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RESUMO

Atualmente ha uma demanda por antimicrobianos naturais para uso na industria de alimentos
e, neste sentido, as frutas tropicais apresentam, um potencial promissor, porém ainda pouco
investigado. Este trabalho teve como objetivo identificar e quantificar resveratrol, quercetina e
cumarina em polpas e subprodutos de frutas tropicais, elaborar nanoparticulas com os extratos
que apresentaram maiores teores destes compostos e avaliar a atividade antimicrobiana contra
0s microrganismos Listeria sp. e E. coli K12. Os subprodutos de pitanga roxa e manga, assim
como as polpas de caja, acerola e pitanga roxa apresentaram maiores teores de quercetina,
representando fontes desta substancia. Subprodutos de goiaba e pitanga apresentaram
resveratrol em suas constituigdes, podendo ser considerados fontes deste composto. Para a
cumarina, os subprodutos de maracuja, goiaba e pitanga, assim como a polpa de manga,
podem ser considerados fontes naturais. Entre os materiais analisados, a polpa de acerola e 0s
subprodutos do maracujd e da goiaba foram selecionados para posterior caracterizacdo e
nanoencapsulagdo. As nanoparticulas sintetizadas utilizando acido poli lactideo co-glicolideo
(PLGA) 65:35 apresentaram maiores tamanhos de particula (153,37 a 376,70 nm), quando
comparadas as sintetizadas com PLGA 50:50 (136,53 a 369,25 nm). Todas as amostras
apresentaram baixo indice de polidispersidade, correspondendo a heterogénea distribuicdo na
emulsdo analisada quanto ao tamanho das particulas obtidas. As nanoparticulas sintetizadas
com PLGA 65:35 apresentaram maior eficiéncia do encapsulamento (%EE), com excecédo da
amostra contendo acerola, a qual apresentou melhor EE% para PLGA 50:50. Em relacdo a
analise de liberacdo, todas as amostras avaliadas apresentaram comportamento semelhante,
obtendo liberagdo maxima do composto nos primeiros 30 minutos, apresentando liberagdo
constante apds esse periodo, durante 72 horas de analise. De uma maneira geral, as
nanoparticulas sintetizadas com PLGA 65:35 apresentaram menor concentracdo inibitoria
minima para E. coli K12 e L. monocytogenes quando comparadas as nanoparticulas
sintetizadas com PLGA 50:50. A sintese de nanoparticulas de PLGA utilizando extratos
fendlicos de frutas, especialmente utilizando PLGA 65:35, pode apresentar importantes
aplicagdes, como na industria de alimentos, a conservacdo desses produtos, considerando seu
efeito na inibicdo de microrganismos (E. coli K12 e L. monocytogenes). Além do efeito
antimicrobiano, essas frutas apresentam diversos compostos com propriedades antioxidantes,
que sdo responsaveis pela reducéo do risco de diversas doengas.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana. Compostos fenolicos. Nanoencapsulagédo. Frutas

tropicais.



ABSTRACT

Currently, there is a demand for natural antimicrobials for use in the food industry. Some
tropical fruits have a promising potential , not investigated at the moment. This study aimed
to identify and quantify resveratrol, quercetin and coumarin in pulps and byproducts of
tropical fruits, develop nanoparticles with extracts that showed higher levels of these
compounds and evaluate the antimicrobial activity against Listeria sp. and E. coli K12. The
Surinam cherry and mango byproducts, as well as caja, acerola and Surinam cherry pulps
showed higher levels of quercetin, representing sources of this substance. Guava and Surinam
cherry byproducts showed resveratrol in their content, may be considered as sources of this
compound. Similarly, for coumarin, passion fruit, guava and Surinam cherry byproducts, as
well as mango pulp, can be considered natural sources. Among the analyzed material, the
acerola pulp and passion fruit and guava byproducts were selected for further characterization
and nanoencapsulation. Nanoparticles synthesized using co-glycolide (PLGA) 65:35 poly
lactide showed higher particle sizes (from 153.37 to 376.70 nm), as compared with the
synthesized PLGA 50:50 (136.53 to 369.25 nm). All samples showed low polydispersity
index, corresponding to a heterogeneous distribution in the emulsion analyzed for particle size
obtained. The nanoparticles synthesized with PLGA 65:35 showed higher encapsulation
efficiency, with the exception of the sample containing acerola (best EE % for PLGA 50:50)
and for the release analysis, all samples showed similar behavior, providing maximum release
compound within 30 minutes, with constant release thereafter during 72 hours analysis. In
general, nanoparticles synthesized with PLGA 65:35 had lower minimum inhibitory
concentration for E. coli K12 and L. monocytogenes compared with the 50:50 PLGA
nanoparticles synthesized. The synthesis of PLGA nanoparticles using extracts of fruits
(especially using PLGA 65:35) may have important applications in the food industry to
inhibit microorganisms (E. coli K12 and L. monocytogenes). Besides antimicrobial activity,
these compounds show various fruits with antioxidant properties, which are responsible for
reducing the risk of various diseases.

Keywords : Antimicrobial activity. Phenolic compounds. Nanoencapsulation. Tropical fruits .
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1 INTRODUCAO

O Brasil apresenta uma consideravel biodiversidade de plantas frutiferas, com alta
potencialidade de comercializacdo de suas frutas (FERNANDES et al., 2010), sendo seu
consumo in natura, assim como de seus produtos, considerado em plena expansdao em todas
as regides do pais e em todo 0 mundo.

O crescente consumo de frutas frescas esté relacionado a uma série de fatores que
levam a busca por alimentos nutritivos e naturais, 0 que aumenta a substituicdo das refeigdes
por lanches rapidos, a procura por ganho de tempo e por alimentos individualizados de facil
utilizacdo (RODRIGUES, 2004), como as polpas de frutas.

As polpas de frutas sdo fontes de sais minerais, cidos organicos e fibras, alem de
compostos fendlicos, carotenodides e vitaminas, como a vitamina C (KIM et al., 2010) e
vitamina E (RAMADAN-HASSANIEN, 2008). Estes compostos apresentam influéncia
positiva na saude humana reduzindo o risco de varias doencas, como cancer e doencas
cardiovasculares, além de proporcionarem ao consumidor sabor, cor e aroma agradaveis
(MAIA; SOUSA; LIMA, 2007; CASWELL, 2009; HASSIMOTTO; GENOVESE; LAJOLO,
2009).

No Brasil, em toda a cadeia produtiva das frutas, incluindo colheita, transporte e
armazenamento, as perdas sdo ainda bastante elevadas. As frutas tropicais apresentam, em
geral, elevada perecibilidade, e ainda s&o considerados escassos 0os dados que impulsionem de
fato a aplicacdo de novas técnicas de pds-colheita que venham a diminuir efetivamente estas
perdas. Dessa forma, com a enorme biodiversidade presente no pais, especialmente no
Nordeste, € necessaria a investigacdo cientifica no que se diz respeito a deteccdo,
quantificacdo, extracdo, aplicacdo e utilizacdo de substdncias de interesse para aplicacdo
industrial que tragam beneficios a populacdo, como os compostos fenolicos.

Os compostos fenolicos sdo metabolitos secundarios produzidos pelos vegetais,
que além de sua capacidade antioxidante, podem apresentar atividade antimicrobiana e
antiviral (IGNAT; VOLF; POPA, 2011). Em concentragdes elevadas, os compostos fendlicos
sdo consideradas substancias tdxicas para a célula bacteriana, inibindo seu crescimento
(GARCIA-RUIZ et al. 2007). Diversas pesquisas revelam o efeito antimicrobiano de
compostos fendlicos sobre microrganismos especificos, como Salmonella, Listeria
monocytogenes e Helicobacter pilori (SANTIAGO, 2007).
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De acordo com Huber e Rodrigues-Amaya (2008), dados sobre a composicdo de
compostos fendlicos em alimentos sdo ainda considerados insuficientes mesmo a nivel
mundial e esta caréncia é considerada ainda mais acentuada no Brasil.

E importante relatar que os consumidores tem se tornado cada vez mais exigentes
e criteriosos com a qualidade dos produtos que consomem. E crescente a preocupagio em
fazer uso de produtos menos agressivos de origem natural ou 0 mais proximo possivel desta
origem (PACKER e LUZ, 2007), para evitar o consumo de substancias sintetizadas
quimicamente e aumentar a ingestdo de compostos com alegacéao funcional.

Os compostos fendlicos podem ser explorados industrialmente, a fim de fornecer
ao mercado de alimentos conservantes de origem natural, geralmente reconhecido como
seguros (“GRAS”) e de baixo custo. Além do efeito antimicrobiano, os compostos fenolicos
apresentam-se também como compostos bioativos, sendo responsaveis por contribuicdo
significativa a manutencdo e melhoria efetiva da salde humana. Atualmente, pesquisas
envolvendo o encapsulamento de substancias naturais, como 0s compostos fendélicos, vém
sendo realizadas.

A utilizacdo da nanotecnologia em produtos alimenticios se torna uma alternativa
para efetivar a utilizacdo de substancias naturais, como 0s compostos bioativos, que
proprocione o aumento da estabilidade e melhore as caracteristicas desejaveis dos mesmos,
como cor, composicao nutricional e potencial antioxidantes. Assim, 0 uso da nanotecnologia
pode contribuir para o desenvolvimento de alimentos modernos e convenientes, sem grandes
prejuizos ao valor nutricional (ROBSON, 2011). Estes compostos nanoencapsulados também
podem ser utilizados industrialmente, visando o enriquecimento de novos produtos, tendo em
vista as propriedades terapéuticas dos vegetais, bastantes difundidas cientificamente,
acarretando reducdo das perdas pds-colheita das frutas, fornecimento de novos produtos com
alegacdo funcional ao consumidor, além da geracdo de novos empregos e consequente
incremento da economia regional e nacional.

A identificacdo e a quantificacdo dos compostos fendlicos, como o resveratrol,
quercetina e cumarina, em frutas tropicais e seus subprodutos, torna-se uma estratégia
primordial para elucidagdo de sua potencialidade como antimicrobianos naturais e

consequentemente sua nanoencapsulacdo, para aplicagdes na area de alimentos.



18

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito antimicrobiano de extratos fenolicos de polpa e subprodutos de frutos

tropicais nanoencapsulados.

2.2 Objetivos especificos

v

Identificar e quantificar os compostos fendlicos: resveratrol, quercetina e
cumarina em polpas de frutas tropicais e seus subprodutos;

Avaliar os constituintes bioativos das polpas e dos subprodutos de frutas
tropicais através das analises de B-caroteno, licopeno, antocianinas, flavonoides
amarelos e compostos fenolicos totais;

Selecionar as polpas e os subprodutos que se caracterizem como fonte potencial
de resveratrol, quercetina e cumarina;

Nanoencapsular as amostras selecionadas e avaliar as caracteristicas fisicas das
nanoparticulas;

Avaliar a acdo antimicrobiana de padrdes de resveratrol, quercetina e cumarina,
aléem dos extratos das frutas selecionadas e suas nanoparticulas contra

microrganismos patogénicos (E. coli K12 e Listeria monocytogenes).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Comercializagéo, perdas pos-colheita e beneficios a saude relacionados ao consumo

de frutas

O Brasil apresenta uma consideravel biodiversidade de plantas frutiferas, sendo
alta a potencialidade comercial de suas frutas. Com uma extensdo territorial de 8.512.965
kmz2, o Brasil produz 43 milhdes de toneladas de frutas tropicais, subtropicais e de clima
temperado, proporcionando ao pais uma grande diversidade de frutas o ano inteiro, muitas
delas exclusivas de cada regido. Dessa forma, o Brasil se destaca na producdo de frutas
frescas e processadas, sendo considerado o terceiro maior produtor mundial de frutas,
superado apenas pela China e india, e, em relacéo as frutas tropicais, é considerado o maior
produtor mundial, onde 47% do total produzido sdo destinados ao mercado in natura e 53%
ao processamento (IBRAF, 2010).

Em relacdo a comercializagdo destas frutas, o volume de importacéo de frutas em
2010, as frutas que apresentaram maiores valores foram: péra, macd, uva e ameixa. Em
relacdo a exportacao, apresentaram maior volume: meldo, banana e manga (IBRAF, 2010).
Conforme dados da secretaria do comércio exterior, o Brasil exportou 800.547 toneladas de
frutas frescas em 2010, contabilizando US$ 839,5 milhdes (IBGE, 2010).

O Brasil possui mais de 20 pélos de fruticultura distribuidos nas regides Norte
(Amazonia), Sul (frutas de clima temperado) e Nordeste (culturas irrigadas no semi-arido).
Vaérias frutas dessas regifes apresentam composicdo em aroma e compostos funcionais de
grande valor, particularmente as frutas ricas em antioxidantes naturais como carotendides,
polifendis e acido ascorbico (OLIVEIRA et al., 2009; HAMINIUK et al., 2011).

Os vegetais sdo fontes de energia, proteina, vitaminas e minerais e sdo a Unica ou
principal fonte de vitamina C, folato, fibras e compostos bioativos, dos quais 0 metabolismo
humano também é dependente (BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009).

De acordo com IBGE (2010), o consumo alimentar da populacdo brasileira
combina a tradicional dieta a base de arroz e feijdo, aliada a alimentos com poucos nutrientes
e muitas calorias. A ingestdo diaria de frutas, legumes e verduras estd abaixo dos niveis
recomendados pelo Ministério da Saude (400g), para mais de 90% da populacéo.

As principais frutas consumidas no Brasil, em 2008, foram banana, laranja,

melancia, maga, mamao, citros, abacaxi, manga, uva e meldo, representando um total de 28,86
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kg/pesssoa/ano. No Brasil, a regido Nordeste € a terceira maior consumidora de hortifrutis,
sendo superada pelas regides Sul e Sudeste (Silveira et al., 2011).

Dessa forma, com o aumento da conscientizagcdo quanto aos beneficios a saude e
aumento da qualidade e expectativa de vida propiciada pelo consumo destes produtos, a busca
por uma alimentacdo mais saudavel deve aumentar, observando-se uma tendéncia crescente
no que se diz respeito ao aumento do consumo destes vegetais, principalmente as frutas
tropicais, tendo em vista as caracteristicas sensoriais bastante aceitas pelos consumidores,
como aroma e sabores peculiares, elevado teor de agucares e elevada acidez.

As frutas tropicais sdo amplamente aceitas pelos consumidores e sdo importantes
fontes de componentes antioxidantes, porém a maioria dessas frutas € altamente perecivel, e
suas perdas pds-colheita sdo mais preocupantes em paises tropicais (MAIA et al., 2009). A
enorme variedade de frutas tropicais passiveis de exploracdo e de desenvolvimento no Brasil
se apresenta ao pais como uma janela de oportunidades para as exportacdes de sucos e polpas
(MAIA, SOUSA; LIMA,2007).

