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APRESENTACAO

Esta tese é composta de quatro artigos cientificos. Inicia revisando o papel
econdmico e social da utilizacdo de residuos de frutas como matéria-prima para a
elaboracdo de produtos com alto valor agregado no artigo “Physicochemical
composition and functional compounds of tropical fruit residues”. Tem
continuidade com o artigo “Comparison of digestion procedures for the
determination of minerals in tropical fruits residues using ICP-OES technique”
gue descreve uma comparacao de varias técnicas como fases preparatorias, para a
determinacdo dos elementos minerais presentes nos residuos desidratados de
frutas, utilizando espectrometria de absor¢do Optica com plasma indutivamente
acoplado. A avaliacdo das toxicidades subcrbnica e aguda foi realizada mediante
ensaios com camundongos e com O microscrustdceo Artemia salina L.,
respectivamente. Os resultados foram descritos no artigo intitulado “Studies on the
in vivo and in vitro toxicity of seven tropical fruit residues”. A tese encerra com
o artigo relacionado ao cultivo da bactéria Lactobacillus casei submetida a varios
processos de secagem, sugerindo uma possivel utilizacdo de residuos de frutas na
elaboracdo de suplemento alimentar, intitulado “Preliminary studies for the
elaboration of probiotic supplement from tropical fruit residues”. Em
consonancia com as regras do Programa de Pds-graduacdo em Biotecnologia -
Renorbio, os artigos foram redigidos de acordo com normas das revistas a que
foram submetidos. Além disto, nos Anexos E-O se encontram os certificados de

trabalhos divulgados em encontros cientificos locais, nacionais e internacionais.



RESUMO

As industrias de processamento de frutas produzem uma grande quantidade de
residuos, que muitas vezes nao recebem atencdo adequada. Esta matéria-prima
apresenta varios constituintes benéficos a saude, que podem ser aplicados na
industria alimenticia no desenvolvimento de novos produtos. O presente trabalho
teve como objetivo determinar a viabilidade de utilizacdo de residuos agroindustriais
para a elaboracdo de suplemento alimentar enriquecido com probidtico. Foram
analisados os residuos de abacaxi (Ananas comosus L. Mer.), acerola (Malpighia
glabra L.), caju (Anacardium occidentale L.), goiaba (Psidium guajava L.), maméo
(Carica papaya L.), manga (Mangifera indica L.) e sapoti (Achras sapota L.). A
composicao fisico-quimica dos residuos foi determinada com as analises de sélidos
soluveis totais, acidez total titulavel, pH, &cido ascérbico, lipidios, umidade,
antocianinas, atividade de &gua, proteinas, cinzas, acucares redutores totais,
compostos fendlicos totais, atividade antioxidante, além da composi¢cdo de minerais
(Na, Mn, Ca, Fe, Mg, K, Zn e P), a partir das técnicas de digestdo por microondas,
bloco digestor e cinzas. As amostras foram analisadas através de espectrometria de
absorcdo oOptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES). Além disto, foram
realizados os testes microbioldgicos de bolores, leveduras, coliformes totais e
Escherichia coli. Ensaios de toxicidade subcronica foram realizados em
camundongos Swiss machos, pela administracdo de solucbes de extratos de
residuos de frutas (C= 500 mg/ kg, via oral). O bioensaio de letalidade frente a
Artemia salina L., foi realizado em concentra¢des de 5.000, 1.000, 500, 100 e 10 ug/
mL de extratos de residuos de frutas. Além disto, foram realizados testes com a
bactéria Lactobacillus casei cultivada em leite desnatado 10%, submetido aos
processos de secagem por liofilizacdo e atomizacdo. Os resultados analiticos
indicaram ricas propriedades nutricionais em residuos de frutas e o residuo de
acerola apresentou os maiores valores de antocianinas totais (60,83 mg/ 100 g),
compostos fendlicos totais (173,30 mg EAG/ 100 g), acido ascorbico (170,73 mg/
100 g) e atividade antioxidante (48,21%). O processo de digestdo por microondas foi
o mais indicado para a determinacédo de minerais, devido a sensibilidade e facilidade
de andlise. O estudo de toxicidade subcronica, nas condigbes experimentais
utilizadas, nao resultou em mortalidade ou toxicidade em camundongos machos,
entretanto, estudos adicionais sdo recomendados. Os resultados para o bioensaio
com Artemia salina L. indicaram que os extratos de acerola e caju apresentaram
atividade biologica, com valores de LCsy iguais a 209,90 e 148,10 pg/ mL,
respectivamente. Neste estudo, ndo foi detectada contaminagdo por bolores e
leveduras; apenas a amostra de goiaba apresentou contaminagédo por coliformes
totais e ndo houve evidéncia de E. coli em nenhuma amostra, indicando auséncia de
contaminacdo de origem fecal. Nos ensaios com Lactobacillus casei, todas as
contagens obtidas nas amostras de leite fermentado, submetidos aos processos de
secagem, se encontravam dentro do limite exigido pela legislacdo para ser
considerado probiético, podendo ser utilizado para a elaboragdo de suplementos
alimentares. Devido as propriedades nutricionais, aliado aos compostos funcionais e
atividade antioxidante mais elevada, o residuo de acerola é proposto para
elaboracao de suplemento alimentar enriquecido com probiotico.

Palavras-chave: Residuos. Frutas tropicais. Caracterizacdo fisico-quimica.
Toxicidade. Probidtico.



ABSTRACT

The fruit processing industries produce large amounts of residues, which often do not
receive adequate attention. This raw material has several constituents beneficial to
health, which can be applied in the food industry in the development of new products.
This study aimed to determine the feasibility of using agro-industrial residues such
food supplements enriched with probiotic. Residues of pineapple (Ananas comosus
L. Mer.), acerola (Malpighia glabra L.), cashew apple (Anacardium occidentale L.),
guava (Psidium guajava L.), papaya (Carica papaya L.), mango (Mangifera indica L.)
and sapodilla (Achras sapota L.) were evaluated. The physicochemical composition
of the residues was determined with the analysis of total soluble solids, titratable
acidity, pH, ascorbic acid, lipid, moisture, anthocyanins, water activity, protein, ash,
total reducing sugars, total phenolics, antioxidant activity and mineral composition
(Na, Mn, Ca, Fe, Mg, K, Zn and P) by the microwave digestion, digester block or ash
techniques. The samples were analyzed by optical absorption spectrometry with
inductively coupled plasma (ICP-OES). Microbial loads of the fruit residues (molds,
yeasts, total coliforms and Escherichia coli) were also evaluated. Subchronic toxicity
tests were performed with male Swiss mice by administration of extracts from fruit
residues (C= 500 mg/ kg orally). The lethality bioassay against Artemia salina L., was
conducted at 5,000, 1,000, 500, 100 and 10 mg/ mL concentrations from fruit residue
extracts. In addition, tests were performed with the probiotic Lactobacillus casei
NRRL B-442 grown in skim milk 10%, submitted to the lyophilization or atomization
processes. The analytical results showed rich nutritional properties of the fruit
residues and the acerola residue showed the highest values of total anthocyanins
(60.83 mg/ 100 g), total phenolic compounds (173.30 mg EAG/ 100 g), ascorbic acid
(170.73 mg/ 100 g) and antioxidant activity (48.21%). The microwave digestion
procedure is the most suitable for minerals determination of fruit residues given the
easiest and simplest analysis. The subchronic toxicity study, in the experimental
conditions evaluated did not cause mortality or toxicity in male mice; however,
additional studies are recommended. The lethality bioassay with Artemia salina L.
indicated that acerola and cashew apple extracts showed biological activity, with LCsg
values of 209.90 and 148.10 mg/ mL, respectively. In this study, no fungal
contamination was detected, only the guava residue showed total coliforms and there
was no evidence of E. coli in all samples, indicating no contamination of fecal origin.
In tests with Lactobacillus casei, all counts obtained in fermented milk samples,
submitted to drying processes, were within the limits required by legislation to be
considered probiotic. Due to the nutritional properties, coupled with functional
compounds and higher antioxidant activity, the acerola residue is proposed for the
preparation of food supplement enriched with probiotic.

Keywords: Residue. Tropical fruits. Physicochemical characterization. Toxicity.
Probiotic.
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1 INTRODUCAO

Conforme as estatisticas da FAO (Food and Agriculture Organization), o
Brasil € o terceiro maior produtor de frutas do mundo (FAO, 2011). A producéo
mundial de frutas tropicais chegou a 62 milhdes de toneladas em 2010, com um
aumento de 15 milhdes de toneladas entre 1998-2000 (CLERICI; CARVALHO-
SILVA, 2011).

Geralmente as frutas frescas sdo componentes essenciais da dieta
humana e ha evidéncias consideraveis dos beneficios nutricionais a saude e
associadas ao seu consumo. Recentemente tém sido reconhecidas como
importantes fontes de uma grande variedade de compostos que, individualmente ou
em combinacdo, podem beneficiar a saude. Instituicbes publicas de saude
recomendam o consumo de pelo menos cinco porcdes diarias de frutas (DI CAGNO
et al., 2010; YAHIA, 2010).

Recente pesquisa da Confederacdo da Agricultura e Pecuéria do Brasil
(CNA), sobre o consumo de frutas e hortalicas, mostrou que apenas 18,2% dos
brasileiros ingerem a quantidade de frutas recomendada pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), que é 400 gramas por dia (OMS, 2011). Segundo Jaime et al.
(2007) o consumo insuficiente de frutas e hortalicas aumenta o risco de doencas
crbnicas ndo transmissiveis, como as cardiovasculares e alguns tipos de cancer.

O padrdao alimentar nas areas metropolitanas do Brasil tem se
caracterizado pelo consumo excessivo de produtos alimenticios industrializados, em
detrimento da ingestéo de frutas e hortalicas (ALMEIDA-BITTENCOURT; RIBEIRO;
NAVES, 2009). Dentre os limitantes do baixo consumo observado, estdo os precos
elevados (diante dos demais alimentos e em comparac¢do com a renda das familias),
o desconhecimento da populagdo sobre a importancia destes alimentos para a
saude, além de sistemas ineficientes de producéo, distribuicdo e comercializacao
(MONTEIRO, 2003).
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Schuber et al. (2008) ressaltam que a pressao da sociedade tem forgcado
a adocdo de sistemas de producdo de frutas mais sustentdveis e de menor impacto
ambiental. Segundo Fadini e Louzada (2001), a intensidade dos impactos
ambientais, causados pelas préaticas agricolas, esta diretamente relacionada ao
sistema de producdo utilizado. Além disto, a adocdo de politicas que minimizem tais
impactos também deve se estender a utilizagdo dos residuos gerados por tais
industrias, tendo em vista que o processamento de frutas produz uma quantidade
substancial de residuos na forma de cascas, sementes e polpa, que geralmente ndo
recebem atencdo adequada (MOHDALY et al., 2009;. BABBAR et al., 2011), sendo
utilizados na producdo de subprodutos de baixo valor comercial ou rotineiramente
descartados como inuteis, causando problemas ambientais (SHUI; LEONG, 2006;
OLIVEIRA et al., 2009).

Para minimizar essas perdas, a utilizacdo de residuos de frutas esta
sendo incentivada, por apresentar nutrientes importantes para a saude. Uma das
opcOes mais eficazes € a recuperacdo dos componentes bioativos, o que poderia
ser utilizado em alimentos, cosméticos e na industria farmacéutica (MAKRIS;
BOSKOU; ANDRIKOPOULOS, 2007; BABBAR et al., 2011).

De acordo com Oliveira et al. (2009), a explora¢cédo do contetdo nutricional
de residuos de frutas tropicais pode fornecer, as industrias de processamento de
alimentos locais, alternativas economicamente vantajosas e de baixo custo para a
elaboracdo de suplementos para a populacdo, com a possibilidade de serem
comercializados a pre¢os mais acessiveis, minimizando o problema da caréncia de
nutrientes devido, em parte, ao baixo consumo de frutas.

Deste modo, é muito importante que um ndmero cada vez maior de
solugdes, para 0 aproveitamento destes residuos, sejam propostas, 0 que somente
sera possivel com o incentivo de pesquisas, que ainda sdo em numero insuficiente
para o setor (FELIPE, 2006).
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2 JUSTIFICATIVA

A utilizacdo de residuos oriundos das industrias processadoras de frutas
no Ceard, como matéria-prima na elaboracdo de novos produtos no mercado, além
de contribuir para o desenvolvimento de novos métodos de aproveitamento e
utilizacado deste material, evita sua deposicdo no ambiente, minimizando o impacto
ambiental na regido, sensibilizando as proprias industrias para o aproveitamento
destes residuos.

Suplementos alimentares originados de residuos de frutas constituem
produtos mais competitivos, pois se constituem num produto a base de uma matéria-
prima que inicialmente seria descartada, resultando num produto com alto valor
agregado, podendo vir a ser um novo produto no mercado.

Além disto, a utilizacdo de residuos agroindustriais deve ser vista como
uma alternativa para suprir as necessidades nutricionais da dieta dos brasileiros,
contribuindo para a reducédo da desnutricdo e subnutricdo, melhorando a qualidade
de vida da populacgéo.

Deste modo, o referido estudo objetiva contribuir para um melhor
aproveitamento de residuos oriundos da industrializagéo de frutas, principalmente no
gue se refere a diminuicdo do desperdicio, além de disponibilizar & populacédo novas

fontes de nutrientes a baixo custo, valorizando as culturas tipicas da regiao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial de utilizacdo de residuos agroindustriais de frutas
tropicais, constituidos do bagaco do caju (Anacardium occidentale L.), cascas de
manga (Mangifera indica L.), cascas e sementes de goiaba (Psidium guajava L.),
peliculas e sementes de sapoti (Achras sapota L.), cascas de abacaxi (Ananas
comosus L. Mer.), cascas e sementes de acerola (Malpighia glabra L.) e cascas e
sementes de mamao (Carica papaya L.), como matéria-prima para elaboracdo de

suplemento alimentar enriquecido com probiético.

3.2 Objetivos especificos

e Desidratar os residuos de frutas selecionados;

e Determinar os parametros fisico-quimicos dos residuos desidratados, através
das determinacdes de pH, acidez total titulavel, sélidos solUveis totais, atividade
de &gua, umidade, cinzas, acucares redutores totais, &cido ascérbico,
antocianinas totais e compostos fendlicos totais;

e Determinar o potencial lipidico, protéico e mineral dos residuos desidratados;

e Determinar a atividade antioxidante dos residuos desidratados;

e Realizar ensaios de toxicidade nos residuos desidratados;

¢ Realizar ensaios microbioldgicos nos residuos desidratados;

e Cultivar, em meio de cultura especifico, 0 microrganismo probiotico Lactobacillus
casei;

e Submeter aos processos de liofilizagdo e atomizacdo a cultura probidtica de

Lactobacillus casei, previamente cultivada em leite desnatado 10% (p/ v).
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4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 Importancia nutricional das frutas na alimentacéao

Frutas tém sido associadas com um papel protetor na manutencéo da
saude, sendo seus beneficios bem conhecidos e fortemente apoiados por evidéncias
cientificas (HERVERT-HERNANDEZ et al., 2011). Uma revisdo sistemética de
estudos revela os efeitos favoraveis de frutas sobre fatores de risco para doencas
cronicas (DRAGSTED et al., 2006; ESMAILLZADEH et al., 2006; STEA et al., 2008).

Deste modo, a American Dietetic Association aponta um nivel de ingestéao
de 5 a 9 porcbes/ dia de vegetais e frutas (RIQUE; SOARES; MEIRELLES, 2002;
ANJO, 2004). Uma 6tima combinacdo de varios nutrientes importantes, presentes
nas frutas, como vitaminas essenciais, minerais e compostos bioativos, tais como
flavondides, carotendides, compostos nitrogenados e polifendis sao relatados na
contribuicédo de efeitos benéficos (RAMFUL et al., 2011).

As vitaminas sdo compostos organicos que variam amplamente quanto a
estrutura quimica e atividade biolégica, podendo funcionar tanto como co-fatores de
enzimas em diferentes reagbes bioquimicas; como horménios, regulando a
expressao génica e como antioxidantes/oxidantes, modulando o balanco oxidativo
(SILVA; NAVES, 2001). As frutas e hortalicas possuem em sua constituicdo uma
variedade consideravel de vitaminas antioxidantes, sendo estas as vitaminas C, A e
E (ELLIOTT, 1999; SANTOS; CRUZ, 2001). A Tabela 1 apresenta a composi¢cao

nutricional de vitaminas em algumas frutas.
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Tabela 1 — Composicdo nutricional de vitaminas* presentes em algumas frutas

Vitamina A Tiamina Riboflavina Niacina Vitamina C

Fruta (u1) (mg) (mg) (mg) (mg)
Abacate 140 0,021 0,053 0,672 17,4
Abacaxi 58 0,079 0,032 0,5 47,8
Acerola 767 0,02 0,06 0,40 1.677,6
Ameixa 345 0,028 0,026 0,417 9,5
Banana 64 0,031 0,073 0,665 8,7

Caju 133 0,03 0,03 0,4 319,0
Goiaba 624 0,067 0,04 1,084 228,3

Laranja (suco) 200 0,090 0,03 0,04 50
Limao (suco) 6 0,024 0,015 0,091 38,7
Maca 22 0,009 0,019 0,076 0,6
Mamao 950 0,023 0,027 0,357 60,9
Manga 1.082 0,028 0,038 0,669 36,4
Marmelo 40 0,020 0,030 0,200 15
Nectarina 332 0,034 0,027 1,125 5,4
Péra 23 0,012 0,025 0,157 4,2
Sapoti 60 0 0,02 0,2 14,7
Tangerina 681 0,058 0,036 0,376 26,7

* Por 100 g de porcao comestivel
Fonte: BRASIL (2002); USDA (2011).

A vitamina A ou retinol (Figura 1) é uma vitamina lipossolivel, encontrada
em alimentos de origem animal na forma de ésteres (palmitato). Também esta
presente em plantas, na forma de carotendides, precursores de retinol, em especial
nos vegetais verdes e folhosos e frutas alaranjadas (CHAGAS et al., 2003), sendo
essencial para o crescimento e desenvolvimento de células e tecidos (BIESALSKI;
NOHR, 2003). As necessidades nutricionais de vitamina A sdo expressas em retinol,
sendo a dose recomendada para adultos igual a 600 mcg/ dia* (BRASIL, 2005).

HsC_ CH, CHs CH,
\ \
AN AN oH
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Figura 1 — Representacao estrutural da vitamina A.

'RE=1UI=0,3 mcg de retinol equivalente ou 1,8 mcg de beta-caroteno.
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O termo vitamina E (Figura 2) é considerado como um nome genérico
descrevendo as bioatividades de derivados de tocoferéis e tocotriendis; vitaminas
lipossolluveis que possuem alto poder antioxidante. Os quatro isémeros dos
tocotriendis (alfa-T3, beta-T3, gama-T3 e delta-T3) séo estruturalmente relacionados
aos seus correspondentes homologos dos tocoferois (alfa-T, beta-T, gama-T e delta-
T), mas diferem nas suas cadeias laterais nos quais os isdmeros contém trés duplas
ligacdes. A atividade biologica da vitamina E tem sido associada a sua capacidade
sequestradora de radicais livres, atuando principalmente contra a peroxidacéo
lipidica em membranas biolégicas. O isbmero alfa-tocoferol apresenta a maior
atividade biolégica dentro da classe dos tocoferdis (THERIAULT et al., 1999;
ALMEIDA et al., 2006). As quantidades diarias de vitamina E (beta-tocoferol) para a
alimentacdo humana, foi determinada em 10 mg/ dia de TE? para adultos (BRASIL,
2005).

Figura 2 — Representacéo estrutural da vitamina E.

7

O acido ascoérbico ou vitamina C (Figura 3) também € um nutriente
importante que, além do papel conhecido na prevencdo do escorbuto, estudos
recentes tém mostrado que também esté envolvida na prevencdo de varias doencas
relacionadas ao estresse oxidativo, tais como cancer, doencgas cardiovasculares e
envelhecimento (LI; SCHELLHORN, 2007; MASSOT et al., 2010; KONAS et al.,
2011).

> TE= 1 alfa tocoferol equivalente = 1 mg d-alfa-tocoferol = 0,671 Ul = 0,671 mg d-L-alfa acetato de
tocoferila.
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A vitamina C é uma das substancias com maior significado para a
nutricdo humana, presente nas frutas e hortalicas, desempenhando varias funcdes
bioldgicas relacionadas ao sistema imune, formacao de colageno, absorcéo de ferro,
além da inibicAo da formacgé&o de nitrosaminas (SILVA; SILVA; OLIVEIRA, 2004). Os
frutos citricos contém teores variados de acido ascorbico (LEE; KADER, 2000), os
quais podem ser significativos quando comparados a dose de ingestdo diaria

recomendada para adultos, que é igual a 45 mg/ dia (BRASIL, 2005).

HO
: H
HO ~_© O
\/\g
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Figura 3 — Representacéo estrutural da vitamina C.

Vitaminas do complexo B, incluindo as vitaminas B; (tiamina), B
(riboflavina) e B3 (niacina), representam um amplo grupo de compostos organicos
gue sdo menores, mas essenciais, sendo considerados componentes alimentares
necessarios para o crescimento normal, auto-manutencao e funcionamento do corpo
(CHUONG et al., 2011).

A vitamina B; ou tiamina (Figura 4) € uma vitamina hidrossoluvel,
essencial na formacédo da tiamina pirofosfato, coenzima do metabolismo dos
carboidratos (MINICUCCI et al., 2004). Esta ligada tradicionalmente & doenca
cardiovascular, uma vez que sua deficiéncia leva a uma forma bem conhecida de
insuficiéncia cardiaca de alto débito (beribéri), potencialmente reversivel quando
niveis sangulineos de tiamina sao restaurados (ROCHA et al, 2008). As
necessidades de tiamina requeridas pelo organismo humano dependem do
suprimento de calorias e mais particularmente da ingestéo de carboidratos, uma vez
que esta ligada ao metabolismo destes. As necessidades diarias em tiamina foram
estabelecidas em 1,2 mg/ dia para adultos (BRASIL, 2005).
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Figura 4 — Representagéo estrutural da vitamina B;.

A vitamina B ou riboflavina (Figura 5) € uma vitamina hidrossoluvel e tem
sido implicada como fator de protecdo contra doencas cardiovasculares e processos
tumorais. Sua deficiéncia pode interferir no metabolismo de outros nutrientes,
principalmente no metabolismo de outras vitaminas do complexo B, tais como folato,
cianocobalamina (vitamina Bi,) e piridoxina (vitamina Bg) (SOUZA et al., 2005).
Sensibilidade a luz solar, glossite (inflamacdo da lingua) e dermatite seborréica
também sdo relatadas (PETTEYS; FRANK, 2011). As quantidades diarias de
riboflavina para a alimentagdo humana foram determinadas em 1,3 mg/ dia para
adultos (BRASIL, 2005).

Figura 5 — Representacao estrutural da vitamina B..
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A vitamina Bz ou niacina (Figura 6) € uma vitamina soluvel com
propriedades hipolipemiantes. Niacina reduz triglicérides (20% - 50%), LDL® (5% -
25%), e aumenta HDL* (15% - 35%). O estudo Coronary Drug Project mostrou que o
uso de niacina foi associado com reducdo de eventos coronarios e mortalidade total,
e mais recentemente, foi demonstrado que niacina combinada com outras drogas
hipolipemiantes pode atenuar a progressdo da aterosclerose coronaria (SANTOS,
2005). O célculo do conteudo de niacina da dieta € muitas vezes dado como
equivalentes de niacina (NE), pois ela também pode ser sintetizada a partir de
triptofano pelo organismo.

A legislagcéo brasileira preconiza a ingestdo recomendada para adultos
em 18 mg/ dia de NE®> (BRASIL, 2005). A “dieta normal mista” nos paises
industrializados mais do que atende aos requisitos. A deficiéncia ocorre
principalmente em pessoas carentes e desnutridas, alcodlatras ou alguns pacientes
psiquiatricos, e resulta em uma doenca chamada pelagra ("pele aspera"), que é
caracterizada por diarréia, dermatite e deméncia, podendo ser tratada pela
suplementacdo oral aguda com doses relativamente altas (NOHR; BIESALSKI,
BACK, 2011).

o

OH

Figura 6 — Representacao estrutural da vitamina Bs.

Frutas e vegetais também séo fontes valiosas de minerais (LETERME et
al., 2006; MILTON, 2003). Os elementos minerais de alimentos desempenham um
papel importante na nutricdo humana, bem como fun¢des decisivas para manter a
saude, e sua deficiéncia pode levar a indesejaveis condi¢des patologicas que podem
ser prevenidas ou revertidas por suplementacdo adequada (CESAR, 2005; FRAGA,
2005; ZHANG; RUI, 2010).

3 Low-density lipoprotein (lipoproteina de baixa densidade).

4 High-density lipoprotein (lipoproteina de alta densidade).

® NE= Niacina equivalente - 1 mg de niacina equivale a 1 mg de niacina ou 60 mg de triptofano da
dieta (BRASIL, 2005).
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Os minerais sdo necessarios ao organismo em quantidades diferentes,
dependendo do elemento, para manter uma boa saude. Com base nas quantidades
relativas no corpo humano e nas quantidades necessarias por dia, minerais
essenciais sdo geralmente classificados em macro e microelementos (NABRZYSKI,
2007; OLIVEIRA et al., 2012). Macrominerais sdo aqueles necessarios em
quantidades superiores a 100 mg/ dia. Estes incluem calcio, fésforo, magnésio,
enxofre, cloro, potassio e sédio. Microminerais sdo essenciais em quantidades muito
menores que 100 mg/ dia, incluindo o cromo, cobre, iodo, ferro, manganés e zinco
(FREELAND; GRAVES; TROTTER, 2003).

4.1.1 Abacaxi

O Abacaxi (Ananas comosus L. Mer.) € o fruto mais representativo da
familia Bromeliaceae, sendo cultivado em todo o mundo, principalmente nas regides
tropicais e subtropicais para o consumo local e exportacdo internacional. Este fruto
mantém o terceiro lugar na producao mundial de frutas tropicais, apenas precedido
por banana e citros (AVILA, 2005; VAN DE POEL; CEUSTERS; DE PROFT, 2009;
DI CAGNO et al., 2010).

