanga roxa). As
FBPM-PB de ambas as pitangas sdo caracterizadas por um teor substancial de PC e
elevadas concentragdoes de AE (p <0,05), bem como teores relevantes de miricetina
(pitanga vermelha) e quercetina e cianidina (pitanga roxa), enquanto a FBPM-PA da
pitanga vermelha apresentou conteudo consideravel de quercetina, PC e EA em sua
composi¢do. Teores elevados de PC, cianidina e AE foram detectados na FBPM-PA da

pitanga roxa.
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Tabela 4.6. Teor de fenodlicos totais, proantocianidinas, acidos fenolicos, flavonoides e
acido elagico total nas fragdes de baixo peso molecular (FBPM), alto peso molecular
(FAPM) e nas fragdes polar acida (PA), polar basica (PB) e polar neutra (PN)
determinados nos extratos atomizados da pitanga vermelha.

PV15 PV15 PV15 PV15 PV15
FBPM FAPM FBPM-PA FBPM-PB | FBPM-PN
Fenolicos totais
(mg GAE/gBS) | 142,3+0,71" | 202,8+0,83" Na Na Na
Proantocianidina | 19,3+0,18 | 482+0,19" |2,98+0,03" |8,85+0,12° | 6,79+0,18°
(mg QTE/g BS)
Acidos fenélicos
Acido
protocatecuico
(mg/100g BS) | 1,28+0,11 Nd Nd Nd 0,89+ 0,02
Acido
p. cumarico 2,65+ 0,12 Nd Nd Nd 1,18+ 0,13
(mg/100g BS)
Flavonoides
Miricetina
(mg/100g BS) | 4,56 +0,21 Nd Nd 1,96+ 0,21* | 2,31+0,17°
Quercetina
(mg /100g BS) 3,69+ 0,14 Nd 1,28+ 0,06" Nd 1,910,178
Cianidina Nd Nd Nd Nd Nd
(mg /100g BS)
Acido elagico
Acido elagico
total 13,93+0,32° 18,95+0,26° | 2,71+0,07* 5,79+0,11% | 4,71£0,09°
(mg/100g BS)

Os valores sdo expressos em média + desvio padrdo (N = 9); Na = ndo avaliado; Nd =

ndo detectado; a,b: [(Letras diferentes sobrescrita na mesma linha indicam diferencas

significativas pelo teste de Tukey (P <0,05) FAPM e FAPM)]; A-C: [(Letras diferentes

sobrescrita na mesma linha indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey (p

<0,05) FBPM-PA, FBPM-PB e FBPM-PN)]. PV15= polpa de pitanga vermelha

atomizada a 130 °C contendo 15 % de goma arabica.
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Tabela 4.7 Teor de fendlicos totais, proantocianidinas, acidos fendlicos, flavonoides e
acido elagico total nas fragdes de baixo peso molecular (FBPM), alto peso molecular
(FAPM) e nas fragdes polar acida (PA), polar basica (PB) e polar neutra (PN),
determinados nos extratos atomizados da pitanga roxa.

PR10 PR10 PR10 PR10 PR10
FBPM FAPM FBPM-PA FBPM-PB FBPM-PN
Fendlicos totais
(mg GAE/g BS) 177,31 £0,31° | 312,42+0,63" Na Na Na
Proantocianidina
(mg QTE/gBS) | 53,62+0,18" | 102,24+0,19° | 15,98+ 0,13* | 17,85 +0,12% | 18,79+ 0,18
Acidos fenélicos
Acido
protocatecuico
(mg/100g BS) Nd Nd Nd Nd Nd
Acido
p.cumarico Nd Nd Nd Nd Nd
(mg/100g BS)
Flavonoides
Miricetina
(mg/ 100g BS) Nd Nd Nd Nd Nd
Quercetina
(mg /100g BS) 6,79+£0,14 Nd Nd 2,74+ 0,08 | 3,92+ 0,12°
Cianidina
(mg /100g BS) 176,17 + 0,21 Nd 59,17+ 0,12* | 58,36+ 0,14% | 58,89 + 0,17
Acido elagico
Acido elagico
total 36,93+0,23" | 64,91+0,26° | 9,37+0,05* | 11,08+0,12° | 10,65+0,09
(mg/100g BS)