O mercado de polpas de frutas congeladas tém apresentado constante crescimento
devido ao elevado potencial mercadoldgico, em funcdo do segmento a ser conquistado, na
medida em que os habitos alimentares relativos ao consumo de frutas in natura sejam
transferidos para o de polpa de frutas. A perspectiva de crescimento deste mercado esta ligada
diretamente a conscientizacdo da populacdo sobre esta alternativa de consumo de frutas, que
evita os problemas de sazonalidade dos frutos, aliada a mudancas de habitos provocados por
diversos fatores, destacando-se o0 ajustamento do homem as facilidades da vida moderna e a
insercdo da mulher no mercado de trabalho (OLIVEIRA et al., 1998).

No Brasil, 0 consumo de sucos corresponde a uma movimentacao de cerca de R$
2 bilhdes por ano, onde foi observado um aumento de 16% nas vendas de 2009 em
comparagdo com o ano anterior. Além disso, 0 mercado de sucos foi responsavel por 17% dos
53,8 bilhdes de litros de bebidas ndo alcodlicas vendidas em 2008. Numeros apontados pela
Associagdo Brasileira das IndUstrias de Refrigerantes e de Bebidas ndo Alcodlicas (Abir)
indicam que o volume de sucos de frutas produzidos no Brasil em 2009 foi de 92 mil litros
apenas nos meses de dezembro e janeiro. Ja 0s meses de junho e julho contaram com 72,6 mil
litros (ABIR, 2010).
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3.2 Subprodutos de frutas

Nas Ultimas décadas, a populagdo mundial vem aumentando de maneira
acentuada, exigindo um melhor aproveitamento dos recursos alimenticios disponiveis
(PEREIRA et al., 2003). No Brasil, o agronegécio é responsavel por grande fatia da
economia, principalmente no que diz respeito a geracdo de empregos e producdo de frutas e
derivados para comercializacdo a &mbito regional, nacional e para exportagéo.

Subprodutos agroindustriais s&o conceituados como sendo aqueles provenientes
do processo produtivo e instalagdes industriais, que podem ser reutilizados, sendo utilizados
como um bem econdémico e de valor social, gerando trabalho e renda, visando, dessa forma, o
desenvolvimento sustentavel (BRASIL, 2010). A designacdo de residuos € utilizada quando a
amostra ndo apresenta valor comercial.

As industrias processadoras de frutas geram grandes quantidades de subprodutos.
O aproveitamento destes subprodutos pode contribuir muito para a melhoria do meio
ambiente, tendo em vista os grandes volumes produzidos e eliminados em locais inadequados,
provocando sérios problemas ambientais (SOUSA et al., 2011; UCHOA et al., 2008).

Os subprodutos provenientes do processamento de frutas apresentam, de uma
forma geral, teores consideraveis de compostos bioativos, incluindo compostos fenolicos
(Tabela 1). Dessa forma, esses compostos apresentam valor agregado potencial, como 0 uso
para aplicacdo como aditivos naturais em alimentos e producdo de alimentos funcionais
(OLDONI, 2010).

Tabela 1 - Compostos fendlicos de subprodutos do processamento de frutas.

Subproduto Fendlicos totais * Autor
Bagaco de acerola 247,62 Sousa et al. (2011)
Casca de lichia 10,21 Wang et al. (2011)
Casca de rambutan 40,20 Thitilertdecha; Rakariyatham (2011)
Casca de mangostéo 25000 Nackz et al. (2011)
Casca de maracuja 101,3 Abreu (2011)
Bagaco de uva 7475,0 Rockenbach et al. (2011)
Casca de macd 588,02 Vieira et al. (2011)
Casca de goiaba 660,00 Watanabe et al. (2011)
Bagaco de caju 95,95 Barbosa (2010)

*mg de &cido galico/100g.
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De acordo com Damiani et al. (2008), a utilizacdo econdmica de subprodutos de
frutas oriundos do mercado in natura ou das agroindustrias, aliada ao desenvolvimento de
tecnologias para minimizar as perdas nos processos produtivos, podem contribuir de forma
significativa para a economia do pais.

Vaérios estudos tém sido desenvolvidos visando a elaboracdo de novos produtos
alimenticios a partir de subprodutos de frutas. Costa et al. (2007) elaboraram pos alimenticios
a partir de subprodutos provenientes da casca e bagago de abacaxi, assim como Uchoa et al
(2008), que elaboraram pds alimenticios a partir do bagagco de caju, goiaba e maracuja.
Miguel et al. (2008) desenvolveram compota, doce e geléia a partir de subprodutos
provenientes do processamento minimo de meldo, obtendo aceitabilidade dos produtos
elaborados com indices superiores a 80%. Damiani et al. (2008) desenvolveram geléias de
manga formuladas com a casca da fruta e Rodrigues e Zambiassi (2008) elaboraram geléias
de abacaxi a partir de subprodutos provenientes da agroindustria.

De acordo com a Tabela 1, é possivel observar, para algumas frutas, elevados
teores de compostos bioativos, como os compostos fenolicos. Dessa forma, a exploracao
desses subprodutos visando a extracdo de compostos fendlicos especificos, como o
resveratrol, quercetina e cumarina, vem a ser interessante industrialmente. Essas substancias,
quando isoladas, podem ser aplicadas em alimentos, visando a atua¢do como conservantes
naturais (efeito antimicrobiano), além de adicionar ao alimento propriedades funcionais.

Estudos visando o aproveitamento desses subprodutos de frutas, com o objetivo
de uma posterior utilizacdo de compostos especificos, como os compostos fendlicos, sdo

ainda pouco abordados na literatura.

3.3 Compostos fendlicos e acdo antimicrobiana

Numerosos compostos presentes em vegetais vém sendo estudados com base em
suas propriedades bioativas, tendo seus potenciais terapéuticos como ancora dos estudos
cientificos. Dessa forma, uma dieta rica em frutas e hortalicas diminui o risco de varios
canceres, e recentemente, ingredientes extraidos desses produtos tem tido bastante énfase nas
pesquisas cientificas (LIU et al., 2010). Entre estes compostos estdo incluidos os compostos
fendlicos (IGNAT, VOLF, POPA, 2011).
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Os compostos fenolicos sdo um amplo e numeroso grupo de moléculas
encontradas em vegetais, como hortalicas, frutas, chés, café, cacau, cereais, vinho, suco de
frutas e soja (HORST e LAJOLO, 2007).

Os vegetais apresentam metabolitos priméarios e secundérios. Os metabdlitos
primarios sdo aqueles que sdo encontrados em todo o reino vegetal, onde ha uma relacéo
direta quanto ao crescimento e desenvolvimento desses organismos, como observado em
processos de fotossintese, respiracdo, transporte de solutos, sintese de proteinas e assimilacdo
de nutrientes. Dessa forma, os metabdlitos primarios sdo essenciais para o desenvolvimento e
crescimento dos vegetais. Os metabolitos secundarios, por sua vez, nao estao ligados a estes
processos e sao restritos a algumas espécies vegetais (FERREIRA; OLIVEIRA; SANTOS,
2008). Os compostos fenolicos sdo classificados como metabdlitos secundarios.

Estruturalmente, os compostos fendlicos compreendem compostos que possuem
um anel aromaético ligado a um ou mais grupos hidroxila, e podem variar de simples
moléculas de fendis a grandes moléculas de compostos polimerizados (BALASUNDRAM,;
SUNDRAN; SAMMAN, 2006).

Em produtos vegetais, estes compostos apresentam considerdvel interesse
tecnoldgico devido a sua influéncia nas caracteristicas sensoriais do produto final, como cor,
sabores amargos e adstringentes, aromas e turbidez (ZARDO et al., 2008).

A biossintese dos compostos fendlicos pode ser induzida por diversos fatores,
como o0 ataque de microrganismos (KISELEV, 2011), estresses quimicos ou fisicos
(SAUTTER et al., 2008) no vegetal, como infeccGes e exposicdo a radiacdo ultravioleta
(JAUREGUI et al., 2009). Os polifenois apresentam uma estrutura quimica comum, derivada
do benzeno, ligada a um grupo hidrofilico.

Os acidos cinamico e p-cumarico, obtidos, respectivamente, da fenilalanina e da
tirosina, constituem o ponto de partida da sintese de compostos fenolicos (SOARES, 2008;
JAUREGUI et al., 2009).

Os principais compostos fendlicos encontrados nas frutas e hortalicas podem ser
alocados em vérias classes, de acordo com o tipo € o nimero de anéis fendlicos, e em
subclasses, de acordo com substituicdes especificas na estrutura bésica, associagdes com
carboidratos e formas polimerizadas (FARAH e DONANGELO, 2006; ALMEIDA, 2007).

Existem trés grandes classes de compostos fendlicos: os flavondides, acidos
fendlicos e taninos (MATILLA etal., 2011).

Acidos fendlicos podem ser classificados em dois subgrupos: acidos

hidroxibenzdicos e &cidos hidroxicinamicos. Acidos hidroxibenzdicos incluem &cidos galico,
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p-hidroxibenzoico, vanilico e siringico, 0s quais possuem em comum a estrutura C¢—C; sendo
considerados os &cidos fendlicos mais simples encontrados na natureza. Acidos
hidroxicindmicos, por outro lado, sdo compostos aromaticos com cadeia lateral formada por
trés carbonos (C¢—Cs), sendo os mais comuns os acidos caféico, ferulico, p-cumérico e
sinapico (BELLUZZO, 2008).

Os flavonoides constituem o maior grupo de compostos fendlicos presentes nos
vegetais. Possuem baixo peso molecular, apresentando em sua estrutura quimica quinze
atomos de carbono distribuidos numa configuragdo C¢—C3—Cs. Essencialmente, a estrutura
consiste de dois anéis aromaticos A e B, unidos por trés carbonos, geralmente na forma de um
anel heterociclico C. Variacdes na configuracdo do anel C resultam em outras classes de
flavondides, como flavonas, flavanonas, catequinas, isoflavonas e antocianidinas
(FERREIRA; OLIVEIRA; SANTOS, 2008; BELLUZZO, 2008). Dentre esses, acidos
fenolicos, flavonoides e taninos podem ser considerados 0s principais componentes da dieta
humana (BELLUZZO, 2008).

Alguns compostos fenolicos ndo se apresentam em forma livre nos tecidos
vegetais. Sdo aqueles presentes sob a forma de polimeros, na qual estdo os taninos (SOARES,
2002). Os taninos sdo compostos de alto peso molecular que constituem o terceiro grupo de
compostos fendlicos e podem ser subdivididos em taninos hidrolisaveis e condensaveis
(BELLUZZO, 2008).

Os taninos hidrolisveis conttm um nucleo central de glicose ou um &lcool
poliidrico, esterificado com &cido galico ou elagico, e sdo prontamente hidrolisaveis com
acidos, bases ou enzimas. Os taninos condensaveis sdo polimeros de catequina e/ou
leucoantocianidina, € ndo sdo prontamente hidrolisaveis por tratamento acido (SOARES,
2002).

As classes de compostos fendlicos em vegetais podem ser observadas na Tabela 2.



Tabela 2 - Classes de compostos fendélicos e representacdo da estrutura quimica.
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3.3.1 Teores de compostos fendlicos em vegetais

O conhecimento do contetdo dos compostos fendlicos em vegetais é considerado

uma ferramenta para o entendimento do seu papel na fisiologia da planta e na salde humana,

bem como para pesquisas que visam o aumento do seu consumo (HOFFMANN RIBANI,

2006). Diversos estudos quantificam e constatam a riqueza de diversas frutas quanto aos

teores de compostos fenolicos (Tabela 3).



Tabela 3 - Teores de compostos fenélicos totais em frutas.

Compostos fenolicos

Polpa de fruta Autor

(mg. 100g™%)
Abacaxi 58,80** Thé et al. (2010)
Abacate 21,86* Fu et al. (2011)
Abrico 2541 * Braga et al. (2010)
Acai 182,95 a 598,55* Santos et al. (2008)
Acerola 1956,53* Silva (2011)
Ameixa 88,28* Fu et al. (2011)
Amora preta 241,7* Ferreira; Rosso e Mercadante (2010)
Avraca-boi 87* Genovese et al. (2008)
Ata 81,70* Almeida et al. (2011)
Bacuri 23,8 Rufino et al. (2008)
Banana 215,7* Faller e Fialho (2009)
Caja 126,85%** Melo et al. (2008)
Caju 844,36* Silva (2011)
Camu-camu 1797* Genovese et al. (2008)
Carambola 36,04* Fuetal. (2011)
Cereja 114,56* Fuetal. (2011)
Cupuacu 51,85 a 74,90** Santos et al. (2008)
Figo 0all3 Vallejo, Marin e Tomas-Barberan (2012)
Goiaba 73,60 * Morgado et al. (2010)
Graviola 203,94*** Melo et al. (2008)
Jameldo 1140* Sheikh et al. (2011)
Kiwi 87,54* Fuetal. (2011)
Laranja 114,6* Faller e Fialho (2009)
Lichia 59,77* Fuetal. (2011)
Lima acida 76,1* Pereira (2009)
Limao 455,2* Duzzioni et al. (2010)
Maca 121,9%** Zardo et al. (2008)
Mamao 88,1* Oliveira et al. (2009)
Manga 15,3 a56,7* Noratto et al. (2010)
Mangaba 98,80* Almeida et al. (2011)
Maracuja 74* Genovese et al. (2008)
Melancia 137,2* Tlili et al. (2011)
Melédo 31,50* Fuetal. (2011)
Morango 52,8* Kajdzanoska; Petreska e Stefova (2011)
Péra 27,58* Fu et al. (2011)
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Pitanga 463,00* Bagetti et al. (2011)
Tamarindo 83,80* Almeida et al. (2011)
Tangerina 134,1* Faller e Fialho (2009)
Roma 2015,2* Fischer; Carle e Kammerer (2011)
Umbu 32,70%** Melo e Andrade (2010)

Uva 138,93*** Melo et al. (2008)

*Resultado expresso em mg de acido galico; ** Resultado expresso em mg de &cido tanico; *** Resultado

expresso em mg de catequina

No que diz respeito a identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos,
métodos espectrofotométricos e cromatograficos em camada delgada eram inicialmente 0s
mais utilizados. No entanto, o interesse em pesquisar os efeitos bioldgicos destes compostos,
tornou imprescindivel que dados mais confidveis sobre conteudo destes em alimentos fossem
adquiridos. Assim, nos ultimos anos, tém-se utilizado métodos analiticos mais sensiveis e
seletivos, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (HUBER; RODRIGUES-

AMAYA, 2008) a fim de se obter maiores informac6es a respeito destes compostos.

3.3.2 Compostos fendlicos: propriedades nos vegetais e atividade biolégica

Nas plantas, os compostos fendlicos exercem defesa contra microorganismos e
insetos, funcdo de fotoprotecdo e também sdo responsaveis pela pigmentacdo e por algumas
caracteristicas sensoriais dos alimentos (HORST e LAJOLO, 2007).

Os flavondides, principalmente antocianinas e flavondis, atuam nas plantas
atraindo polinizadores e disseminadores de sementes, pois em uma flor, muitas vezes, formam
padrBes simétricos de listras, pontos ou circulos concéntricos chamados de guias de nectério.
Tais padrOes podem ser presentes em insetos e acredita-se que auxiliam na localizacdo do
polen e do néctar (FERREIRA; OLIVEIRA; SANTOS, 2008).