Segundo dados da FAO, o Brasil figurou, em 2005, como o0 quarto maior
produtor de abacaxi do mundo, com producéo de 1,41 milhées de toneladas, sendo
superado apenas pela Tailandia (2,05 milhdes de toneladas), Filipinas (1,80 milhdes
de toneladas) e China (1,46 milhdes de toneladas) (BENGOZI et al., 2007).

No Brasil, os principais Estados produtores sao: Para, Paraiba, Minas
Gerais, Bahia, Amazonas e Sao Paulo, sendo o cultivo em escala comercial quase
que exclusivamente com as cultivares ‘Smooth Cayenne’ e ‘Pérola’ (SAMPAIO;
FUMIS; LEONEL, 2011).

Segundo Bengozi et al. (2007) a producdo brasileira de abacaxi esta
distribuida principalmente nas regides Nordeste (40,2%), Sudeste (28,92%) e Norte
(26,14%). Dados do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) apontam
uma producdo de 11.451 toneladas de abacaxi somente no Estado do Ceara, em
2010 (IBGE, 2010a).
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O abacaxi apresenta como residuo a “coroa” — que pode ser utilizada para
sua propagacao vegetativa, e as cascas — que podem fornecer suco e bromelina. A
mistura destas partes e sua posterior ensilagem podem ainda servir como alimento
de boa qualidade para ruminantes. Estima-se que as perdas de abacaxi estejam em
torno de 20% da producao (MARTINS; FARIAS, 2002).

4.1.2 Acerola

A acerola (Malpighia glabra L.), também conhecida como acerola ou
cereja-das-antilhas, € uma fruta encontrada na regido da América Central ao Norte
da América do Sul (HANAMURA,; AOKI, 2008; BICAS et al., 2011).

Esta fruta € membro da familia Malpighiaceae (JOHNSON, 2003), que
inclui 30 espécies de arbustos e pequenas arvores, fornecendo flores e frutos em
diferentes fases e apresenta longos periodos de frutificacdo durante o ano (SPEIRS;
BRADY, 1991). O fruto é pequeno e de cor vermelha na fase madura, bastante
semelhante a uma cereja, e sua polpa € muito suculenta e possui um sabor frutado e
doce (GOMEZ et al., 1999; JOHNSON, 2003).

Nogueira et al. (2002) e Ferreira et al. (2010) ressaltam que a acerola,
pelo seu indubitavel potencial como fonte natural de vitamina C e sua grande
capacidade de aproveitamento industrial, tem atraido o interesse dos fruticultores e
passou a ter importancia econdmica em varias regides do Brasil, com plantios
comerciais em praticamente todos os Estados, tornando o pais o maior produtor,
consumidor e exportador de acerola do mundo.

Contudo, Coelho et al. (2003) e Ferreira et al. (2010) relataram que,
apesar da maior parte da producdo de acerola se encontrar vinculada ao setor
agroindustrial, visando o aproveitamento dos frutos, parte consideravel nédo é
aproveitada devido a alta perecibilidade dos mesmos, estimando-se perdas de poés-
colheita em torno de 40%. Conforme dados de agroinddstrias, o rendimento médio
da producdo de residuo, com o processamento da acerola para producéo de suco, é
de 13,3% do total processado. Como a aceroleira pode produzir, no minimo, trés
safras anuais (maximo de seis safras), a oferta de residuos é praticamente
constante durante o ano, sendo este constituido principalmente pela semente, polpa

triturada e frutos refugados.
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4.1.3 Caju

O cajueiro, Anacardium occidentale L., pertence a familia Anacardiaceae,
tem sua origem no Brasil e esta bem estabelecido em muitos paises tropicais, como
Vietna, india, Nigéria, Tanzania, Costa do Marfim, Mocambique e Benin
(MICHODJEHOUN-MESTRES et al., 2009).

O caju tem relevante importancia socioeconémica para o pais, uma vez
qgue a exploracdo de aproximadamente 700 mil hectares de cajueiros mobilizam no
campo 300 mil pessoas e proporcionam uma producdo anual de cerca de 220.000
toneladas de castanha (IBGE, 2011) e 1.730.000 toneladas de pedunculo (FAO,
2009), sendo que o cultivo de quase 96% esta localizado na regido Nordeste (BRITO
et al., 2007).

O caju €é um pseudofruto nutritivo, suculento e adstringente
(JAYALEKSHMY; JOHN, 2004) e apresenta, dependendo da cultivar, uma brilhante
pele vermelha, laranja ou amarela, exibindo uma forma de péra ou estrutura pseudo-
cilindrica (MOURA et al., 2001).

Além da presenca habitual de agucares e fibras, uma caracteristica tipica
de caju é a sua riqueza em vitamina C (cerca de quatro vezes maior que a laranja)
(AKINWALE, 2000) Além de compostos volateis, acido resorcinolico, acidos
anacardicos, carotendides (alfa-caroteno, beta-caroteno e beta-criptoxantina) e
fendis (BICALHO et al., 2000; ASSUNCAO; MERCADANTE, 2003; BRITO et al.,
2007).

De acordo com Torres Neto et al. (2006), o elevado desperdicio de caju é
devido a industrializacdo da castanha, que é o principal produto de interesse
comercial, sendo utilizada para producdo de O6leos e castanha comestivel,

perfazendo um alto indice de exportacéo destes produtos.
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4.1.4 Goiaba

A goiaba (Psidium guajava L.) € uma espécie de fruta tropical pertencente
a familia Myrtaceae, nativa da América Central a partir do Sul do México ao Norte da
América do Sul. Devido & sua capacidade de crescer em climas tropicais e
subtropicais, a goiabeira foi introduzida em muitos paises (SALAZAR et al., 2006)
sendo comercialmente importante na india, Africa do Sul, Havai, Egito, Brasil,
Colémbia, Antilhas, Cuba, Venezuela, Nova Zelandia, Filipinas, Vietnd e Tailandia
(THAIPONG; BOONPRAKOB, 2005).

A goiaba é comercialmente importante devido ao seu sabor e aroma.
Além disto, esta fruta apresenta um perfil nutricional bastante interessante devido a
sua excelente fonte de vitamina C, niacina, riboflavina, fosforo, calcio e ferro
(SALAZAR et al.,, 2006; SOARES et al., 2007; OSORIO; FORERO; CARRIAZO,
2011), sendo também popular devido a sua disponibilidade durante todo o ano,
preco acessivel, durabilidade para o transporte e manuseio, e preferéncia do
consumidor em geral (THAIPONG; BOONPRAKOB, 2005).

Dentre as frutas tropicais brasileiras, a goiaba ocupa lugar de destaque,
levando o Brasil a ser considerado um dos maiores produtores mundiais da fruta.
Segundo o IBGE, a producdo brasileira de goiaba nos ultimos anos tem sido
relativamente estavel, variando de 281.102 toneladas em 2001 para 316.301
toneladas em 2007 (IBGE, 2009). Somente no Estado do Ceara, a producédo
alcancou 9.031 toneladas em 2010 (IBGE, 2010b).

De acordo com Nascimento, Araujo e Melo (2010), no processo de
beneficiamento da goiaba ha o descarte das sementes que, junto com parte da
fracdo da pele e da polpa, ndo separada no processo fisico de despolpamento,
compdem o residuo que usualmente € descartado pela agroindustria.

Os residuos do processamento de goiaba representam cerca de 10 a
15% da fruta (MELO, 2010). As sementes, geralmente descartadas durante a
producdo de suco ou polpa, contém cerca de 5-13% de 0leo rico em acidos graxos
essenciais (SCHIEBER; STINTZING; CARLE, 2001). Além disto, segundo Sousa et
al. (2011) os residuos agroindustriais de goiaba sdo fontes potenciais de

constituintes antioxidantes.
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4.1.5 Mamao

O mamoeiro (Carica papaya L.) é uma frutifera da familia Caricaceae
nativa da Ameérica Tropical e largamente distribuida em todas as areas tropicais do
mundo, onde é produzido, principalmente, para consumo do fruto in natura e na
forma de sucos e doces. As principais cultivares comercializadas no Brasil sdo do
grupo ‘Solo’, conhecidas comumente como mamao papaia, € do grupo ‘Formosa’,
geralmente hibridas de origem asiatica (CANINI et al., 2007; JORGE; MALACRIDA,
2008).

No Brasil, durante o periodo de 1996-2005, a producdo brasileira de
mamao avancou de 1.098 mil toneladas para 1.574 mil toneladas, ainda que a area
cultivada apos ter crescido de 33 mil hectares em 1996 para 40 mil hectares em
1998, manteve-se neste patamar até o ano 2000, desde quando recuou para 0s
mesmos 33 mil hectares em 2005. A persisténcia do avanco da producao permite
afirmar a ocorréncia de aumentos de produtividade (SOUZA, 2007). Dados do IBGE
ressaltam uma producdo igual a 102.878 toneladas do fruto, no Estado do Ceara
(IBGE, 2010b).

O mamao é uma fruta que € conhecida por seus valores nutricionais e
medicinais. Representa uma importante fonte alimentar de vitamina A,
compreendendo carotendides como licopeno, beta-caroteno e beta-criptoxantina,
além de vitamina C (SANCHO; YAHIA; GONZALEZ-AGUILARA, 2011;
SCHWEIGGERT et al., 2011), niacina, tiamina, riboflavina, ferro, célcio e potassio
(TRIPATHI et al., 2011).

As sementes, que correspondem em média 14% do peso do fruto,
(MEDINA, 1989) constituem geralmente material de descarte, tanto na industria de
alimentos como no consumo domeéstico (JORGE; MALACRIDA, 2008), com perdas
em torno de 30% (MARTINS; FARIAS, 2002).
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4.1.6 Manga

A Manga (Mangifera indica L.), pertence a familia Anacardiaceae e é
considerada como "A Rainha das Frutas", sendo originaria da Asia (KAUR et al.,
2010). Seus principais produtores mundiais sdo india, China, Tailandia, México,
Indonésia e Brasil (GOMES et al., 2010).

De acordo com Cardello e Cardello (1998) e Lins et al. (2011), a manga &
uma fruta polposa, de aroma e cor muito agradavel, a qual faz parte do elenco das
frutas tropicais de importancia econdmica ndo sé pela aparéncia exoética, mas
também por ser uma rica fonte de carotendides, vitamina C, vitaminas do complexo
B, minerais e carboidratos.

Segundo Benevides et al. (2008), ha grande diversidade de cultivares de
mangueira no Brasil, dependendo da regido de cultivo. Basicamente, sdo variedades
obtidas ap6s cuidadoso processo de selecao e de melhoria da fruta, tendo em vista
diminuir a quantidade de fibras em sua polpa carnuda e privilegiar as cores
vermelhas e rosadas, mais apreciadas na frota destinada a exportacao.

O Brasil € o sétimo produtor mundial de manga e, dentre as cultivares de
importancia comercial, a ‘Tommy Atkins’ € a mais plantada e exportada pelo Brasil
(FRANCO; RODRIGUEZ-AMAYA; LANCAS, 2004). O Nordeste apresenta-se como
a principal regido produtora de manga no Brasil. Uma parte significativa desta
producdo encontra-se no Estado do Piaui, onde a microrregido de Teresina detém
30% da area plantada tornando-se, assim, 0 maior e mais importante pélo de cultivo
de manga da regido meio-Norte do Brasil, e um dos principais da regido Nordeste
(OLIVEIRA et al., 2002). De acordo com dados do IBGE, a producéo do fruto no
Estado do Ceara, em 2010, foi igual a 46.840 toneladas (IBGE, 2010b).

Segundo Chitarra e Chitarra (2005) e Damiani et al. (2009) as perdas
desta fruta chegam a 27,43%, decorrentes de falhas na fase de producéo, colheita
fora de época, tempo de exposicdo prolongado no varejo, precos desfavoraveis ao
produtor e falta de orientagdo de mercado. De acordo com Carvalho et al. (2004) e
Marques et al. (2010), no processo industrial desta matéria-prima, cascas e caro¢os

sao desprezados e correspondem cerca de 16% do fruto.
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4.1.7 Sapoti

O sapoti (Achras sapota L.) pertence a familia Sapotaceae, sendo nativo
do México (PUROHIT; SINGHVI, 1998) onde pode ser encontrado com grande
abundéancia. Espalhou-se por toda a América Tropical, Caribe e América do Sul e
nas partes mais quentes da Florida (ALMEIDA; MARTINS, 2010).

No Brasil, o sapoti é cultivado desde o Sul do Estado de S&o Paulo até a
regido amazoénica. Apesar desta planta se adaptar as mais diferentes condicdes de
solo, clima e altitude, seu desenvolvimento e producéo sdo favorecidos por altas
temperaturas e umidade (MORAIS et al., 2006).

O fruto € suculento e bastante doce, com uma forma redonda, oval ou
cbnica, apresentando uma textura arenosa ou granular. Na maturidade apresenta
cerca de 70-200g de peso, aroma agradavel e caracteristico. E consumido
principalmente in natura como fruta de mesa, em muitos paises onde € produzida
(CHAUGHULE et al., 2002). Contém as vitaminas A, Bi, By, Bs, e C, além de
carboidratos, célcio, fosforo e ferro (OLIVEIRA; AFONSO; COSTA, 2011).

No Nordeste brasileiro, as condi¢des climéticas adequadas para producao
do sapotizeiro, associadas ao uso da fertirrigacdo, tém favorecido a producéo de
frutos durante todo o ano e propiciado uma renda constante para os produtores
(BANDEIRA et al., 2003).

Segundo Miranda et al. (2002), o sapoti € um fruto muito perecivel e, por
ser climatérico, seu amadurecimento sob condi¢cdes naturais é rapido, o que dificulta
sua conservagao e comercializagcdo, aumentando o percentual de perdas. Como o
sapoti € muito apreciado ao natural, ha a necessidade de estabelecer- se técnicas
de manejo e conservagdo pos-colheita do fruto para que este possa ser ofertado em

mercados mais distantes, com boa qualidade.
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4.2 Producéo e desperdicio de frutas no Brasil

Apesar de o Brasil produzir cerca de 140 milhdes de toneladas de
alimentos por ano, a fome ainda € um dos seus maiores problemas (GONDIM et al.,
2005). Bastante contraditorio a esse quadro de fome é a pratica do desperdicio,
muito comum na cultura brasileira, de modo que o aproveitamento integral de
alimentos € uma alternativa para suprir as necessidades nutricionais, agregar
valores no agronegaocio e reduzir o lixo organico (OLIVEIRA et al., 2002).

Particularmente nos sistemas agroindustriais, a comercializacdo de
produtos pereciveis apresenta desafios em atender as preferéncias diversas do
consumidor final, com uma producdo que é incerta em gquantidade e qualidade,
submetendo as transacfes a extrema incerteza (MELLO; PAULILLO, 2010).

O Brasil, pais que ocupa a terceira posicdo no ranking de producao de
frutas do mundo é um importante produtor de frutas tropicais, como abacaxi, goiaba,
manga, mamao e acerola, que sao principalmente comercializadas in natura
(MARQUES; PRADO; FREIRE, 2009). A fruticultura € um dos segmentos mais
importantes da agricultura brasileira, respondendo por 25% do valor da producao
agricola nacional que, nos ultimos anos, aumentou sua area a uma taxa nunca vista
antes na histéria (COELHO; CENCI; RESENDE, 2010).

Entretanto a elevada producédo de frutas resulta em grandes perdas,
sendo estimadas em torno de 30 a 40% (DIAS, 2003). Dentre este montante, uma
parcela é devida ao transporte de frutas, que é uma das principais etapas do
processo produtivo. A falta de uma estratégia de logistica adequada em nosso pais,
aliada as méas condicdes das estradas, ocasiona um desperdicio de 20% da safra
colhida no percurso entre a lavoura e o consumidor final, ou seja, de cada dez frutas
transportadas, duas ndo podem ser consumidas (REBESCO, 2004).

Além disso, os residuos gerados pela industria de processamento de
frutas, quando ndo aproveitados, podem se tornar uma fonte de poluicdo; como este
volume representa inUmeras toneladas, agregar valor a estes subprodutos é de

interesse econdmico, social, cientifico e tecnolégico (FELIPE, 2006).
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Vale ressaltar que a nocédo de “residuo” n&o existe na natureza, devido
aos grandes ciclos naturais, onde o papel do decompositor € de transformar e/ ou
incorporar as matérias descartadas pelos outros componentes do sistema, sem
alterar o equilibrio natural. Neste sentido, a nocdo do residuo como elemento
negativo, € de origem antrépica e aparece quando a capacidade de absor¢do natural
do meio no qual esta inserido é ultrapassada (MEDEIROS, 2005).

Do ponto de vista econdmico, residuo € definido como um material
descartavel sem valor, também sinénimo de “lixo” quando se trata de residuos
sélidos. Contudo, segundo Demajorivic (1995) residuos sélidos diferenciam-se do
termo “lixo” porque, enquanto este ndo possui nenhum tipo de valor, ja que é aquilo
gue deve apenas ser descartado, os residuos possuem valor econémico agregado,
por possibilitarem reaproveitamento no proprio processo produtivo.

Somente no Ceara, o numero de industrias de processamento e producao
de conservas de frutas e legumes é bastante elevado, chegando a mais de uma
centena (FIEC, 2007). Todas estas industrias utilizam apenas a polpa em seus
processamentos e descartam as sementes e cascas, contribuindo para a deposi¢ao
de rejeitos agroindustriais na regiao.

Backes et al. (2007) enfatizam que grande parte dos residuos oriundos do
setor agroindustrial, possui elevado potencial de reaproveitamento e Vvarias
alternativas podem ser adotadas para melhor utilizacdo deste material. Segundo
Peschel et al. (2006), através dos residuos de certas frutas, é possivel a obtencéo
de produtos para as industrias cosmética e farmacéutica, tendo em vista que muitos

deles apresentam elevadas concentragdes de antioxidantes, inclusive nas cascas.
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4.3 Frutas como agentes antioxidantes

Estudos tém confirmado os beneficios a saude advindas do consumo de
frutas e vegetais (ISABELLE et al., 2010). Estes contém muitos antioxidantes como
fendis, tidis, carotendides e tocoferdis, que sdo os principais compostos bioativos
conhecidos, conferindo protecdo contra doengas cronicas (SHUI; LEONG, 2006;
BABBAR et al, 2011). De acordo com Saura-Calixto e Gofii (2009), frutas e legumes
sdo 0s maiores contribuintes para a capacidade antioxidante total da dieta.

Boni et al. (2010) ressaltam que a quantidade relativa de antioxidantes e
pro-oxidantes na dieta influencia a suscetibilidade de um individuo desenvolver o
estresse oxidativo, que pode ser causado pelo desbalanco nutricional devido a
deficiéncia de antioxidantes e excessiva quantidade de pro-oxidantes.

Os antioxidantes neutralizam os radicais livres, espécies reativas de
oxigénio que sdo gerados endogenamente através do metabolismo aerdbico. Estes
sdo genotoxinas potentes, causando mutacfes, quebra da fita de DNA e dano
oxidativo ao DNA (PARKER et al, 2007; PERRY; FAN; TAINER, 2007).

Embora a capacidade antioxidante de alimentos seja derivada do poder
antioxidante acumulativo e sinérgico de vitaminas, polifendis, carotendides e outros
componentes menores (LIU et al., 2008), polifendis sdo os principais antioxidantes
presentes nas frutas e produtos horticolas (SAURA-CALIXTO; PEREZ-JIMENEZ;
GONI, 2010).

Os antioxidantes naturais, tais como antocianinas (YOU et al., 2011) e
outros compostos fendlicos, presentes em frutas e vegetais, tém recebido maior
atencdo, apresentando grande interesse nutricional por contribuir para a saude
humana, devido as suas propriedades anti-inflamatérias, anti-diabéticas,
anticarcinogénicas, antimutagénicas e antiaterogénicas (SHAHIDI; ALASALVAR,;
LIYANA-PATHIRANA, 2007; LEE; CHOUNG, 2011; BABBAR et al., 2011; BENNETT
et al., 2011; VIEIRA et al., 2011).
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As antocianinas (Figura 7) compdem um grupo de pigmentos vegetais
amplamente distribuido na natureza (WU; PRIOR, 2005), sendo responsaveis pelas
cores atraentes de muitas flores, frutas, cereais e produtos derivados (HOU et al.,
2011). Aléem das funcdes de coloracdo, Huang et al. (2009) ressaltam que as
antocianinas em alimentos também possuem capacidade antioxidante potente,
promovendo beneficios & saude. Acredita-se que tais pigmentos sao responsaveis
pela reducéo do risco de doencas cardiovasculares atribuidos ao consumo de uvas
e vinho. O mecanismo postula que as antocianinas agem como antioxidantes pela
doacdo de &tomos de hidrogénio para os radicais livres altamente reativos,
guebrando a reagdo em cadeia destes radicais.

Figura 7 — Representagédo estrutural basica das antocianinas.

A capacidade antioxidante das antocianinas também foi atestada em
varios ensaios utilizando modelos animais (AMORINI et al., 2003). Estudos
realizados por Greenspan et al. (2005) in vivo e in vitro demonstraram que o po
preparado a partir de peliculas de uva ‘muscadine’ possui significativas propriedades
anti-inflamatoérias, comprovando sua bioeficacia. Park et al. (2007) verificaram em
seu estudo que a ingestdo de antocianinas tém efeitos protetores na inflamacéo
alérgica e estresse oxidativo, mediado por modelos de asma, indicando estes

pigmentos como suplemento dietético na prevencao da doenca.
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Huang et al. (2009) analisaram as antocianinas presentes em uvas da
espécie muscadine (Vitis rotundifolia Michx.) e verificaram uma diferenca significativa
entre os teores de antocianinas totais entre as diferentes variedades estudadas, em
gue as uvas de cor roxa (‘Jumbo’ e ‘Cowart’) apresentaram niveis significativamente
mais elevados de antocianinas (4,1 e 2,6 mg/ g em peso seco, respectivamente) que
a uva muscadine de cor bronze (‘Carlos’), que apresentou teor igual a 0,1 mg/ g).
Além disto, para as variedades ‘Jumbo’ e ‘Cowart’ a menor concentracdo de
antocianinas foi encontrada na polpa (0,1 mg/ g em ambas) e maior na pelicula (10,0
e 7,7 mg/ g, respectivamente).

Estudos realizados por Alves et al. (2008) encontraram valor igual a 1.056
mg EAG/ 100 g) para o total de fendis em acerola fresca. Vieira et al. (2011)
encontraram quantidades relevantes de polifendis nas polpas congeladas de
acerola, caju e goiaba, destacando-se a polpa de acerola com 835,25 e 449,63 mg/
100 g nos extratos aquosos e hidroalcodlicos, respectivamente, seguido pela polpa
de caju com 201,61 e 165,07 mg/ 100 g.

Os mesmos autores determinaram a atividade antioxidante in vitro,
através do método do DPPH (radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil) e observaram que a
capacidade antioxidante (ECsp) das polpas de acerola, caju e goiaba variou de 24,42
a 413,36 pg/ g e de 1,74 a 259,18 ug/ g para os extratos aquoso e hidroalcodlico,
respectivamente. Foi constatada uma correlacdo direta entre a quantidade de
fendlicos totais e a atividade antioxidante nas polpas avaliadas.

Shui e Leong (2006) determinaram a atividade antioxidante e teor de
fendlicos em residuos de carambola e os resultados demonstraram que estes
residuos apresentavam teores mais elevados antioxidantes e fendlicos que o proprio
suco da fruta. O pé liofilizado destes residuos, que representaram cerca de 5% do
peso total, apresentaram contetudo de polifendis totais de 33,2 mg de equivalentes
de acido galico (EAG)/ g de amostra e atividade antioxidante total de 3.490 e 3.412
mg para a capacidade antioxidante equivalente ao acido L-ascorbico (AEAC). A
capacidade antioxidante equivalente ao trolox (TEAC) variou de 5.270 a 5.152 mg/
100 g de amostra, obtida pelo radical 2,2’- azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido

sulfénico) (ABTS) e por 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH), respectivamente.



Revisdo da literatura |38

4.4 Desenvolvimento de produtos a base de frutas

Suplementos nutricionais a base de frutas e em conjunto com verduras e
legumes liofilizados ja sdo amplamente comercializados no mercado, com o intuito
de suprir as necessidades diarias de vitaminas, minerais e fibras, sendo inclusive,
encontrados também em versdes para criancas.

Algumas frutas exoticas, através do processo de liofilizacdo, séao
desidratadas e processadas em laboratorio e comercializadas em capsulas. A fruta
em po tem vida-de-prateleira de trés anos, o que permite a estocagem e o
encapsulamento mediante a demanda de mercado. Mana-cubid (Solanum
sessiliflorum Dunal), phisalis (Physalis angulata L.), camu- camu (Myrciaria dubia
H.B.K. Mc Vaugh), graviola (Annona muricata L.), acai (Euterpe oleracea) e guarana
(Paullinia cupana Kunth) em pé ja estdo disponiveis para comercializacdo, sendo
uma maneira moderna de permitir 0 acesso a um produto benéfico, em que a forma
in natura é muitas vezes restrita a uma determinada regido (MOSCHETO, 2007).

De acordo com FELIPE (2006) o aproveitamento de subprodutos,
originados no processamento industrial, também vém sendo investigados no
desenvolvimento de novos produtos alimenticios e alimentos denominados
funcionais.

TURANO et al. (2000) ressaltam os estudos e pesquisas sobre o
aproveitamento do residuo da laranja péra, que conferiu uma destinacdo mais nobre
deste material, elevando-o da categoria de rejeito a fonte alternativa de fibra
alimentar para enriquecimento da dieta brasileira.