Os valores sdo expressos em média = desvio padrao (N = 9); Na = ndo avaliado; Nd =

ndo detectado; a,b: [(Letras diferentes sobrescrita na mesma linha indicam diferencas

significativas pelo teste de Tukey (P <0,05) FBPM e FAPM)]; A-C: [(Letras diferentes

sobrescrita na mesma linha indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey (p

<0,05) FBPM-PA, FBPM-PB e FBPM-PN)]. PR10= polpa da pitanga roxa atomizada a

130 °C contendo 10% de goma arabica.
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4.3.2 Influéncia dos extratos obtidos de pos das pitangas vermelha e roxa sobre
genes relevantes para ativacio de vias de sinalizacio em resposta ao estresse

oxidativo em C. elegans.

Ao longo das ultimas décadas, ha estudos epidemioldgicos consistentes que
mostram a associag¢do entre dieta e varias disfun¢des de saide (GOMEZ-PINILLA &
NGUYEN, 2012). Os compostos fendlicos tém emergido como agentes naturais com
efetiva relevancia para a saiude, ndo so por suas propriedades antioxidantes reconhecidas
(GRUNZ et al., 2012), mas também por seus efeitos sinérgicos que contribuem para um
efeito potente demonstrado em ensaios in vivo (GOMEZ-PINILLA & NGUYEN,
2012).

E sabido que o estresse oxidativo, além de causar danos a outros 6rgdos e
tecidos, ¢ particularmente, prejudicial ao cérebro, o qual é formado por acidos graxos
facilmente oxidéaveis e apresenta elevado consumo de oxigénio em comparagdo com
outros orgdos (JOSHI & JOHNSON, 2012). A este respeito, ¢ notdvel um crescente
interesse cientifico no sentido de identificar compostos com capacidade para induzir a
expressao de genes implicados no retardamento de efeitos indesejaveis promovidos pelo
estresse oxidativo (RODRIGUEZ et al., 2013).

As Figuras 4.3.1 e 4.3.2 mostram os efeitos dos extratos da pitanga vermelha
(PV15) e roxa (PR10) sobre a expressdo de genes envolvidos nas vias de sinalizagao das
respostas ao estresse oxidativo, longevidade e neurodegeneragdo em modelos de C.
elegans. Os resultados experimentais mostram claramente que os extratos da pitanga
vermelha ndo afetaram a expressdo da proteina FOXO, daf-16 (p<0,05), mas um
aumento significativo (p<0,05) na expressdao do gene ins-7, que codifica varios

peptideos do tipo insulina, foi observado para FBPM e FBPM-PB da pitanga vermelha,
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acdo oposta observada na pitanga roxa (Figura 4.3.2). Além disso, expressdes das
enzimas superoxido dismutase mitocondrial Mn / SOD (SOD-3), superoxido-dismutase
extracelular Cu / ZnSOD (SOD-4) e as catalases (ctl-1, 2-ctl, ctl-3), que se encontram
sob a regulagdo da transcricdo de daf-16 foram afetadas positivamente quando
comparadas ao controle (p <0,05) pelas duas variedades da pitanga. Efeito semelhante
foi registrado para a expressdo Nrf2 (fator nuclear eritrdide 2) (Nrf2)/SKN-1, que
modula a expressdo das enzimas antioxidantes (p <0,05). Quando comparado ao grupo
controle, os extratos FBPM da pitanga vermelha afetaram mais o gene Asp 16,2 (p
<0,05) e menos o gene trx-1 (p <0,05), que sdo responsaveis pela codificagdo da
proteina de choque térmico HSP16 e tioredoxina, respectivamente. Comportamento