Além da pigmentacdo em frutas, flores, sementes e folhas, os flavonoides também
tém importantes fungdes na sinalizacdo entre plantas e microrganismos e na fertilidade de
algumas espécies (HUBER; RODRIGUES-AMAYA, 2008; WINKEL-SHIRLEY, 2008).

Os compostos fendlicos eram considerados inicialmente compostos antinutrientes,
devido a alguns efeitos adversos que produziam no metabolismo humano, exercidos
principalmente pela classe dos taninos. Porém, estudos atuais tém demonstrado a atuagéo
benéfica dessas substancias (HUBER e RODRIGUES-AMAYA, 2008).
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Os compostos fendlicos sdo considerados um dos grupos de compostos bioativos
responsaveis pelos efeitos benéficos a saude, sendo obtidos através do consumo de alimentos
vegetais. Embora existam outros mecanismos, 0 modo de acdo mais citado é a atividade
antioxidante, fornecida pela habilidade de seqlestrar espécies reativas de oxigénio e quelar
jons metalicos (HOFFMANN RIBANI, 2006). Essa capacidade antioxidante vem sendo
constatada por diversos autores, como Snyder et al. (2011) e pode prevenir ou minimizar 0s
efeitos deletérios de diversas enfermidades associadas pelo estresse oxidativo, como
ateroesclerose, cancer, disfungdo pulmonar, cataratas, doengas renais e lesbes de pele
(GIADA; FILHO, 2006), doencas inflamatorias intestinais (SERGENT et al., 2010) e diabetes
tipo Il (VADIVEL,; BIESALSKI, 2011).

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos depende do arranjo dos grupos
sobre a estrutura nuclear (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002) e é de interesse
nutricional, pois tem sido associada a potencializacdo de efeitos promotores da saide humana
atraves da prevencdo de varias doencas (GIADA; FILHO, 2006).

Além da atividade antioxidante, podem ser citados outros efeitos farmacoldgicos
fornecidos pelos compostos fendlicos, como acdo antiinflamatoria e antiplaquetaria, além de
efeitos antialergénicos. Estes efeitos podem inibir enzimas, como a prostaglandina sintetase, a
lipoxigenase e a ciclooxigenase, todas relacionadas diretamente com a formacdo de tumores
(LAGHTON et al., 1991; MIEAN; MOHAMED, 2001; DEGASPARI; NINA, 2004).

Em relacdo aos flavonodides, sua atividade bioldgica depende da sua estrutura
quimica e dos varios substituintes da molécula, uma vez que a estrutura basica pode sofrer
uma série de modificacbes, como glicosilacdo, esterificacdo, amidacdo e hidroxilacdo, que
irdo modular a polaridade, toxicidade e direcionamento intracelular destes compostos
(HUBER; RODRIGUES-AMAYA, 2008).

Relacionados com a reducdo da incidéncia de doencas cardiovasculares
(GRESELE et al. 2011), cancer, disturbios neuroldgicos e respiratorios, 0S compostos
fendlicos protegem as células contra os danos causados pelos radicais livres, aumentando a
expectativa de vida (BRISHT et al., 2010).

Entre os diversos efeitos bioativos dos compostos fendlicos estudados neste
estudo, podem ser citados a propriedade antiinflamatoria e protetora do DNA, fornecida pela
ingestdo de resveratrol (BISHT; WAGNER; BULNER, 2010) e atividade anticancerigena
relacionada a ingestdo de quercetina (CHEN; ZHOU, 2010) e cumarina (LACY;
O’KENNEDY, 2004).
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Em relacdo ao mecanismo de atuacdo desses compostos no organismo humano, 0s
mesmos podem agir de diferentes formas, atuando diretamente nos alvos fisiologicos ou em
seus mecanismos de acdo (BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009).

A simples ingestdo do composto fendlico presente em vegetais ndo indica,
necessariamente, sua atuacdo benéfica, sendo necessarios constantes estudos a respeito da
natureza do alvo bioldgico, das condi¢cGes ambientais e da dosagem de compostos fenolicos
ingerida, juntamente com a disponibilidade dessas substancias. Estes fatores influenciam a
eficacia destes compostos (SOUSA, 2008). Dessa forma, a correta administracdo destas
substancias podera propiciar os efeitos benéficos, constatados cientificamente por diversos

pesquisadores.

3.3.3 Resveratrol

O resveratrol é um estilbeno natural (MEDINA-BOLIVAR et al.,, 2007),
encontrado em varias espécies vegetais (Tabela 4), em duas formas genéricas: trans-(E) e cis-
(2) (Figura 1). O trans-resveratrol pode ser isomerizado para o isémero cis através de
aquecimento ou irradiacdo com luz ultravioleta (VINAS et al. 2008). O isdmero trans-

resveratrol é reconhecido por possuir atividades biologicas (SAUTTER et al., 2005).

Tabela 4 - Pesquisas realizadas em produtos vegetais relacionadas ao teor de resveratrol.

Produto vegetal Teor de resveratrol Autor
Cranberry 712,3 ng/g Borowska et al. (2009)
Bagacos de uvas 0,192 10,73 mg /g Casas et al. (2010)
Suco de uva orgénico 25,9 mg/L Freitas et al. (2010)
Cacau 0,8 mg/kg Jerkovic et al. (2010)
Uva 12,2 a 14,6 ug/g Sagdic et al. (2011)
Suco de morango 0,034 pg/mL Vifias et al. (2008)
Maca 127,9 ng/100g Sautter et al. (2008)

O resveratrol é considerado uma fitolexina. O termo fitolexina significa “agente
defensor de plantas”. Quando a planta ¢ submetida a uma patologia, ocorre uma resposta de
defesa da célula vegetal, seguida da resisténcia da planta adquirida ap6s a exposi¢do ao
microrganismo (DELANQUIS et al., 2009), ou outros estresses vegetais, como danos fisicos.
O resveratrol é ainda classificado como uma substancia fitoestrogena, por possuir capacidade
de interagir com o receptor de estrégeno (SZKUDELSKA; SZKUDELSKI, 2010).
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Figura 1. Representacdo da estrutura molecular A. trans-resveratrol, B. cis-resveratrol.
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Numerosos estudos vém constatando as propriedades benéficas do resveratrol
(COTTART et al.,, 2010). Considerada uma substancia com atividade antioxidante, é
relacionada também com o controle da obesidade e diabetes (SZKUDELSKA;
SZKUDELSKI, 2010), doengas auto-imunes (PETRO, 2011) e inflamagbes (ATHA et al.,
2009). Os teores necessarios para atuacdo farmacologica do resveratrol sdo apresentados na
Tabela 5.

Tabela 5 - Teores necessarios para atuagdo farmacoldgica do resveratrol.

Atividade Teor de resveratrol Autor
Prevencdo de isquemia do
o 2,5a5 mg/kg Dudley et al. (2009)
miocérdio
Inibicdo de PI3K:
fosfatidilinositol-3-cinase (funcéo 25 uM Frojdo et al. (2007)
neuroprotetora)*
Efeito fotoprotetor 12,5a25 uM/L Moreno (2009)

* Dados fornecidos em ICsg.

Demais beneficios no que diz respeito a ingestdo do resveratrol sao
cientificamente comprovados, sendo a substancia capaz de aumentar a resisténcia das fibras
colagenas (exercendo efeito protetor sobre as paredes dos vasos sanguineos); dissipar as
plaquetas que provocam coagulos e entopem as artérias; diminuir a destruicdo dos linfocitos,
preservando o sistema imunoldgico e favorecer fungdes digestivas (DAVID et al., 2007).

O resveratrol tem sido extraido de vegetais e comercializado com o atributo de
suplemento nutricional (GUNCI, 2010), sendo a China atualmente o principal pais produtor
desta substancia (KISELEV, 2011).

Quanto a aplicacdo em alimentos, a acdo antioxidante natural tem apresentado

bons resultados, mas ainda observa-se poucos estudos na area. Em estudo realizado por Filip
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et al. (2003), a adicdo de resveratrol preveniu a oxidacdo de margarina, além de suprimir a

deterioracéo por mofos.

3.3.4 Quercetina

A quercetina (3,5,7,3’4’-pentahidroxi flavona, Figura 2) € um componente
comum em muitas frutas e vegetais, sendo considerada o principal flavondide presente na
dieta humana (BEHLING et al., 2004).

Figura 2. Representacdo da estrutura molecular da quercetina.
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Atualmente, sdo observadas na literatura diversas pesquisas envolvendo a

deteccdo e quantificacdo de quercetina em produtos de origem vegetal (Tabela 6).

Tabela 6 - Pesquisas realizadas em produtos vegetais relacionadas ao teor de quercetina.

Produto vegetal ~ Teor de quercetina (mg/100g) Autor
Acerola 41
Figo Roxo 1,3
Goiaba 1,1 Hoffmann-Ribani e Rodrigues-Amaya (2008)
Morango 1,0
Pitanga 6,7
Amora-preta 20,23 Jacques et al. (2010)
Casca de maca 2,1 Wach; Pyrznska; Biesaga (2007)
Uva 1,46 Abe et al. (2007)
Ameixa S Velioglu et al. (2008)
Péra 6
Suco de Noni 0,29 Dussossoy et al. (2011)

Bagaco de caju 0,24 Barbosa (2010)
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Vérias propriedades terapéuticas da quercetina tém sido estudadas nos ultimos
anos. Relatos e evidéncias epidemioldgicas sugerem que dietas ricas em flavondides, como a
quercetina, tém efeitos na prevencdo e no tratamento de doencas cardiovasculares, cancer e
insuficiéncias renal e hepéatica (BEHLING et al., 2004). Os teores necessarios para atuacdo

farmacoldgica da quercetina sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Teores necessarios para atuacdo farmacoldgica da quercetina.

Atividade Teor de quercetina Autor
Atividade antioxidante in vitro (eritrocitos 64 + 8,70 uM Mikstacka; Rimando e
humanos) Ignatowicz (2010)
Atividade anticancerigena (cancer gastrico) > 11,9 mg/dia Ekstrom et al. (2011)
Efeito antiinflamatério 15 mg/dia Boots et al. (2008)
Reducdo da peroxidagdo lipidica 30 uM/L Kleemann et al. (2011)

A quercetina €, atualmente, bastante reconhecida como uma substancia
anticancerigena (CHEN; ZHOU, 2010), apresentando atividade prd-oxidante (YANG et al.,
2012), tendo sua ingestdo diaria recentemente associada a reducdo de diversos tipos de
canceres, como o gastrico (EKSTROM et al. 2011), de pulméo e de célon (MURAKAMI et
al., 2008).

Além disso, a quercetina reduz a resposta inflamatdria das células (BASTOS;
ROGERO; AREAS, 2009; BOOTS et al., 2008) e esta relacionada com a reducdo da
arterosclerose (KLEEMANN et al., 2011) e tratamento de hiperpigmentacdo da pele
(ARUNG et al., 2011). Varios estudos tém sido desenvolvidos visando confirmar os efeitos
benéficos da inclusdo de quercetina na alimentacdo, como em estudo realizado por Martinez
et al., (2009), onde a administragdo de quercetina em ratos apresentou reducdo do estresse

oxidativo pulmonar.

3.3.5 Cumarina

Cumarinas sdo benzo-derivados da pirona, de ocorréncia natural ou sintética,
classificadas como benzo-a-pironas. As benzo-y-pironas sdo comumente conhecidas por
cromonas (ABRAHAM et al.,, 2010). As cumarinas (Figura 3) sdo derivadas do acido
cindmico, por ciclizacdo da cadeia lateral do acido o-cumarico (SOARES, 2002).
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Figura 3. Representacdo da estrutura molecular da cumarina.
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Fonte: SOARES (2002).

As cumarinas sdao compostos fenolicos, constituintes naturais das plantas,
podendo ser encontradas em diversas fontes vegetais, como frutas, hortalicas, sementes
améndoas, cafée, chd e vinhos (LACY; O’KENNEDY, 2004). Estes compostos podem
apresentar um aroma de baunilha, sendo utilizados como aromatizantes em alimentos, porém,
em doses pré-estabelecidas, consideradas seguras ao consumidor (ABRAHAM et al., 2010),
sendo utilizado um limite maximo de 2 mg/Kg de alimentos e bebidas em geral (SPROLL et
al., 2008). Estudos abordando a analise e adicdo de cumarina em alimentos ainda s&o
considerados escassos. As cumarinas estdo relacionadas ao aroma e sabor de cha verde
Japonés (YANG et al., 2009), cereais e produtos de panificacdo (SPROLL et al., 2008). E
possivel observar na Tabela 8 pesquisas realizadas em produtos vegetais relacionadas ao teor

de cumarina.

Tabela 8 - Pesquisa realizada em produtos vegetais relacionadas ao teor de cumarina.

Produto vegetal Teor de cumarina Autor
Uva 189,3 pg/g Sagdic et al. (2011)
Sucos de frutas nd* Rahim et al. (2011)
Suco de noni 1,32 mg/ 100g** Dussossoy et al. (2011)
Suco de liméo 107 pug/ 100mL***
Casca de lima 29,72 pg/ 100mL*** Gorgus et al. (2010)
Suco de pomelo 1650 pg/ 100mL***

* Nao determinado; **expresso em escopoletina; *** expresso em bergamotina.

As cumarinas apresentam beneficios na terapia contra tumores e virus HIV, séo
consideradas estimulante do sistema nervoso central, apresentam propriedades
antibacterianas, anti-inflamatorias, anti-coagulantes (MUSA; COOPERWOOD; KHAN,
2008) e anticancerigenas (LACY e O’KENNEDY, 2004). Os teores necessarios para atuagao

farmacologica da cumarina séo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Teores necessarios para atuagdo farmacoldgica da cumarina.

Atividade Teor de cumarina Autor
) ) Radical superédxido (O7,) 1,27
Efeito contra espécies Oxigénio singlete (‘0,) 0.68
. o xigénio singlete ,
reativas de oxigénio _ o 2 Ikeda et al. (2009)
Radical hidréxido (OH) >4
(mg/ml)
Peroxinitrito (ONOO") 0,042

Ikeda et al. (2009), assim como Dussossoy et al. (2011) constataram a presenca de
cumarina em frutos de noni e Mahhattanadul et al. (2011) avaliaram o efeito do extrato
aquoso da fruta noni em inflamagdes gastricas, relatando a influéncia da cumarina entre os
compostos relacionados com essa propriedade.

Fiorentino et al. (2009) relataram a presenca de cumarina em polpa e semente de
kiwi. Manthey (2005) constatou a presenca de cumarina em trés diferentes variedades de uvas
imaturas, relatando rapida reducdo no teor desta substancia durante o desenvolvimento do

fruto.