O bagacgo do caju é um dos subprodutos mais estudados na elaboracdo
de produtos para a alimentacdo humana. A tecnologia utiliza esta matéria-prima para
a elaboracdo de biscoitos, pdes e bolos, viabilizando assim a utilizagdo de um
milhdo de toneladas de residuos da fruta que sé@o descartadas anualmente pelas
industrias de suco. Galvdo (2006) elaborou formulacdes de hamburguer a partir do
bagaco do caju e observou elevado valor nutritivo e boa aceitacdo sensorial,

revelando ser este residuo propicio ao desenvolvimento dos mais variados produtos.
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Shui e Leong (2006) encontraram em seu estudo com residuo de
carambola, alto teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante, indicando que
0 p6 do residuo pode conferir beneficios a saude quando utilizado em produtos
alimentares funcionais e que o0s extratos dos residuos, deverdo também ser

considerados como recursos potenciais nutracéuticos no futuro.

4.5 Bactérias probioticas

O termo probidtico foi proposto pela primeira vez em 1965 (SABOYA,
OETTERER; OLIVEIRA, 1997). Probiéticos sao definidos como “micro-organismos
vivos que, quando administrados em gquantidade adequada, conferem beneficios a
saude do individuo” (FAO/ WHO, 2001), melhorando o equilibrio da flora microbiana
intestinal (ROKKA; RANTAMAKI, 2010).

Dentre os beneficios advindos da ingestdo de probidticos, relatos na
literatura enfatizam o equilibrio da microbiota intestinal; a estimulacdo do sistema
imunoldgico, promovendo o controle do colesterol (principalmente quando ingerido
com fibras); o melhor transito intestinal dos alimentos, facilitando a digestéo; o alivio
dos sintomas de intolerancia a lactose; reducéo dos episodios de diarréia; prevencao
ou supressao de cancer de célon, dentre outros (ANJO, 2004; KANAZAWA et al.,
2005; FUJIMOTO et al., 2008; MACEDO et al., 2008).

Leroy, Verluyten e Vuyst (2006) e Ammor e Mayo (2007), ressaltam que
0s probidticos necessitam ser ingeridos em quantidades suficientes para exercerem
efeito benéfico sobre a fisiologia e saude do hospedeiro. Estes devem estar
presentes no alimento numa faixa de 10® a 10° UFC (Unidades Formadoras de
Colbnias) na recomendacao diaria do produto pronto para o consumo, conforme
indicacdo do fabricante. No Brasil, a Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) também cita que os produtos contendo probiéticos para o0 consumo devem
possuir, no minimo, 10° UFC/g (ANVISA, 2011).

Comumente, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum e
Saccharomyces boulardii tém sido utilizados como probidticos em produtos para
humanos, porém, outras espécies também sdo reconhecidas como probidticos
(BERNARDI et al., 2004).
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De acordo com a legislagéo brasileira, os micro-organismos do género
Lactobacillus, que podem ser comercializados como probiéticos, para a alimentacao
humana séo: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus lactis
e Lactobacillus casei variedade rhamnosus e Lactobacillus casei variedade defensis
(ANVISA, 2011).

4.5.1 Lactobacillus casei

Lactobacillus casei sdo micro-organismos Gram-positivos, anaerébios
facultativos, imoveis e sem formacéo de esporos, apresentando forma de bastonete.
Apresenta temperatura 6tima de crescimento igual a 37 °C e minima de 15 °C. O pH
otimo de crescimento € 6,8; com minimo em torno de 3,0. Assim como outras
bactérias do acido latico, o L. casei é tolerante aos acidos e possui um metabolismo
fermentativo tendo o acido latico como principal produto final metabdlico (RASIC;
KURMANN, 1983; KANDLER; WEISS, 1986; AXELSSON, 1998).

Dentro do género Lactobacillus, L. casei faz parte do grupo das espécies
facultativamente heterofermentativas ("Grupo 11"), que produzem &acido latico a partir
de acucares hexose através da via Embden-Meyerhof e de pentoses pela via 6-
fosfogluconato/ fosfocetolase (AXELSSON, 1998; BURITI; SAAD, 2007).

L. casei € uma espécie notavelmente adaptavel, e pode ser isolada de
produtos lacteos crus e fermentados, produtos vegetais frescos e fermentados, e
dos tratos reprodutivo e intestinal de humanos e outros animais (KANDLER; WEISS,
1986). Industrialmente, L. casei tém aplicacdo como probidticos para humanos,
como produtoras de culturas para a fermentacao do leite, e como culturas especiais
para a intensificacdo e aceleracdo do desenvolvimento do sabor em certas
variedades de queijos (KOSIKOWSKI, 1982; FOX; McSWEENEY; LYNCH, 1998;
FONDEN et al, 2000).
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4.5.2 Viabilidade celular de Lactobacillus casei submetido a processos de

secagem

A preocupacdo com a manutencdo de culturas viaveis iniciou-se
simultaneamente a descoberta dos meios artificiais de cultivo, pois a disponibilidade
de micro-organismos sempre foi considerada essencial ao desenvolvimento da
Microbiologia (ANDRADE, 2008).

Os métodos de preservacdo tém como objetivo manter a viabilidade e a
estabilidade dos organismos. Para obter esta situacdo por longo tempo, é
necessario a paralisacdo ou o retardamento do metabolismo celular. Para tal,
inUmeros processos sao utilizados e constituem-se nos métodos de conservacao,
gque sdo o subcultivo ou repiques sucessivos, a secagem ou desidratacdo, o
congelamento e a liofilizagdo (ALCARDE; BASSO, 1997). O uso do probiético
liofilizado (na forma de cépsulas ou pilulas), além da utilizacdo da técnica de
microencapsulacdo tém sido relatados na literatura (ANDRIGHETTO; GOMES,
2003).

A liofilizacdo é o processo pelo qual a 4gua ou outro solvente é removido
de um produto congelado por sublimacdo (BARRESI et al., 2009). A técnica € uma
opcao adicional para o processamento de micro-organismos. Devido as
caracteristicas benéficas dos produtos liofilizados, Toegel et al. (2010) reportam que
a liofilizacdo € frequentemente usada para a preservacao e pré-formulacdo de
amostras biolégicas.

Recentemente, tem sido dada énfase as medidas que protegem a
integridade da membrana celular dos micro-organismos submetidos a processos de
secagem (CHEN et al.,, 2010). Cefar (2008) ressalta que, para proteger 0s
organismos de possiveis danos, durante a etapa de congelamento e também na
estocagem e no descongelamento, agentes crioprotetores sado normalmente
adicionados a suspensdo da cultura. Os agentes crioprotetores também déao

estabilidade a esta contra os efeitos adversos da estocagem, sendo o leite

desnatado, a glicose e o inositol os mais utilizados.
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Miyamoto-Shinohara et al. (2006) ressaltam que o leite em p6 desnatado
e reconstituido € amplamente empregado como meio para secagem de bactérias
laticas por prevenir injuria celular, por meio da estabilizagcdo dos constituintes da
membrana, formando uma estrutura porosa no produto desidratado, propiciando
uma espécie de capa protetora para as células.

Estudos realizados por Alcarde e Basso (1997), no intuito de avaliar trés
solucdes crioprotetoras (leite desnatado 10%, trealose 10% e sacarose 10%), na
liofilizacdo de células de leveduras, verificaram melhores resultados de crioprotecéo
utilizando o leite desnatado 10%. Isto pode ser explicado pela hipétese de que, por
ser uma mistura de diversos componentes, algum ou alguns destes componentes do
leite desnatado possam exercer uma melhor acdo crioprotetora as células de
levedura que a trealose ou a sacarose isoladamente. Além disto, Hsiao, Lian e Chou
(2004), citando o processo de secagem por atomizacado, verificaram que o leite

desnatado se mostrou um material melhor do que o amido e a goma arébica.

4.6 Alimentos a base de frutas enriqguecidos com probidticos

A crescente preocupagdo dos consumidores em conhecer as
caracteristicas dos alimentos que consomem tem conduzido ao desenvolvimento de
produtos que promovem a saude e o bem-estar, além de sua funcdo de nutricao.
Esses alimentos que geram efeitos benéficos a salde humana, aliados a acédo
nutricional sdo denominados funcionais. O progresso em alimentos funcionais € uma
das principais tendéncias, representando uma das areas mais interessantes de
investigacdo e inovacgdo dentro da ciéncia e tecnologia de alimentos (JONES; JEW,
2007; MACEDO et al., 2008; SIRO et al., 2008; ANNUNZIATA; VECCHIO, 2011; LIU
et al., 2012).

Para que um alimento seja chamado de funcional, seus ingredientes
devem ser provenientes de fontes naturais e, quando consumido, deve regular as
funcdes fisiologicas do corpo humano, como retardar o envelhecimento e proteger o
sistema imunologico contra doencas (ZHANG et al., 2010; KHAN et al., 2011).
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Nos paises desenvolvidos é crescente a popularidade dos alimentos
funcionais contendo probidticos e isto se deve aos avangos nas pesquisas em
desenvolvimento de novos produtos, que resultaram na incorporacéo de probidticos
nao sO6 em produtos lacteos, mas também em bebidas, férmulas para alimentacéo
infantil, cereais e até mesmo em produtos carneos (MATTILA-SANDHOLM et al.,
2002; PAPAMANOLI et al., 2003; BEJDER, 2004).

Santo et al. (2011) ressaltam que no mercado de alimentos funcionais, o
alimento probidtico, com algum tipo de fruta como ingrediente, tem atraido a
predilecdo do consumidor. Estudos realizados apontam os efeitos das matrizes de
frutas na sobrevivéncia de probioticos indicando um efeito neutro ou positivo dessa
interacdo no hospedeiro.

Estudos realizados por Pereira, Maciel e Rodrigues (2011), na elaboracao
de suco de caju fermentado com Lactobacillus casei, encontraram resultados
promissores, onde foi constatado um aumento na viabilidade do probidtico, aos 42
dias de armazenagem sob refrigeracéo a 4 °C (10 UFC/ mL), indicando que o suco
de caju probidtico é tao eficiente quanto os produtos lacteos no crescimento de L.
casei.

Sheehan, Ross e Fitzgerald (2007), testando a viabilidade de algumas
cepas de lactobacilos em sucos de laranja, abacaxi e cranberry fermentado,
observaram que Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus
paracasei apresentaram uma impressionante tolerdncia ao ambiente acido dos
sucos, apresentando maior contagem nos sucos de laranja (10’ UFC/ mL) e de
abacaxi (10° UFC/ mL) durante, no minimo, 12 semanas.

RoORle et al. (2010) estudaram a viabilidade de Lactobacillus rhamnosus
impregnados em fatias frescas de maca, no intuito de obter um produto alimentar
duplamente funcional, ou seja, com a funcionalidade inerente a fruta mais os
beneficios adicionais da bactéria. Os resultados demonstraram que o produto
permaneceu estavel durante os dez dias de teste, apresentando contagem de
células viaveis igual a 10® UFC/ g, suficiente para um efeito probiético, sendo
comparavel a contagem de bactérias probioticas em produtos lacteos disponiveis no

mercado.
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Betoret et al. (2011) elaboraram petiscos probiéticos de maca, a partir de
impregnacdo a vacuo de suco de tangerina fermentado com Lactobacillus salivarus
spp. e avaliaram seu efeito contra a infeccdo causada pelo Helicobacter pylori.
Estudos in vivo, em pacientes dispépticos, demonstraram os efeitos potencialmente
benéficos do produto contra a infecgéo.

Apesar das inovacgbes tecnoldgicas, estudos utilizando subprodutos
industriais de frutas associados a probidticos ainda sdo escassos. Sendra et al.
(2008) analisaram a viabilidade das bactérias probidticas Lactobacillus casei e
Lactobacillus acidophilus, em leite fermentado adicionado de subprodutos citrinos,
constituidos do pé de fibras de limdo e laranja. O produto foi mantido sob
refrigeracdo durante 30 dias e os resultados demonstraram que a presenca de fibras
de citrus em leites fermentados melhorou o crescimento bacteriano e a
sobrevivéncia das bactérias probidticas testadas, indicando que estes subprodutos
tém boa aceitacao sensorial e sdo bons veiculos para uma variedade de probi6ticos

comerciais.

4.7 Ensaios de avaliagdo da toxicidade em produtos vegetais

Os ensaios de toxicidade aguda, subcrénica e crbnica sdo amplamente
empregados na pesquisa em produtos de origem vegetal. Como exemplos podemos
citar: Harizal et al. (2010), que avaliaram a toxicidade aguda de véarias
concentracbes de extratos metandlicos de Mitragyna speciosa Korth em ratos
Sprague-Dawley®. O estudo concluiu que a administracdo oral dos extratos resultou
em aumento da pressdo arterial dos ratos apés uma hora de administragdo da
droga. A dose mais elevada de extrato também induziu hepatotoxicidade aguda
grave e nefrotoxicidade leve. No entanto, Mitragyna speciosa Korth ndo apresentou
efeitos sobre o peso corporal, consumo de alimentos e &agua, peso absoluto e
relativo de 6rgaos e parametros hematolégicos.

Monjanel-Mouterde et al. (2006) analisaram a toxicidade aguda e cronica
de extrato hidroetandlico das folhas de Mitragyna inermis (Willd.) O. Kuntze, planta
utilizada na regido africana para o tratamento da malaria. O ensaio foi conduzido em
ratos Wistar e os resultados demonstraram auséncia de toxicidade aguda (nao

houve 6bitos e nem altera¢cdes nos sinais comportamentais) e o ensaio de toxicidade
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cronica (acima de 28 dias) ndao mostrou alteragbes no peso corporal ou
anormalidade macroscopica nos 14 oOrgdos examinados, apés o sacrificio dos
animais. Com a dose de 3g/ kg de peso (100 vezes maior do que o proposto para o
homem), apenas ligeiras alteracdes histologicas foram observadas.

Cho et al. (2009) investigaram a toxicidade subcronica de extrato de soja
(Glycine max L. Mer.), contendo saponinas e 6% de isoflavonas, em ratos da
linhagem F344/DuCrj durante 13 semanas e observaram auséncia de mortalidade
ou sinais clinicos anormais. Contudo, foi constatada toxicidade do extrato, que
refletiu na perda de peso dos animais, aumento dos pesos relativo e absoluto do
figado e rins e alteracBes histopatoldgicas. Com base nestes resultados, a dose de
nenhum efeito observado (DNEO) para o extrato de soja nos animais foi estimada
em 1,25%.

Vidal et al. (2003) investigaram a toxicidade do extrato hidroalcodlico de
roma (Punica granatum L.), para o tratamento de doencas respiratérias. Os ensaios
de toxicidade foram realizados em camundongos (toxicidade aguda) e ratos Wistar
(subcrbnica) e os resultados demonstraram que a administracdo repetida intranasal
para ratos Wistar ndo produziu efeitos toxicos em termos de ingestdo alimentar,
ganho de peso, parametros comportamentais e bioquimicos, ou resultados de
estudos histopatolégicos. Os autores concluiram que o extrato da fruta Punica
granatum apresentou inocuidade, quando diretamente administrado através da
cavidade nasal, tendo em vista as altas doses e tempo de tratamento.

Hanamura e Aoki (2008) utilizaram ratos Sprague-Dawley® em ensaios
toxicolégicos agudo e subcronico, na avaliacdo de polifendis extraidos da acerola
(PA), no intuito de fornecer uma referéncia para a seguranca destes compostos
como um complemento alimentar para humanos, e ndo encontraram mortes ou
anormalidades na necropsia, no ensaio de toxicidade aguda, confirmando que a
dose minima letal de PA é maior que 2000 mg/ kg do peso corporal. No teste
toxicoldgico subcrénico, ndo foi registrada morte e 0os pesos corporais e ingestao
alimentar dos ratos ndo diferiram significativamente do grupo controle. Além disto,
nao havia sinais anormais clinicos relacionados com a administracdo de PA em
nenhum dos experimentos. Estes resultados fornecem uma referéncia importante
para a seguranca de PAs como um complemento alimentar para o consumo

humano.
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Sahreen, Khan e Khan (2011) avaliaram o efeito nefroprotetor de extratos
metandlicos de frutas de Carissa opaca em ratos Sprague-Dawley® com
nefrotoxicidade induzida por tetracloreto de carbono. Os resultados indicaram o
efeito protetor dos extratos, em virtude de sua composicdo rica em flavondides,
indicando a utilizacdo da fruta na prevencéo de disturbios renais.

Arbo et al. (2008) analisaram extratos de frutas verdes de Citrus
aurantium L., que apresenta em sua composi¢cao a p-sinefrina, substancia utilizada
em todo o mundo em suplementos dietéticos para emagrecimento. Os ensaios de
toxicidade aguda foram conduzidos em camundongos machos e revelaram efeitos
toxicos possivelmente relacionados a estimulacdo adrenérgica, alertando para os

possiveis efeitos colaterais da substancia.

4.7.1 Toxicidade em animais

A utilizacdo de animais de laboratério em pesquisa cientifica tem sido de
fundamental importancia, ndo s6 pelos avangcos que permite ao conhecimento dos
mecanismos dos processos vitais, mas também ao aperfeicoamento dos métodos de
prevencao, diagnéstico e tratamento de doencas tanto na medicina humana como
na medicina veterinaria (ALMEIDA et al., 2008).

Os animais foram responsaveis por descobertas que permitiram 0 uso
terapéutico de antibidticos e o tratamento de diversas doencas, evitando assim
epidemias e epizootias, bem como o desenvolvimento de técnicas de transplantes
de 6rgaos e a possibilidade do uso de farmacos anestésicos, antidepressivos, entre
outros (FAGUNDES; TAHA, 2004; ANDRADE, 2006).

Existem varios métodos que podem ser empregados na avaliacdo da
atividade farmacolégica de extratos vegetais e de formas farmacéuticas; muitos
deles utilizam animais de laboratério. Segundo Chorilli, Michelin e Salgado (2007),
animais de varias espécies tém sido utilizados nos ultimos tempos, sendo os
roedores (ratos e camundongos) os mais intensamente utilizados e profundamente
conhecidos cientificamente.

De acordo com Paiva, Maffili e Santos (2005), administracdo de
substancias aos animais pode ocorrer via intraperitoneal, subcutanea, intramuscular,

endovenosa ou via oral. Esta ultima pode ser conduzida de duas formas:
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+ Consumo espontaneo - substancias hidrossolUveis que devem ser
administradas continuamente, mediante diluicdo na &gua de bebedouro, na
proporcdo da dose diaria (mg/ kg/ dia) diluido no volume a ser consumido
voluntariamente;

* Gavagem - introducdo de uma canula metalica (agulha de gavagem),
de didmetro de 3 mm, conectada a uma seringa, através do esbéfago do roedor. O
animal é elevado da bancada apés o pingamento na base do pesco¢o com a méao
esquerda, deixando-se o peso do corpo alinhar o tronco com a for¢ca da gravidade.
Naturalmente o rato abre a boca e a canula pode ser introduzida, ao ser conduzida a
partir do lado da boca do animal.

No Brasil, a Resolucdo 1/78 (D.O. 17/10/78) do Conselho Nacional de
Saude, estabelece cinco tipos de ensaios de toxicidade: aguda, subaguda
(subcronica), cronica, teratogenicidade, embriotoxicidade e estudos especiais
(estudos de comportamento, carcinogenicidade e outros) (VASCONCELOS, 2002).

4.7.1.1 Toxicidade aguda

E definida como os efeitos adversos que ocorrem dentro de um periodo
curto apés a administracdo de uma dose Unica ou doses multiplas administradas
dentro de um periodo de 24 horas. De acordo com Valadares (2006), os testes que
avaliam a toxicidade sistétmica aguda sao utilizados para classificar e
apropriadamente rotular substancias de acordo com o seu potencial de letalidade ou
toxicidade, como estabelecido pela legislagéo.

Além da letalidade, outros parametros sao investigados como na
identificacdo do potencial toxico em orgéos especificos, identificar a toxicocinética e
a relacdo dose-resposta. Outras informacdes podem ainda ser obtidas numa
avaliacdo de toxicidade aguda, como: indicativos sobre o mecanismo de agéao toxica;
diagnostico e tratamento das reacgdes toxicas (BLAAUBOER, 2003; COECKE et al.,
2005; PRIETO et al.,, 2006). Aléem disto, os resultados obtidos dos estudos de
toxicidade aguda sdo empregados para o delineamento dos estudos de toxicidade
subcrénica e crbnica, particularmente no que se refere a escolha de doses
(FONTENELLE, 2008).
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4.7.1.2 Toxicidade subcrbnica

Os testes de toxicidade subcrbnica sdo realizados para a obtencdo de
informacBes das substancias quimicas apOs exposicées repetidas. E importante
porque, as vezes, € 0 primeiro e Unico teste com doses repetidas a ser realizado.
Estes estudos podem durar até 90 dias.

Os principais objetivos deste estudo sao: determinar a dose de nenhum
efeito observado — DNEO (que significa a dose maxima na qual ndo se observa
efeito); estudar mais efetivamente 6rgdos alvos e determinar aqueles com mais
suscetibilidade; e prover dados sobre dosagens seletivas para estudo de toxicidade
cronica (LEITE; AMORIM, 2006). Parametros hematolégicos e bioquimicos devem
ser avaliados no inicio e final do estudo, além do peso corporal (FONTENELLE,
2008).

4.7.1.3 Toxicidade crbnica

De acordo com Repetto (1997), os estudos de toxicidade crbnica, assim
como subcrbnica objetivam determinar o efeito toxico apos exposicdo prolongada a
doses cumulativas da substancia em teste, ndo se diferenciando na sua esséncia,
mas em sua extensdo, tendo em vista que o periodo de exposicdo é de 2 anos ou
guase toda a vida do animal.

O protocolo experimental compreende as observacdes e alteracdes
especificadas no estudo de toxicidade subcrénica e outros parametros bioquimicos
que permitem uma melhor avaliagdo de todos os 6rgéos e fungdes, principalmente

fungéo renal e hepatica.
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4.7.2 Testes bioquimicos

Os testes bioquimicos especificos (TBE) usados para avaliar a funcao
hepatica, podem ser classificados em quatro grupos: os testes indicativos de leséao
hepatocelular, representados pela alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST); aqueles indicativos de colestase, representados pela
fosfatase alcalina (FA) e gama-glutamil transferase (GGT); dosagem de bilirrubina e
acidos biliares, que avaliam o armazenamento, conjugacdo e secrecdo hepatica,
enquanto albumina, glicose, fatores de coagulacdo e uréia nitrogenada sérica
avaliam a sintese hepatica (EMANUELLI et al., 2008; DI FILIPPO et al., 2011).

indices anormais de TBEs podem ser o primeiro indicio de doenca
hepatica subclinica, podendo assim, orientar a avaliacdo do diagndstico. Testes
adicionais podem permitir uma avaliacdo da gravidade da disfuncédo hepética e,
certos testes, especialmente quando realizados repetidamente, podem fornecer uma
estimativa do progndstico (POYNARD; IMBERT-BISMUT, 2012).

As atividades das transaminases ALT e AST sao largamente empregadas
no diagndstico clinico de diversas alterac6es metabodlicas (GALLIERI et al., 2006;
BARBOSA et al., 2010). ALT e AST séo enzimas intracelulares que tém por funcéo a
transferéncia de grupos amino durante a conversdo de aminoacidos a a-oxo-acidos
(LOPES; BIONDO; SANTOS, 2007).

A ALT é encontrada principalmente no citoplasma do hepatdécito,
enquanto 80% da AST esta presente na mitocondria. Esta diferenca tem auxiliado no
diagnostico e prognostico de doengas hepaticas. Em dano hepatocelular leve, a
forma predominante no soro € a citoplasmatica, enquanto em lesdes graves ha
liberacdo da enzima mitocondrial, elevando a relacdo AST/ALT (OLIVEIRA; NAGEM,;
RIBEIRO, 2005).

As principais provas bioquimicas utilizadas na avaliagdo da fungéo renal
incluem a determinacdo da uréia e creatinina sérica/ plasmatica. Outras provas
como saédio, potassio e fosforo séricos podem ser Uteis no diagnostico de doencas
renais, uma vez que sao elementos excretados normalmente pela urina (BENESI et
al., 2005).
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4.7.2.1 Alanina aminotransferase (ALT)

ALT €& uma transaminase hepato-especifica, sendo utilizada para
avaliacdo de lesdo hepatica, pois um significativo aumento em sua atividade sérica
somente € observado na degeneragdo ou necrose hepatocelular (BENATO, 2006).

Um discreto aumento na atividade da ALT est4 relacionada a congestao e
esteatose hepaticas (ROCHA et al., 2007). Embora a magnitude da elevacdo da ALT
nado esteja correlacionada com a gravidade da doenca primaria, aumentos
marcantes na atividade da ALT (trés vezes o normal) sdo observados em hepatites
toxicas ou infecciosas, necrose celular, congestdo hepatica, colangites e
colangiohepatites, obstrucdo de ducto biliar e determinadas neoplasias (carcinoma).
A reducao da ALT néo possui significado clinico (LOPES; BIONDO; SANTOS, 2007).

Até o momento, as listas de referéncia de valores bioquimicos do sangue
séo gerais, ndo especificando a linhagem de camundongos (ALMEIDA et al., 2008).
Birchard e Sherding (1998) indicam, como sendo normais para cada camundongo,
valores de ALT entre 26 - 77 Ul/ L.

4.7.2.2 Aspartato aminotransferase (AST)

AST é uma enzima intracelular inespecifica envolvida no catabolismo
protéico. E encontrada em todos os tecidos, especialmente esquelético midcitos,
miocardidcitos e hepatécitos. Tem uma meia-vida de mais de 18 horas, mais do que
a maioria dos outros indicadores do figado. O grau de aumento € geralmente
proporcional ao numero de células; valores muito elevados sugerem leséo
hepatocelular aguda ou rabdomidlise® (WILSON, 2012).

O aumento desta enzima, desde que se excluam lesdes musculares e
cardiacas, pode ser interpretado como sendo consequéncia de uma lesao hepatica.
Isto porque hd um aumento da atividade sérica na degeneracdo e/ ou necrose de
hepatdcitos e/ ou musculos esqueléticos e cardiacos. Outras causas de elevacdo da
AST sao a hemolise e a administracdo de drogas hepatotoxicas (LOPES; BIONDO;
SANTOS, 2007). Segundo Birchard e Sherding (1998), os valores normais de AST
para cada camundongo apresentam variacao entre 54 - 269 Ul/ L.