oposto foi identificado na pitanga roxa (p <0,05).
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Figura 4.3.1. Efeito da pitanga vermelha (PV15) sobre a mudanca da fluorescéncia
relativa em relagdo ao controle na expressdo de diferentes genes relevantes na
sinalizacdo em resposta ao estresse oxidativo, longevidade e neurodegeneracdo em
modelos transgénicos de C. elegans. CONT alimentado: [NGM]; FBPM: [NGM + 1%
(v/v) FBPM]; FBPM -PB: [NGM + 1% (v/ v) FBPM -PB]. [E. coli OP50 (Smg / ml)];
n> 100; * (FBPM x CONT); e (FBPM -PB x CONT) = P <0,05 (ANOVA).
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Figura 4.3.2. Efeito da pitanga roxa (PR10) sobre a mudanga da fluorescéncia relativa
em relacdo ao controle na expressdo de diferentes genes relevantes na sinalizacdo em
resposta ao estresse oxidativo, longevidade e neurodegeneracdo em modelos
transgénicos de C. elegans. CONT alimentado: [NGM]; FAPM: [NGM + 1% (v/v). E.
coli OP50 (5mg / ml)]; n> 100; * (FAPM x CONT) = p <0,05 (ANOVA).

Com esse estudo, foi mostrado pela primeira vez que extratos de pitanga
vermelha e roxa sdo capazes de induzir a regulacdo positiva global em importantes vias
de sinalizacdo em resposta ao estresse, envelhecimento e neurodegeneracdo em
transgénicos C. elegans. O aumento significativo das enzimas antioxidantes que estdao
sob o regulamento do fator de transcricdo FOXO / daf-16 foi claramente demonstrado
aqui. Apesar da resposta daf-16 ndo ter sido diretamente influenciada pelos extratos de
pitanga vermelha (P <0,05), a expressdo mitocondrial de Mn / SOD (SOD-3),
superoxido-dismutase extracelular Cu/ ZnSOD (SOD-4), as catalases (ctl-1, ctl-2, ctl-3)
e tioredoxina (TRX-1) foram expressas de forma significativa (p <0,05) tanto pelos
extratos FBPM e FBPM -PB, o que sugere um mecanismo independente da daf-16,
levantando a hipotese para o fator Nrf2/Skn-1.

Diante dos resultados obtidos, acredita-se que a a¢do dos compostos bioativos

sobre o estresse oxidativo observada nos C.elegans, tratados com os extratos das duas
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variedades da pitanga, esteja associado ndo apenas a remog¢ao dos radicais livres, mas
também pela ativagdo de vias de sinalizagdo de protecdo. Assim levantamos a hipotese
que os compostos bioativos presentes na pitanga teriam influenciado a ativacdo dos
elementos de resposta antioxidante (ARE), por modificar a capacidade de ligacdo de
fatores de transcri¢do e/ou até mesmo por meio da inativagdo de proteinas quinases
ativadas por mitdgenos (Figura 4.3.3).

O fator FOXO/daf-16 ¢ regulado pela via de sinaliza¢do da insulina, o qual ¢
considerado um fator chave para diversos processos biologicos, incluindo longevidade e
resposta ao estresse oxidativo (TULLET et al 2008; KOCHI et al 2014). A atividade
mitogénica da sinalizacdo da insulina ¢ regulada pela IGF e mediada pela ativagdo de
uma tirosina quinase (ZHENG et al., 2014). Quando a insulina ou IGF se liga ao
receptor ativa a fosforilacdo da tirosina quinase intrinseca (Figura 4.3.3) que permite o
recrutamento e interac¢do de substratos do receptor de insulina (IRS) com
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K). Uma vez ativada, essa converte a fosfatidilinositol-
3,4 bifosfato (PIP2) em fosfatidilinositol (3,4,5) trifosfato (PIP3). O PIP3 ¢ um
mensageiro secundario (ZHENG et al., 2014) que amplifica a cascata de sinalizagdo
ativando a proteina cinase dependente de fosfoinositideos (PDK-1). O alvo intracelular
da fosfoinositil 3-kinase (PI3K) é a proteina cinase B, uma serina-treonina também
conhecida por AKT que quando ativada pode fosforilar vérias proteinas, incluindo a

FOXO/daf-16 e outros fatores de transcricdo como o Nrf2/skn-1 (Figura 4.3.3).