3.3.6 Atividade antimicrobiana dos compostos fenolicos

Os compostos fendlicos, além de sua capacidade antioxidante, podem apresentar
atividade antimicrobiana e antiviral (IGNAT, VOLF, POPA, 2011), sendo normalmente
produzidos pelo vegetal em resposta a estresses quimicos, fisicos ou bioldgicos (SAUTTER et
al., 2008). Em concentracOes elevadas, os compostos fendlicos sdo considerados substancias
toxicas para a célula bacteriana, inibindo seu crescimento (GARCIA-RUIZ et al. 2007). E
possivel que os compostos fendlicos atuem na desnaturacdo de proteinas, presentes na
membrana plasmatica dos microrganismos, impedindo o transporte de substancias na célula,
influenciando nos processos vitais da mesma.

Atualmente, diversas pesquisas revelam o poder antimicrobiano de compostos
fenolicos sobre microrganismos especificos, como Salmonella, Listeria monocytogenes e
Helicobacter pilori (SANTIAGO, 2007).

A Tabela 10 apresenta a atividade antimicrobiana de diferentes compostos

fenolicos, frente a microrganismos especificos.
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Tabela 10 - Atividade antimicrobiana de compostos fendlicos

Composto Microrganismo Autor
Penicillium sp* Sautter et al. (2008)
Colletotrichum, Botrytis e Fusarium Sobolev et al. (2011)
Resveratrol

N. gonorrehoeae, N. meningitidis, E. coli, S. .
] ) Docherty; Fu e Tsai (2001)
aureus, S. pyogenes, P. aeruginosa e C. albicans

. Staphylococcus aureus Camargo e Raddi (2008)
Quercetina _ _ _ i
Lactobacillus plantarum* Curiel; mofioz e Felipe (2010)
Quercetina e resveratrol Salmonella entérica sorovar Thiphymurium Paolillo; Carratelli e Rizzo (2011)
4-Hidroxi-cumarina E.coli e S.aureus Kumar et al. (2013)
Leishmania Napolitano et al. (2004)
) Cepas mutantes de S. aureus Fournier e Hooper (1998)
Cumarina _
P. digitatum Ortund et al. (2011)
Aspergillus parasiticus e Fusarium verticillioides Mohanlall e Odhav (2006)
Acido galico L. monocytogenes e C. jejuni Arcan e Yemenicioglu (2011)

* Néo foi verificado efeito antimicrobiano para o microrganismo em estudo

3.4 Microrganismos deteriorantes e patogénicos em frutas tropicais e derivados e

antimicrobianos naturais

As frutas tropicais, sdo geralmente acidas, devido ao elevado teor de é&cidos
organicos presentes (citrico, malico e tartarico), apresentado pH variando entre 2,0 (para
cajas) a 5,59 (para mamdes). As frutas possuem quantidades elevadas de sélidos soltveis
totais, podendo variar de 5,7° Brix (para acerola) até valores acima de 25° Brix, como em
algumas variedades de bananas (MAIA; SOUSA; LIMA, 2007, ICMSF, 2002).

As frutas apresentam microbiota natural que provém do ambiente, a qual pode ser
influenciada por diversos fatores, como a estrutura da planta, técnicas de cultivo, transporte e
armazenamento (ROSA e CARVALHO, 2000; PACHECO et al., 2002). A contaminacao
desses produtos pode ocorrer também durante a comercializacdo dos mesmos.

De acordo com os fatores intrinsecos, como exemplo o pH, torna-se possivel
afirmar que as frutas apresentam maior tendéncia a contaminagdo por bolores e leveduras,
porém esse fator ndo impede a presenca de demais tipos de microrganismos.

AlteracOes causadas pela deterioracdo proveniente de bolores e leveduras sdo
importantes por promoverem mudancas de natureza sensorial no produto, no entanto, o
problema realmente relevante é a capacidade de alguns bolores de sintetizarem micotoxinas

(HUIS IN'T VELD, 1996), metabdlitos secundarios que aparecem como resultado do



36

crescimento destes microrganismos. Estas substancias causam respostas toxicas denominadas
como micotoxicoses. A ingestdo de micotoxinas por seres humanos se da pelo consumo de
alimentos contaminados, que possuem subprodutos ou o proprio metabolito presente
(SWEENEY e DOBSON, 1998).

De acordo com Midio e Martins (2000), os géneros Byssochamys e Penicillium
podem ser encontrados na parte integra de alguns frutos e para o desenvolvimento dos
mesmos € necessario que o fruto esteja danificado quer seja por outros microrganismos,
insetos e suas larvas ou mesmo por danos fisicos pds-colheita (manuseio e armazenamento),
produzindo uma substancia toxica denominada patulina. A espécie mais importante e citada
na literatura cientifica € o Penicillium expansum, contaminante comum de macas e outras
frutas e consequentemente, de sucos de frutas.

As bactérias deteriorantes mais comuns encontradas em produtos de frutas
incluem espécies de Acetobacter, Alicyclobacillus, Bacillus, Clostridium, Gluconobacter,
Lactobacillus, Leuconostoc, Saccharobacter, Zymomonas e Zymobacter.

Surtos de doencas alimentares atribuidos ao consumo de sucos de frutas
comerciais ndo pasteurizados (frescos) contaminados com patégenos emergentes, tais como:
Escherichia coli O157:H7, Salmonella sp. e Cryptosporidium parvum ja foram notificados
(FOSTER; VASAVADA, 2003).

Os antimicrobianos sdo definidos como substancias quimicas que eliminam ou
inibem o crescimento de outros organismos. Do ponto de vista industrial, visam o controle do
crescimento de microrganismos deteriorantes e patogénicos, retardando a deterioracdo
biolégica e prevenindo a disseminacdo de doencas transmitidas por alimentos,
respectivamente, contribuindo desta forma com o prolongamento da vida de prateleira dos
alimentos.

O mecanismo de atuacdo dos compostos que apresentam carater antimicrobiano
pode ocorrer de trés formas distintas: devido a reacdo deste composto com a membrana
celular do microrganismo, causando aumento da permeabilidade e perda dos constituintes
celulares, destruicdo ou inativacdo do material genético ou pela inativacdo de sistemas
enzimaticos ou de enzimas consideradas essenciais (KIM et al., 1995 RODRIGUEZ
SAUCEDA, 2011).

As substancias antimicrobianas podem ser classificadas como sintéticas ou
naturais. Os antimicrobianos naturais constituem cada vez mais uma nova forma de garantir
uma alimentacdo segura, mantendo inalterada a qualidade dos alimentos. E observada uma

tendéncia quanto ao uso destes compostos, que comega a Crescer no mercado europeu,
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especialmente em combinacdo com outras técnicas modernas de controle, como a anélise de
riscos e o controle de pontos criticos. Em alguns paises, como a Nigéria, por exemplo, 0s
extratos de espécies com propriedades conservantes naturais sdo mais utilizados do que 0s
antimicrobianos sintéticos. Os sistemas antimicrobianos naturais presentes nas plantas,
animais ou microorganismos estdo cada vez mais ganhando adeptos no ambito da
conservacdo natural, especialmente em atividades antimicrobianas a partir de extratos de
vérias espécies de plantas e partes de plantas (FOOD INGREDIENTS, 2010). Dessa forma, a
reducdo ou eliminacdo da utilizacdo de substancias antimicrobianas sintéticas pode ser
considerada uma demanda atual da industria de alimentos (BUBONJA-SONJE;
GIACOMETTI; ABRAM, 2011).

Em relacdo a utilizacdo destas substancias, os compostos antimicrobianos de
origem vegetal (6leos essenciais, aldeidos, ésteres, ervas e especiarias) tém sido utilizados
efetivamente na reducdo de patdgenos e microrganismos produtores de esporos, em frutas e
sucos de frutas (RAYBAUDI-MASSILA et al., 2009).

Estudos abordando a incorporacdo de substancias antimicrobianas naturais a
frutas e hortalicas in natura, visando a reducdo das perdas pos-colheita causadas por
fitopatologias, tém sido realizados. Rodriguez et al. (2011) avaliaram o efeito de extratos de
plantas Mexicanas em diferentes fungos (Rhizopus stolonifer, Colletotricum gloesporoides e
Penicillium digitatum) responsaveis por doencas pos-colheita em frutas, observando efeito
antifangico.

Séo também utilizados em embalagens ativas, incorporados a polimeros utilizados
para embalagem de alimentos, como em estudo realizado por Guarda et al. (2011), na
incorporacdo de timol e carvacrol microencapsulados em biopolimeros. Suppakul et al.
(2011), adicionaram antimicrobianos linalol e metilchavicol em filmes de polietileno de baixa
densidade e Botre et al. 2010, incorporaram Oleo essencial de orégano em filme para pizza
pronta, constatando efeito inibitdrio in vitro para Penicillium spp. e Staphylococcus aureus.

Sachez-Gonzalez et al. (2011) incorporaram 6leos essenciais de bergamota, limédo
e ché verde a filmes de polissacarideos (quitosana e hidroximetilpropilcelulose) e avaliaram a
atividade antimicrobiana das amostras durante um periodo de 12 dias. Os autores constataram
efeito antimicrobiano contra L.monocytogenes, E. coli e S. aureus.

Sachez-Gonzalez et al. (2010) avaliaram a atividade antimicrobiana de filmes
elaborados com quitosana incorporados com Oleo essencial de Melaleuca alternifolia,

observando efeito antimicrobiano contra L.monocytogenes e P.digitatum.
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A viabilidade e utilizacdo de antimicrobianos naturais em etapas do

processamento de produtos derivados de frutas também vém sendo estudada. Tomilho,

cominho-preto, salvia, alecrim e louro foram testados na higienizacdo de cenouras e macas

minimamente processados, sendo constatada reducdo da concentragdo de Salmonella

Typhimurium e Escherichia coli 0157:H7 (TORNUK et al., 2011).

O efeito antimicrobiano de diversas substancias naturais tém sido estudado com

bastante énfase por diversos autores. Diversos estudos envolvendo o efeito antimicrobiano de

substancias naturais sdo destacados na Tabela 11.

Tabela 11 - Efeito antimicrobiano de substancias naturais e extratos.

Antimicrobiano natural

Microrganismo

Autor

Nisina e Timol

L. monocytogenes

Xiao, Davidson e Zhong (2011)

Trans-cinamaldeido e eugenol

Salmonella spp. e Listeria spp.

Gomes; Moreira e Castell-Perez
(2011)

Extrato de Equisetum arvense

A.flavus, A.parasiticus,
A.carbonarius, F.verticillioides e

F.graminearum

Garcia et al. (2011)

Oleo de folhas de L. alba

L. monocytogenes e S. aureus

Machado et al. (2014)

Extrato de Cameroonian
Zanthoxylum

P.aeruginosa

Misra et al. (2013)

Extrato de café

S. entérica, E. coli e S. aureus

Almeida (2007)

Extrato de casca de Passiflora edulis

C. albicans

Galvéo et al. (2010)

Corante natural de Acacia catechu

E. coli, S. aureus, C. albicans e C.

tropicalis

Khan et al. (2011)

Oleo de Bidens frondosa Linn

S. aureus, L. monocytogenes, B.
subtilis, P. aeruginosa, S.
enteritidis e E.aerogenes.

Rahman et al. (2011)

Terpeno (Melaleuca
Alternifolia) e D-limoneno

L. delbrueckii, S. cerevisia e
E. coli

Donsi et al. (2011)

Oleo essencial de Salvia fruticosa

B.cereus, S.aureus,
L.monocytogenes, E.coli,
P.aeruginosa, S. Typhimurium

Giweli et al. (2013)

Lactoferrina

E. coli

Ying et al. (2011)

Oleo de Mentha piperita

P. aeruginosa e P. digitatum

Tyagi; Malik (2011)

Pdlen grego E. coli Graikou et al. (2011)

i . E. coli O157:H7 e L. .

Oleos de frutas citricas Espina et al. (2011)
monocytogenes

Oleo de Trachyspermum ammi

B. subtilis, P. aeruginosa, S.
typhimurium, E. aerogens e S.

aureus

Paul et al. (2011)a

Quitosana

E. coli

Mellegard et al. (2011)
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Extrato de folhas de Vitis vinifera L. S- aureus, B. cereus, C. jejuni, E. Katalinic et al. (2013)
coli e S. Infantis

Oleos de Rosmarinus officinalis,
Melissa officinalis, Lavandula . ]

o . B. subtilis, B. cereus e S. aureus Hussain et al. (2011)
angustifolia, Thymus vulgaris e

Pogostemon cablin.

M.morganii, E. carotovora, -
Bacillus spp., Staphylococcus spp. Sgariglia et al. (2011)
e Enterococcus spp.

Infusdo de Caesalpinia
paraguariensis

B. subtilis, S. aureus, Sarcina

Extrato de Callistemon linearis lutea, E.coll,nl?ésrerugmosa, A. Haque et al. (2013)
Extrato de Zeyheria tuberculosa S. aureus Ramos et al. (2012)

S. aureus, L. monocytogenes, E. o
coli, P. aeruginosa, C. albicans e Saikia et al. (2013)

Oleo essencial de Litsea cubeba Pers. .
A. niger.

Conforme observado na Tabela 11, pode-se afirmar, de maneira geral, que
pesquisas envolvendo o efeito antimicrobiano de substancias naturais englobam em sua
maioria, extratos de plantas e 6Oleos vegetais. Na pratica, a utilizacdo de algumas dessas
substancias como inibidora de microrganismos muitas vezes ndo é viavel em alimentos,
devido as caracteristicas sensoriais proprias que as mesmas apresentam, como forte aroma ou
viscosidade inadequada.

Estudos abordando o efeito antimicrobiano de frutas e subprodutos de frutas
(Tabela 12) ainda podem ser considerados escassos, sendo necessarias pesquisas abordando as
atividades antimicrobianas desses produtos e subprodutos, a fim de utilizar os mesmos como
substancias conservadoras naturais, reduzindo as perdas de vegetais, aumentando a oferta e

incrementando a economia do pais.

Tabela 12 - Efeito antimicrobiano de frutas e subprodutos de frutas.

Fruta/subproduto Microrganismo Autor
Suco de cranberry L. monocytogenes Cote et al. (2011)
E. coli, B. subtilis, S. aureus, P. aeruginosa
Polpa de ata ) Ahmad; Sultana (2003)
e S. thypi

Extrato de araca S. enteritidis Medina et al. (2011)
Extrato de jabuticaba S. aureus Haminiuk et al. (2011)
Extrato de roma S. aureus Braga et al. (2005)

Semente de uva L.monocytogenes, S.typhimurium, E.coli Perumalla; Hettiarachchy

0157:H7 e C.jejuni (2011)
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Figo C. albicans Debib et al. (2013)
Casca de uva S. aureus, B. cereus, E. coIi_0157:H7, S. Katalinic et al. (2010)
Infantis, C. coli

L. monocytogenes, S. aureus, E.colieY. Al-Zoreky (2009)

Casca de roma enterocolitica.
S. Enteritidis e A. Parasiticus Orak; Dermici e Gumus (2011)

Casca de liméo B. subtilis, C. utilis e B. cereus. Mahmud et al. (2009)
Caroco de manga E. coli Abdalla et al. (2007)
Casca verde de noz S. aureus Oliveira et al. (2008)
Casca de maca L.monocytogenes Duetal. (2011)

3.5 Nanotecnologia aplicada a alimentos

A nanotecnologia é uma area interdisciplinar que inclui conhecimentos de fisica,
quimica e biologia (NEETHIRAJAN, JAYAS, 2011). Relacionada ao design, producao e uso
de estruturas de tamanho e formas controladas (MORRIS, 2011), envolve a manipulacdo da
matéria em escala muito pequena (geralmente entre 1 e 100 nanémetros), explorando novas
fungdes e propriedades que ocorrem nessa escala (CUSHEN et al., 2011). A utilizag8o desta
tecnologia no processamento de alimentos é bastante importante, tendo em vista que muitos
elementos comuns se comportam de maneira diferente nas escalas atdmica e molecular do que
quando utilizados na forma convencional (particulas maiores) (CUSHEN et al., 2011).