® Quebra (lise) rapida de musculo esquelético (rabdomio) devido & les&o no tecido muscular.
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4.7.2.3 Uréia

A uréia é o principal produto final do catabolismo protéico, sendo
produzida no figado e excretada pelos rins, sendo uma das principais provas
bioguimicas para avaliagdo de fungéo renal (LOPES; BIONDO; SANTOS, 2007).

Em onivoros como os humanos e roedores de laboratério, a uréia
representa até 40-50% de todos os solutos urinarios e é marcadamente concentrada
na urina em relacédo ao plasma (até 100 vezes em seres humanos e 250 vezes em
roedores) (YANG; BANKIR, 2005).

O aumento dos niveis de uréia no sangue pode ser causado por
alteracdes pré-renal, renal e pos-renal. Com relacdo a doencas renais, as
concentracfes de uréia aumentam se a funcao renal estiver severamente reduzida
(AIGNER et al., 2007). De acordo com Dhali et al. (2006) a concentracédo de uréia no
plasma é facilmente afetada pelo contetdo protéico da dieta, teor do catabolismo
protéico e estado de hidratacdo do paciente. Segundo Lopes, Biondo e Santos
(2007), a reducédo dos niveis de uréia pode ocorrer pela diminuicdo da producéo,
como em casos de insuficiéncia hepética, na cirrose, no Shunt porto-sistémico’ e em
casos de reducdo da proteina dietética e hipoproteinemia.

Apesar destas limitacdes, entretanto, o nivel de uréia ainda serve como
um indice preditivo da insuficiéncia renal sintomatica e no estabelecimento de
diagndstico na distincdo entre varias causas de insuficiéncia renal. Segundo Almeida
et al. (2008), os valores de referéncia de uréia para camundongos se encontram
entre 41.97 — 60.02 mg/ dL.

4.7.3 Toxicidade em Artemia salina L.

O método de analise com o microcrustaceo Artemia salina L. € proposto
como um bioensaio simples, para pesquisa preliminar da atividade de produtos
naturais. Por este método, € possivel determinar a concentracdo letal (CLso®) de
componentes ativos e extratos em um meio salino (LHULLIER; HORTA;
FALKENBERG, 2006).

" Vaso andémalo que impede que o sangue flua corretamente pelo figado para ser filtrado e purificado.
8 Concentracdo de um agente hum meio que causa mortalidade em cinquenta por cento (50%) da
populagdo exposta, durante um determinado periodo de tempo.
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7

A atividade do teste € manifestada pela toxicidade de componentes
ativos, fracdes ou extrato de produtos naturais frente ao organismo marinho A. salina
L. (SILVA et al., 2007; ARAUJO; CUNHA; VENEZIANI, 2010).

A Artemia salina L., ou camaréo de agua salgada, € um componente da
fauna de invertebrados aquéticos de solugcdo salina e de ecossistemas marinhos.
Este microcrustdceo apresenta alta sensibilidade para uma ampla gama de
compostos, sendo usado como um organismo de teste para bioensaios. Como
exemplos, podemos citar sua utilizacdo na analise de residuos de pesticidas,
micotoxinas, anestésicos, toxinas de dinoflagelados e vegetais, como morfina e
compostos de toxicidade de dispersantes de 6leo (PARRA et al., 2001; SANTOS et
al., 2010).

Varios estudos abordando o teste de letalidade com A. salina L., para a
avaliacao de extratos vegetais, tém sido relatados. Como exemplos, podemos citar o
ensaio de Bussmann et al. (2011) que avaliaram a toxicidade dos extratos etandlicos
e aguosos de 341 espécies de plantas tradicionalmente utilizadas para fins
medicinais no Peru; Oloyede (2011) avaliou a toxicidade de 6leos essenciais
extraidos da planta inteira de Laportea aestuans (Gaud); Lachumy et al. (2010)
utilizaram o bioensaio de A. salina L. para elucidar as atividades farmacologicas e
potencial medicinal do extrato etandlico das flores de Etlingera elatior (torch ginger),
Jiménez et al. (2011) estudaram a toxicidade de extratos ricos em antocianinas
extraidos de frutas de Berberis boliviana Lechler; Ali et al. (2011) avaliaram fracdes
de extratos metandlicos de frutos de Callistemon citrinus, no intuito de avaliar seu
potencial farmacoldgico frente aos contituintes com atividade relaxante
antiespasmadica, dentre outros.

A avaliacdo da bioatividade de extratos de plantas, frente a A. salina L.,
pode fornecer informacdes valiosas ao trabalho de quimicos de produtos naturais e
farmacologos, indicando fontes vegetais com importantes atividades biologicas
(NUNES et al., 2008). A simplicidade deste ensaio, que ndo requer métodos
assépticos, nem equipamentos especiais, favorece sua utilizacao rotineira, podendo

ser desenvolvido no proprio laboratério (SIQUEIRA et al., 1998).



Materiais e métodos |53

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Materiais

5.1.1 Amostras

Para a realizacdo desta pesquisa foram utilizadas amostras de residuos
de frutas, escolhidas aleatoriamente, constituidas de bagaco do caju (Anacardium
occidentale L.), cascas de manga (Mangifera indica L.), cascas e sementes de
goiaba (Psidium guajava L.), peliculas e sementes de sapoti (Achras sapota L.),
cascas de abacaxi (Ananas comosus L. Mer.), cascas e sementes de acerola
(Malpighia glabra L.) e cascas e sementes de mamao (Carica papaya L.), fornecidas
pela empresa processadora de polpa de fruta congelada Natupolpa® (Conpam
indUstria e comércio de polpas e alimentos naturais Itda.), localizada em Fortaleza —

Ceara.

5.1.2 Animais

O ensaio de toxicidade subcronica por dose repetida foi realizado em
camundongos Swiss machos, com peso entre 20 e 30 g. Os animais foram cedidos
pelo Biotério Central da Universidade Federal do Ceara — UFC. Os animais foram
mantidos em alojamento adequado, com ciclo claro/ escuro de 12 horas, com
temperatura controlada de 20 — 22 °C, recebendo &gua e racdo ad libitum®. O
protocolo experimental foi aprovado pela Comisséo de Etica em Pesquisa Animal da
UFC (CEPA), sob 0 n° 89/10 (ANEXO A).

° A vontade.
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5.2 Métodos

5.2.1 Obtencéao dos residuos desidratados triturados

Os residuos coletados, logo ap6s o processamento da polpa (Figura 8),
foram armazenados sob congelamento (temperatura de -20 °C) para posterior
desidratacdo. Para isto, os residuos foram descongelados a temperatura média de
25 °C, cortados e adicionados em assadeiras de aluminio para a desidratacdo em
estufa com circulacdo forcada de ar, sob temperatura de 60 °C por 24 horas. Apos a
desidratacdo, estes foram triturados em moinho de rotor (Fritsch pulverisette 14) e
em seguida peneirados para a obtencdo de um p6é com granulometria variando entre
0,50 mm e 1,0 mm de diametro (Figura 9). Os residuos desidratados foram
acondicionados em recipientes de vidro previamente higienizados e mantidos a
temperatura ambiente até o inicio das andlises laboratoriais, de acordo com a

metodologia descrita por Felipe (2006), com modificacdes.

5.2.2 Obtencédo dos extratos etandlicos dos residuos desidratados triturados

Para a obtencdo dos extratos foram pesados 20 g de cada residuo
desidratado triturado, sendo colocados dentro de um cartucho de papel de filtro e
submetido a extracao via Soxhlet, utilizando etanol como solvente, durante 6 horas.
Em seguida o material foi filtrado e transferido para um baldo, sendo concentrado a
vacuo em rotaevaporador (Buchi rotavapor R-114) a temperatura de 50 °C. ApGs o
processo, o0 extrato foi submetido ao banho termostatico a temperatura de 60 °C até
auséncia de vestigios do solvente. A partir do extrato obtido foram realizados os

ensaios de atividade antioxidante e toxicidade in vivo.
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Figura 8 — Residuos de frutas coletados apds o processamento da polpa
Legenda: A: abacaxi (Ananas comosus L. Mer.); B: acerola (Malpighia
glabra L.); C: caju (Anacardium occidentale L.); D: goiaba (Psidium
guajava L.); E: mamé&o (Carica papaya L.); F: manga (Mangifera indica L.)
e G: sapoti (Achras sapota L.).
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Figura 9 — Residuos desidratados e triturados das frutas
Legenda: A: abacaxi (Ananas comosus L. Mer.); B:
acerola (Malpighia glabra L.); C: caju (Anacardium
occidentale L.); D: goiaba (Psidium guajava L.); E:
mamao (Carica papaya L.); F: manga (Mangifera indica
L.) e G: sapoti (Achras sapota L.).
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5.2.3 Determinacéao do pH

Os valores de pH foram determinados pesando-se aproximadamente 10 g
de residuo desidratado em erlenmeyer, com o acréscimo de 100 mL de agua a 25
°C, recentemente fervida. Esta solucéo foi agitada por 30 minutos e em seguida,
deixada em repouso por 10 minutos. O liquido sobrenadante foi recolhido em um
béquer e o pH foi determinado através de leitura direta, em potencidmetro de marca
WTW, modelo 330i/SET, previamente calibrado com solucfes-tampao de pH 4,0 e
pH 7,0, seguindo as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2005) para amostras
solidas.

5.2.4 Determinacdo da acidez total titulavel

Para a realizacdo desta andlise foi pesado 1 g do residuo desidratado em
erlenmeyer, acrescentando-se 100 mL de agua e agitando-se por um minuto. Em
seguida titulou-se com solucdo de NaOH 0,1 mol/ L, adicionando-se trés gotas da
solucéo de fenolftaleina como indicador, conforme descrito pelas normas do Instituto
Adolfo Lutz (2005). Os resultados foram expressos em g/ 100 g de &cido citrico.

5.2.5 Determinacdo de solidos solluveis totais

A determinagdo dos solidos soluveis totais foi realizada por refratometria
através da medida dos °Brix, em refratdbmetro marca ATAGO, com escala variando
de 0 a 32 °Brix. Inicialmente o equipamento foi calibrado com agua destilada e em
seguida, foi pesado 10 g do residuo desidratado em béquer, e adicionado 100 mL de
agua destilada. Esta solucdo foi agitada por 30 minutos até formar uma pasta. Em
seguida, foi colocada um pouco desta pasta numa gaze, espremendo-se algumas
gotas diretamente sobre o equipamento. A leitura foi entdo realizada e o resultado
encontrado multiplicado pelo volume da diluicho. Em seguida foi calculada a
correcdo destes resultados para 20 °C, segundo as normas analiticas do Instituto
Adolfo Lutz (2005).
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5.2.6 Andlise de atividade de agua

A atividade de &gua foi determinada através de higrometro digital
AqualLab, modelo TE (Decagon Devices Inc., EUA). As amostras de residuos
desidratados foram colocadas diretamente nos coletores do equipamento, sendo a

leitura realizada automaticamente.

5.2.7 Determinacao de umidade

A andlise de umidade foi realizada de acordo com as normas analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (2005). Foi pesado 1 g dos residuos desidratados em cadinhos
(previamente aquecidos em estufa a temperatura de 105 °C por uma hora, resfriado
em dessecador a temperatura ambiente e pesado) e a diferenca entre o peso inicial
(amostra umida) e o peso final (amostra seca), dividido pelo peso inicial e

multiplicado por 100, representou o percentual de umidade.

5.2.8 Determinacao de cinzas

A analise de cinzas foi realizada de acordo com a metodologia descrita
pela AOAC (1995). Foi pesado 5 g dos residuos desidratados em cadinhos
(previamente aquecidos em mufla a temperatura de 500 °C por uma hora, resfriados
em dessecador e pesados), sendo as amostras levadas a mufla para incineracéo
sob temperatura de 500 °C, até apresentarem cor branca ou cinza (cerca de 4
horas). Em seguida foram resfriadas em dessecador e pesadas, repetindo-se estas
operacbes de aquecimento e resfriamento até as amostras atingirem peso

constante.
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5.2.9 Determinacdo de acgUcares redutores totais

Os acucares redutores foram quantificados através do método descrito
por Miller (1959), que consiste num método colorimétrico para quantificacdo de
acucares redutores, envolvendo a reacdo da amostra com o reagente DNS (&cido
dinitrosalicilico). Foi construida uma curva padrdo de calibracdo, com solucdes
padrao de glicose, de concentracbes conhecidas (0,2 a 2,0 g/ L), cuja equacéao foi
determinada por regressao linear. Para obtencdo da curva de calibragcdo foram
adicionados 125 pL de cada solucdo padrédo em tubos de ensaio contendo 125 pL da
solucdo de DNS, sendo a mistura aquecida a temperatura de 100 °C durante 5
minutos, sendo posteriormente resfriada em banho de gelo até atingir a temperatura
ambiente. Em seguida, foram adicionados a mistura, 2.250 uL de agua destilada e
realizada a leitura da absorbancia a 540 nm em espectrofotdmetro (Spectrum®,

modelo SP-2000 UV). Os resultados foram expressos em g/ L.

5.2.10 Vitamina C (acido ascorbico)

Para esta determinacao foi pesado 0,5 g do residuo desidratado, sendo
adicionado 50 mL da solucao de acido oxalico (0,5%) em erlenmeyer. Em seguida
foi realizada uma titulacdo com 2,6 diclorofenolindofenol sodio padronizado até
coloracdo rosa persistente, segundo a metodologia descrita por Pearson e Cox
(1976).

5.2.11 Antocianinas totais

A avaliagdo do teor de antocianinas totais foi realizada de acordo com
protocolo de Francis (1982). Uma aliquota de 1 g de residuo desidratado foi
transferida para um baldo volumétrico @mbar de 50 mL, sendo adicionado solugéo
extratora (etanol e acido cloridrico 1 mol/ L na propor¢cdo de 95:5) por 12 h sob

refrigeracao.
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Apéds este periodo, foi realizada a filtragem das amostras em filtro
Wathman n° 1, procedendo a leitura da absorbéncia em 535 nm, em
espectrofotdmetro (Spectrum®, modelo SP-2000 UV), sendo o teor de antocianinas

calculado pela formula (resultados foram expressos em mg/ 100 g):

Antocianinas= (Fator de diluicdo x Absorbéancia)/ 98,2

5.2.12 Compostos fendlicos totais

Inicialmente os residuos desidratados foram submetidos a agitacdo com
metanol 50%, sendo centrifugados a 7.500 x g por 30 minutos (centrifuga Sigma®
modelo 6-15). Em seguida o centrifugado foi filtrado, sendo recolhido o
sobrenadante. Foi adicionada acetona 70% (deixando em repouso durante 1 hora),
sendo as amostras centrifugadas nas mesmas condicdes anteriores. O
sobrenadante foi filtrado e utilizado na quantificacdo de compostos fendlicos totais
de acordo com o método espectrofotométrico de Folin-Ciocateau descrito por
Singleton et al. (1999), utilizando &cido galico (Vetec, BR) como padréo. A
absorbancia foi medida em espectrofotdmetro (Spectrum®, modelo SP-2000 UV) a
700 nm e os resultados expressos em miligramas de equivalente de acido galico (mg
EAG/ 100 g).

5.2.13 Teor de lipidios

Para a determinacédo de lipidios, foi pesado 1,5 g de residuo desidratado
em papel de filtro Whatman® n° 1, previamente pesado, que foi dobrado formando
um cartucho e colocado no aparelho extrator de gorduras (TECNAL — 044). Em
seguida, foi iniciada a extragdo com hexano durante cinco horas. Apés este periodo,
o baldo com o residuo foi colocado em estufa a temperatura de 105 °C para a
evaporacdo do solvente e resfriado em dessecador a temperatura ambiente e
pesado, conforme as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2005), sendo o

resultado expresso em porcentagem.
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5.2.13.1 Caracterizacéo lipidica

Os lipidios extraidos anteriormente foram submetidos a saponificacdo e
metilacdo de acordo com a metodologia descrita por Hartman e Lago (1973). O
conteldo de ésteres metilicos foi analisado por cromatografia gasosa (Thermo Ultra)
equipado com detector de ionizagcdo de chama, empregando uma coluna capilar de
silica (30 m x 0, 25 mm), empacotada com polietileno glicol (0,25 ym). Foi injetado 1
uL da solucdo hexanica de ésteres metilicos, sob as seguintes condi¢cdes: hélio
como géas de arraste a uma vazao de 2 mL/ min., temperaturas do injetor e detector
de 250 °C, temperatura inicial do forno de 50 ° C por 1 min, aumentando até 250 °C
a uma taxa de 5 °C/ min, sendo mantido por 10 min. A identificacdo dos compostos
foi realizada por comparacao do tempo de retencdo de padrées de ésteres metilicos
(APENDICES A-G). A quantificacdo dos &cidos graxos foi realizada pelo método de
normalizacdo através das areas dos picos e os resultados foram expressos em

porcentagem relativa de area.

5.2.14 Determinacdo de proteinas

A analise de proteinas foi realizada de acordo com a metodologia descrita
por Bradford (1976). Foi preparada uma solugdo contendo 0,06% do corante
Coomassie brilliant blue (BG-250) em 1,5% de HCI (p/ v), a qual foi posteriormente
filtrada em papel de filtro Whatman® n° 1. A partir desta solucgéo, foi preparada uma
curva padrao com albumina bovina (BSA) em concentragdes conhecidas (faixa de
10 a 200 pg/ mL). Foram adicionados 50 yL de cada solugcdo estoque, 700 uL de
agua destilada e 750 uL do reagente em tubos de ensaio, sendo agitados
imediatamente apos a adicdo do reagente. Apos 5 minutos foi realizada a leitura das
absorbancias a 595 e 465 nm em espectrofotdmetro (Spectrum®, modelo SP-2000
UV), utilizando agua destilada como branco. A razdo das absorbancias (595/ 465
nm) foi plotada em funcdo da massa de BSA e a equacdo da reta foi obtida por
regressao linear. Para os ensaios, foi realizado o mesmo procedimento utilizado
para a construcdo da curva padréo e a partir da média das raz6es das absorbancias

(595/ 465 nm) foi calculada a massa de proteina das amostras.



Materiais e métodos |62

5.2.15 Anélise de minerais

Os teores de minerais (célcio, ferro, magnésio, manganés, fésforo, sodio,
potassio e zinco) foram determinados através de espectrometria de emissédo Optica
com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), de acordo com as normas
analiticas da AOAC (1997). A Tabela 2 apresenta os parametros operacionais
utilizados na analise por ICP-OES e a Tabela 3 apresenta os comprimentos de onda
e configuracdo instrumental (axial ou radial) utilizadas para a determinacdo dos
elementos minerais. Foram avaliadas trés técnicas de digestdo da amostra (cinzas,

bloco digestor e microondas).

Tabela 2 - Parametros operacionais para analise por ICP-OES

Poténcia da fonte de radiofrequéncia 1300 W
Fluxo do plasma 15 L min™®
Fluxo do géas auxiliar 0,5L min®
Fluxo do nebulizador 0,8 L min*
Fluxo do g&s da amostra 1,4 mL min™
Numero de replicatas 3
Processamento do sinal area do pico—3 pixels

Tabela 3 - Comprimentos de onda e configuracdo instrumental (axial ou radial)
utilizadas para a determina¢ao dos elementos minerais

Elemento Comprimento de onda (nm) Posicao
Na 589,592 Radial
K 766,490 Radial
P 213,617 Axial
Ca 317,933 Axial
Fe 239,562 Axial
Mg 285,213 Axial
Mn 259,372 Axial

Zn 213,857 Axial
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5.2.15.1 Processo de digestéo por via seca (cinzas)

Neste processo, foi pesado 1,0 g de amostra em cadinhos de porcelana,
previamente tarados durante 1 hora em estufa a temperatura de 100 °C. Os
cadinhos foram colocados em forno mufla (Quimis) e aquecido a temperatura de
calcinagdo (500 + 20 °C) durante 4 h. Apés a calcinagdo, os cadinhos foram
resfriados em dessecador e pesados. Em seguida foi adicionado 5 mL de HCI, sob
aguecimento, até completa dissolucdo da amostra. A solucdo foi transferida
quantitativamente para um baldo volumétrico de 25 mL, sendo o volume aferido com
agua Milli-Q°.

5.2.15.2 Processo de digestao por via Umida — sistema aberto

Neste processo foi pesado 0,2 g de amostra, diretamente em frascos de
Teflon®, em seguida foram adicionados 2,0 mL de H,0O, e 3,0 mL de HNO3, sendo os
frascos fechados e colocados no bloco digestor (Tecnal). A temperatura foi
aumentada gradualmente até atingir 120 °C, permanecendo durante 4 horas. Apds o
periodo de digestdo, os frascos foram retirados e apds o resfriamento a temperatira
ambiente, as amostras foram transferidas quantitativamente para balGes

volumétricos, sendo diluidos para 25 mL utilizando agua Milli-Q®.

5.2.15.3 Processo de digestéo por via tmida — sistema fechado

Na digestdo assistida por microondas, 0,2 g de amostra foi pesado e
transferido para frascos de quartzo, sendo adicionados 2,0 mL de H,O, e 3,0 mL de
HNOs. Os frascos foram fechados e colocados no rotor do microondas (Anton Paar).
O programa de aquecimento consistiu em trés etapas: 1) 100-500W de poténcia por
5 minutos; 2) 800W de poténcia por 15 minutos e 3) desligamento programado com
ventilacdo maxima por 15 minutos, para resfriamento dos frascos. Em seguida,
todas as amostras foram diluidas em 20 mL com &gua Milli-Q® em balées
volumétricos. O mesmo procedimento de digestdo foi realizado para a amostra

certificada.
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5.2.15.4 Anélise do material de referéncia certificado

O Material de Referéncia Certificado (MRC), NIST SRM 1515 — apple
leaves - foi utilizado para verificar a precisdo do método de digestdo por microondas.
As condicdes de digestdo do material de referéncia foram iguais as utilizadas para
as amostras de residuos de frutas. Os resultados apresentaram boa concordancia
com os valores certificados (Tabela 4). Ndo houve resultado para o mineral zinco
(Zn), pois 0 mesmo estava abaixo do limite de deteccdo na amostra de referéncia.
Os resultados da analise do MRC se encontravam dentro do limite de 95% de
confianca. A precisdo do método foi avaliada através do desvio padrédo relativo

(DPR), considerando valores até 20%.

Tabela 4 - Procedimento de digestdo assistida por microondas do Material de
Referéncia Certificado - NIST SRM 1515

Elemento Va]or Digestéo por DPR (%)*
certificado microondas

Célcio (%, p/ v) 1,526 + 0,015 1,564 + 0,080 5,11
Magnésio (%, p/ v) 0,271 £ 0,008 0,276 £ 0,014 5,07
Fosforo (%, p/ v) 0,159 + 0,011 0,171 + 0,005 2,92
Potassio (%, p/ v) 1,61+ 0,02 1,73+0,08 4,62
Saodio (ug/ 9) 244+ 1,2 31,0+5,8 18,70
Ferro (ng/ 9) 83,0+5,0 89,5+48 5,36
Manganés (ug/ g) 54,0+ 3,0 59,8+29 4,85

*DPR: desvio padrao relativo.

5.2.16 Atividade antioxidante

Para a avaliacdo da atividade antioxidante foi utilizado o método
sequestrador de radicais livres DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazila), que se baseia na
capacidade do DPPH em reagir com doadores de hidrogénio. Na presenca de
substancias antioxidantes 0 mesmo recebe H* sendo entdo reduzido, que pode ser
observado pela perda estequiométrica da cor da solu¢do do radical. O ensaio foi
realizado de acordo com Yepez et al. (2002) e Fenglin et al. (2004) com
modificacdes, como segue: em um tubo de ensaio, foram colocados 3,9 mL de uma

solucdo metandlica de radical livre DPPH 6,5 x 10 mol/L em 0,1 mL do extrato
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etandlico do residuo nas concentra¢des de 10.000, 5.000, 1.000, 500, 100, 50, 10 e
5 ppm. Apds 60 minutos de reacao, foi medida a absorbancia em espectrofotometro
Spectrum® (modelo SP-2000 UV) no comprimento de onda de 515 nm. O célculo do

indice de Varredura (IV) do DPPH foi realizado através da formula:
IV (%)= (ADPPH — A/ ADPPH) x 100

Onde ADPPH é a absorbancia inicial da solugcdo de DPPH e A é a
absorbancia final das amostras, decorridos 60 minutos de reacdo. Para comparacao,

usou-se o acido ascorbico como padrao.

5.2.17 Ensaios de toxicidade aguda

A toxicidade dos extratos frente a larvas de Artemia salina L. foi
determinada de acordo com a metodologia descrita por Meyer et al. (1982) e
McLaughlin et al. (1993). Os extratos etandlicos dos residuos foram analisados a
partir de solugdes de 10, 100, 500, 1.000 e 5.000 ug/ mL, diluidos em salina sintética
(38 g/ L). Dez larvas deste microcrustaceo (48 horas apés eclosdo dos ovos) foram
colocadas em tubos de ensaio, completando-se o volume para 10 mL de solucao.
Para o controle negativo, as larvas foram mantidas apenas em salina sintética. Apés

24 horas de contato, foi feito o calculo da mortalidade, de acordo com a férmula:

M (%)= (Nm/ Np) x 100
Onde:

M: Mortalidade
Nm: N° de larvas mortas

No: n° de larvas iniciais no tubo (10)

O teste foi realizado em triplicata e a CLso foi calculada por regressao

linear.
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5.2.18 Ensaios de toxicidade subcrbnica

Os ensaios de toxicidade oral subcrénica por dose repetida foram
realizados durante 14 dias experimentais. Os animais foram pesados diariamente
antes das administracdes diarias das solu¢des dos extratos de residuos de frutas,
diluidos em solucdo salina (C = 500 mg/ kg, via oral), sendo esta concentracédo
baseada nos estudos realizados por Barros et al. (2005). Cada grupo de 10 animais
recebeu um extrato diferente. O grupo controle recebeu apenas solucédo salina,
também nas mesmas condi¢bes experimentais.