181

IGFR/daf-2 INS/TGF-1
PR m e e v = - 0-0-01¢ 010001066 0¢
R W S »U(I«( ) o 9 © @ 00000006000 DNDOGEOENOSNOTS
PIP2
N
PTEN

Compostos  ? g
.=>‘ Pl
fenolicos 3k/age

PIP3
/ PDK1
l Compostos

Keap1l AKT/PKB ’ , fenolicos
Nrf2/SKn-1 \/ /

FOXO/daf16

Citosol

Nucleo
Nrf2/SKN-1 FOXO/daf-16
ARE
\ J
|
Gts-4 Trx-1 Sod-3 Clt Sod-4

Figura 4.3.3 Modelo hipotético do mecanismo de ag¢do dos compostos bioativos
presentes nos extratos da pitanga vermelha e roxa. Inducdo da expressdo de enzimas
antioxidantes por compostos fendlicos, através da ativagdo do elemento de respostas
antioxidantes (ARE). Adaptado de TULLET et al., 2008; ZHENG et al., 2014; KOCHI
et al 2014.

Neste contexto, outros estudos t€ém mostrado os efeitos de fitoquimicos naturais
presentes em frutas em modular a expressdo de genes e apresentar potencial benéfico

pela inducdo de enzimas antioxidantes. Por exemplo, Azevedo et al., (2015) et al.
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(2013) relataram que os compostos fendlicos presentes no extrato do residuo
desidratado do camu-camu sdo capazes de modular a via de sinaliza¢do da insulina e
reduzir a paralisia induzida pela B-amiléide em modelos de C. elegans. Da mesma
forma, Buchter et al., (2013) associaram o aumento do tempo de vida em C.elegans
com a reducdo da formacao de espécies reativas de oxigénio, mediada pela interacdo da

mericetina sobre o estresse oxidativo pela ativacao da proteina daf-16.

4.3.3 Influéncia dos extratos obtidos de pds das pitangas vermelha e roxa sobre a

longevidade em C. elegans

A andlise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier foi utilizada para avaliar os efeitos
dos tratamentos da pitanga vermelha (PV15) e roxa (PR10) sobre o tempo de vida em
tipo selvagem (N2) de C. elegans. O tempo de vida médio em C. elegans do grupo
controle (sem tratamento) foi de 21 dias. Os extratos FBPM e FAPM da pitanga
vermelha (PV15) foram capazes de aumentar o tempo de vida médio do C. elegans em
20% e 22%, respectivamente. Os extratos FBPM e FAPM da pitanga roxa (PR10), por
sua vez, induziram aumentos na ordem de 17% e 20%, respectivamente. Assim, 0s
nematodeos tratados com a FBPM da pitanga vermelha e roxa alcancaram tempos
médios de 25 dias (p= 0,0026) e 23 dias (p= 0,037), respectivamente, enquanto que 0s
nematodeos tratados com a FAPM foram capazes de sobreviver durante 27 dias (p=

0,0002) e 25 dias (p= 0,0104), respectivamente (Figura 4.3.4 A, 4.4B, 4.4C e 4.4D).
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Figura 4.3.4: Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier dos nematddeos C. elegans do
tipo selvagem (N2), tratados com extratos de pitanga vermelha (A) e (B) e roxa (C) e
(D). CONT: [NGM]; FBPM: [NGM + 1% (v / v) FBPM]; FAPM: [NGM + 1% (v / v)
FAPM]; [E. coli OP50 (5mg / ml); n> 300; p {Log-rank (Mantel-Cox)}; PTso: médio de
sobrevivéncia (d)]; Pitanga vermelha: ContPTso = 21d, 25d FBPM PTs, =, (p = 0,0026);
ContPTsy = 21d, FAPM PTsy = 27 (p = 0,0002). Pitanga roxa: ContPTsy = 21d, 23d
FBPM PTs, =, (p =0,037); ContPTso=21d, FAPM PTs, =25 (p = 0,0026).