Dessa forma, a nanoencapsulacdo pode fornecer vérias vantagens ao alimento,
como protecdo a ingredientes sensiveis em condi¢cBes ambientais desfavoraveis, eliminagéo de
incompatibilidades (solubilizacdo) e mascaramento de caracteristicas sensoriais desagradaveis
(FATHI, MOZAFARI, MOEHBBI, 2012), visando aumentos potenciais na qualidade e
propriedades funcionais dos alimentos (CUSHEN et al., 2011).

A nanotecnologia vem apresentando importancia fundamental também no que diz
respeito a agricultura, podendo estar presente nos estadgios de producdo, processamento,
armazenamento, embalagem e transporte de produtos agroindustriais (MOUSAVI, REZAEI,
2011).

Rapidos avangos na nanotecnologia, nos ultimos anos, tém aberto novas
perspectivas para setores industriais e de consumo de alimentos, incluindo a redugdo do uso
de conservantes, sal, gordura e surfactantes em produtos alimenticios; desenvolvimento de
novos sabores e texturas, melhoria da absorcdo e biodisponibilidade de nutrientes e
suplementos alimentares (CHAUDRY, CASTLE, 2011). Outras utilizac6es da nanotecnologia

em alimentos envolvem a utilizacdo em embalagens poliméricas, com reducdo do peso das
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mesmas, além de aumento da resisténcia mecanica, mantendo a qualidade e aumentando o
tempo de armazenamento do produto. Revestimentos antimicrobianos também tém sido
testados (CHAUDRY, CASTLE, 2011), assim como a utilizagdo da nanotecnologia na
identificacdo de bactérias (NEETHIRAJAN, JAYAS, 2011).

Atualmente, diversos estudos tém sido realizados a fim de desenvolver produtos e
comprovar o0s beneficios da utilizacio da nanotecnologia. Mehravar, Jahanshahi e
Saghatoleslami (2009) nanoencapsularam a-lactoalbumina.

Hu et al. (2011) avaliaram a influéncia da utilizagdo de embalagens adicionadas
de nanocompdsitos na qualidade pos-colheita de kiwi, observando diferentes alteracGes
positivas para a qualidade pds-colheita do fruto, como reducéo da permeabilidade de oxigénio
e vapor de &gua, reducdo do amaciamento e perda de peso do fruto além da inibicdo da
germinacdo de esporos. Llores et al. (2011) descrevem que a adicdo de alguns
nanocompositos metalicos na embalagem de alimentos pode reduzir a fotodegradacdo da
embalagem, inserindo também atividade antimicrobiana contra  determinados
microrganismos.

Joe et al. (2011) desenvolveram uma formulagé@o baseada em nanoemulsao a partir
de o6leos de mamona, girassol coco, amendoim e gergelim; constatando atividade
antimicrobiana contra Salmonella typhi, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e
antifingica contra Rhizopus nigricans, Aspergillus niger e Penicillium sp, para alimentos
como carne de frango crua, suco de maca, leite e vegetais, apresentando reducéo das culturas
bacterianas e fungicas.

A utilizacdo de extratos de frutas tropicais para nanoencapsulacdo pode
apresentar-se bastante interessante devido ao possivel sinergismo observado entre 0s diversos
compostos presentes nos extratos, que pode aumentar as propriedades bioativas e atividade
antimicrobiana, quando comparado ao composto isolado, que normalmente é utilizado para
estudos visando nanoencapsulacdo de compostos bioativos.

O poli (D, L-lactideo-co-glicolideo) (PLGA) (Figura 4), é um co-polimero formado
por lactideo e glicolideo. Esses dois monémeros sdo considerados biodegradaveis e sdo
liberados na hidrélise do PLGA e considerados facilmente metabolizados pelo corpo, nas
mitocéndrias, via ciclo de Krebs, apresentando uma toxicidade minima em farmacos ou na
aplicacdo de biomateriais (KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010; DANHIER et al, 2012).
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Figura 4. Representacdo estrutural do poli (D, L lactideo-co-glicolideo) (PLGA). X= ndmero de unidades de

lactideo e y= nimero de unidades de glicolideo.
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FONTE: AUTORA.

Dependendo da composicdo de lactideo e glicolideo, diferentes formas de PLGA
podem ser obtidas, apresnetando solubilidades diferentes (ASTETE, SABLIOV, 2006) e
influenciando também no tempo de degradacdo do polimero (PROKOP; DAVIDSON, 2008;
VERT; MAUDUIT, 1994).

As formas de PLGA sdo normalmente identificadas pela razdo dos mondmeros
utilizados. Por exemplo, PLGA 50:50 apresenta um co-polimero que tem em sua composicao
50% de lactideo e 50% de glicolideo (DANHIER et al., 2012).

Quando ingeridas, inicialmente, dependendo das caracteristicas das particulas, o corpo
reconhece as mesmas como corpo estranhos, onde sdo transmitidas pelo sangue ao figado e ao
baco. Nanoparticulas que apresentam cargas positivas escapam dos lisossomos e podem ser
internalizadas pelas células. As nanoparticulas de PLGA inicialmente apresentam cargas
negativas, tendo sua carga alterada para positiva através de modificacdo em sua superficie,
sendo entdo capazes de serem internalizadas pela célula através de transporte em quantidade
(FOGED et al., 2005; VASIR; LABHASETWAR, 2008).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Matéria-prima

As frutas utilizadas neste estudo foram provenientes da cidade de Fortaleza/CE
(com excecdo da pitanga, que foi adquirida na Bahia), Brasil, colhidas e processadas durante o
ano de 2011. Foram utilizadas as polpas e subprodutos provenientes da mesma fruta.

ApoOs lavagem em &gua corrente, para remocdo das sujidades superficiais, as
frutas foram imersas em solucdo de 200 ppm de cloro, drenadas e submetidas a secagem
natural. Os frutos foram entdo despolpados industrialmente pela mesma industria fornecedora
das polpas, sendo separadas as polpas e 0s subprodutos para as analises.

Foram utilizadas polpas comerciais das seguintes frutas: abacaxi (Ananas
comosus), acerola (Malpighia emarginata D.C.), pitanga roxa (Eugenia uniflora L.), caja
(Spondias mombin L.), caju (Anacardium occidentalle L.), goiaba (Psidium guajava),
graviola (Annona muricata L.), mamdo (Carica papaya L.), manga (Mangifera indica L.),
maracujd (Passiflora edulis Sims.), sapoti (Manikara zapota L.) e tamarindo (Tamarindo
indica L.).

Os subprodutos utilizados foram provenientes do processamento das polpas
(despolpamento), sendo utilizados subprodutos de: abacaxi (casca e bagago), acerola
(semente), caju (pelicula e bagaco), goiaba (casca, bagaco e semente), graviola (bagaco e
semente), mamao (casca, bagaco e semente), manga (casca e bagago), maracuja (semente),
sapoti (casca, bagaco e semente).

As matérias-primas utilizadas ndo foram submetidas a tratamento térmico, adi¢do
de agua e/ou conservantes, acondicionadas em recipientes de polietileno hermeticamente

fechados e armazenados sob congelamento até o0 momento das analises.
4.2 Reagentes e padroes

Os padrBGes de resveratrol, quercetina e cumarina, assim como 0s solventes
utilizados para as andlises de identificacdo e quantificacdo dos compostos (acetonitrila e
metanol grau CLAE) foram obtidos da Sigma Aldrich (Steinheim, Germany).
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4.3 Planejamento experimental

O experimento foi desenvolvido em cinco etapas distintas, apresentadas na Figura

5 e descritas abaixo:

Figura 5. Fluxograma de desenvolvimento da pesquisa.

MATERIA-PRIMA |» Quantificacdo de

l compostos bioativos

Elaboragédo dos extratos e deteccdo e quantificacdo de
resveratrol, quercetina e cumarina

Padr@es de resveratrol,
quercetina e cumarina

;

15 Caracterizacdo quimica,
fisico-quimica e

Selecéo dos extratos

/\ minObiOlégica

Avaliacdo da atividade Avaliacédo da atividade
antimicrobiana dos antimicrobiana dos compostos
extratos puros (padrdes)

A\ 4

Nanoencapsulamento

Atividade antimicrobiana

FONTE: AUTORA.

v 4 /\

Caracterizacdo fisica

4.3.1 Etapa 1: Avaliacdo dos componentes bioativos das polpas e dos subprodutos de

frutas tropicais.

Nesta etapa, as polpas e os subprodutos de frutas tropicais foram analisados

qguanto ao contetdo de compostos fendlicos totais, carotenoides totais, antocianinas e

flavondides amarelos em todas as amostras.
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4.3.2 Etapa 2: Identificacdo e quantificacdo de quercetina, resveratrol e cumarina em

polpas e subprodutos de frutas tropicais.

Esta etapa teve por objetivo elaborar os extratos das polpas e os subprodutos de

frutas tropicais e determinar os teores de resveratrol, quercetina e cumarina.

4.3.3 Etapa 3: Caracterizacdo quimica, fisico-quimica e microbioldgica das polpas e

subprodutos de frutas tropicais

Ap0s a etapa 2, foram selecionadas as amostras (polpas e subprodutos de frutas),
que foram entdo submetidas a caracterizacdo quimica, fisico-quimica e microbioldgica. A
caracterizacdo quimica e fisico-quimica foi realizada através das analises de pH, conteudo de
solidos sollveis (°Brix), acidez titulavel e aglcares totais. Essas analises foram realizadas
visando a possivel correlagdo destes dados com o encapsulamento das amostras. Para as
analises microbioldgicas foram realizadas anélises de coliformes fecais, bolores e leveduras,

aerobios mesofilos e Listeria sp.

4.3.4 Etapa 4: Nanoencapsulacdo e caracterizacdo das nanoparticulas de extratos
fendlicos das polpas e dos subprodutos de frutas tropicais selecionados

Nesta etapa foi realizado a nanoencapsulacdo dos extratos fenolicos das amostras
que apresentaram maiores teores de resveratrol, quercetina e cumarina, utilizando como
matriz o copolimero (D, L lactideo-co-glicolideo) (PLGA). Levando em consideracdo a
facilidade de degradacdo que os compostos fendlicos apresentam, assim como a baixa
solubilidade em solventes polares, esta etapa teve como objetivo nanoencapsular esses
compostos, visando melhorar sua aplicabilidade em alimentos.

Foram realizadas analises de tamanho de particula, polidispersidade, eficiéncia do

encapsulamento e andlise de liberacdo controlada.

4.3.5 Etapa 5: Analise da atividade antimicrobiana dos extratos fendlicos de frutas

tropicais puros e nanoencapsulados, bem como dos padrdes fenolicos
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Nesta etapa determinou-se a atividade antimicrobiana dos extratos fenolicos
referentes as amostras que apresentaram maiores teores dos compostos fenolicos, bem como
ap6s o encapsulamento. A atividade antimicrobiana foi relacionada a microrganismos
patogénicos, sendo determinada a concentragdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo
bactericida minima (CBM) para Listeria monocytogenes e E coli K12. Também foi avaliada a

atividade antimicrobiana para os padrdes de resveratrol, quercetina e cumarina.

4.4 Metodologias utilizadas

4.4.1 Determinacédo dos teores de resveratrol, quercetina e cumarina

Os teores de resveratrol, quercetina e cumarina foram determinados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

A identificagdo dos compostos foi realizada por comparagédo dos tempos de
retencdo e também a partir da co-injecdo da amostra e padréo, para confirmacao.

A obtencdo dos extratos foi realizada a partir de testes iniciais e adaptacdo da
metodologia, para cada composto fenolico estudado.

Para todos os compostos estudados, a quantificagéo foi realizada por padronizagao
externa, utilizando padrdo comercial de cada composto. As curvas de calibracdo foram
construidas pela injecdo em triplicata de solucdes padrbes de trabalho em cinco concentracfes
diferentes, cobrindo a faixa de concentracdo esperada das amostras.

Para a quantificacdo dos compostos fendlicos resveratrol, quercetina e cumarina,
foram obtidas curvas de calibracdo (linearidade), preparadas a partir do padrdo, através de
diluicdes com metanol grau CLAE. Foram utilizadas cinco concentracbes (2,6; 5,2; 10,4 e
20,8 mg/L) e as injecdes para cada ponto foram realizadas em triplicata.

Foi realizada a validacdo do método, a partir da obtencdo da linearidade, limite de
deteccdo e limite de quantificacdo (RIBANI et al., 2004). Os padrdes de resveratrol,

quercetina e cumarina foram utilizados em uma concentragdo de 1mg/mL.

4.4.1.1 Detecgéo e quantificacdo do resveratrol

Os extratos de resveratrol foram obtidos pesando-se em béquer de 100mL,

aproximadamente 5g de cada amostra, previamente liofilizada, e adicionado 60mL de uma
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solucdo de etanol:agua (50:50), a qual foi submetida, posteriormente, a aquecimento (60 °C)
por 30 minutos, com constante agitacdo. Apds aquecimento, os extratos foram filtrados e
concentrados em evaporador rotativo, sendo entdo transferidas para baldo de 5mL, aferidos
com metanol grau CLAE .

Para identificacdo e quantificacdo dos teores de resveratrol nos extratos de polpas
e subprodutos de frutas tropicais, foi utilizada metodologia descrita por Sautter et al. (2005),
com modificagbes. As analises foram conduzidas em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
Shimadzu (CLAE), controlado pelo Software LC Solution, injetor manual com bomba de
volume 20uL, modelo LC-20DA, a temperatura de 50 °C, ajustada através de forno modelo
CTO-20A e detector de UV-VIS modelo SPD-20A. A deteccdo do resveratrol foi realizada a
306 nm. Foi utilizada uma coluna Nova Pack Cig (CLC-ODS, 3um; 4,6mm x 25cm). A fase
movel utilizada foi preparada com agua grau MilliQ acidificada com &cido fosforico (H3PO4),
até pH 2,9 (solucdo A) e acetonitrila (solucdo B), na proporcdo 75A:25B (isocratica) e com
tempo de corrida de 15 minutos, sendo injetado volume de 20uL a uma vazao de 1,5 mL/min.

As injecdes foram realizadas em triplicata.