No 15° dia os mesmos foram anestesiados via injecao intraperitoneal de
hidrato cloral 10%, para retirada do plasma (plexo orbital) para as posteriores
dosagens bioquimicas de alanina aminotransferase, aspartado aminotransferase e
uréia. Em seguida, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical para a
remocdo dos orgdos (figado, coracao, rim e baco) para as correlagdes com suas

respectivas massas corporeas.

5.3 Andlises microbiol6gicas

Foram realizadas as analises de bolores, leveduras, coliformes totais e
Escherichia coli. Para isto foram pesados 25 g de residuos desidratados em
recipiente estéril. Em seguida foi adicionada salina estéril a 0,9% (diluicdo 10™),
sendo homogeneizado em seguida. A partir desta diluicdo inicial (10™), foram obtidas
as diluicdes 102 e 10 em tubos de ensaio contendo solucéo salina estéril 0,9%, de

acordo com o protocolo descrito por APHA (2001).

5.3.1 Bolores e leveduras

Para esta determinacdo foi utilizado agar batata dextrose (PDA)
acidificado com 10% de acido tartarico (pH 3,5), sendo as placas incubadas a
temperatura de 25 °C durante cinco dias, de acordo com a metodologia descrita pela
APHA (2001), sendo os resultados expressos em UFC/ g.
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5.3.2 Coliformes totais e Escherichia coli

A determinagéo de coliformes totais e Escherichia coli foi realizada
utilizando-se placas Petrifilm 3M®, de acordo o método descrito pela AOAC (1997).
As placas foram incubadas a temperatura de 35 °C durante 24 horas para coliformes
totais e 48 horas para E. coli.

A contagem e identificacdo de colbnias para coliformes totais é
evidenciada pela presenca de colbnias vermelhas e azuis com a formacéo de bolhas
de gas. Para coliforme fecal (E. coli) é evidenciada pela presenca de colonias azuis
com a formacdo de bolhas de gas. A formacao de colénias vermelhas é devido a
presenca do indicador cloreto de trifeniltetrazdlio (TTC), e a formacdo de bolhas se
da pelo aprisionamento do gas pelo filme superior do Petrifilm produzido pelo grupo
de coliformes totais. A presenca de colbnias azuis com bolhas de gas é indicada
como E. coli, pois a enzima B-glucuronidase hidrolisa o substrato cromogénico do
meio produzindo a cor azul. O resultado é fornecido em Unidade Formadora de
Colénia — UFC em 100 mL, considerando as possiveis correcfes pelo fator de

diluic&o utilizado.

5.4 Obtencdo da cultura probidtica

5.4.1 Preparo da cultura estoque de Lactobacillus casei

Para obtencdo do micro-organismo, uma cultura estoque de Lactobacillus
casei NRRL B-442 foi mantida congelada a - 20°C em caldo De Man, Rogosa e
Sharpe (MRS) (Himedia) adicionado de glicerol 50% (v/v).

5.4.2 Ativacao do micro-organismo

A linhagem estudada foi ativada a partir da inoculagéo de 8 mL da cultura

estoque (congelada a —20 °C) em 100 mL de caldo MRS (Himedia) e adicionado de

10 mL de tampéo fosfato de potassio dibasico 200 mM pH 6,5. A ativacdo foi
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conduzida em estufa incubadora B.O.D. a 37°C durante o periodo necessario para a
obtencdo de uma concentracdo de células da ordem de 10° UFC/ mL, equivalente a
0,600 de absorbancia a 590 nm na escala de McFarland (MARIANO, 2000).

5.4.3 Obtencéao do leite desnatado fermentado

A partir do caldo MRS ativado (com concentracéo de 10° UFC/ mL de L.
casei), foi retirada uma aliquota de 3 mL para posterior inoculacdo em 100 mL de
leite desnatado a 10% (preparado segundo as orientagcdes do fabricante), deste

modo, a populacéo inicial celular foi igual a 10’ UFC/ mL.

5.4.4 Determinagéo do crescimento microbiano no leite fermentado

A populagéo de L. casei no leite desnatado fermentado foi quantificada
através de contagem padrdao em placas, em agar MRS ap6s 12 horas de
fermentacdo; tempo em que foi observada maior viabilidade celular de L. casei
(Tabela 5). Ap6s este periodo, procedeu-se a contagem das placas de mesma

diluicdo que apresentaram entre 25 e 250 coldnias.

Tabela 5 — Resultados encontrados nos testes preliminares em leite
desnatado fermentado

Tempo (h) pH Contagem (log UFC/ mL)
0 6,4 -
6 5,60 8,57 +0,15
12 4,99 9,44 + 0,08
18 4,53 9,38 £ 0,29
24 4,23 9,31+0,21

* Valores na mesma coluna, ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade,
pelo teste de Tukey.

5.4.5 Determinacdo da viabilidade do L. casei no leite fermentado

A determinagéo da viabilidade foi realizada a partir de diluicbes seriadas
do leite fermentado em agua peptonada estéril, até a diluicdo de 107. Aliquotas de
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0,1 mL das diluicdes foram inoculadas em placas contendo a4gar MRS pelo método
spread plate, sendo as placas semeadas em duplicata e posteriormente incubadas a
37 °C por 72 h. Apos este periodo, foi realizada a contagem das colonias tipicas de

L. casei.

5.4.6 Secagem por atomizacédo do leite fermentado

Foram atomizadas amostras de leite fermentado adicionadas de
maltodextrina (Maltogill 20® - Cargill, SP), nas proporcdes de 5% (p/ p) e sem
maltodextrina (definidas a partir de ensaios preliminares — dados ndo apresentados)
em Spray-dryer MSD 1.0 (Labmag do Brasil Ltda., SP), nas condi¢des especificadas
na Tabela 6. As amostras atomizadas foram acondicionadas em recipientes de vidro
hermeticamente fechados e mantidos a temperatura ambiente.

Tabela 6 — Condi¢cGes operacionais utilizadas na secagem de leite fermentado com
L. casei

Parametro operacional Nivel empregado
Temperatura de entrada do ar (°C) 100,0
Temperatura de saida (°C) 60,0
Vazao do ar de atomizacao (L/ minuto) 30,0
Vazdo do ar de secagem (m*/ minuto) 3,0

Vazao de alimentacao do leite fermentado (L/ hora) 0,3

5.4.7 Secagem por liofilizag&o do leite fermentado

As amostras de leite fermentado foram adicionadas nos frascos do
liofilizador e congeladas em freezer, durante 24 horas a temperatura de -20°C, até o
inicio do processo de liofilizacéo (liofilizador Enterprise | — Terroni, Sao Carlos - SP).
Apo6s um periodo de 24 horas sob vacuo, o aparelho foi desligado e as amostras
liofilizadas foram acondicionadas em recipientes de vidro hermeticamente fechados

e mantidos a temperatura ambiente.
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5.4.8 Determinacado da atividade de dgua das amostras ap0s 0s processos de

secagem

A determinacao da atividade de agua, ap0s 0s processos de secagem, foi
realizada através de higrometro digital Aqualab modelo 3TE (Decagon Devices Inc.,
EUA).

5.4.9 Determinagédo do rendimento das amostras submetidas aos processos de

secagem

O calculo do rendimento foi realizado a partir da medicdo dos solidos
soluveis totais (°Brix) em refratbmetro portatil digital r2 mini Reichert (Tecnal, SP),
imediatamente antes do processo de liofilizacdo e atomizacdo. O rendimento final foi
expresso em porcentagem, sendo calculado a partir da correlacdo entre o teor de

sélidos soluveis totais (SST) inicial e o peso final do produto apds a secagem.

5.4.10 Teste de viabilidade do L. casei ap6s a secagem por atomizagao

Para proceder ao teste de viabilidade apds o processo de atomizacéo, 1 g
do leite fermentado atomizado foi diluido em 9 mL de agua peptonada estéril
(diluicdo 10, sendo realizadas diluicdes seriadas até 10”’. Em seguida foi realizada

uma contagem padrao em placas pela técnica do spread plate em agar MRS.

5.4.11 Teste de viabilidade do L. casei ap0s a secagem por liofilizag&o

e Apds o congelamento

Para proceder ao teste de viabilidade apds a etapa de congelamento, 1
mL do leite fermentado, previamente descongelado (temperatura média de 24 °C) foi
diluido em 9 mL de agua peptonada estéril (diluicdo 10™), sendo realizadas diluices
seriadas até 10”. Em seguida foi realizada uma contagem padrdo em placas pela

técnica do spread plate em agar MRS.
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e Apés a liofilizagao

Para proceder ao teste de viabilidade apds o processo de liofilizacéo, 1 g
do leite fermentado liofilizado foi diluido em 9 mL de agua peptonada estéril (diluicdo
10Y), sendo realizadas diluicdes seriadas até 10”7. Em seguida foi realizada uma
contagem padrdo em placas pela técnica do spread plate em agar MRS.

5.5 Andlise estatistica

As determinacdes analiticas realizadas nos residuos desidratados, bem
como a determinacdo microbiolégica e os ensaios com a bactéria L. casei foram
efetuadas em triplicata e a analise de variancia (ANOVA), seguida do Teste de
Tukey, foi realizada através do software Statistica 7.0 (Statsoft), com 95% de
confianca.

Para a analise dos compostos funcionais (vitamina C, compostos
fendlicos totais e antocianinas totais) foi realizada uma correlagdo de Pearson para
determinar a contribuicdo de cada variavel para a atividade antioxidante total. Para a
determinacao de toxicidade subcronica foi utilizado o teste t de Student para valores
ndo pareados. Ambas as analises foram realizadas no programa estatistico Prism
4.03 (GraphPad Software, San Diego, CA). Todos os dados obtidos foram
apresentados como média + desvio padrdo® e um valor de P<0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

% Na determinacé@o de toxicidade subcrénica, os dados foram apresentados como média + desvio
padréo relativo.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to get information about the functional properties of
selected fruit residues. Acerola, pineapple, cashew apple, guava, papaya, mango
and sapodilla residues, were screened for physicochemical parameters (pH, total
soluble solids, water activity, reducing sugar, acidity, protein, moisture, ash and
lipids), functional compounds (total phenolic content, anthocyanins and ascorbic
acid) and free radical scavenging activity - DPPH. The results showed water activity
between 0.13 and 0.42 (guava and cashew apple residues, respectively) and pH
ranging from 3.45 to 5.42 (acerola and sapodilla residues). The acidity ranged from

0.53 to 4.15% (guava and papaya residues, respectively). The protein ranged

1o comprovante de submissdo deste artigo se encontra no Anexo B.
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between 65.66 and 92.48 ug/mL (sapodilla and papaya residues), sugar of 3.68 g/L
and 44.81 g/L (guava and papaya residues). The total soluble solids ranged from 1 to
6.8 °Brix (guava and papaya residues). The moisture ranged from 3.35 to 7.13%
(mango and pineapple residues). The ash content ranged from 1.20 to 7.58% in
guava and papaya residues. The lipid content ranged from 0.52 to 11.71%, in
pineapple and sapodilla residues. The cashew apple residue showed high content of
oleic acid (46.4%) and acerola showed major content of linoleic acid (10.89%).
Linolenic acid was only found in pineapple residue (3.79%). Acerola residue
exhibited the highest concentration of functional compounds with 173.3 mg GAE/
100g of phenolic compounds, 60.83 mg/ 100g of anthocyanins and 170.73 mg/ 100g
of ascorbic acid and antioxidant activity of 48.21%. Phenolic compounds and
anthocyanins significantly contributed to the antioxidant properties according
Pearson's correlation. These data suggests that tropical fruit residues may be useful
as nutritional and antioxidant supplements, particularly, acerola residue due to its
high phenolic and anthocyanins contents.

Keywords: fruit residues, physicochemical properties, functional properties.

Practical Application

There are a growing number of studies involving fruit residues. Fruit
processing industries are responsible for high pollution caused by the inappropriate
discard of the residues; hence, it is becoming crucial to solve this problem by
developing alternatives for the utilization of the residues. Thus, the chemical
composition of fruit residues was analyzed for characterization of these raw

materials, generating alternatives for human nutrition.
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INTRODUCTION

Studies have confirmed the health benefits from consumption of fruits and
vegetables which contain many nutrients important to health (Isabelle and others
2010). Antioxidants such as phenolics, thiols, carotenoids and tocopherols are the
major bioactive compounds with known health benefits against chronic diseases
(Shui and Leong 2006; Babbar and others 2011).

Antioxidants neutralize free radical reactive oxygen species (ROS) that are
generated endogenously through aerobic metabolism. The ROS are potent
genotoxins, causing mutations, DNA double strand breakage, and oxidative damage
to DNA, lipids and proteins both in vitro and in vivo (Parker and others 2007; Perry
and others 2007).

Although several antioxidants molecules have been identified, the natural
antioxidants such as anthocyanins (You and others 2011) and other phenolic
compounds in fruits and vegetables have received greatest attention and frequently
associated with benefits to human health (Babbar and others 2011; Bennett and
others 2011).

Anthocyanins present beneficial health effects, such as anti-inflammatory,
anticancer, antidiabetic, and antiatherogenic properties (Lee and Choung 2010).
Vitamin C is also an important nutrient, besides the well known role in preventing
scurvy. Recent studies have shown that vitamin C is involved in preventing various
oxidative stress-related illnesses such as cancers, cardiovascular diseases and
aging (Konas and others 2011; Massot and others 2010; Li and Schellhorn 2007).

According to Msaada and others (2009), lipid components in fruits, which

occur in minor amounts, are presumed to contribute to the development of
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characteristic aromas and flavours during ripening as they are considered precursors
for various volatile odorous compounds of fruits.

Brazil is an important producer of tropical fruits, such as pineapple, guava,
mango, papaya and acerola, which are mainly commercialized “in natura” (Marques
and others 2009). Many fruits are processed into natural and concentrated juices,
jellies, pulp and extracts. In these processes, seeds, peels and other parts are
routinely discarded as useless, causing environmental problems (Mohdaly and others
2009; Oliveira and others 2009). The peels and seeds are often the largest
components of various fruits and generally do not receive adequate attention. In this
sense, there is no reuse or recycling of this material, possibly due to the lack of
commercial value (Soong and Barlow 2004).

The residues could be used as a rich source of beneficial phytochemicals but
this resource is usually disposed as waste materials by many food processing
industries. Furthermore, the reuse of the residues may prevent environmental
pollution and economic losses (Pande and Akoh 2009). Fruit residues are
inexpensive, easily available, and composed of bioactive molecules. Focus of
research has shifted to such residues as source of antioxidants (Shui and Leong
2006). According to Oliveira and others (2009), economically advantageous
alternatives for exploiting the antioxidant content of tropical fruit residues, from juice
processing industries, can provide low-cost nutritional supplements to the local food
industries and population.

There are a growing number of studies involving fruit residues. Fruit
processing industries are responsible for high pollution caused by the inappropriate
discard of the residues, hence, it is becoming crucial to solve this problem by

developing alternatives for the utilization of these raw material. Therefore, the
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objective of this research was to analyze the chemical composition of selected
tropical fruit residues in order to encourage the recycling of this resource, generating

alternatives for human nutrition.

MATERIAL AND METHODS

The fruit residues were obtained from a fruit pulp processing industry
(Natupolpa®) located in Fortaleza, Ceara, Brazil. Seeds and peels of acerola
(Malphigia glabra L.), guava (Psidium guajava L.), papaya (Carica papaya L.) and
sapodilla (Achras sapota L.) along with cashew apple bagasse (Anacardium
occidentale L.), pineapple (Ananas comosus L.) and mango (Mangifera indica L.)
peels. The residues collected were washed, cut into small pieces, spread on
perforated trays and dried in a hot-air oven at 60 °C until complete drying during 24 h

before grinding the samples to a fine powder (Velioglu and others 1998).

Physicochemical characterization the residues

The determination of soluble solids was performed by measuring Brix at
refractometer Atago brand (Atago Inc. USA); the total acidity expressed in g/ 100 g of
citric acid and the pH values was determined by direct reading in potentiometer
brand WTW, model 330i/SET, all the methodologies following the analytical
standards of the Adolfo Lutz Institute (2005) for solid samples. The total reducing
sugars were quantified by the DNS (acid 3, 5 - Dinitrosalicylic) method, according to
Miller (1959), results were expressed as g/ L. Water activity was determined using a

digital hygrometer Aqualab Model 3TE (Decagon Devices Inc. manufactured by,
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USA), the moisture content in fruit residues was determined in according Adolfo Lutz
Institute (2005), ash was determined according to methodology of Association of
Official Analytical Chemistry (1995), the protein content was determined according to
methodology described by Bradford (1976) and the lipid contents (expressed in
percentage) were obtained according to the analytical standards of the Adolfo Lutz

Institute (2005) for solid samples.

Ethanolic extracts preparation

Fruit residues (20 g) were refluxed with ethanol to obtain extracts. Extracts
were prepared with 150 mL of solvent, in a Soxhlet apparatus heated at 60 °C for 6
hours. Then, it was filtrated through n. 1 Whatman paper filter and then entire extract
was evaporated under reduced pressure using rotary evaporator (Buchi rotavapor R-

114) at 50 + 10 °C.

Determination of fatty acid profile

The extracted lipids were subjected to saponification and methylation
according to the methodology of Hartman and Lago (1973). The methyl ester content
was assayed by gas chromatography in a Thermo Ultra chromatograph provided with
a flame ionization detector (FID), using a silica capillary column of 30 m length and
0.25 mm inner diameter, packed with polyethylene glycol (0.25 pym film thickness). A
solution of methyl esters (1uL) in hexane containing approximately 1% esters was
injected under the following conditions: the carrier gas was helium at a flow rate of 2

mL/ min. The injector and detector temperature was 250 °C. Oven temperature
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started at 50 °C for 1 min, increased at 250 °C at a rate of 5 °C/min and held for 10
min. The identification of compounds was done by comparing the retention time of
methyl ester standards. The fatty acids composition was reported as relative

percentage of the total peak area.

Total phenolic content (TPC)

Initially the fruit residue was subjected to agitation with methanol 50%, and
centrifuged (7,500 x g for 30 min.). Then sample was filtrate and the supernatant was
collected. Acetone 70% was added (stand for 1 hour), and the samples centrifuged at
the same conditions. The supernatant was filtered and used for quantification of total
phenolic compounds according to the spectrophotometric method of Folin-Ciocateau
described by Singleton and others (1999), using gallic acid (Vetec, CA) as standard.
The absorbance was measured in a spectrophotometer (Spectrum®, UV model SP-
2000) at 700 nm and the results expressed in milligrams of gallic acid equivalents

(mg GAE/ 100 g).

Total anthocyanins

Fruit residue sample (1g) was mixed with ethanol-HCI solution (70 mL ethanol
70% and 30 mL HCI 0.1%), completed to 50 mL. The amber volumetric balloon was
kept in the refrigerator for one night. Then the absorbance of the solution was read in
a spectrophotometer (Spectrum®, model SP-2000 UV), at 535 nm. The blank was
ethanol-HCI solution. Total anthocyanins content was expressed in mg/ 100 g of

sample using the formula: Absorbance x dilution factor/ 98.2 (Francis 1982).
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Ascorbic acid

The ascorbic acid was determined according to Pearson and Cox method
(1976) for chemical analysis of foods. For this determination, 0.5 g of fruit residue
was added to 50 mL of oxalic acid (0.5%) in the erlenmeyers. Titration was carried
out with standardized 2.6 dichlorophenolindophenol sodium to persistent pink color,
according to the method described by Pearson and Cox (1976). The results were

expressed in mg/ 100 g.

Scavenging activity against 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)

The capacity to scavenge the DPPH free radical was monitored according to a
method reported by Yepez and others (2002). The diluted extract (0.1 mL) was mixed
with 3.9 mL of methanolic solution containing DPPH radicals (6.5 x 10 mol/L). The
reduction of the DPPH radical was measured by monitoring continuously the
decreasing of absorption at 515 nm. The scavenging percentage of DPPH radical
was calculated according to the formula: % scavenging effect = 100 x [(ADPPH -
As)/ADPPH], where ADPPH is the absorbance of the DPPH solution and As is the

absorbance of the mixture the methanolic sample extract plus DPPH solution.
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Statistical analysis

Assays were performed in triplicate and significant differences between
samples were analyzed using analysis of variance (ANOVA) (P< 0.05) followed by
Tukey's test using the statistic program Prism 4.03 (GraphPad Software, San Diego,
CA). All data obtained were reported as mean * standard deviation.

For the analysis of functional compounds, Pearson’s correlation was used to
determine the correlation of data between DPPH free radical-scavenging activity (%)
and total phenolic content, total anthocyanins and ascorbic acid. Pearson’s
correlation close to 1 indicates a positive relationship between X and Y. A correlation
close to -1 indicates a negative relationship. A correlation close to O indicates the
absence of relationship between the two variables. Values between 0.90 and 1 were
considered very strong positive correlation; between 0.6 and 0.9 were considered

strong (Callegari-Jacques 2003).

RESULTS AND DISCUSSION

Physicochemical parameters

The results of the physicochemical parameters found for fruit residues are

presented in Table 1.



Table 1 — Physicochemical properties of tropical fruit residues
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Analyses Residues

Acerola Cashew apple Guava Mango Papaya Pineapple Sapodilla

Water activity 0.38 £ 0.01 0.42 £ 0.02 0.13+0.01 0.27 £ 0.01* 0.28 £ 0.01* 0.33x0.01 0.20£0.01

pH 3.45+0.03 4.26 = 0.02 521 £0.01 4.15+0.01 4.37 £0.01 4.01+ 0.02 542 +£0.01

Total soluble solids (°Brix) 3.0+£0.04 3.8+£0.10 1.0+ 0.02 5.8+£0.02 6.8 £0.02 6.0 £0.03 2.0+£0.03

Acidity (%) 3.60 £ 0.40 0.97+£0.12 0.53£ 0.03 2.17+£0.12 4.15+0.10 2.57£0.03 0.75 £ 0.05
Proteins (ug/g) nd nd nd nd 92.48 £0.15 nd 65.66 £ 0.14
Reducing sugar (g/L) 15.29+0.10 36.00+0.01 3.68+0.03 36.39+0.02 44.81+0.09 29.67+0.03 13.67+0.01

Moisture (%) 4.90+0.35 5.14 £ 0.48 3.96 £0.10 3.35+0.13 7.13+£0.46 6.66 + 0.25 4.67 £0.18

Ash (%) 2.07 £0.07 1.41 £ 0.07 1.20+£0.01 2.66 £ 0.05 7.58 £ 0.07 4.96 +£0.20 2.14 + 0.06
Lipids (%) 2.92 £0.03 2.49+£0.01 11.58 £ 0.01 1.59+0.01 450+ 0.01 0.52 £ 0.01 11.71 +0.01

* Results do not differ significantly in the same line (p > 0.05) according to Tukey test.
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Water represents one of the most critical components in foods, as well as in
many biological systems. In relation to its amount and availability, water affects
several physico-chemical properties of food systems with effects on their chemical
and enzymatic stability (Reid 2007; Neri and others 2010). The water activity (aw) of
a food system governs microbial growth, because microorganisms have a limiting
water activity below which they will not grow or produce toxins (Zamora and Chirife
2006).

In this study, all samples presented low values for water activity parameter
between 0.13 and 0.42 (guava and cashew apple residues, respectively), with
significant differences between samples (p > 0.05). Only between mango and papaya
(0.27 and 0.28) no significant difference (p < 0.05) was observed. All other
parameters showed statistically significant differences between all samples (p >
0.05).

The pH ranged from 3.45 (acerola residue) to 5.42 (sapodilla residue). Mercali
and others (2011) found in acerola pulp, pH value similar to that found in this study
(3.28). Oliveira and others (2011) found for sapodilla “in natura” and lyophilized
values of 5.55 and 5.58, respectively, also similar to results found in this study.

The acidity ranged from 0.53% (guava residue) to 4.15% (papaya residue).
Cvetkovi¢ and others (2009) in their study with dried fruits, typical of Serbia, found
levels of total acidity of 0.8, 1.30, 1.34 and 1.90% for apricot, cranberry, wild apple
and rose hip, respectively.

Only the samples of sapodilla and papaya residues showed protein levels
(65.66 and 92.48 ug/ g, respectively), with significant differences (p < 0.05) this is
probably due to high percentage of seeds and its composition. The types of colloidal

macromolecules found in seeds often are hydrophilic and has a large number of ionic
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groups, such as proteins. However, in this study, protein was not detected in the
other residues with seeds, for example, in acerola. According to Costa et al (2003),
acerola seeds are small and without albumin, which explains the lack of
quantification of this parameter.

Generally, the fruits are very rich in sugars (glucose and fructose), whose
determination is important to evaluate the potential of the product fermentation. We
can observe in Table 1 that the lowest concentration observed was found for guava
residue and the highest value for papaya residue (3.68 g/L and 44.81 glL,
respectively). Cvetkovic and others (2009) also found a wide variation of this
parameter in their study, finding values of 9.72, 16:50, 23:23 and 61.21% for the
following dried fruits: rose hip, wild apple, apricot and cranberry, respectively. The
total solid soluble of fruit residues examined in this study ranged from 1°Brix (guava
residue) to 6.8 °Brix (papaya residue).

According to Bennett and others (2011) dried fruits represent a relatively
concentrated form of fresh fruit where by moisture removal confers increased shelf
life. The moisture in the fruit residues examined in this study ranged from 3.35 %
(mango residue) to 7.13 % (pineapple residue).

The guava residue presented the lowest ash content (1.20%) and the papaya
residue showed the highest (7.58%). These values are higher than those found by
Cvetkovi¢ and others (2009) in their study with dried fruits, finding ash contents of
0.19, 1.29, 3.71 and 4.43% for cranberry, wild apple, apricot and rose hip,
respectively.

Lipids content in the residues analyzed were significantly different (p > 0.05).
The highest value was found for sapodilla residue (11.71%) and the minor value for

pineapple (0.52%).
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Table 2 shows the fatty acids composition of fruit residues. The fatty acid
profile include the acids undecilic (11:0), lauric (12:0), myristic (14:0), pentadecilic
(15:0), palmitic (16:0), palmitoleic (16:1), margaric (17:0), stearic (18:0), oleic (18:1),
linoleic (18:2), linolenic (18:3), nonadecanoic (19:0), nonadecenoic (19:1),
nonadecadienoic (19:2), arachidic (20:0), gadolinic (20:1), heneicosanoic (21:0),
heneicosenoic (21:1), behenic (22:0) and tricosanoic (23:0).