Dentre todos os resultados positivos observados, o maior efeito foi registrado
para os extratos FAPM. A expressiva quantidade de proantocianidinas e 4cido elagico
das fragdoes FBPM e FAPM, principalmente para pitanga roxa pode ser responsaveis

pela extensao da longevidade observada (Tabelas 4.1 e 4.2). Tendéncia semelhante foi
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relatada por Sunagawa et al. (2011), ao mostrarem que proantocianidinas de macas Fuji
estenderam o tempo de vida médio em linhagens selvagem de C. elegans em 12,1%. Da
mesma forma, Vayndorf et al. (2013) observaram aumento significativo da longevidade
(de 18,7 para 39,6%) em C. elegans tratados com extratos de maca. Assim como o
tempo de vida de Drosophila foi aumentado em 10% apos o tratamento com polifenois
extraidos do bagago de magas Fuji (Peng et al., 2011).

Existe a hipotese de que a extensdo do tempo de vida causada pelo tratamento
com extratos de pitanga tenha sido motivada pela sinergia de compostos bioativos
presentes nesses extratos (Tabelas 4.1 e 4.2). Niveis expressivos de miricetina e
quercetina foram encontrados no extrato FBPM da pitanga vermelha, em concordancia
com relatos anteriores, os quais mostraram que a miricetina induziu aumento da
expectativa de vida (18%) em C. elegans, juntamente com a reducdo dos niveis de ROS
e aumento da expressdo da enzima antioxidante sod 3, independente da daf -16
(GRUNZ et al., 2012). Da mesma forma, Surco-Laos et al. (2011) mostraram que a
quercetina foi capaz de induzir a extensdo do tempo de vida médio e reduzir o estresse
oxidativo em C. elegans. Os extratos FBPM da pitanga roxa mostraram niveis elevados
de cianidina (Tabela 4.2), em conformidade com Chen et al. (2013), os quais relataram
que cianidinas encontrada no trigo roxo aumentaram o tempo de vida médio em C.

elegans selvagens em 10,5%, dependente do daf-16.
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4.3.4 Efeitos dos extratos dos pos obtidos das pitangas vermelha e roxa sobre a

neurodegeneracio induzida experimentalmente em C. elegans

Condigdes neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer sdo problemas de
saude que afligem as pessoas de varios paises em todo o mundo. Estudos tém
comprovado que ndo s6 fatores genéticos e moleculares estdo implicados no
desenvolvimento dessas doengas, mas habitos alimentares, como o consumo de
alimentos ricos em fendlicos os quais podem atenuar os danos oxidativos envolvidos
nessas condigdes cronicas (BHULLAR et al., 2013; EBRAHIMI & SCHLUESENER,

2012).

4.3.4.1 Influéncia das pitangas vermelha e roxa sobre a neurotoxicidade induzida

pela B-amiloide;.4» em C. elegans.