4.4.1.2 Deteccdo e quantificacdo da quercetina

Os extratos de quercetina das amostras foram elaborados segundo metodologia
descrita por Wach; Pyrynska e Biesaga (2007), com adaptacfes. Foram pesados em béquer de
100mL aproximadamente 1,259 de cada amostra, previamente liofilizada, a fim de se obter
uma concentracdo final de 250 mg/mL. Foram adicionados 60mL de etanol P.A. e a amostra
foi homogeneizada e submetida a aquecimento por 30 minutos, com constante agitacdo e com
controle da temperatura (< 60 °C), a fim de ndo submeter a amostra a ebulicdo. Apo6s
aquecimento, foi realizada uma filtracdo da amostra, com o auxilio de papel de filtro, e 0
filtrado foi submetido a rotaevaporacdo a 70 °C. A amostra concentrada foi transferida para
um baldo volumétrico de 5mL, aferido com metanol grau CLAE. Apds o preparo, 0s extratos
foram armazenados em frascos de vidro, ao abrigo de luz, até a realizacdo das analises. Os
extratos foram filtrados para injecdo em CLAE em membrana marca Millipore de 0,22 um.

As analises foram conduzidas em cromatografo liquido de alta eficiéncia marca
Shimadzu (CLAE), controlado pelo Software LC Solution, injetor manual com bomba de
volume 20uL, bomba (modelo LC-20DA), temperatura de 40 °C, ajustada através de forno
(modelo CTO-20A) e detector de UV-VIS (modelo SPD-20A). A deteccdo da quercetina foi
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realizada a 350nm. Foi utilizada uma coluna Nova Pack C;g (CLC-ODS, 3um; 4,6mm x
25cm).
Foi utilizada um programa tipo gradiente, representada na Tabela 13.

Tabela 13 - Programa de gradiente (CLAE) para a determinacdo e quantificacdo de quercetina em polpas e

subprodutos de frutas tropicais.

Tempo (min) Eluente A (% v/v) Eluente B (% v/v)
0,01 20 80
12,00 20 80
17,00 40 60
23,00 40 60
25,00 20 80
40,00 20 80

Eluente A: acetonitrila; Eluente B: solucdo tampéo pH 2,8 (&cido fosfdrico).

A fase movel utilizada foi preparada com agua deionizada MilliQ acidificada com
acido fosforico (H3PO,) até pH 2,8 (Solucdo A) e acetonitrila (solucdo B), com tempo de
corrida de 40 minutos, volume injetado de 20uL e vazdo de 1,00 mL/min. Foi utilizado
programacdo gradiente, conforme descrito na Tabela 13. As injecGes foram realizadas em
triplicata.

Inicialmente foram realizadas da solucéo injecfes do padréo de quercetina, a fim
de comparar as amostras e realizar a identificacdo dos compostos, a partir do tempo de
retencdo. O padrdo foi preparado utilizando 5mg de quercetina, dissolvido em metanol em

baldo para 10mL (concentracdo de 0,5mg/mL).

4.4.1.3 Deteccéo e quantificacdo da cumarina

A metodologia para a analise cumarina foi adaptada da metodologia descrita por
Celeghine, Vilegas e Lancas (2001), com modificagdes. Os extratos foram preparados
inicialmente a partir de maceracéo das amostras com uma solucdo hidroalcéolica (1:1 v/v). As
solucdes foram deixadas em repouso por 24 horas & temperatura ambiente (25 °C £ 1 °C) e
filtradas em papel de filtro, sendo entdo submetidas a congelamento, até o momento das
andlises.

As analises cromatogréaficas foram realizadas utilizando cromatégrafo liquido de

alta eficiéncia marca Shimadzu (CLAE), controlado pelo Software LC Solution, injetor
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manual com bomba de volume 20uL, bomba (modelo LC-20DA), temperatura de 30 °C,
ajustada através de forno (modelo CTO-20A) e detector de UV-VIS (modelo SPD-20A). A
deteccdo da cumarina foi realizada a 274 nm, utilizando uma fase isocratica acetonitrila:agua
(40:60 v/v). Foi utilizada uma coluna Nova Pack Cig (CLC-ODS, 3um; 4,6mm x 25cm).

4.4.2 Determinagdes quimicas e fisico-quimicas e quantificacdo dos compostos bioativos

44.2.1pH

O pH foi determinado através de leitura direta, em potencidmetro (marca WTW,
modelo 330i/SET), conforme metodologia descrita por IAL (2008).

4.4.2.2 Sélidos solaveis (SS)

As determinacbes dos sélidos soliveis (SS) foram feitas em refratbmetro digital
(ATAGO PR-1010) com escala de 0 a 45 °Brix e compensacdo de temperatura, através de
leitura direta para as amostras e, apds filtracdo, em papel de filtro qualitativo, para os

subprodutos. Os resultados foram expressos em °Brix, de acordo com IAL (2008).

4.4.2.3 Acidez titulavel (ATT)

Para determinacdo da acidez titulavel (AT), inicialmente, foram pesados cerca de
1,0 g de polpa ou subproduto, sendo adicionados 50mL de &gua destilada e 2 a 3 gotas de
fenolftaleina, utilizada como indicador. Em seguida, foi feita a titulagio com solucdo de
NaOH 0,1 M até mudanca de cor para réseo claro permanente. Os resultados foram expressos

em percentagem de &cido citrico, segundo metodologia descrita pelo 1AL (2008).

4.4.2.4 AcUcares totais (AT)

O contetdo de agUcares totais foi determinado através da técnica que utiliza o
reagente DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico), conforme metodologia descrita por Miller (1959).
O extrato foi obtido a partir da diluicdo de 2 g de amostra em 40 mL de agua destilada. Em
seguida, a mistura foi submetida a tratamento térmico em banho-maria a temperatura de 60 a

70 °C por 5 minutos. As amostras foram transferidas individualmente para baldo volumétrico
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de 100 mL, o qual foi aferido com &gua destilada, sendo realizada homogeneizacao e filtracéo
em papel de filtro qualitativo. Foi realizada uma inversao acida a partir do extrato de agucar
redutor. Foram adicionados, para cada amostra, 2 mL de &cido cloridrico P.A. em 25 mL do
extrato de agucar redutor, que foi submetido a banho-maria entre 70 a 80 °C/30 minutos,
seguido de imediato resfriamento em banho de gelo. Em seguida, a solucdo foi neutralizada
utilizando NaOH 20%, com auxilio de papel de pH, tendo como padrdo agua. A amostra foi
transferida para baldo volumétrico de 50 mL, o qual foi aferido com agua destilada, obtendo-
se 0 extrato de acucar total.

Em tubos de ensaio, foram adicionados 1 mL do extrato, 1 mL do reagente DNS,
seguido de agitacdo e aquecimento em banho-maria a 100 °C/5 minutos e imediato
resfriamento em banho de gelo. Foi adicionado a cada tubo 7,5 mL de 4gua destilada e a
leitura foi realizada em espectrofotometro (marca SHIMADZU, modelo UV-1800), no
comprimento de onda de 540 nm, sendo obtida a absorbancia para cada amostra, que foi
inserida em uma curva padrdo de glicose, obtendo-se a concentracdo de acucar, conforme
descrito na metodologia. As concentragOes obtidas foram utilizadas para a determinagdo dos

teores percentuais de agUcar total, através da equacéo:

% Acucares totais = Concentracdo / (volume da aliquota X peso da amostra x 50)

4.4.2.5 Equivalente de p-caroteno e licopeno

O contetdo de p-caroteno e de licopeno foram obtidos de acordo com metodologia
descrita por Nagata e Yamashita (1992). Em um tubo de ensaio de 25 mL foram pesados 19
de polpa ou do subproduto de fruta, sendo adicionado ao mesmo 10 mL de uma solucao
extratora contendo acetona:hexano (4:6), submetido entdo a agitacdo por 1 minuto. Apds
agitacdo, a solucao foi filtrada com auxilio de papel de filtro e transferida imediatamente para
outro tubo de ensaio, sendo submetida a leitura em espectofotdmetro nos comprimentos de
onda de 453nm, 505nm, 645nm e 663nm. O resultado foi expresso em ug de equivalente de -

caroteno e licopeno/100g de amostra.

4.4.2.6 Polifendis extraiveis totais

Os polifenodis extraiveis totais foram determinados através do método de Folin-

Ciocalteu, utilizando &cido galico como padrdo, conforme metodologia descrita por Larrauri;
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Rupérez e Saura-Calixto (1997). A extracdo foi realizada usando 5 a 25 g de amostra,
dependendo da polpa ou do subproduto, posteriormente foi adicionado 40 mL da solugédo de
etanol 50% (primeira solugdo extratora). A mistura obtida foi homogeneizada, deixada em
repouso por 1 hora a temperatura ambiente e protegida da luz. Em seguida, a mistura foi
centrifugada a 3.000 rpm por 15 minutos. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante obtido foi
filtrado e colocado em um baldo volumétrico de 100 mL protegido da luz. Ao precipitado foi
adicionado 40 mL de uma solucdo de acetona 70% (segunda solugdo extratora), ficando em
repouso por mais 1 hora, sob protecdo da luz, posteriormente homogeneizada e centrifugada a
3.000 rpm por 15 minutos. O segundo sobrenadante obtido foi misturado ao primeiro no
mesmo baldo de 100 mL, o qual foi aferido com agua destilada, obtendo-se assim o extrato
para determinacdo dos polifendis extraiveis totais.

Em tubos de ensaio foram adicionadas aliquotas variando de 0,025 a 0,05 pL dos
extratos (dependendo da amostra), sendo adicionado agua destilada para completar o volume
para 0,5 mL. Foram entdo adicionados 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu (1:3), 1,0 mL de
NaCOs; e 1,0 mL de agua destilada. Os tubos de ensaio foram homogeneizados em agitador
tipo vortex para homogeneizacdo e deixados em repouso fora do alcance da luz, por 30
minutos. A leitura foi realizada em espectrofotémetro (marca SHIMADZU, modelo UV-
1800) a 700 nm, usando como referéncia uma curva padrdo de &cido galico. Os resultados

foram expressos em mg de acido galico (AG).100 g™ de amostra.

4.4.2.7 Antocianinas totais e Flavondides amarelos

Foram determinadas segundo a metodologia descrita por Francis (1982). No
procedimento 1 mL da amostra foi homogeneizado com solu¢do HCI 1,5 N e etanol 85% para
sua extracdo. As amostras foram homogeneizadas e o conteudo transferido para um baldo
volumétrico de 50 mL ao abrigo da luz, o qual foi aferido com a solucdo extratora,
homogeneizado e transferido para frasco ambar. O sistema foi submetido a 13 horas de
repouso sob refrigeracdo e na auséncia de luz. Apés esse periodo o extrato foi filtrado em
papel de filtro qualitativo, e submetido a leitura em espectofotdmetro (marca SHIMADZU,
modelo UV-1800) a 535 nm para antocianinas totais e 374 nm para flavondides amarelos. Os

resultados foram expressos em mg.100 mL™ e calculados através da equagio:

Antocianinas totais (mg.100 mL™) = (absorbancia x diluicéo x 100) / peso x 98,2.

Flavondides amarelos (mg.100 mL™) = (absorbancia x diluicdo x 100) / peso x 76,6.
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4.4.3 Metodologias para avaliagdes microbiologicas

As avaliagbes microbiolodgicas realizadas nas amostras selecionadas foram feitas
conforme metodologia recomendada pelo APHA (2001) e SILVA et al. (2001).

4.4.3.1 Coliformes a 35 °C e 45 °C

Para a analise de coliformes, inicialmente foram selecionadas trés diluicdes (107,
10 e 10%) de cada amostra, as quais foram inoculadas em uma série de trés tubos de caldo
lactosado por diluicdo, adicionando-se 1,0 mL da diluicdo por tubo. Os tubos de caldo
lactosado foram incubados a 35 °C por 24 a 48 horas. Ap6s 0 periodo de incubagdo, foram
obtidos os resultados com base na formacédo de gas dentro dos tubos.

Havendo a presenca de gas nos tubos de Duhan, uma alcada bem carregada do
material de cada tubo de ensaio foi transferida para um tubo contendo caldo E. coli (EC),
sendo estes incubados em banho-maria a 45,5 °C por 24 horas. A producdo de gas dentro dos
tubos indica contagem de coliformes a 45 °C, e nesse caso, 0s resultados foram obtidos em

uma Tabela de nimero mais provavel (NMP) e expressos em NMP/g de amostra.

4.4.3.2 Bactérias aerdbias meséfilas

Para a analise de bactérias aerObias mesofilas, inicialmente foi realizada uma
diluicdo, tomando-se 25 g de cada polpa e diluindo-se para 1:10 e 1:100, separadamente. Em
seguida, 0,1 mL de cada diluicdo foi adicionado em placas contendo o meio de cultura “Agar
Padrdo para Contagem” (PCA). As placas foram incubadas invertidas em estufa a 35 °C/48h.
Os resultados foram expressos em Unidade Formadora de Col6nia por grama de amostra
(UFC/g).

4.4.3.3 Bolores e leveduras

Para a andlise de bolores e leveduras, foi utilizado o método de diluicdo e
plaqueamento em superficie em meio “Potato Dextrose Agar” (PDA), acidificado com &cido
tartarico (10%), a partir de 25 mL de cada amostra em dilui¢cBes de 1:10 e 1:100 em agua
peptonada. A incubacéo foi feita em estufa a 25 °C/5 dias. Os resultados foram expressos em

Unidade Formadora de Col6nia por grama de amostra (UFC/qg).
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4.4.3.4 Salmonella spp.

Inicialmente foi realizada uma homogeneizacdo das amostras a serem analisadas.
Para cada amostra foi pesado, assepticamente, 25 gramas, o qual foi transferido para um
frasco contendo 225 mL de caldo lactosado, previamente preparado e esterilizado e incubado
em estufa a 35 °C/24 horas. Apos o periodo de incubacdo, o frasco foi cuidadosamente
agitado, sendo transferido 1,0 mL do seu conteudo para tubos contendo 10 mL de caldo
Tetrationato, o qual foi incubado a estufa a 35 °C/24 horas e 0,1 mL para tubos contendo
Caldo Rappaport-Vassiliadis modificado (RV), incubando-se em banho-maria a 42 °C/24
horas. Apos o periodo de incubacdo, os tubos foram agitados e, em seguida, foi transferida
uma alcada de cada caldo para placas contendo Agar Entérico de Hectoen (HE) e para placas
contendo Agar Xilose Lisina Desoxiciolato (XLD) e Agar sulfito-bismuto, que foram
posteriormente, incubadas invertidas em estufa a 35 °C/24 horas. As col6nias suspeitas de
Salmonella spp foram transferidas para TSI e LIA e incubadas a 35 °C por 24 horas. Os tubos

com reacdes tipicas foram submetidas a testes soroldgicas e bioquimicos.

4.4.3.5 Listeria spp.

Foram transferidas 25 g de cada amostra para 225 mL de Caldo de
Enriquecimento para Listeria Tamponado (BLEB), previamente preparado e esterilizado,
sendo posteriormente incubado em estufa bacterioldgica a 30 °C/48 h.