According to Table 2, 85.71% of the samples had oleic acid in the
composition, 57.14% showed linoleic acid and 14,28% had linolenic acid. According
to la Pefla and others (2011), the consumption of monounsaturated fatty acids
(MUFA), especially oleic acid, has been shown to decrease plasma triacylglycerol
and cholesterol concentrations in healthy normolipidemic subjects. Polyunsaturated
fatty acids (PUFA), such as linoleic and linolenic acids, contribute to the prevention of
atherosclerosis, cancer, heart diseases and diabetes (Chahoud and others 2004).
The major content of oleic and linoleic acids were found in cashew apple (46.49%)

and acerola (10.89%). Linolenic acid was only found for pineapple (3.79%).



Table 2 - Fatty acids composition in fruit residues as relative percentage (%) of the total peak area

Usual nomenclature Samples
Acerola Cashew apple Guava Mango Papaya Pineapple Sapodilla
Undecilic acid [C 11:0] nd nd nd nd nd 15.43 nd
Lauric acid [C 12:0] nd nd nd nd nd 19.63 nd
Myristic acid [C 14:0] nd nd nd nd nd 2.87 nd
Pentadecilic acid [C 15:0] nd nd nd nd nd 3.28 nd
Palmitic acid [C 16:0] 11.91 13.35 nd nd 1.02 4.55 0.94
Palmitoleic acid [C 16:1] nd nd nd nd nd 3.04 nd
Margaric acid [C 17:0] 11.98 nd 24.79 7.20 14.30 nd 9.40
Stearic acid [C 18:0] nd nd nd nd nd nd 0.56
Oleic acid [C 18:1] 15.82 46.49 nd 0.94 4.71 5.78 3.09
Linoleic acid [C 18:2] 10.89 3.72 nd nd nd 6.49 0.78
Linolenic acid [C 18:3] nd nd nd nd nd 3.79 nd
Nonadecanoic acid [C 19:0] nd nd 18.07 5.20 13.88 nd 7.40
Nonadecenoic acid [C 19:1] 16.46 nd nd nd nd 2.66 13.20
Nonadecadienoic acid [C 19:2] 18.44 nd 22.31 7.89 14.21 nd nd
Arachidic acid [C 20:0] nd nd nd nd 11.64 nd 1.24
Gadolinic acid [C 20:1] nd 3.12 5.09 nd nd 2.69 1.24
Heneicosanoic acid [C 21:0] nd nd 3.25 nd nd nd nd
Heneicosenoic acid [C 21:1] nd 12.72 2.87 nd nd nd nd
Behenic acid [C 22:0] 1.67 nd nd 16.74 nd 3.69 nd
Tricosanoic acid [C 23:0] nd nd nd 27.49 nd nd nd

nd: not detected.
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Functional compounds

The results of the determinations of functional properties in fruit residues
extracts are described in the Table 3. There was considerable diversity in the TPC
among the extracts investigated in the present study. TPC of fruit residues examined
in this study ranged from 2.80 mg GAE/100 g to 173.30 mg GAE/ 100 g (guava and
acerola, respectively). According to Babbar and others (2011), total phenolic
concentration could be influenced by geographical origin, cultivar, harvest and

storage time as well as drying and extraction methods.

Table 3 — Determinations of functional properties in fruits residues

Functional compounds

Extracts TPC (mg Anthocyanins Ascorbic acid  Antioxidant
GAE/100 g)* (mg/100 g) (mg/100 g) activity (%)

Acerola 173.30 £ 0.05 60.83 £ 0.17 170.73+0.46  48.21 +0.06
Cashew apple  13.20 + 0.04 2.46 £ 0.01 30.49 + 0.06 17.80 + 0.05
Guava 2.80+0.01 1.55+0.01 39.63 + 0.03 15.97 +0.01
Mango 42.30 £ 0.03 7.47 £0.02 36.58 + 0.04* 44.49 £+ 0.02
Papaya 34.65 + 0.01 11.56 + 0.01 121.95+0.06  25.03+0.01
Pineapple 15.18 + 0.04 10.91 +0.02 51.83 +0.03 33.47 £ 0.01
Sapodilla 4.35+0.03 4.09 £ 0.02 36.58 + 0.02* 28.56 + 0.04
Ascorbic acid - - - 89.57 £ 0.05

* Results in the same column do not differ si%nificantly (p >0.05) according to Tukey’s test.
Results in 5000ppm; TPC: total phenolic content; GAE: gallic

1 - In ethanolic extracts from fruits residues;

acid equivalent.

The anthocyanins, among other functions, contribute to the antioxidant
properties of foods (Einbond and others 2004). Appreciable amounts of this pigment
in acerola extract (60.83 mg / 100g) were found. This residue also showed the
highest TPC (173.30 mg GAE/ 100g). The guava extract showed the lowest value of
anthocyanins (1.55 mg/ 100g) and TPC (2.80 mg/ 100g). All samples analyzed for

these parameters differed significantly from each other (p < 0.05).
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Many fruits are regarded as good source of ascorbic acid, commonly known
as vitamin C. The content of this vitamin in the extracts evaluated varied widely
ranging from 30.49 to 170.73 mg/ 100g (cashew apple and acerola). All samples
showed significant differences, with the exception of the mango and sapodilla
extracts (36.58 mg/ 100g).

Acerola residues showed the highest antioxidant activity and the guava
residue showed the lowest value. All samples analyzed presented difference
significant (p < 0.05).

Table 4 shows the correlation between the total phenolic content (TPC), total
anthocyanins and ascorbic acid in relation to the antioxidant activity of the residues.
The levels of total phenolic compounds (TPC) had significant and strong correlation
(r = 0.73, P <0.05) with the antioxidant activity and total anthocyanins (r = 0.70, P
<0.05). The ascorbic acid content showed no significant correlation (r = 0.49).
Gardner and others (2000) also found strong correlation for phenolic compounds (r =
0.97) in non-citrus fruit juices. TPC are considered the main contributors to the

antioxidant activity of these products.

Table 4 - Pearson correlation between variables phenolics, total anthocyanins
and vitamin C and antioxidant activity of extracts from fruit residues

Variables Correlations (r value)
TPC (mg GAE/100gq) 0.73*
Total anthocyanins (mg/100g) 0.70*
Ascorbic acid (mg/100g) 0.49

* = F significant at 5%.
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Several studies reported that phenolic compounds in spices and herbs
significantly contributed to their antioxidant properties (Shan and others 2005; Wu
and others 2006; Wong and others 2006). Maizura and others (2011) found a
positive correlation coefficient between the total phenolic content and DPPH assay of
plants extracts (r= 0.86) which is highly significant (p < 0.01). This fact indicates that
phenolic compounds were the main contributor of antioxidant activity. Vieira and
others (2011) in their study with acerola, cashew apple and guava pulps also found a
direct correlation between the amount of total phenolics and antioxidant activity
evaluated.

According to Prior and others (1998) previous studies indicated that the
antioxidant capacity of anthocyanins and other flavonoids was 2-6 times greater than
the activity found in common antioxidants such as ascorbate, glutathione, etc. This
fact could explain no significant correlation observed between ascorbic acid (r = 0.49,
P > 0.05) and antioxidant activity in this study.

Santos and others (2008) also showed a positive correlation between the total
anthocyanins and phenolic compounds with the antioxidant activity of acai pulp,

attributing this high result to these compounds.

CONCLUSIONS

Based on the results obtained in the present study, the fruit residues showed

rich nutritional properties and antioxidant contents that justify its use as food

supplements.
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HIGHLIGHTS

> Was quantified the content of elements (Na, Mn, Ca, Fe, Mg, K, Zn and P) present
in residue samples of fruits > The dry ashing, wet and microwave digestion were
employed > Was utilized the determination by inductively coupled plasma optical
emission spectrometry (ICP OES) > The microwave digestion procedure was
recommended due to recovery analysis and time taken > the fruits residues should

be considered as potential mineral resources and its use should be encouraged.

20 comprovante de submisséo deste artigo se encontra no Anexo C.
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Abstract

This work presents a systematic proceeding for quantifying elements (Na, Mn, Ca,
Fe, Mg, K, Zn and P) which have been found in residual samples. Three different
digestion procedures were carried out and accurately evaluated according to the
outcome effects in process of sample analysis. Dry and wet ashing, and microwave
digestion were also employed for samples preparation and mineral determination by
using inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP OES). Certified
Reference Material was repeatedly used in order to verify the microwave digestion
method accuracy over a range 2.0 — 20.0 %. The best responses were found over a
range 101- 127 % for 2.0ml of H,O, and 3.0 ml of HNO3. Such proceedings were

commonly used for fruit digestion due to recovery analysis and time.

Keywords: fruit residues, dry digestion, wet digestion, microwave digestion,

minerals.

1. Introduction

Brazil is the third largest fruit producer in the world (Clerici & Carvalho-Silva,
2011). However, fruit processing brings a substantial residual quantity such as fruit
husks, seeds and pulp (Mohdaly, Sarhan, Smetanska, & Mahmoud, 2009; Babbar,

Oberoi, Uppal & Patil, 2011).
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In Brazil, many tropical fruits are processed for resulting natural and
concentrated juices, jellies, pulp and puree. Commonly, the residues are often
refused or used to produce low-value secondary products (Shui & Leong, 2006). In a
long run, fruit husks, seeds, or any other remains are undervalued, refused and
consequently causing environmental problems (Oliveira et al., 2009).

Fruits and vegetables are important mineral sources (Leterme, Buldgen,
Estrada & Londofio, 2006). Food minerals play an important role in human
nourishment. In addition, human body uses minerals to perform many different
functions - from building strong bones to transmitting nerve impulses. Some minerals
are even used to make hormones or maintain a normal heartbeat. Small amounts of
some minerals can cause cell dysfunction and damages to cell structure. Although,
the necessary amount for our body is quite small and excessive amount can be toxic
leading to imbalances that limit our body's ability to use other minerals (Cesar, 2005;
Fraga, 2005; Zhang & Rui, 2010). There is a distinction between minerals and trace
minerals (also called -trace elements). They are all essential for good health, but your
body only needs a very small amount of each one. These trace minerals are
important for immune system function, energy, metabolism and antioxidant
protection. (Promchan & Shiowatana, 2005; Briones-Labarca, Venegas-Cubillos,
Ortiz-Portilla, Chacana-Ojeda & Maureira, 2011).

In spite of the relatively low concentrations of these minerals, recent
researches have shown that they play an increasingly vital role in our health (Qing-
Hua, Li, Qing & Xiao-Qin, 2011). Based on the relative amounts in human body, trace
elements quantities which are necessary a day (about 100 mg a day) can be

essentially classified into macro and microelements (Oliveira et al., 2012).


http://kidshealth.org/kid/body/bones_noSW.html
http://kidshealth.org/kid/word/n/word_nervous_system.html
http://kidshealth.org/kid/body/heart_noSW.html
http://nutrition.about.com/od/nutritionglossary/g/Metabolism.htm
http://nutrition.about.com/od/nutrition101/f/What-Are-Antioxidants-Good-For.htm
http://www.algaecal.com/trace-minerals.html
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In recent years, analytical instrumentation used to determine minerals has
undergone considerable advances. Optical Emission Spectrometry Inductively
Coupled Plasma technique (ICP-OES) has been widely used providing a number of
advantages, such as simultaneous multiple-element analysis, sensitivity and high
precision, speed, and wide linear dynamic range. This method has showed useful
comparing to others ones (Rui, Qu, & Zhang, 2009; Fouad, Atrees & Badawy, 2011).

Metal analysis in solid samples requires a preliminary decomposition.
According to Aydin (2008), the sample pretreatment procedure must take into
account of expected analysis outcomes, the matrix characteristics and the minimal
required time period of the analytical technique that has been considered here.

Sample decomposition is an important part that affects analytical results (Reis
& Almeida, 2008). Wet and dry ashing microwave digestion procedures have been
used for food sample decomposition primarily for determining trace elements by
analytical techniques (Demirel, Tuzen, Saracoglu & Soylak, 2008). Although these
procedures generally exhibit good accuracy and precision, wet and dry ashing are
time-consuming probably because of error inclusion (Bakircioglu, Kurtulus & Ucar,
2011).

Microwave technology in mineral processing has been investigated for
decades (Samanli, 2010). Digestion using microwave technology has been described
in recent works as a successful sample pretreatment in analytical chemistry providing
a fast and efficient method for sample decomposition in trace metal elements
determination (Aydin, 2008). The microwave digestion method has become one of
the most common digestion methods, which has many advantages, such as fast

dissolution, good dissolving effect, simple, safe, easy to control, low evaporation



Capitulo 2|128
Comparison of digestion procedures for the determination of minerals in tropical
fruits residues using ICP-OES technique

losses, multiple samples digestion and good reproducibility (Qing-Hua, Li, Qing &
Xiao-Qin, 2011).

However, limited information about minerals constituents in fruit-residue
samples has been available. So a careful investigation about those minerals is
mandatory especially for residues produced by pulp-processing industries in Ceara
state, Brazil. In order to exploit fruit-residue minerals as well as mitigating waste that
they produced during any kind of fruit process the recycle program provides low-cost
nutritional supplements for people who have poor mineral supply in foods. In this
present study, comparison to three digestion procedures for mineral determination by

ICP OES by using tropical fruit residues is reported.

2. Experimental

2.1. Apparatus

All measurements were carried out using a simultaneous inductively coupled
plasma optical emission spectrometer with axial and radial views (Optima 4300
Series, Perkin Elmer, USA). Table 1 provides the instrumental parameters used in
the ICP-OES measurements. Table 2 shows the wavelengths and instrumental
configurations (axial or radial) used for the element determination analysis. Acid
digestions were prepared by using a microwave oven equipped with a rotor for six
quartz vessels (Multiwave, Anton Paar, Graz, Austria). The dry ashing digestion
method was also carried out using an ordinary lab oven (Quimis, Diadema, SP,
Brazil) and wet digestion in digestion block (Tecnal, Piracicaba, SP, Brazil). Three

replicated measurements were performed for these experiments.
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Table 1. ICP-OES operating parameters for the analysis

RF Power 1300 W
Plasma ar gas flow 15 L min*
Auxiliary flow 0.5 L min™
Nebulizer flow 0.8 L min™
Sample flow rate 1.4 mL min™
Replicate measurements 3
Signal processing Peak area—3 pixels

Table 2. Wavelengths of the monitored elements and the viewing position of the

instrument
Element Wavelength (nm) View position
Na 589,592 Radial
K 766,490 Radial
P 213,617 Axial
Ca 317,933 Axial
Cu 327,393 Axial
Fe 239,562 Axial
Mg 285,213 Axial
Mn 259,372 Axial

Zn 213,857 Axial
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2.2. Samples

The fruit residues were produced by a fruit pulp processing industry located in
Fortaleza, Ceara State, Brazil. Every collected sample consists of West Indian cherry
seeds and peels (Malphigia glabra L.), guava (Psidium guajava L.), papaya (Carica
papaya L.), sapodilla (Achras sapota L.), cashew fruit marc (Anacardium occidentale
L.), pineapple peels (Ananas comosus L.) and mango (Mangifera indica L.). The
residues were thoroughly washed, chopped into small pieces, sieved by using a
colander and dried in an oven at 60°C for 24-hour dwell time before grinding the

samples in a mill.

2.3. Reagents and solutions

All reagents used were analytical grade, and the water (resistivity of 18.2 MQ
cm) was purified in a Milli-Q® system (Millipore, Bedford, MA, USA). Nitric acid
(HNO3) (68 per cent w per w, Vetec, Rio de Janeiro, Brazil) and hydrogen peroxide
(H20,) (30 per cent, v per v, Vetec, Rio de Janeiro, Brazil) and hydrochloric acid

(HCI) (37 per cent, w per w, Synth, S&o Paulo, Brazil).

2.4, Digestion procedures

Three different digestion procedures were investigated: wet digestion (with

HNO3—H,0;) with conventional heating and microwave use, dry ashing digestion in

an oven.
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In the wet digestion procedure with conventional heating, about 0.2 g sample
was weighed directly by using dry clean digestion Teflon vessels. And 2.0 ml of H,0O,
and 3.0 ml of HNO3; were added; the vessels were put in a block digester. The
temperature was gradually increased until 120°C for 4 hours. After the digestion
period, the vessels were removed from the oven to be cooled and the samples were
transferred quantitatively by using appropriate volumetric flasks and finally the
samples were diluted to 25 ml using Milli-Q® water. The same digestion procedure
was carried out for blank solution.

The “ash content” is a total amount of minerals found in foods. A great number
of dry ashing methods that determine ash content have already been officially
accepted (AOAC Official Methods of Analysis). Dry ashing procedure was
accomplished by using 1.0 g of sample and put in a porcelain crucible. The crucible
was put in an oven and heated at calcination temperature (500 + 20 °C) for 4h. After
ashing process had completely finished (white or a semi-gray ash), the crucible got to
be cooled. The residue was dissolved in 5 ml of HCI and the mixture was heated
slowly to dissolve the residue until reaching the expected results. The solution was
transferred to a 25 ml volumetric flask for reaching the adequate volume using milli-
Q® water.

In digestion using microwave, about 0.2 g of sample was weighed and
transferred to quartz vessels. And 2.0 ml of H,O, and 3.0 ml of HNO3; were added.
The vessels were properly put in the microwave rotor. The digestion heating program
consisted of the following three steps: 1) 100-500W of power for 5 min; 2) 800W of
power for 15 min and 3) power off in the maximum air flux into the microwave cavity

for 15 min for cooling the vessels down to room temperature. Afterwards, all samples
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were diluted in 20 ml with ultrapure water in volumetric flask. Blanks were treated the

same way with no samples for all procedures.

2.5. Analysis of standard reference material

The Certified Reference Material (CRM), NIST SRM 1515 - Apple Leaves
were used in order to verify the accuracy of microwave digestion method, and if the
results were in good agreement with the confirmed and well-known values. Digestion
conditions were used as reference sample and were identical comparing to our fruit
residue samples. There were no results for Zn mineral because they was out of
detection range related to our reference sample.

Three replicates were performed for each sample of CRM. As it can be seen,
microwave assisted digestion results are found to be in good agreement with the
certified values seen as in Table 3. The analysis results from CRM were all at 95%
reliable limit. System precision was considered appropriate when the RSD,

calculated on the assay results obtained, does not exceeded more than 20 per cent.
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Table 3. The analysis results using microwave technology for digestion procedure by

using NIST SRM 1515 - Apple Leaves Certified Reference Material, n=3

Element Certified Value Microwave digestion  RSD (per cent)
Calcium (per cent, wt) 1.526 £ 0.015 1.564 + 0.080 5.11
Magnesium (per cent, wt)  0.271 + 0.008 0.276 £ 0.014 5.07
Phosphorus (per cent, wt)  0.159 + 0.011 0.171 £ 0.005 2.92
Potassium (per cent, wt) 1.61 +0.02 1.73+£0.08 4.62
Sodium (ug g% 244+12 31.0+5.8 18.7
Iron (ug g™) 83+5 89.5+4.8 5.36
Manganese (ug g™%) 54 +3 59.8+ 2.9 4.85

2.6. Calibration and statistics

Minerals determination process has been accomplished by using a calibration
curve of 1, 5, 10 and 15 mg L™ (Fe, Cu, Mn e Zn); 5, 10, 15 and 30 mg L™ (Ca, Na,
K, Mg) and 50, 100, 150 and 300 mg L™* (P) from standards solutions (Acros
Organics, Geel, Belgium) of 1000 mg L™. Detection limits were calculated and the
element concentrations reach a three-time magnitude standard deviation comparing
to a series of ten successive measurements of the blank solution for the peak value
of each element.

The whole data were subjected to a statistical analysis using GraphPad Prism
3.0 program. Dunnett's test was employed to estimate the values and their
meanings. A value of P<0.05 was considered statistically significant. Variables were

reported as meanzSD.
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3. Results and discussion

The mineral compositions in fruit residues are depicted in Table 4 and Figs. 1-
2. It can be seen that the results of wet, dry and microwave digestion procedures
have statistically showed some significant differences as a result. However, digestion
using microwave method was more efficient because dry and wet digestions are
lagging and have often shown some new drawbacks such as volatile loss possibility
for some minerals. Sample digestion is an accurate method, simple and fast for ICP-
OES for elements determination such as Ca, Na, Mn, Fe, Mg, P, K and Zn in fruit
residue samples. Another advantage using this method comes with sample
preparation that is the residual capacity to reduce the residual carbon content after
the heating process.

The concentration range for elements observed in the samples were 28.9 -
980.1 (Na), 1.5 - 212.2 (Mn), 284.7 — 3663.6 (Ca), 1.1 — 51.7 (Fe), 579.2 — 2377.2
(Mg), 1937.0 — 42980.9 (K), 2.9 — 19.1 (Zn) and 272.0 — 8066.9 (P) Hg per g.
According to the data level, potassium has the highest concentration, followed by
phosphorus and calcium.

Comparing the results between dry digestion and wet digestion procedures by
using microwave technique, the Table 4 shows there are significant differences for
these two digestion procedures, except for Na and Mn minerals which have shown
no significant difference between microwave digestion and dry digestion results, for
28.7 per cent of analyzed residue samples. The percentage was lower for Fe

showing only 14.28 per cent of samples as a result.



Table 4. Trace element contents (ug per g) in fruits residues after dry, microwave and wet digestion procedures, n=3

135

Na Mn Ca Fe
Wet Microwave Dry Wet Microwave Dry Wet Microwave Dry Wet Microwave Dry
Guava 28.9+3.3 88.9+2.5% 89.1+2.5% 4.2+0.3 10.5+0.3 5.7+0.3 388.9+5.0 495.0+13.5 412.3+38.5 39.1+1.0 31.6+1.3 <LD
Mango 71.2+13.0 267.3x1.0 186.2+15.2 14.2+0.2 26.3+2.0 20.8+0.4 2272.0+£83.0 2773.5+262.2 2432.0+89.2 9.9+0.76 18.6+0.4 1.1+0.2
Papaya 653.3+11.0 980.1+19.4 525.3+1.0 4.8+0.04 12.2+0.7% 11.1+0.1% 2583.0+£140.0 2841.4+114.6 2472.7+180.8 20.3+2.1 29.4+2.7 18.7+0.7
We:r:el?rdyian 188.2+15.0 258.0+19.7 309.4£13.2 1.5+0.8 5.5+0.1 5.3+0.2 2087.0+19.0 2577.7+60.4 2238.3+76.3 27.0+£5.0 49.3+£1.2 4.1+1.2
Cashew fruit 169.4+1.5 249.3+4.9% 251.8+1.2% 8.8+0.1 18.1+0.7 13.3+1.2 284.7+19.0 339.1+25.0 359.8+13.1 11.7#1.3 23.8+0.4 <LD
Sapodilla 534.6+8.0 829.7+33.5 682.0+31.9 7.1+0.2 14.2+0.9 10.5+0.2 3018.0+63.0 3631.1+173.0 3119.7456.3 51.7+16.0 26.7+2.6 11.6+0.7
Pineapple 311.1+21.0 476.5+£11.8 676.0+2.0 131.8+2.3 211.9+1.0% 212.2+1.0% 2881.0£94.0 3398.0+22.0 3663.6+122.7 16.60.2 34.4+0.7% 34.5+0.6%
Mg K Zn P
Wet Microwave Dry Wet Microwave Dry Wet Microwave Dry Wet Microwave Dry
Guava 586.1+29.0 951.7+19.4 793.6+23.1 1937.0+120.0 3371.0+97.2 2484.9+2.0 14.5+1.1 16.9+1.6 2.9+0.4 1483.0+80.0 2608.6+8.8 2109.2+104.2
Mango 738.6+37.0 1162.0+95.2 992.3+25.1 6668.0+440.0 11198.0+1049.6 10188.6x473.7  4.1+0.3% 4.2+0.2* 8.2+0.4 452.6+13.0 920.5+9.4 272.0+1.9
Papaya 1657.0+130.0  2377.24108.1  2078.4+26.3  22810.0+730.0  42980.9+1274.4  38226.9+2845.2 14.5+0.8 17.5+1.1 19.1+0.6 5032.0+150.0  8066.9+402.6  6708.6+386.0
We(:Sr:el:]IFi),ian 681.9+23.0 1018.1+40.7 937.3+£35.5 3826.0+560.0 6793.6+401.8 6479.1+244.6 9.8+0.6 8.7x0.4 13.8+0.3 1006.0+£16.0 1857.2+111.9 1209.1+9.3
Cashew fruit 664.69.0 1030.9+40.0 829.5+55.2 3286.0+110.0 4916.3+239.7 5220.0+489.2 10.0£0.2 13.4+0.4% 12.1+3.3% 718.5+43.0 1278.3+25.4 794.6+60.2
Sapodilla 579.2+11.0 907.5+34.6 794.2+12.3 3986.0+690.0 5041.0+169.2 5793.7#211.4  55105% 5.8+0.4% 8.0+0.3 633.0£26.0 1062.3+57.7 507.6+22.9
Pineapple 938.5+130.0 1335.7+21.6 1299.4+50.0  14220.0+£590.0 25457.6+465.7  27224.9+2457.1  4.0+0.3 6.2+0.5% 6.2+0.4% 700.8+9.9 1283.5+62.3 712.8+2,0

* In the same line indicate no statistically significant difference (p>0.05).
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Figure 1. Comparison on the element concentrations between dry, wet and microwave

digestions for fruits residues of west Indian cherry, cashew apple, guava and mango.
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Figure 2. Comparison on the element concentrations between dry, wet and microwave

digestions for fruits residues of papaya, pineapple and sapodilla.
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There are no significant differences between microwave and dry digestions for
Zn at 28.7 per cent of analyzed residue samples. Similarly, some identical values
were also found for wet and microwave digestions.