As Figuras 4.3.5 mostram as curvas de sobrevivéncia do C. elegans
transgénicos (CL4176) tratado com FBPM da pitanga vermelha (PV15) e roxa (PR10),
bem como suas respectivas fragdes FBPM-PA, PB e PN. Os resultados indicam que as
amostras controle apresentaram 50% dos vermes paralisados e/ou mortos 28 horas apos
o aumento de temperatura. De maneira clara, a paralisia induzida foi significativamente
retardada (p<0,0001) em placas tratadas com a FBPM da pitanga vermelha (PTso = 32h,
Figura 4.3.5A) e roxa (PTso = 34h Figura 4.3.5C). Semelhanga observada nas fracdes
FBPM -PB e FBPM -PN de ambas as pitangas, as quais reduziram significativamente a
paralisia quando comparadas ao controle (P<0,001). Dessa forma, a pitanga vermelha
atingiu PTso de 36 e 34 horas (Figura 4.3.5B), respectivamente ¢ a pitanga roxa PTs, de

36 e 38 horas (Figura 4.3.4D), respectivamente.
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Figura 4.3.5: Curvas de mobilidade de Kaplan-Meier dos nematodeos C. elegans

transgénico (CL4176), tratados com extratos de pitanga vermelha (A) e (B) e roxa (C)

(D), 20 h apds a indugdo de paralisia muscular pela AB1-42 a 25°C. CONT: [NGM];

FBPM: [NGM + 1% (v/v) FBPM]; PA: [NGM + 1% (v/v) PA]; PB: [NGM + 1% (v/v)

PB]; PN: [NGM + 1% (v/v) PN]. [E. coli OP50 (5mg / ml); n> 75; p<0,05 (Gehan-

Breslow-Wilcoxon).

O fato de que as fragdes com diferentes polaridades (FBPM-PA, PB e PN)

exerceram diferentes efeitos sobre a neurotoxicidade induzida, sugere a influéncia de
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compostos especificos encontrados em cada fragdo. Os maiores efeitos neuroprotetores
foram observados para as aliquotas FBPM-PB e FBPM-PN, que sdo os extratos com

maior teor de proantocianidinas, além de miricetina (pitanga vermelha) e quercetina
(pitanga roxa) entre as fracdes polares (Tabela 4.1 e 4.2). De fato, Liu et al. (2014)
mostraram que as proantocianidinas s3o compostos ativos capazes de diminuir
significativamente deficiéncias cognitivas em ratos, inibir o estresse oxidativo cerebral
e a resposta inflamatoria através de varios mecanismos. Da mesma forma, uma dieta
suplementada com uma mistura de proantocianidinas derivadas da uva foi capaz de
induzir melhoras significativas em fungdes cognitivas em modelos de ratos com doenca
de Alzheimer (Wang et al., 2012). Shimmyo et al. (2008) mostraram que o flavonoide
miricetina reduziu o progresso da doenca de Alzheimer em modelos de ratos por varios
mecanismos, incluindo a redugdo da produgdo de agregados de P-amildide e por

desintoxicacdo através de uma mudanca estrutural.

4.3.4.2 Influéncia dos extratos das pitangas vermelha e roxa sobre a

neurotoxicidade induzida pela neurotoxina MPP" em C. elegans.

Os efeitos neuroprotetores dos extratos FBPM da pitanga vermelha e FAPM da
pitanga roxa sobre os sintomas da doenca de Parkinson foram avaliados em C. elegans
do tipo selvagem (N2) e em linhagens transgénicas. Os resultados mostram efeitos
significativos para os extratos FBPM da pitanga vermelha e FAPM da pitanga roxa (p
<0,05). As amostras controle (nas quais foram administrados apenas MPP")
apresentaram 62,6% de vermes paralisados apos 48 horas de incubacdo, um numero
significativamente mais elevado (p<0,05) do que os percentuais observados nas placas

tratadas com extratos FBPM-PV15 (22,3%) e FAPM-PR10 (13,3%). As linhagens
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transgénicas OH 1849 (com genes dop-2) tratadas com FAPM-PR10 reduziram a
paralisia em 45,1% em relagdo ao controle, ao passo que a reducdo para as linhagens
tratadas com FBPM-PV 15 foi de 46,7 % em relacdo ao controle (p<0,05). As linhagens
OH2411(com genes dop-1) tratadas com FAPM-PR10 e FBPM-PVI15 tiveram a
paralisia significantemente reduzida em 48,2% e 46,2 %, respectivamente em relagdo ao
controle (p<0,05). As linhagens NL5401 (com genes a-Syn) demostraram redugdo
significativa em relacdo ao controle (p<0,05) em 34,7% e 35,8% com as fragdes
FAPM-PR10 e FBPM-PV15, respectivamente. Reducdo significativa em 22,7 % e 23,7
% para as fragdbes FAPM-PR10 ¢ FBPM-PVI15, respectivamente, também foram

observadas nas cepas BZ555 (com genes dat-1), conforme mostra a Tabela 4.8.