Ap6s a incubacdo, o indculo foi estriado em placa por esgotamento no meio Agar
Oxford (OXA) e meio Agar Listeria de Ottaviani e Agosti (ALOA), sendo incubado a 35
°C/24-48 h. Decorrido o tempo de incubacdo, foram selecionadas pelo menos cinco coldnias
tipicas de ambas as placas, e em seguida submetidas a realizacdo de testes bioquimicos que
compreenderam: Catalase, Gram, motilidade, hemolise e testes de fermentacdo de
carboidratos (Dextrose, Ramnose, Xilose, Manitol e Maltose).
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4.4.4 Sintese e caracterizacdo das nanoparticulas de PLGA contendo extratos fenolicos

das frutas tropicais

Para a sintese das nanoparticulas foi utilizada metodologia descrita por Ganea et
al. (2010) e Quintanar-Guerrero (1998). Os extratos fendlicos das polpas e dos subprodutos
selecionados, considerando as amostras com maiores teores de resveratrol, quercetina e
cumarina (subproduto de goiaba, polpa de acerola e subproduto de maracuja,
respectivamente) foram nanoencapsulados a partir de uma matriz de poli (D, L-lactideo-co-
glicolideo), com duas diferentes concentragdes de lactideo e glicolideo PLGA 50:50 e 65:35,
atraves do método de evaporacao-emulsificagéo.

Inicialmente, os extratos foram dissolvidos em etanol P.A. e 0 PLGA em
diclorometano P.A. Apds a solubilizacdo, a solucdo que continha o extrato foi adicionada a
solucdo de PLGA, formando uma fase orgénica. Em seguida, a mistura foi adicionada, gota a
gota, a uma solucdo de PVA 10% utilizando um homogeneizador a 20.000 rpm por 4 minutos.
A emulsdo foi submetida a sonicagdo, utilizando um sonicador tipo banho, em temperatura
ambiente, por 30 minutos. Posteriormente o solvente foi removido da solu¢do com auxilio de
evaporador rotativo sob vacuo. A solucdo foi submetida a ultrafiltracdo até volume final de
50mL e submetidas a congelamento e posterior liofilizacdo, sendo em seguida armazenadas
sob congelamento, utilizando-se um dessecador, até 0 momento da caracterizag&o.

Também foram elaboradas nanoparticulas controle de acordo com o mesmo
procedimento descrito acima, porém, sem adicdo dos extratos a fase organica.

A caracterizacdo das nanoparticulas foi realizada através de analises de tamanho e
polidispersidade, eficiéncia do encapsulamento e anélise de liberacdo controlada.

Para a analise de tamanho de particula e indice de polidispesidade, suspensdes
aquosas de nanoparticulas foram analisadas utilizando o equipamento Delsa™ Nano C
Particle Analyzer (Beckman Coulter, Brea, 129 CA). Nanoparticulas foram dissolvidas em
agua destilada, a uma concentracdo de 10 mg/mL e sonicadas por 20 minutos antes das
andlises. As analises foram realizadas utilizando cubetas de pléstico de 1 cm, utilizando um
angulo de 165°, e indice de refracdo de 1,3328, por 120 tempos de acumulagdo continuos. As
suspensdes aquosas de nanoparticulas foram examinadas através de microscopia de
transmissdo eletrénica, utilizando o equipamento FEI Morgagni Transmission Electron
Microscope (TEM) (FEI Company, Hillsboro, OR). As analises foram realizadas na Escola de
Medicina Veterinaria e Ciéncia Biomédica da Universidade Texas A&M (College Station,

TX). Suspensdes aquosas de particulas foram dispostas em filme de 300 mesh e umedecidas
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com uma solucdo aquosa de acetato de uranila 2% (w/v) (Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, PA), a fim de promover o ideal contraste para magnificacdo das particulas. O
excesso de liquido foi removido utilizando papel de filtro e as amostras foram secas a
temperatura ambiente antes das analises, realizadas utilizando magnificagdes de 50,000-
100,000 vezes. As observacgdes foram realizadas a 80 kV.

Para a eficiéncia do encapsulamento, inicialmente as nanoparticulas foram
dissolvidas em solugdo de etanol 95% (w/v), sendo primeiro adicionado agua destilada, até
completa dissolucéo, seguido do volume de etanol, a fim de completar a proporcéao utilizada.
A solucdo foi homogeneizada e deixada em repouso por 72 horas. Decorrido o tempo, as
amostras foram filtradas em filtros de seringa contendo membrana de nylon a 0,2 um (VWR
International, Radnor, PA), a fim de remover o excesso de PLGA e PVA. O teor de
compostos foi medido utilizando espectofotdmetro (Shimadzu UV-1601 spectrophotometer,
Columbia, MA) a 274 (cumarina), 306 (resveratrol) ou 350 nm (quercetina), em cubetas de
quartzo de 1 cm. A eficiéncia do encapsulamento foi calculada de acordo com a seguinte

equacdo (Gomes et al., 2011):

EE (%) = (teor de composto bioativo encapsulado/teor inicial de composto bioativo antes da

encapsulacao) x 100

As analises de liberagdo controlada foram conduzidas a fim de observar a taxa de
liberacdo dos compostos fenolicos estudados a partir das particulas de PLGA e extratos
fenolicos de frutas tropicais, conforme relatado por Zigoneanu et al. (2008). As
nanoparticulas foram dispersas em agua e, em seguida foi adicionado o meio de liberacdo, a
fim de obter uma concentracdo de 1,0 mg/mL de nanoparticulas. O meio de liberacdo
consistiu de solucdo tampdo salina fosfato (PBS) a 0,15M e pH 7,4 e, ap6s a adicdo das
nanoparticulas, aliquotas de 1mL por tubo da solucdo foram distribuidas em tubos eppendorf.
Os tubos foram submetidos a banho com agitacdo (VWR International), o qual foi ajustado a
100 rpm e 35 °C. As amostras foram filtradas utilizando filtros de seringa com membrana de
nylon de 0,2 um e analisadas em relagéo ao teor de cada composto estudado, em tempos pré-
determinados (15, 30, 45, 60, 90, 120, 240, 480, 720, 1440, 2280 e 25920 minutos),
totalizando 72 horas de anélise, através de leituras espectofotométricas a 274 (cumarina), 306

(resveratrol) ou 350 nm (quercetina).
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Foi utilizada uma equacdo empirica modificada para descrever a liberacdo dos

extratos das nanoparticulas elaboradas com PLGA (Ritger,Peppas 1987):

MO

0

*exp (— k,t) + b, *exp(—k,t) 1)

Onde M(t) refere-se ao contetdo de extrato presente na nanoparticula, (mg), t
(horas) ao tempo de liberacdo e M, ao contetdo inicial de extrato das frutas (mg), by, b
(adimensional), k; e k, (1/h) sdo constantes. Os valores k; e k, sdo definidos como as

constantes de liberacdo dos extratos das frutas (Hill et al, 2013).
4.4.5 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

As  concentragbes inibitérias  minimas (MIC) dos compostos  fendlicos
nanoencapsulados contra Listeria sp. e E. coli K12 foram determinadas utilizando o método
de diluigéo, conforme metodologia descrita por Brandt et al. (2010), com modificac6es. Cada
extrato foi dissolvido em 1 mL de etanol, sendo o volume completado para 10 mL com &gua
destilada, seguido de homogeneizacdo em vortex até completa dissolucdo. A
concentracdo final das solugdes antimicrobianas foi ajustada para se obter as variacdes de 50 a
7000 pg / mL.

Para cada microrganismo estudado, foi preparada uma suspensdo bacteriana a
10° UFC/ mL. Para a obtencdo dessa suspensdo, os microrganismos selecionados foram
ressuspensos em tubos de ensaio contendo caldo TSB (E.coli K12) e TPB (Listeria
monocytogenes) estéreis, incubados a estufa bacteriolégica a 35°C/24 horas. Decorrido o
periodo de incubacdo, foi retirada uma alcada de cada tubo, sendo realizado 0 mesmo
procedimento, incubando o tubo por mais 24 horas. Decorrido o periodo de incubacédo, a
suspensdo microbiana foi submetida a centrifugacdo a 4000 rpm por 15 minutos e lavagem
com agua peptonada estéril (0,1%), por trés vezes, sendo entdo ressuspendida em caldo TSB
ou TPB estéril. A partir dessa suspensdo foram realizadas as diluicdes em agua peptonada a
0,1%, a fim de se obter a concentracdo final de 10° UFC/ mL. A concentracdo inicial da
suspensé@o bacteriana foi obtida a partir da realizagcdo da curva de crescimento microbiano,
para cada microrganismo, a qual foi realizada a partir de leitura espectofotométrica a 600 nm
por 30 horas com leituras realizadas a cada 60 minutos.

ApoOs o preparo da suspensdo microbiana, 1 mL desta suspensdo foi adicionado a

cubetas estéreis, seguido da adicdo de 1mL da solugdo antimicrobiana (extratos). Em



57

seguida, as cubetas foram seladas com parafilme e foi realizada leitura
espectrofotométrica a 600 nm, utilizando um espectrofotdbmetro  UV-visivel (Spectronic
20D +, Milton Roy Company, Rochester, NY, EUA). Apos leitura, as amostras foram
incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C/24 horas, sendo entdo realizada nova leitura
espectrofotométrica. As amostras que apresentaram diferenca entre as leituras menor que 0,05
foram consideradas com efeito inibitdrio, representando a concentracdo inibitoria minima
(CIM).

Foi plaqueado uma aliquota de 0,1 mL dos tubos referentes a concentragéo
inibitéria minima, assim como dos tubos contendo as concentracbes maiores que esta
aliquota, em em agar Oxford (Listeria monocytogenes) ou TSA (E. coli K12). Apds incubacéo
das placas a 37 °C/24 horas, as amostras que ndo apresentaram crescimento microbiano foram
consideradas por apresentarem efeito bactericida, representando a concentragéo bactericida
minima (CBM).

4.5 Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Os resultados das analises quimicas e fisico-quimicas foram avaliados atraves de
andlise de variancia (ANOVA) e teste de médias por Tukey (p<0,05) e expressos como média
seguida de desvio padrao.

Além de expressos graficamente, os dados obtidos na analise de liberacdo
controlada foram ajustados estatisticamente ao modelo descrito pela Equacdo 1, atraves do
software JMP v.9 (SAS Institute, Cary, NC), a fim de obter por regresséo linear, as constantes
kl e k2. O ajuste dos pardmetros do modelo foram analisados atarves dos coeficientes de
determinacéo (R?).

Os dados obtidos nas analises referentes ao efeito antimicrobiano do resveratrol,
quercetina e cumarina foram expressos através das concentracdes inibitéria e bactericida

minima.



58

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Etapa 1: Caracterizacdo das polpas e dos subprodutos de frutas tropicais quanto ao

conteudo de compostos bioativos

Os resultados referentes aos contelidos de compostos fendlicos totais de polpas e
subprodutos de frutas tropicais sdo apresentados na Tabela 14.

As amostras avaliadas apresentaram-se como fontes de compostos fendlicos
totais, obtendo-se conteidos variando na faixa de 60,84 a 2441,34 mg GAE/100g de polpa ou
subproduto.

De acordo com estudo realizado por Vasco, Ruales, Kamal-Eldin, 2008, as frutas
tropicais analisadas com relacdo aos teores de polifendis podem ser classificadas em trés
categorias: baixo teor (<100 mg GAE/100g), médio teor (100-500 mg GAE/100g) e alto teor
(>500 mg GAE/100g). Dessa forma, as amostras analisadas podem ser classificadas como de
médio e de alto teor de compostos fendlicos totais, em termos de valores, com excecdo da
polpa de sapoti, mamao, manga e maracuja e do subproduto do mamao, que apresentaram
teores < 100mg AGE/ 100g.

Tabela 14. Teor de compostos fenélicos totais de polpas e subprodutos de frutas tropicais.

Frutas Compostos fendlicos totais (mg GAE/100g base umida)
Nome comum Nome cientifico Polpa Subproduto
Abacaxi Ananas comosus 137,32 £ 11,28 dA 317,45+ 25,67 dB
Acerola Malpighia emarginata D.C.  1827,07 £ 50,22 aA 1195,14+ 2,76 bA
Caja Spondias mombin L. 156,93+ 7,94d Nr

Caju Anacardium occidentalle L. 700,46 + 33,17 bA 1591,76 + 89,47 aB
Goiaba Psidium guajava 333,24+ 21,58 cA 685,78+ 2,78 cB
Graviola Annona muricata L. 547,01+ 22,56 cA 201,26 = 3,12 deB
Mamao Carica papaya L. 88,08+ 9,85 dA 98,47+ 3,19 eA
Manga Mangifera indica L. 122,23+ 4,22 dA 336,25+ 45,32 dB
Maracuja Passiflora edulis Sims. 116,65+ 2,43 dA 277,67+ 25,01 dB
Pitanga Eugenia uniflora L. 420,65+ 20,67 cA 1482,36 + 35,82 aB
Sapoti Manikara zapota L. 52,30+ 5,00 dA 305,81+ 52,59 dB
Tamarindo Tamarindo indica L. 492,97+ 28,48 ¢ nr

Resultados expressos em media + desvio padrao (n=3). AGE= acido galico equivalente. nr: ndo realizado
A,B (mailsculo) em uma mesma linha representam amostras significativamente diferentes (p<0,05), Tukey.

letras (mindsculo) em uma mesma coluna representam amostras significativamente diferentes (p<0,05), Tukey.
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As polpas de acerola, caju, tamarindo, graviola e pitanga roxa apresentaram
maiores teores de compostos fendlicos totais, assim como os subprodutos de pitanga roxa,
acerola, caju e goiaba (Tabela 14).

Os subprodutos de pitanga roxa, caju e goiaba, quando comparadas as polpas,
com excec¢do dos subprodutos de acerola (que apresentou maor teor de compostos fenolicos
na polpa), apresentaram elevados contetdos de compostos fenolicos.

Almeida et al. (2011) avaliaram os teores de compostos bioativos presentes em
polpas de frutas brasileiras, obtendo para compostos fendlicos totais (método utilizando o
reagente de Folin—Ciocalteu) os seguintes teores: 29,0 mg GAE/100g para jaca, 53,2 mg
GAE/100g para mamédo, 38,1 mg GAE/100g para abacaxi e 83,8 mg GAE/100g para
tamarindo, sendo estes resultados bastante inferiores aos obtidos neste estudo. Os frutos
podem apresentar diferencas em seus constituintes devido a diversos fatores, tais como época
do ano, clima, condi¢bes de cultivo e temperatura, 0 que explica a diferenca obtida entre os
autores citados e o presente estudo.