Sodium (Na) is the main extra-cellular cation. It contributes for keeping acid—
base balanced in an osmotic regulation. (Aydin, 2008). Sodium value found in
papaya residues (Fig. 2e) was maximum and the sodium value found in guava
residues was minimum (Fig. 1c). The sodium amounts in fruit residue samples were
28.9 ug and 980.1 ug per g Akin-ldowu, Ibitoye, Ademoyegun and Adeniyi (2011)
studied local fruit from western Africa tetrapleura tetraptera and found a mineral
quantity of Na, based on dry weight, about 119.48 up to 2364.93 ug per g.

Manganese (Mn) is one of vital elements. Manganese is found in some
enzyme structures as well as providing activation for other enzymes. In addition, it
can also improve body immunity and stimulate anti-toxin synthesis (Altundag &
Tuzen, 2011; Qing-Hua, Li, Qing & Xiao-Qin, 2011). In the present study, manganese
concentrations from 1.5 - 212.2 ug per g were determined. The manganese value
found in pineapple residue (Fig. 2f) was maximum and the manganese value found in
west Indian cherry residue was minimum (Fig. 1a). Manganese values from recent
works have been reported over a range 4.74-25.5 ug per g for dry weight in dried
fruits commonly consumed in Pakistan (Duran, Tuzen & Soylak, 2008). Altundag and
Tuzen (2011) found manganese levels of 0.56 ug per g in dried apple, 1.29 ug per g
in dried fig, 1.52 pug per g in dried black plum, 2.77 pg per g in dried yellow plum, 2.87
Mg per g in dried grape, 4.14 pg per g in dried apricot and 4.16 pg per g in dried

mulberry.
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Several studies have shown that calcium (Ca) can increase of bone capillary
density, playing a major role in osteoporosis treatment and prevention by anti-
inflammatory characteristics and reducing swelling effects (Park, Heo & Park, 2011;
Qing-Hua, Li, Qing & Xiao-Qin, 2011). The calcium level found in pineapple residue
(Fig. 2f) was maximum and calcium level found in cashew apple residue was
minimum (Fig. 1b). The lowest and highest levels found in calcium were 284.7 —
3663.6 pg per g, respectively. Cvetkovi¢, Filipcev, Bodroza-Solarov, Bardic and
Sakac (2009) reported levels of calcium of 14.33 ug per g in dried cranberry, 509.39
Mg per g in dried wild apple, 3795 ug per g in dried rose hip and 35.105 ug per g in
dried apricot from Novi Sad (Serbia).

Iron (Fe) is a physiological essential trace element and a hemoglobin carrier in
red blood cells, which transports oxygen from lungs to body's tissues, including
muscles, brain and is an active site of many enzymes (Aberoumand & Deokule,
2009; Konczak & Roulle, 2011). According to Benito and Miller (1998) many factors
affect iron bioavailability but most research has been focused on the dietary factors.
There is no enough information about the physiological factors that influences
absorption process. Studies have showed that ascorbic acid is the most clearly
documented enhancers of non-heme iron bioavailability. Moura and Canniatti-
Brazaca (2006) reported that iron supply contained in fruits, that are rich in ascorbic
acid, normally is 15 percent available.

The iron value of sapodilla residue (Fig. 2g) was maximum and the iron value
of mango residue was minimum (Fig. 1d). In this study, iron concentrations from 1.1 —
51.7ug per g were determined. Cvetkovi¢, Filip€ev, Bodroza-Solarov, Bardic and
Sakac (2009) reported levels of iron in the dried fruits of 2.45 ug per g in cranberry,

22.3 ug per g in wild apple, 13.16 ug per g in rose hip and 6.955 ug per g in apricot.
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The iron concentration in previous studies was in the range of 6.76 - 64.1 ug per g
dry weight in dried fruits commonly consumed in Kayseri, Turkey (Duran, Tuzen &
Soylak, 2008). Saracoglu, Tuzen and Soylak (2009) found the lowest and highest
levels of iron in dried apricot samples of 10.4 and 80.1 pg per g. Altundag and Tuzen
(2011) found levels of iron of 11.82 pg per g in dried fig, 12.65 pg per g in dried
yellow plum, 12.59 ug per g in dried black plum, 19.47 ug per g in dried apple, 25.68
Hg per g in dried apricot, 35.57 ug per g in dried grape and 36.17 ug per g in dried
mulberry.

Magnesium (Mg) deficiency can result to increased excitability of nervous
system (Qing-Hua, Li, Qing & Xiao-Qin, 2011). The magnesium value of papaya
residue (Fig. 2e) was maximum and the magnesium value of sapodilla residue was
minimum (Fig. 2g). The magnesium values have been obtained over a range of 1.5 -
212.2 ug per g. Akin-ldowu, Ibitoye, Ademoyegun and Adeniyi (2011) have studied
tetrapleura tetraptera fruit and found mineral content of Mg, based on dry weight,
from 392.35 to 2951.28 ug per g.

Phosphorus (P) directly affects both bone-forming (osteoblasts) and bone-
resorbing (osteoclasts) cell activities (Hruska & Mathew, 2011). Phosphorus values
found in papaya residue (Fig. 2e) was maximum and the phosphorus value found in
mango residue was minimum (Fig. 1d). Phosphorus levels found in fruit residues in
this present work have ranged from 272.0 ug per g to 8066.9 ug per g.

Potassium (K) is the main intracellular cation and plays a primary importance
role in nerve and muscle excitability (Aydin, 2008). Potassium value found in papaya
residue (Fig. 2e) was maximum and potassium value found in guava residue was
minimum (Fig. 1c). Potassium content found in fruit residue samples were 1937.0

and 42980.9 ug per g. Studies by Cvetkovi¢, Filipéev, Bodroza-Solarov, Bardic and



Capitulo 2|141
Comparison of digestion procedures for the determination of minerals in tropical
fruits residues using ICP-OES technique

Sakac (2009) found potassium levels of 187.5 ug per g in dried cranberry, 5848.5 ug
per g in dried wild apple, 11891 ug per g in dried rose hip and 14155 ug per g in dried
apricot. Potassium in tetrapleura tetraptera fruit, based in the dry weight, was found
in the range of 8631.09 —14881.00 ug per g (Akin-ldowu, Ibitoye, Ademoyegun &
Adeniyi, 2011).

According to Aydin (2008) and Aberoumand and Deokule (2009) zinc (Zn) is
necessary for functionality over 300 different enzymes and it plays a vital role in an
enormous number of biological processes. Furthermore, Qing-Hua, Li, Qing and
Xiao-Qin (2011) highlight zinc importance in human body immunity function and that
it can accelerate damaged tissues healing by increasing body resistance to infection.
The zinc value found in papaya residue (Fig. 2e) was maximum and the zinc value
found in guava residue was minimum (Fig. 1c). The lowest and highest zinc levels
were found over a range 2.9 — 19.1 ug per g, respectively. Zinc in apricot was found
over a range 2.96-12.0 ug per g (Saracoglu, Tuzen & Soylak, 2009). Altundag and
Tuzen (2011) found levels of zinc of 2.16 ug per g in dried grape, 2.87 ug per g in
dried black plum, 2.98 ug per g in dried fig, 3.55 ug per g in dried apple, 3.78 ug per g
in dried mulberry, 5.16 pg per g in dried yellow plum and 5.90 pg per g in dried
apricot.

It is very important to note that in recent works were found no relevant

minerals levels in wet fruit residues comparing to dried fruit residues.
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Conclusions

The mineral element determination can be successfully carried out using
various digestion techniques by using ICP-OES. However, according to the
techniques used here, the microwave digestion procedure is the most suitable for
minerals determination in fruits residues taken in account of its analysis simplicity and

easy processing itself.
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Abstract

Artemia salina L. (Artemiidae), the brine shrimp larva, is an invertebrate used in
toxicity tests of chemical and natural products as an alternative analytic method. In
this study the Medium Lethal Concentrations (LCso value) of seven fruit residues
extracts such as: acerola (Malpighia glabra L.), cashew apple (Anacardium
occidentale L.), guava (Psidium guayava L.), mango (Mangifera indica L.), papaya
(Carica papaya L.), pineapple (Ananas comosus L.) and sapodilla (Achras sapota L.)
were evaluated. The concentrations of 5.000, 1.000, 500, 100 and 10 mg.I*, were
tested using Artemia salina L. The subchronic toxicity of fruit residues extracts was
measured in male Swiss mice, in the dose of 500 mg/kg (oral administration) or
sterile saline (0.9% w/v; NaCl) during 14 consecutive days. Body mass, organ weight
alteration and blood levels of the biochemical parameters were evaluated. The
results showed that only the extracts of acerola (Malpighia glabra L.) and cashew
apple (Anacardium occidentale L.) were considered toxics (LCso < 1000 ppm) for the
brine shrimp bioassay. In the subchronic study with mice, there were no mortality and
signs of toxicity during the experimental period indicating a safe utilization of the

analyzed residues.

Keywords: fruit residues extracts, toxicity, Artemia salina L., Swiss mice.

o) comprovante de submisséo deste artigo se encontra no Anexo D.
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INTRODUCTION

Brazil is one of the three major fruit producers in the world (Clerici and
Carvalho-Silva 2011). Consequently, the high production results in large losses.
According to Babbar and others (2011) the processing of fruits generates substantial
amounts of residues in the form of peels, seeds and pulps. The inappropriate
disposal of these residues can also cause an increase of environmental problems.

To minimize agroindustrial and ambiental losses, the reuse of fruit residues is
being encouraged, as it could represent a good source of nutrients for human health.
One of the most interesting alternatives for utilization of these resources is the
recovery of the bioactive constituents from the residues, which could be used in food,
cosmetic, and pharmaceutical industries (Makris and others 2007; Babbar and others
2011).

Despite of the interest in the utilization of fruit residues, there is a lack of
information about the toxicity of resource in the literature. There are several methods
to determine the toxicity of plants with laboratory animals. Vidal and others
investigated the toxicity of pomegranate (Punica granatum L.) hydroalcoholic extract
of in mice (acute) and Wistar rats (subchronic); Harizal and others (2010) evaluated
the acute toxicity of methanolic extracts of Mitragyna speciosa Korth in Sprague-
Dawley® rats; Monjanel-Mouterde and others (2006) studied the chronic toxicity of
Mitragyna inermis (Willd.) O. Kuntze hydro-extract in Wistar rats; Cho and others
(2009) investigated the subchronic toxicity of soy extract in rats F344/DuCrj;
Hanamura and Aoki (2008) used Sprague-Dawley® rats in acute, subacute and
subchronic toxicity tests in the evaluation of polyphenols extracted from acerola, in

order to provide a reference for the safety of these compounds as a food supplement
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for humans. Greenspan and others (2005) reported in vivo and in vitro that the
powder films prepared from muscadine grape has significant anti-inflammatory
properties, demonstrating its bioefficacy.

Artemia salina Leach., the brine shrimp, is an invertebrate component of the
fauna of saline aquatic and marine ecosystems. Artemia has high sensitivity to a
broad range of compounds, being used as a test organism for bioassays. Among
these applications, they have been used in the analysis of pesticide residues,
mycotoxins, anesthetics, dinoflagellate and plant toxins, morphine-like compounds
and oil dispersants toxicity (Parra and others 2001; Santos and others 2010).

Several studies about the lethality test with A. saline for the toxicological
evaluation of plant extracts have been reported. Some examples can be listed as
follows: Bussmann and others (2011) evaluated the toxicity of aqueous and ethanolic
extracts of 341 plant species traditionally used in Peru for medicinal purposes;
Jimenez and others (2011) studied the toxicity of extracts rich in anthocyanins
extracted from fruit of Berberis; Bolivian Lechler; Oloyede (2011) evaluated the
toxicity of essential oils extracted from whole plant of Laporta aestuans (Gaud);
Lachumy and others (2010) used the bioassay of A. saline to elucidate the
pharmacological activities and medical potential of ethanolic extract of Etlingera
elatior (Torch Ginger) flowers, among others.

The aim of the present study was to investigate in vivo and in vitro subchronic

toxicity in mice and acute toxicity in Artemia salina of tropical fruit residues.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of ethanolic extracts
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The fruit residues were obtained from a fruit pulp processing industry located
in Fortaleza, Ceara, Brazil. The samples were collected, with seeds and peels
(herein named residues), of acerola (Malpighia glabra L.), guava (Psidium guayava
L.), papaya (Carica papaya L.) and sapodilla (Achras sapota L.) along with cashew
apple bagasse (Anacardium occidentale L.) and pineapple (Ananas comosus L.) and
mango (Mangifera indica L.) peels. The residues were thoroughly washed, cut into
small pieces, spread on perforated trays and dried in a hot-air dryer at 60 °C until
complete drying during 24 h before grinding the samples to a fine powder (Velioglu
and others 1998).

Fruit residues (20 g) were suspended in 150 mL of solvent (ethanol) and
heated at 60 °C for 6 hours in a Soxhlet apparatus. Then, it was filtrated through n. 1
Whatman filter paper and the entire extract was evaporated under reduced pressure

using rotary evaporator (Buchi rotavapor R-114) at 50 + 10 °C.

Animals

Male Swiss mice (20-30 g) from the Central Biotery of the Federal University
of Ceara, Fortaleza, Ceara, Brazil, were used throughout the experiments. They were
housed in a facility designed to maintain appropriate environmental conditions (20-22
°C, 12 h light/ dark cycle) with free access to water and food. For each experiment,
groups of ten animals were segregated in stainless bracket cages and handled
separately. This study was conducted in accordance with the guidelines set forth by
the U.S. Department of Health and Human Services, and with the approval of the
Ethics Committee of the Federal University of Ceard, Fortaleza, Brazil (CEPA n° 89/

10).
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Obtainment of larvae of the Artemia salina L.

Brine shrimp eggs (A. salina Leach) were hatched in synthetic seawater.
Synthetic seawater was prepared by mixing 3,5% Instant Ocean Sea salt (Spectrum
Brands Company) in distilled water, according to Meyer and others (1982).
Vanhaecke and others (1981) pioneered the use of homogeneous second instar
larvae obtained by two successive incubations of 24 h. The eggs were placed in a
tank with two compartments. The compartment containing the eggs was covered to
keep the eggs in a dark environment. The other compartment was lighted in order to
attract shrimp through holes in the dividing wall panel. After 48 h, the phototropic

nauplii that had migrated to the lighted compartment were collected by pipette.

Subchronic toxicity in mice

Body mass loss, organ weight alteration and the blood levels of the
biochemical parameters alanine amino transferase (AST), aspartate amino
transferase (ALT) and urea were evaluated after once-daily subchronic treatment of
residues fruit (500 mg.kg™; oral administration) or sterile saline (0.9%, w/v, NaCl) for
fourteen consecutive days. After treatment, mice were weighed and peripheral blood
was collected for biochemical analysis (determined by enzymatic and colorimetric
tests — LABTEST). After sacrificing the animal, the liver, kidney and heart were

removed and weighed.
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Brine shrimp lethality assay

Each extract (1 g) was dissolved in 50 mL synthetic seawater to prepare a
stock solution of 20.000 mg.L*. From the stock solution, were prepared
concentrations corresponding to 5.000, 1.000, 500, 100 and 10 mg.L™ In the
bioassay, ten shrimp nauplii were added to three vials for each of five doses,
obtained final volume at 10 mL each. To check the shrimp’ susceptibility at the same
time in each experiment, blank containing only sea water was used as control. The
time of exposure of the target organisms was 24 h. After this time, the survivors were
counted and the percentage of deaths at each dose was recorded (Mclaughlin and
others 1991; Siqueira and Ziminianini 2001; Lima and others 2002; Luna and others

2005).

Evaluation of the test results in the brine shrimp

A profile of organism mortality (in %) related to logarithm of concentration of
tested compound was prepared. Using the values on died individuals (after 24 hours)
in given concentrations was determined the percent of mortality according to the
following formula:

M= (Nm/ No) x 100
Where:
M= mortality of individuals in time t [%]; N,= average number of died individuals; No=
initial number of living individuals put into every concentration at the test start.

The LCsp values for the brine shrimp lethality assay were calculated using a

linear regression where mortality is related to decimal logarithm of concentration.
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Statistical analysis

The data were presented as the mean + standard error (s.e.m.) for ten animals
per group. Analysis of variance (ANOVA) was performed using Student’s t-test for

unpaired values. A value of P < 0.05 was considered to be statistically significant.

RESULTS AND DISCUSSION

Subchronic toxicity study

Repeated doses of ethanolic extract (500 mg.kg™; oral administration) over
fourteen consecutive days did not produce any signs of toxicity in mice. The overall
body mass and the wet weights of the liver, kidney and spleen were considered
normal. Observed to reduction weight the heart for mango and sapodilla groups
(reductions of 14.67 and 18.67%, respectivelly). According to Bucci (2002), to the
order of necropsy and differences in organ removal and trimming techniques might
impact results.

Serum levels of the enzymatic markers of hepatic function, ALT, AST and
urea, differ from respective controls with the exception of acerola group (Table 1).
AST values were between 18:27 - 60.10 IU/ L for sapota and pineapple groups,
respectively. The pineapple group showed the largest AST value, differing
significantly from the control group (45.93 1U/ L) (p <0.05). The guava, mango and
sapodilla groups also showed significant differences, with AST values inferior than

observed for control (37.35, 18:27 and 21.93 IU/ L, respectively). These results
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indicate no liver disfunction in animals, since according to Birchard and Sherding
(1998), normal AST values for mice show a variation between 54 and 269 1U/ L.

For ALT assays (Table 1) the values varied between 22.02 - 67.36 1U/ L
(acerola and mango groups, respectively). It was a significant increase compared to
the control animals that received solutions of pineapple extracts (50.43 1U/ L),
cashew apple (57.52 IU/ L), guava (52.97 1U/ L), papaya (50.39 IU/ L), mango (67.36
IU/ L) and sapodilla (31.91 1U/ L). Even differing from the control group, these values
are still within normal limits. According to Sherding and Birchard (1998) ALT values
between 26 to 77 IU/ L are expected for mice.

The levels of urea (Table 1) ranged from 36.80 - 54.00 mg/ dL (pineapple and
sapodilla groups, respectively). The results found in the control group (44.48 mg/ dL)
was lower than those found by Aigner and others (2007), in a study with male mice
(48 mg/ dL) and Vanderlei and others (2010) (44.8 mg/ dL). The present study
differed significantly from control groups pineapple (36.80 mg/ dL), cashew apple
(52.97 mg/ dL) and sapodilla (54.00 mg/ dL). According to Almeida and others
(2008), the reference values of urea are between 41.97 - 60.02 mg/ dL, so the values
found are within the reference limits for mice.

Increased blood urea levels may be caused by pre-renal, renal, and post-renal
alterations. Regarding renal diseases, blood urea concentrations increase if kidney
function is severely reduced (Aigner and others 2007). In addition, according to Dhali
and others (2006) urea concentration in blood is readily affected by protein intake
(malnutrition or hyperalimentation), type of protein, protein-energy balance in diet and
endogenous protein metabolism. These variables make urea a rather poor measure

of renal function.



Table 1 - Systemic effects of ethanolic extract (500 mg.kg™) in mice. Animals were weighed and injected once daily with ethanolic
extract over fourteen consecutive days. After fourteen days of treatment, animals were weighed, the blood samples were collected
for biochemical dosage (AST, ALT and urea), mice were sacrificed, and the wet weight of organs determined. Values are reported
as mean  s.e.m. Student t-test for unpaired values

Subchronic toxicity - ethanolic extract (500 mg.kg™; oral administration)

Groups

Control Pineapple Acerola Papaya C:sgleew Guava Mango Sapodilla
Body weight before (g) 274+ 38 28.5+3.6 285+25 28.0+2.8 309+1.6 31.4+23 31.8+25 31.6+23
Body weight after (g) 33.2+3.7 335+£3.2 33.4+£26 33.1+3.1 353+1.7 352+1.7 37.0+2.2 359+26
Body weight gain (%) 3.07 £ 0.50 2.49 +£0.45 2.39+0.47 2.50 + 0.45 2.71+0.35 2.19+0.32 2.72 +0.40 2.44 +0.35
Heart (% body mass) 0.75+0.04 0.74 £ 0.013 0.68 £ 0.03 0.69 £ 0.02 0.70 £ 0.04 0.68 £ 0.03 0.64 + 0.02* 0.61 + 0.02*
Liver (% body mass) 5.67 £ 0.06 5.61+£0.09 5.66 £ 0.09 5.70£0.15 5.68 £ 0.09 5.61 +0.01 5.67 £ 0.13 5.53 £ 0.07
Kidney (% body mass)  0.96 + 0.01 0.96 £ 0.01 0.95+0.02 0.92 +£0.02 1.01+0.04 0.97 £ 0.02 0.94 £ 0.03 0.95+0.01
Spleen (% body mass) 0.33 + 0.01 0.31+0.02 0.32+0.02 0.32+0.01 0.34+0.01 0.34+£0.02 0.32+0.01 0.32+0.01
AST (UIN) 4593 +2.49 60.10+2.25* 46.60 + 3.43 48.35+2.16 47.90 £ 1.98 37.35+0.59* 21.93+0.44* 18.27 + 0.60*
ALT (UI/T) 23.12+1.70 50.43+3.39* 22.02+252 50.39+7.65* 57.52+2.29* 52.97 £+5.30* 67.36+1.20* 31.91+2.16*
Urea (mg/dl) 44.48 + 1.31 42.65 + 2.30 46.80 + 1.80 44.25+1.15 52,97 +1.47* 44,71 £ 1.62 48.38 +3.46 54.00 + 0.91*

= Significant differences at P < 0.05 in relationship to control group.
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Acute toxicity in the brine shrimp

Mortality for every sample, after testing the different extracts with brine shrimp,
is shown in Table 2. Increase of mortality is proportional to increase of concentration,
which provided linearity in the dose-effect relationship of every extract and
determination of the LCsy value (Table 3). The results show that only the extracts of
acerola (Malpighia glabra L.) and cashew apple (Anacardium occidentale L.) were
considered toxics (LCso < 1000 ppm).

Meyer and others (1982) established a relationship between the degree of
toxicity and median lethal dose, LCsp, from plant extracts on larvae of A. salina, since

this, it is considered that values above 1000 pug.mL™, these are considered nontoxic.

Table 2 - Ethanolic extracts screened in preliminary toxicity test against Artemia
salina L.

Brine Shrimp mortality (%)

Extracts  —5 500 ug.mL”  1.000 pg.mL™? 500 ug.mL* 100 pg.mL™ 10 pg.mL’
Acerola 100 100 86.7 33.3 0
Cashew fruit 100 93.3 90.0 36.7 0
Guava 80 16.7 6.7 3.3 0
Mango 100 16.7 10 10 0
Papaya 100 50 10 10 0
Pineapple 100 26.7 20 20 0
Sapodilla 100 10 6.7 3.3 0

Table 3 - Toxicity against Artemia salina L.
Toxicity to Artemia salina L. (ug mL™)

Extracts L Ceo
Acerola 209.9
Cashew fruit 148.1
Guava 4166.7
Mango 2472.8
Papaya 1830.7
Pineapple 2129.5

Sapodilla 2628.7
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Cytotoxicity via the brine shrimp test was studied in order to reveal new
anticancer compounds (Harborne 1998). Toxicity to brine shrimp has a good
correlation with anti-tumor activity in man since the brine shrimp responds similarly to
the corresponding mammalian system (Elhardallou 2011). The EDs, (effective dose)
values for found in the test microcrustacean is usually ten times the concentration
necessary to inhibit 50% of cell growth (ICso) in antitumor tests (McLaughlin and
Rogers 1998).

According to Nunes and others (2008), toxicity assays with Artemia salina L.
also shows good correlation with inseticide and anti-Trypanosoma cruzi for
substances with LCsp< 1000 pg.mL™.

Acerola and cashew apple had the lowest values for LCsy (209.9 and 148.1
ug.mL™? respectively), indicating that they exhibit toxicity, probably due to its
composition rich in antioxidants.

Chemically, the cashew apple contains carotenoids (a-carotene, B-carotene
and B-cryptoxanthin), vitamin C, phenols and flavonoids (Brito and others 2007). The
cashew apple juice has excellent anti-oxidant potential, as evidenced by their ability
to scavenge free peroxyl radicals juices (Melo-Cavalcante and others 2003).

Oloyede (2011) evaluated the toxicity potential of essential oils extracted from
whole plant of Laportea aestuans (Gaud) with A. salina, LCso of 367.18 ug.mL™. The
essential oils exhibited high antioxidant content related to a-tocopherol.

Acerola is considered to be one of the best natural sources of ascorbic acid
(De Rosso and Mercadante 2007) and it also contains phytochemicals such as
carotenoids and polyphenols (Mezadri and others 2005). In relation to flavonoids, the
main components of acerola are anthocyanins and flavonols (Hanamura and others

2005) with proven antioxidant activities.
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Jiménez and others (2011) studied the toxicity of extracts rich in anthocyanins
extracted from Berberis boliviana Lechler fruits and the results for B. boliviana L.
pigments showed a median lethal concentration of 247 pg.mL™ suggesting that they
should be considered for further pharmacological studies.

Siqueira and others (1998) reported the isolation of biologically active
substances from extracts obtained from leaves, bark, stem and seeds of Unonopsis
lindmanii, subjecting these extracts to the bioassay with brine shrimp toxicity. The
results demonstrated the validity and reliability of the bioassay, where toxicity to A.
salina converged to the fractions that contained a known active substance, the

alkaloid liriodenine.

Conclusions

In conclusion, results for the brine shrimp bioassay show that the extracts of
acerola (Malpighia glabra L.) and cashew apple (Anacardium occidentale L.) exhibit
toxicity. The subchronic study clearly show that oral administrations of all extracts of
fruit residue in dose 500 mg.kg™ for 14 consecutive days did not cause mortality or

toxicity mice indicating a safe utilization of the residues analyzed.
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ABSTRACT

Probiotics are live microorganisms which confer beneficial effects on the host when
administered in adequate amounts. The present study aimed to find the most
appropriated method for obtaining viable probiotic culture to be incorporated into fruit
residues to get a functional food supplement. The microorganism Lactobacillus casei
NRRL B-442 was cultivated in skim milk and subjected to lyophilization or
atomization processes. In addition, the microbiological safety (total coliforms,
Escherichia coli sp., yeasts and molds) of the fruit residues was evaluated. The
results indicated that the lyophilized fermented milk presented higher viable cell
counts (8,84 Log CFU/g) than atomized milk with or without maltodextrin (8,25 and
8,47 Log CFU/g). Moreover, the only microbial contamination was found in guava
residues which showed total coliforms content of 39 x 10 CFU/g. In conclusion, the
process of lyophilization or atomization can be used to obtain viable probiotic cultures

for incorporation in the supplement.