Tabela 4.8: C. elegans paralisados apos 48 horas de exposigdo ao MPP"

Linhagens Controle FAPM-PR10 FBPM-PV15
N2 62,6% 13,3% 22,3%
OH1849 87,6% 45,1% 46,7%
OH2411 96,8% 48,2% 46,2%
NL5401 79,7% 34,7% 35,8%
BZ555 59,5% 22,7% 23,7%

Em adigdo, expressdes significativas também foram evidenciadas nos genes
dopaminérgicos com fusdes GFP em resposta aos tratamentos FAPM-PR10 e FBPM-
PV15 apds 72 horas de exposicdo ao MPP'. Uma clara regulagdo positiva foi vista na
expressdo genica dop-1 (OH2411) em resposta aos extratos FAPM-PR10 (RF = 1,355;
p= 0,005) e FBPM-PV15 (RF= 1,233; p= 0,005) quando comparadas ao grupo sem

tratamento (p<0,05). A expressdo do gene dop-2 (OH1849) foi regulada positivamente
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em resposta as duas fragdes (RF=1,163; p= 0,05 e RF=1,131; p=0,045) FAPM-PR10 ¢
FBPM-PV15, respectivamente. O mesmo foi observado para o gene o-Syn (NL5401)
apods os vermes serem tratados com FAPM-PR10 (RF= 1,624; p= 0.03) e FBPM-PV15

(RF=1,727; p= 0,049), como mostrado na Tabela 4.9.

Tabela 4.9: Mudanca da fluorescéncia relativa em relagdo ao controle ap6s 72 horas

de exposi¢do ao MPP".
Genes Linhagens Controle FAPM-PR10 FBPM-PV15
Dop-1 OH1849 1 1,355 1,253
Dop-2 OH2411 1 1,163 1,131
a-Syn NL5401 1 1,624 1,727

Os resultados obtidos mostraram reducdo significativa exercida por ambos os
extratos da pitanga sobre a paralisia induzida pelo MPP+, sugerindo que os compostos
fenolicos podem agir individualmente ou sinergicamente com outros compostos
presentes na amostra. De maneira semelhante, Bezerra et al., (2014) e Azevedo et
al.,(2015) relataram efeitos neuroprotetores sobre a paralisia induzida pela neurotoxina
MPP+ em C. elegans, exercidos pelos extratos do jamboldo e camu-camu,

respectivamente.
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4.4 CONCLUSOES PARCIAIS

Essa etapa do estudo teve como objetivo avaliar as amostras liofilizadas e os
grupos atomizados a 130°C contendo 5%, 10% e 15% de goma arabica no que diz
respeito a sua agdo sobre o estresse oxidativo, longevidade e neurotoxidade induzida
utilizando como modelo o nematéodeo C. elegans. Observou-se que os extratos da
pitanga vermelha ndo afetaram a expressdo da proteina FOXO/daf-16, mas um aumento
significativo na expressdo de enzimas antioxidantes foi observado tanto nos extratos
FBPM e FBPM-PB, indicando um mecanismo independente da daf-16, contrario ao que
foi observado para os extratos da pitanga roxa, em que a proteina FOXO/daf-16 foi
regulada positivamente.

Ao que diz respeito a longevidade, os extratos da pitanga vermelha estenderam o
tempo de vida médio dos C. elegans em 20 e 22 %, enquanto os extratos da pitanga roxa
estederam o tempo médio de vida em 17 e 20%, destacando-se as fra¢des de alto peso
molecular (FAPM) das pitangas vermelha e roxa.

Ao que concerne a neurodegeneracdo induzida pela B-amiloide;s, tanto os
extratos da pitanga vermelha quanto roxa foram capazes de reduzir a paralisia nos C.
elegans, destacando-se os extratos da pitanga roxa por apresentarem PTsy superiores aos
extratos da pitanga vermelha. Ao que diz respeito a neurodegenera¢do induzida pela
neurotoxina MPP" tanto os extratos da pitanga vermelha quanto roxa foram capazes de
reduzir a paralisia nos C. elegans, destacando os extratos da pitanga vermelha por
apresentarem as maiores porcentagens de redugdo em relagdo ao controle.

Dessa forma, ficou evidenciado que as polpas de pitangas vermelha e roxa sdo

fontes naturais de compostos bioativos com atributos biologicos, capazes de exercer
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atividades sobre genes envolvidos em vias de sinalizagdo envolvidas na resposta ao

estresse oxidativo, longevidade e processos neurodegenerativos.
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5. CONCLUSOES GERAIS

A desidratagdo por liofilizacdo ocasionou menores modificacdes das
caracteristicas fisico-quimicas e bioativas das polpas da pitanga vermelha e roxa em
comparagdo com as polpas atomizadas com diferentes concentracdes de goma ardbica.
Contudo, todos os pods apresentaram teores substanciais de compostos fendlicos,
antocianinas, carotenoides e acido ascorbico. De maneira geral, as maiores perdas de
bioativos foram observadas a temperatura de 150 °C. As polpas de pitanga vermelha e
roxa atomizadas a 130 °C apresentaram maior reten¢do de compostos bioativos que os
obtidos a 110 °C. Assim, além dos pos liofilizados, os grupos atomizados a 130 °C
contendo 5, 10, 15 ¢ 20% de goma arabica, foram selecionados para investigagdo in
vitro mais aprofundada e avaliacdo em modelos animais.

Esses grupos experimentais apresentaram concentracdes elevadas de acidos
fenolicos, flavondides, cianidinas, proantocianidinas e &cido elagico. Também foi
demonstrada sua multifuncionalidade, por apresentarem atividade antimicrobiana contra
S. aureus e multiplos efeitos in vitro contra enzimas-chave do metabolismo digestivo, a
saber, lipase, alfa-amilase e alfa-glicosidase. Também foi demonstrada pela primeira vez
na literatura as presencas dos acidos protocatecuico e p-cumarico em polpa fresca de
pitanga vermelha, o potencial corante e teor de proantocianidinas em polpa de pitanga
roxa fresca e desidratadas.

Ao que diz respeito ao estudo in vivo utilizando o modelo C. elegans os extratos
das pitangas vermelha e roxa desidratadas foram capazes de favorecer genes
importantes das vias de ativagdo/inibicdo do estresse oxidativo e térmico. Também
ficou evidenciada a cpacidade dessas amostras em estender o tempo médio de vida de

vermes do tipo selvagens, retardar a paralisia induzida pelo peptideo amiloide B;.4>
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associado a doenca de Alzheimer e atenuar os sintomas dopaminérgicos associados ao
mal de Parkinson. Dessa forma, fica claro que os produtos desenvolvidos nesse trabalho
a partir das polpas de pitanga vermelha e roxa desidratadas possuem valor cientifico e
potencial para exploragdo comercial e tecnologica.

Analisados de maneira global, os resultados provam que as polpas frescas ou
desidratadas de pitangas vermelha e roxa, sdo excelente fontes de compostos de alto
valor agregado e com potencial de utilizagdo para a saude humana. A presente tese
mostra de maneira inédita uma cole¢do de dados que pode servir como fundamentagao
bioquimica e tecnologica para uma explora¢do futura mais racional da pitanga, fruta

exotica da biodiversidade brasileira ainda tdo pouco estudada.
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