Keywords: Lactobacillus casei NRRL B-442, skim milk, lyophilization, atomization,

fruit residues.
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1 INTRODUCTION

Probiotics are defined as live microbial feed supplements that have beneficial
effects on the host by improving its intestinal microbial balance (ROKKA;
RANTAMAKI, 2010). To observe the beneficial effects from probiotics ingestion, the
microorganisms should maintain viability in the food matrix in significant numbers
until the consumption, at levels of at least 10’ viable cells per gram or millilitre of
product (ONG; HENRIKSSON; SHAH, 2006).

Probiotic products are important functional foods as they represent about 65%
of the world functional food market and this trend continues to expand (AGRAWAL,
2005; JANKOVIC et al., 2010). Probiotics have been commonly added to fermented
dairy products, but nowadays also to other food segments (ROKKA; RANTAMAKI,
2010) such as chocolate, cereals and juices (BURGAIN et al., 2011). However, data
of probiotic microorganisms incorporated into fruit residues have not been reported
elsewhere.

While there is ample information available about the health benefits of
probiotics, the technological development of protection systems for probiotics in food
is still a major challenge (HEIDEBACH; FORST; KULOZIK, 2009). The dried form
renders probiotic products with improved handling convenience. It also extends shelf
life by minimizing cellular metabolism of probiotics (CHEN et al., 2011).

Spray drying of freshly prepared probiotic cell concentrates is a widely used
technique for the entrapment and drying of probiotic microorganisms in a single step
(KRASAEKOOPT et al., 2003). However, it was reported that drying by lyophilization
is superior to other drying techniques in terms of preservation of probiotic viability
(MORGAN et al.; 2006).

Dehydration inevitably exerts injury to cellular membranes, intracellular
enzymes and organelles, regardless of the technique used. Preservatives were thus
introduced to mitigate this undesirable effect. In many studies on dairy starters,
sugars and sugar alcohols were proved to offer effective protections during
lyophilization and subsequent storage (CARVALHO; SILVA; HO; TEIXEIRA, 2004).

Therefore, the aim of this study was to evaluate dehydration methods to obtain
viable cells of L. casei for the design of probiotic products. Specifically aimed to: i)

obtaining atomized and lyophilized fermented milk, ii) confirmation of survival/viability
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of L. casei after these processes and iii) evaluate microbiological safety of fruit

residues to verify its possible use to prepare nutraceutical probiotic products.

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Samples

The fruit residues were obtained from a fruit pulp processing industry from
Fortaleza, Ceara, Brazil. Whole samples were collected, with seeds and peels
(herein named residues), of acerola (Malphigia glabra L.), guava (Psidium guayava
L.), papaya (Carica papaya L.) and sapodilla (Achras sapota L.) along with cashew
apple bagasse (Anacardium occidentale L.), pineapple (Ananas comosus L.) and
mango (Mangifera indica L.) peels. The residues were thoroughly washed, cut into
small pieces, spread on perforated trays and dried in a hot-air oven at 60 °C until
complete drying during 24 h before grinding the samples to a fine powder
(VELIOGLU et al., 1998).

2.2 Microbiological analysis in the fruit residues

2.2.1 Sample preparation

The presence of selected foodborne pathogens in the fruit residues samples
such as total coliforms, Escherichia coli sp, molds and yeasts was investigated.
Samples of 25 g were weighted and placed in sterile container. For plating, serial
decimal dilutions (107, 102, 10®) of each sample were prepared in 0.9% sterile

saline, according to the protocol described by APHA (2001).
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2.2.2 Total coliforms (TC) and Escherichia coli sp. (EC)

Counts for fecal coliforms and E. coli were determined in parallel on 3M™
Petrifilm™ E. coli/Coliform Count Plates (Petriflm™ EC plates). Petriflm™ EC plates
were with 1 mL of the dilution. Petriflm™ EC plates were incubated at 35°C for 24h
(TC) and 48h (EC). The procedures for counts of E. coli and coliform microorganisms
using the ready-to-use systems followed instructions given by the manufacturers. On
Petriflm™ EC plates, red colonies with gas bubbles were counted as typical total
coliforms and blue colonies with gas bubbles as typical E. coli. Total coliforms were
calculated by adding numbers for blue and red colonies with gas. Colonies without

associated gas bubbles (either red or blue) were recorded as atypical colonies.

2.2.3 Yeasts and molds

The yeasts and molds count was performed on agar-potato dextrose (PDA)
(Himedia, St. Paul, BR), acidified with 10% tartaric acid (Reagen, USA) and then
incubated at 25 °C for five days, according to the protocol described by APHA
(2001).

2.3 Probiotic microorganism and inoculum preparation

The strain Lactobacillus casei NRRL B-442 (from ARS Culture Collection) was
used in this study. The lyophilized cells were grown in Man, Rogosa and Sharpe
(MRS) broth (Himedia, India) at 37 °C for approximately 12 h. Glycerol (Vetec
Quimica, Brazil) at 50% v/v, was then added to the cultures, which were stored at

-20 °C in sterile screw cap tubes.
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2.4 Activation of microorganism

For inoculum preparation, the stock culture of L. casei B-442 was propagated
in 100 mL of MRS broth at 37 °C for 12 hours to obtain an initial cell concentration of

approximately 10° CFU/ mL counting forming units per milliliter.

2.5 Milk fermentation

The fermentation was carried out using 250 mL Erlenmeyer flasks containing
100 mL of skim milk (10%) prepared according to manufacturer's instructions. The
milk was inoculated with 3% (v/v) of the inoculums, prepared as described earlier,
obtaining an initial cell counts of 3 x 10’ CFU/ mL. The biomass of L. casei in
fermented milk was quantified by measuring the pH, in direct potentiometer (Marconi)

and standard plate count on MRS agar after 12 hours of fermentation.

2.6 Determination of the viability of L. casei in fermented milk

The number of viable cells of L. casei was determined as colony forming
unities (CFU). Serial dilutions of the fermented milk were plated onto MRS agar by
the spread plate method. The plates were incubated at 37 °C for 72 hours. After this
period, plate counts of L. casei typical colonies were recorded. According to
Vinderola and Reinheimer (2000) L. casei colonies are round, creamy white, with a

diameter of 0.9 to 1.3 mm.

2.7 Lyophilization of the fermented milk

The fermented milk samples were added in the lyophilizer bottles and frozen

at -20 ° C for 24h (Enterprise freeze dryer - Terroni). After a period of 24 hours under

vacuum, the dried samples were packed in hermetically sealed glass containers.
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2.8 Atomization of fermented skim milk

The samples of fermented milk were atomized with or without maltodextrin
(5% w/ w) (20 Maltogill® - Cargill, Sd0 Paulo, Brazil), in Spray-dryer MSD 1.0
(Labmaq Brazil Ltda., SP) under the conditions specified in Table 1. The atomized
samples were packed in hermetically sealed glass containers and kept at room

temperature.

Table 1 — Operational conditions used in the drying the fermented milk by
Lactobacillus casei

Operational parameters Level
Air inlet temperature (°C) 100.0
Outlet temperature (°C) 60.0
Atomizing air flow rate (I/min) 30.0
Flow of drying air (m®min) 3.0
Flow rate of the fermented milk (I//hour) 0.3

2.9 Viability of L. casei after dehydration processes

Cell viability after dehydration processes was evaluated according to the

methodology described in item 2.6.

2.10 Determination of the water activity of the atomized samples

The water activity (Aw), after the atomization process was determined through

digital hygrometer AQUALAB model 3TE (Decagon Devices Inc., USA).

2.11 Determination of the process yield

The calculation of process yield was made from the measurement of soluble
solids (TSS) in portable digital refractometer Reichert r2 mini (Tecnal SP). For this,
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the soluble solids was measure before the dehydration process. After the process,
the yield was for calculated from correlation between the initial TSS and the weight of

the final product dehydrated and expressed as a percentage.

2.12 Statistical analysis

The determinations were performed in triplicate and the analysis of variance
(ANOVA) followed by Tukey's test was performed using the software Statistica 7.0
(Statsoft) with 95% confidence. Data were expressed as mean * standard deviation.

3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Microbial analyses

Fungal growth is affected by different environmental factors mainly by water
activity of the medium (NANGUY et al., 2010). In this study, no fungal contamination
was detected, due to low water activity. The only contamination was found for guava
residue which showed total coliforms counts of 39x10™ CFU/g. This contamination
may have occurred during processing, being above the value allowed by Brazilian
legislation (1,0x10 CFU/g) (BRASIL, 2001). Moreover there was no evidence of E.

coli in the samples, indicating no contamination of fecal origin.

3.2 Survival of L. casei in skim milk

The parameters analyzed in the techniques of dehydration used in this study
are described in Table 2.



Table 2 — Results of tests performed with fermented skim milk (10%)
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Viable cell count

Skim milk 10% pH value Water activity TSS (°Brix) Yield (%)
(Log CFU/qg)
Skim milk (control) 6.40 nd nd nd nd
Fermented skim milk (12h) 4.82 nd 8.78 £ 0.30 9.8 nd
Skim milk after freezing at -22°C (24 h) 5.12 nd 8.65+0.20 nd nd
After lyophilization (24h) nd 0.200 £ 0.01 8.84+£0.10 nd 88.14
After addition with maltodextrin 5% nd nd nd 13.3 nd
After atomization without maltodextrin nd 0.274 £ 0.01* 8.25+0.12 nd 75.12
After atomization with maltodextrin 5% nd 0.273 £ 0.01* 8.47+0.01 nd 90.85

* Results in the same column means significant differences according to Tukey Test (p < 0.05)

nd: not determined.
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The skim milk initial pH was 6.40 and after fermentation it decreased to 4.82
due to lactic acid produced by L. casei as a result of lactose fermentation.

The viable cell counts for fermented skim milk before freezing was 8.78 log
CFU/ mL; 8.65 log CFU/ g for fermented milk after freezing and 8.84 log CFU/ g for
dried fermented milk, presenting statistically significantly different. However, even
with the loss observed due to the cellular injury caused by low temperature, cell
viability remained around 98.5%, dispensing the combined use of other
cryoprotectants.

L. casei counts in fermented skim milk were higher in lyophilization process,
differing significantly at 5% of probability from the other samples. According to
Petrovick and Oliveira (2010) in freeze-drying dehydration, glycerol and skim milk,
cryoprotective agents, act preserving probiotic strains.

These results are superior to those found by Spagnol et al. (2005) in their
study with freeze-dried yogurt. The authors found values of 7.31 log CFU / g for
freeze-dried yogurt and 6.73 log CFU/ g for freeze-dried yogurt culture obtained from
selected lactic acid bacteria.

For the atomization process, values of the soluble solids of 9.8 ° Brix in dried
milk and 13.3 ° Brix for milk dried with maltodextrin 5% were found (Table 2). The
highest yield and viable cell count were obtained with the addition of maltodextrin, so
its use is recommended during this process. The addition of maltodextrin did not
affect the water activity and did not differ significantly from milk dried without
maltodextrin.

According to Souza and Saad (2009), to be considered probiotic, the product
must contain at least 10° to 10’ CFU/ g of viable probiotic bacteria at the moment of
consumption, so the results found in this study indicate that both processes provided
a high cellular concentration of viable Lactobacillus casei. In this study, it was verified
that is possible to obtain viable lactic acid bacteria by lyophilization and atomization
of fermented skim milk, with lactobacilli counts in accordance to the required to be

considered probiotic.
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4 CONCLUSIONS

In this study only guava residue showed contamination of total coliform.
Lyophilization and atomization processes resulted in high concentrations of viable
cells showing that these processes can be used to obtain viable cells of Lactobacillus
casei for further elaboration of probiotic supplements. However, stability tests are

needed to verify the probiotic bacteria viability into the residue dried.
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APENDICE A - Perfil dos ésteres metilicos dos acidos graxos do 6leo do residuo
desidratado de abacaxi (Ananas comosus L. Mer.). Analise por cromatografia
gasosa com detector de ionizacdo em chama (DIC) e identificacdo por co-injecao de
padrdes. 1- Acido undecilico (C11:0); 2- Acido laurico (C12:0); 3- Acido miristico
(C14:0); 4- Acido pentadecilico (C15:0); 5- Acido palmitoléico (C16:1); 6- Acido
palmitico (C16:0); 7- Acido linolénico (C18:3); 8- Acido oléico (C18:1); 9- Acido
linoléico (C18:2); 10- Acido nonadecendico (C19:1); 11- Acido gadolinico (C20:1);
12- Acido bénico (C22:0)
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APENDICE B - Perfil dos ésteres metilicos dos acidos graxos do 6leo do residuo
desidratado de acerola (Malpighia glabra L.). Analise por cromatografia gasosa com
detector de ionizacdo em chama (DIC) e identificacdo por co-injecao de padrdes. 1-

Acido palmitico (C16:0); 2- Acido margarico (C17:0); 3- Acido linoléico (C18:2); 4-
Acido oléico (C18:1); 5- Acido nonadecadiendico (C19:2); 6- Acido nonadecenoico

(C19:1); 7- Acido bénico (C22:0)

15004  —— L1500

[ Retention Time 34
5
] 12\8
1000 -| Ny R - 1000
I 68 ¥
s =g H-ﬁ 7 s
500_- | | [ Ema— | W ran oo 00 N @l 500
o o o~ | l RO =2 5 o
Y g 2 3 K [ 82 58§ 5
.J” | « ) & © I ol Y m I T3]
| Wl e R o w @ T T -
_L il — L |".|l'\. AL o L e I OO |

Minutes



Volts

Apéndices |181

APENDICE C - Perfil dos ésteres metilicos dos acidos graxos do éleo do residuo
desidratado de caju (Anacardium occidentale L.). Analise por cromatografia gasosa
com detector de ionizacdo em chama (DIC) e identificacdo por co-injecéo de
padrdes. 1- Acido palmitico (C16:0); 2- Acido oléico (C18:1); 3- Acido linoléico
(C18:2); 4- Acido gadolinico (C20:1); 5- Acido heneicosendico (C21:1)
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APENDICE D - Perfil dos ésteres metilicos dos acidos graxos do éleo do residuo
desidratado de goiaba (Psidium guajava L.). Analise por cromatografia gasosa com
detector de ionizacdo em chama (DIC) e identificacdo por co-injecao de padrdes. 1-

Acido margérico (C17:0); 2- Acido nonadecadiendico (C19:2); 3- Acido
nonadecandico (C19:0); 4- Acido gadolinico (C20:1); 5- Acido heneicosandico
(C21:0); 6- Acido heneicosendico (C21:1)
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APENDICE E - Perfil dos ésteres metilicos dos acidos graxos do 6leo do residuo
desidratado de mamé&o (Carica papaya L.). Analise por cromatografia gasosa com
detector de ionizacdo em chama (DIC) e identificacdo por co-injecao de padrdes. 1-
Acido palmitico (C16:0); 2- Acido margarico (C17:0); 3- Acido oléico (C18:1); 4-
Acido nonadecadiendico (C19:2); 5- Acido nonadecandico (C19:0); 6- Acido
araquidico (C20:0)
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APENDICE F - Perfil dos ésteres metilicos dos acidos graxos do éleo do residuo
desidratado de manga (Mangifera indica L.). Analise por cromatografia gasosa com
detector de ionizacdo em chama (DIC) e identificacdo por co-injecao de padrdes. 1-

Acido margarico (C17:0); 2- Acido oléico (C18:1); 3- Acido nonadecadienoico
(C19:2); 4- Acido nonadecandico (C19:0); 5- Acido bénico (C22:0); 6- Acido
tricosandico (C23:0)
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APENDICE G - Perfil dos ésteres metilicos dos acidos graxos do 6leo do residuo

desidratado de sapoti (Achras sapota L.). Analise por cromatografia gasosa com
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detector de ionizacdo em chama (DIC) e identificacdo por co-injecao de padrdes. 1-
Acido palmitico (C16:0); 2- Acido margarico (C17:0); 3- Acido linoléico (C18:2); 4-
Acido oléico (C18:1); 5- Acido esteérico (C18:0); 6- Acido nonadecendico (C19:1); 7-

Acido nonadecanoico (C19:0); 8- Acido gadolinico (C20:1); 9- Acido araquidico

(C20:0)
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ANEXO E - Certificado referente ao IX Encontro de Pesquisa e Pds-graduacgéo

realizado no (IFCE) Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Ceara

304 op ogdenou| @ esinbsad op BIOHBI-0ld

el BAIS OYULEI BLB|N BLOID BJOId

BWIT 8P-S8WO0D OPIBdRY OIPNEID .wo._&

‘6002 Op 0JqUieAoU 8p 90 ‘FD-BZ3JEl0-

‘3041 0p LIS 1i] — Ba1Bojouda] opdeAouj op oisoduils jff / LIDINT XI —
poiBojousa] o eoypULI) 0edejolu] op 04uodul X1/ OddN3 XI - opdenpeiBb-sod
o esinbsad ep onuodUz X| O sjueinp opeuesaide 10j “TIIQVIN FLNVITVAVO

INVILY.L @ SINOI¥aoy 173nS ‘YATIS SOTIONOISVA Fd 1L1FHOD VIV

‘OHONYS VMIGAITIO 30 YAYHOS ep euojne ap ‘("] ejodes seiydy) 1LOdVS
g (-] eopul eieyBuep) YONVIN ‘(4o ~] Snsouiod seueuy) [XyOvEy ‘7
eiqelb eiybidieyy) YI0¥IOV 30 SOAY.LYHAISIA SONAJS3Y SOT SODININD
-00ISId SOMLIWYHVd, OPEINUl oyjeqes o enb soweoyuaD

og5enou| 3 esinbsad ap e11011aY-04d

y m 0 g nﬂnﬁwﬁ m 8 3 o] J a uﬂhma.e.‘ wﬂﬂ.ﬂﬁ.
" % m w - d@
- L foo i - taomsf

VIDOTON?AL3 VIDNFID'OY¥INaI

3Q7Y¥3032 OLALIASNI

600T 9P 04QUIBAOU 3P 909 0110

VOIO0IOND2LS
NVNOISSIHO¥d ™
oyavonazza f oYy
1v¥3033 3038 4

YDIDOTONDIL OYIVAONI 3@ OISQdNIS

LIdWIS I

VDIDOTONDILE YDIFLLNIID OYIVIDINI 30 OYLNODNZ

11DINd X

OYIHYNAYYUD-50d 3 VSINOSId 30 OULNODNE

DddN4 X




Anexos [192

Latino Americano de

osio

7z

SLACA (Simp
de Alimentos)

ANEXO F — Certificado referente ao 8°

éncia

Ci

opsezifeay *600Z @p oiquidnou ap gQ ‘seurdwe) i

01UIAF O AUBPISAI 05AURI) B0 O BIOPRUIPIO0D) ordewrelB0.d 9P IUWOD) OP BIOPRUSPIOOD)
210}5E ] BLIEJA] BONE]D) "BI(] OPIJEIA] 3P SAAY EPLIqED) "BI(] edeury zonSupoy erpQ T1Q
2

Rz peE Whomy ke T

‘lilseig — ojned oes — seuidwe) ‘600z 9P OIGISAON 8p || B g0 ap opezijea.
SeAjjoadsiad seAop ‘soyessp SOAON :0pezifeqojb opuniu ou SojusWily 8p BIOUSID, - SOJUSWIY
op elouglD 8p oueduswy ouneT oiSodwiS - YOVTS o8 Ou Jejsod op ewlo) we opejussalde
o} “V'IN ‘VINIT 8 ‘SO ¥l ‘VHIFAITO S ‘SINOINA0YH “A'DN ‘VATIS fO 'S
‘OHONVS elojne ap (‘Y3 1 SNSOWOD SYNVNY) IXYOVEY 3d SONA|SIY N3 SIVLOL
SOOITON34 3 FLNVAIXOILNY IAVAIAILY, OPenijul oyjeqes; o enb soweoyna)

SVAIIDAdSA2d SVAON ‘SOIJDSaP SOAON :0pbZI[qo|B OpUNUL OU SOIUBUII[Y 2P DIDUZID
SO1UBWI|Y 2P BIDUYID 9P OuedLIBWY oulle] olsodwis o8

OpeIYI1IdN)




Anexos |193

ANEXO G - Certificado referente ao 8° SLACA (Simpdésio Latino Americano de
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ANEXO H - Certificado referente ao X Encontro de Pds-

realizado durante os Encontros Cientificos da UNIFOR (Universidade de Fortaleza)
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ANEXO | — Certificado referente a XV Semana Universitaria da UECE (Universidade
Estadual do Ceard)
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ANEXO J — Certificado referente ao Il Encontro de Pesquisa realizado durante os

Encontros Universitarios da UFC (Universidade Federal do Ceara)
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ANEXO K - Certificado referente ao |1l SICTA (Simpdsio de Ci

Alimentos)
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ANEXO L - Certificado referente ao 11l SICTA (Simpésio de Ciéncia e Tecnologia de

Alimentos)
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ANEXO M - Certificado referente ao XVIII SINAFERM (Simpdsio Nacional de
Bioprocessos)
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ANEXO N - Certificado referente ao XVIII SINAFERM (Simpdsio Nacional de
Bioprocessos)
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ANEXO O — Comprovante de aprovagao do resumo intitulado “Determination of
minerals in tropical fruits residues using ICP-OES technique”, submetido ao 3°

Approved Abstracts
# Mame
503 AL Sousa

461

149

122

377

324

218

BCNP” (Brazilian Conference on Natural Products)

Adrian Ilartin
Puohlit

Adriana Lima  de
Sousa

Afif Felix Monteiro

Alan Cesar Filon

Alan Diego  da
Conceigdo Santos

FERMNANDA,
FREITAS DE
BRITO

MARIA
FERMNANDA,
FREITAS DE
BRITO

Maria Garetti  de
“asconcelos Silva

Brazilian Conference on Natural Products
Ouro Preto, Brazil Oct.28 - Nov.2 / 2011

Title

LIGNAMNS AND FLAVOMOIDS FROKM CUSCUTA RACEMOSA (CONVOLYLULACEAE)
BY COUNTER-CURRENT CHROMATOGRAPHY

INWITRO ANTIMALARIAL ACTITY OF OLIVACINE AND ELLIPTICINE

LIGNAMNS AND FLAVOMOIDS FROM CUSCUTA RACEMOSA (CONVOLYULACEAE)

BY COUNTER-CURRENT CHROMATOGRAPHY

ANTIBACTERIAL EVALUATION OF EXTRACTS OF HORTIA GENUS AMD ITS
ISOLATED COMPOUNDE AGAINET RESPIRATORY 5YSTEM MICROORGANIZMS

DEVELOPMENT OF A DECOVOLUTION METHOD USING MULTWARIATE CURYE
RESOLUTION (MCR) FOR DEREPLICATION STUDIES ON LEAVE EXTRACTS FROM

Jatropha multifida

CHEMICAL FINGERFRINT OF THE LATEX FROM TRUNK of Hancormia speciosa
Gomes BY HPLC-DAD-ELSD

PHYTOCHEMISTRY APPROACH PLAN Eucalyptus globules

ANTIOXIDANT CAPACITY OF ESSENTIAL OILS OBTAINED BY ESSENTIAL OILS AND
ALCOHOLIC EXTRACTS OF THE LEAVES FROM SPECIES OF THE GENUS LIPPIA

217

Maria Goretti  de
Wasconcelos Silva

DETERMIMATION OF MINERALS IN TROPICAL FRUITS RESIDUES USING ICP-OES
TECHMIQUE

337

52

96

97

Maria Helena
Sarragiotto

Maria Helena
Yerdan

Maria Helena
Werdan

Maria Jose

Cajazeiras Falcao

CLERODANE DITERPEMES FROM STEM BARKS OF CROTON ECHIOIDES

NAPHTHOQUINOMES AND SESQUITERPEMES FROM Sinningia leucatricha TUBERS

(GESNERIACEAE)

QCCURRENCE OF HALLERIDOME IMN Sinningia SPECIES (GESMERIACEAE) AND TS
CHEMOTAXONOMIC SIGMIFICANCE

LEISHMAMICIDAL ACETOGENING ISOLATED FROM Annona muricata (SOURSOPF)
SEEDE

* O certificado do evento ainda n&o foi disponibilizado.
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CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de residuos de frutas deve ser incentivada, tendo em vista que

apresentaram ricas propriedades nutricionais;

O estudo de toxicidade subcrdnica, nas condi¢Ges utilizadas, ndo resultou em
mortalidade ou toxicidade em camundongos machos; entretanto, estudos

adicionais sao recomendados;

Os residuos de acerola (Malpighia glabra L.) e caju (Anacardium occidentale L.)
apresentaram atividade biolégica, comprovada pelo ensaio de letalidade com

Artemia salina L.;

A maioria dos residuos de frutas apresentou padrao microbiolégico satisfatorio;

O leite fermentado desidratado pode ser utilizado para a elaboracdo de
suplemento probidtico, tendo em vista que apresentou contagem celular viavel
de acordo com o exigido pela legislacdo brasileira para ser considerado

probidtico;

Devido as propriedades nutricionais, aliada aos compostos funcionais e
atividade antioxidante mais elevada, o residuo de acerola é proposto para

elaboracdo de suplemento alimentar enriquecido com probidtico.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

» Realizagdo de estudos in vivo apos a elaboracdo do suplemento probiotico, no
intuito de verificar sua atuagcdo no trato intestinal de ratos, atestando sua

potencialidade como probiotico;

» Realizacao de estudos de estabilidade do produto, a fim de verificar as possiveis
interacdes do residuo desidratado da fruta com a bactéria probidtica desidratada

e por quanto tempo esta permaneceria viavel;

» Realizacdo de estudos de mercado para verificar a possibilidade de

comercializagao do produto.