Bagetti et al. (2011) obtiveram teor de compostos fendlicos de 463 mg GAE/100g
para polpa de pitanga roxa, valor proximo ao obtido no presente trabalho. Parashar; Badal
(2011) quantificaram os teores de compostos fenolicos totais em sucos de laranja e roma,
obtendo resultados de 22,0 e 112,3 mg/100g, respectivamente. Biegelmeryer (2011)
determinaram teores de compostos fendlicos totais de 292,03 mg/100g em polpa de goiaba
amarela e 501,339/100g em polpa de goiaba vermelha. Infante et al. (2013) avaliaram
subprodutos de abacaxi, caju, maracuja e manga, obtendo teores de compostos fendlicos de
24,0; 106,7; 34,3 e 45,0 mgAGE/100g de matéria seca, respectivamente.

A Tabela 15 apresenta o contetido de B-caroteno nas polpas e nos subprodutos das
frutas tropicais estudadas.

Em termos de valores, as amostras que apresentaram maiores teores deste
composto foram as polpas de caja, maracujd e manga. Para os subprodutos, a pitanga roxa
apresentou destaque em relacdo ao teor deste pigmento quando comparada as demais
amostras.

Né&o foi determinado B-caroteno para as polpas e subprodutos de graviola e sapoti.
Para a goiaba e pitanga, ndo foram observadas diferengas significativas (p<0,05) entre 0s
teores de P-caroteno da polpa e o subproduto. As demais polpas de frutas analisadas
apresentaram maiores teores de B-caroteno do que os subprodutos. As polpas e subprodutos
de abacaxi, goiaba e tamarindo destacaram-se significativamente das demais, pelo menor

contetido de B-caroteno.
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Tabela 15. Teores de p-caroteno em polpas e subprodutos de frutas tropicais.

Frutas -caroteno (ng/100g base umida)
Nome comum  Nome cientifico Polpa Subproduto
Abacaxi Ananas comosus 5,94 + 3,20 cA 17,78 £ 11,73 dB
Acerola Malpighia emarginata D.C. 164,76 + 93,79 abA 44,88 + 15,96 bB
Caja Spondias mombin L. 241,16 £ 35,02 a nr

Caju Anacardium occidentalle L. 60,18 + 27,28 bcA 43,28 £ 17,31 bcB
Goiaba Psidium guajava 10,08 + 1,10 cA 9,21 +£1,26 dA
Graviola Annona muricata L. nd nd
Mamé&o Carica papaya L. 141,12 + 13,93 abcA 61,63 £ 0,00 bB
Manga Mangifera indica L. 178,61 * 66,46 abA 52,08 + 55,93 B
Maracuja Passiflora edulis Sims. 207,58 £ 68,31 abA 35,66 + 13,62 cdB
Pitanga Eugenia uniflora L. 166,26 * 28,29 abA 126,97 + 17,00 aA
Sapoti Manikara zapota L. nd nd
Tamarindo Tamarindo indica L. 0,64+0,90c nr

Resultados expressos em media * desvio padrdo (n=3). nr: ndo realizado, nd: ndo determinado

letras (maidsculo) em uma mesma linha representam amostras significativamente diferentes (p<0,05), Tukey.

letras (minGsculo) em uma mesma coluna representam amostras significativamente diferentes (p<0,05), Tukey.

O subproduto de pitanga apresentou-se como uma excelente fonte de -caroteno
quando comparado aos outros subprodutos.

Teores similares de B-caroteno tém sido anteriormente relatados na literatura para
diversas frutas tropicais (CHEN, TAI, CHEN, 2007; DIAS, CAMOES, OLIVEIRA, 2009;
SEGANTINI, et al., 2012). Silva et al (2013) avaliaram o teor de B-caroteno em polpa de
acerola congelada, obtendo teores variando de 2349 a 37040 pug/100mL.

Os resultados referentes aos teores de licopeno em polpas e subprodutos de frutas
tropicais sdo apresentados na Tabela 16. As amostras que apresentaram licopeno em suas
constituicbes foram as polpas de pitanga roxa, mamao, sapoti, goiaba e tamarindo. Em relacao
aos subprodutos das frutas, foi determinado teores de licopeno em subprodutos de pitanga
roxa, mamao, sapoti e goiaba. As polpas de pitanga roxa e mamao apresentaram destaque

guanto ao teor de licopeno, apresentando maiores teores.
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Tabela 16. Teores de licopeno em polpas e subprodutos de frutas tropicais.

Frutas Licopeno (ng/100g base umida)
Nome comum Nome cientifico Polpa Subproduto
Abacaxi Ananas comosus nd nd
Acerola Malpighia emarginata D.C. nd nd

Caja Spondias mombin L. nd nr

Caju Anacardium occidentalle L. nd nd
Goiaba Psidium guajava 6,77 £ 1,30 bA 6,25 + 3,83 aA
Graviola Annona muricata L. nd nd
Maméo Carica papaya L. 144,77 £ 78,04 aA 10,75 £ 0,00 aB
Manga Mangifera indica L. nd nd
Maracuja Passiflora edulis Sims. nd nd
Pitanga Eugenia uniflora L. 153,62 £ 0,15 aA 79,24 + 20,47 aB
Sapoti Manikara zapota L. 10,47 + 4,58 bA 10,59 + 0,64 aA
Tamarindo Tamarindo indica L. 0,05+0,06 b nr

Resultados expressos em media * desvio padrdo (n=3). nr: ndo realizado, nd: ndo determinado
A,B (mailsculo) em uma mesma linha representam amostras significativamente diferentes (p<0.05).

a,b (minudsculo) em uma mesma coluna representam amostras significativamente diferentes (p<0.05).

Todas as polpas e subprodutos analisados apresentaram baixas concentracdes de
licopeno quando comparados ao tomate, uma fruta bastante reconhecida quanto ao conteudo
desse carotendide. Carvalho et al. (2005) analisaram diferentes hibridos de tomate e
concluiram que o teor de licopeno nessas frutas variou de 8200 a 10500 pg/100g.

Acerola e pitanga (polpas e subprodutos) apresentaram maiores teores (p<0,05) de
antocianinas totais. Os subprodutos de caju, mamdo, manga e maracuja apresentaram
elevados teores (p<0,05) de antocianinas totais quando comparados aos obtidos nas suas
respectivas polpas, o que pode ser considerada uma importante informacdo para o
aproveitamento dessas matérias-primas na aplicacdo de suplementos nutricionais, aditivos na
dieta e/ou produtos farmacéuticos.

Antocianinas ndo foram detectadas nas polpas de graviola e sapoti e no
subproduto de sapoti (Tabela 17). Antocianinas Sa0 compostos responsaveis por muitas cores,
variando entre vermelha, azul e lilas, presentes nas frutas. Esses compostos sdo especialmente
abundantes em berries, como em blueberries e blackcurrants (KAHKONEN, HOPIA,
HENONEN, 2001).

Com excecdo da pitanga, os teores de antocianinas totais para as polpas de fruta
foram considerados baixos quando comparados a berries, como morango (21 mg/100g), uvas
vermelhas (27 mg/100g), raspberries vermelhas (92 mg/100g), cerejas (122 mg/100g) e
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blackberries (387 mg/100g) (WU et al., 2006). Teores comparaveis de antocianinas totais
foram observados em diferentes amostras de polpa de péssego, com valores variando na faixa
entre 0,002 a 0,34 mg/100g (SEGANTINI, LEONEL, LIMA, COSTA, RAMOS, 2012).

Tabela 17. Teores de antocianinas em polpas e subprodutos de frutas tropicais.

Frutas Antocianinas (mg/100g base Umida)
Nome comum Nome cientifico Polpa Subproduto
Abacaxi Ananas comosus 1,61+ 0,29 cA 1,15+ 0,03 bA
Acerola Malpighia emarginata D.C. 9,06 £ 0,41 bA 40,45 £ 4,01 bB
Caja Spondias mombin L. 1,24 £ 0,38 cde Nr

Caju Anacardium occidentalle L. 1,01 £ 0,15 cdeA 3,56 + 0,07 bB
Goiaba Psidium guajava 1,70+ 0,29 cA 0,31+£0,00 bB
Graviola Annona muricata L. Nd Nd
Mamao Carica papaya L. 0,13 + 0,04 cfA 2,82 +0,28 hB
Manga Mangifera indica L. 1,47 £ 0,21 cdA 2,05+ 0,38 bA
Maracuja Passiflora edulis Sims. 0,53 + 0,04 defA 2,28+ 0,24 bB
Pitanga Eugenia uniflora L. 24,12 £ 0,31 aA 1167,26 + 4860,46 aB
Sapoti Manikara zapota L. Nd 0,31£0,22b
Tamarindo Tamarindo indica L. 156+0,12 ¢ Nr

Resultados expressos em media * desvio padrdo (n=3). nr: ndo realizado, nd: ndo determinado.
A,B (mailsculo) em uma mesma linha representam amostras significativamente diferentes (p<0,05).

letras (mindsculo) em uma mesma coluna representam amostras significativamente diferentes (p<0,05).

Apenas as polpas de caja, maracuja, pitanga e tamarindo, assim como 0s
subprodutos de acerola, caju, mamado, manga, maracuja e pitanga apresentaram flavonoides
amarelos em suas constituicGes (Tabela 18). Os teores obtidos para flavondides amarelos nas
polpas de fruta apresentaram-se na mesma faixa de outros valores reportados na literatura para
frutas tropicais. Como 9,6mg/100g para polpa de acerola, 7,1mg/100g para polpa de caja e
63,8mg/100g para polpa de caju (RUFINO et al., 2010); ainda que seja dificil estabelecer
uma comparacdo entre as frutas em diferentes trabalhos cientificos, devido a diversos fatores,
como época do ano, espécie, cultivar e método de extracgéo.

As amostras referentes aos subprodutos apresentaram elevados teores (p<0,05) de
flavonoides amarelos quando comparadas as amostras referentes as polpas de frutas, resultado
similar ao observado para a analise de antocianinas totais, pois sdo pigmentos e, como tal,

estdo principalmente localizados nas cascas das frutas.



Tabela 18. Teores de flavondides amarelos em polpas e subprodutos de frutas tropicais.

Frutas Flavonoides amarelos (mg/100g base Umida)
Nome comum Nome cientifico Polpa Subproduto
Abacaxi Ananas comosus nd nd
Acerola Malpighia emarginata D.C. nd 16,13 £ 0,03 bc
Caja Spondias mombin L. 9,19+0,28 a Nr

Caju Anacardium occidentalle L. nd 10,85+ 1,07d
Goiaba Psidium guajava nd 10,84 + 1,07
Graviola Annona muricata L. nd nd
Mamao Carica papaya L. nd 12,23 +3,73 ¢
Manga Mangifera indica L. nd 23,66 £ 3,80 ab
Maracuja Passiflora edulis Sims. 9,20+ 2,21 aA 26,52 + 2,46 aB
Pitanga Eugenia uniflora L. 10,89 + 0,96 aA 23,76 = 2,22 abB
Sapoti Manikara zapota L. nd nd
Tamarindo Tamarindo indica L. 8,04 0,26 a Nr

Resultados expressos em media * desvio padrdo (n=3). nr: ndo realizado, nd: ndo determinado.

A,B (mailsculo) em uma mesma linha representam amostras significativamente diferentes (p<0,05).

a,b (minudsculo) em uma mesma coluna representam amostras significativamente diferentes (p<0,05).
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5.2 Etapa 2: Identificacdo e quantificacdo de quercetina, resveratrol e cumarina em

polpas e subprodutos de frutas tropicais

5.2.1 Validacdo dos métodos

Os cromatogramas referentes aos padrdes de resveratrol, quercetina e cumarina

séo apresentados na Figura 6.

Figura 6. Cromatogramas dos padrdes de resveratrol (A),

quercetina (B) e cumarina (C).
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Os parametros referentes a validacdo dos métodos de analise cromatografica do

resveratrol, quercetina e cumarina sao apresentados na Tabela 19.

Tabela 19. Validacdo dos métodos cromatograficos para as andlises de resveratrol, quercetina e cumarina em

polpas e subprodutos de frutas tropicais.

Parédmetro Resveratrol Quercetina Cumarina
Limite de deteccdo (ng/mL) 0,56 x 10 74 0,55
Limite de quantificacdo (ng/mL) 1,84 x 10’2 240 1,09
Linearidade® Y Xt y=61898x 14053 y=101172x+102127
Coeficiente de determinacéo (R?) 0,999 0,999 0,999
Tempo de retenc¢do (min) 5,05 19,60 6,82

 x representa a concentracdo (ug/ml) e y representa a area do pico referente ao comprimento de onda (X)

analisado.
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Menores valores para os limites foram obtidos para o padrdo de resveratrol, seguido

dos padrdes de cumarina e quercetina. Em relacdo as curvas de calibracdo, observou-se

coeficiente de determinacgdo préximo a unidade, para todos os padrées utilizados.

5.2.2 Identificagéo e quantificacdo de quercetina em polpas e subprodutos de frutas tropicais

Os cromatogramas referentes a identificagdo do pico da quercetina em polpas e

subprodutos de frutas tropicais sdo apresentados nas Figura 7 e 8, respectivamente.

Figura 7. Cromatogramas referentes a identificacdo do pico da quercetina em extratos de polpas de frutas

tropicais.
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Nas amostras avaliadas, as que ndo foram observadas presenca do fendlico
quercetina foram a polpa de graviola e os subprodutos de abacaxi, graviola, maméo, maracuja
e sapoti.

As polpas de caja e acerola apresentaram teores elevados de quercetina (ug/g),
seguido da pitanga roxa (Tabela 20). Concentracdes mais elevadas de quercetina foram
detectadas nos subprodutos de pitanga roxa (105,52 pg/g), manga (61,27 pg/g), caju (42,34
ug/g) e acerola (30,43 ng/g), conforme observado na Figura 8. Esses subprodutos podem ser
utilizados na alimentacdo humana, para elaboragdo de diversos produtos, como bolos,
cookies, doces, geléias, entre outros, favorecendo a utilizacdo dos mesmos na elaboracdo de

novos produtos, tendo em vista seu elevado contetdo de substancias bioativas.

Figura 8. Cromatogramas referentes a identificagdo do pico da quercetina em extratos de subprodutos de frutas
tropicais.
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Tabela 20. Teores médios de quercetina de polpas e subprodutos de frutas trop icais.

Frutas Teor de quercetina (pug/g base seca)
Nome comum Nome cientifico Polpa Subproduto
Abacaxi Ananas comosus 9,82 +£0,00 Nd
Acerola Malpighia emarginata D.C. 49,93 £ 0,25 30,43 £ 0,85
Caja Spondias mombin L. 50,24 £ 0,75 Nr
Caju Anacardium occidentalle L. 6,01 + 0,62 42,34 £ 0,20
Goiaba Psidium guajava 21,37 +£1,07 24,27 £ 0,21
Graviola Annona muricata L. Nd Nd
Maméo Carica papaya L. 2,11+0,84 Nd
Manga Mangifera indica L. 3,90+ 0,20 61,27 £ 1,55
Maracuja Passiflora edulis Sims. 23,46 £ 0,93 Nd
Pitanga roxa Eugenia uniflora L. 43,09+ 2,61 105,52 + 0,17
Sapoti Manikara zapota L. 2,19+0,10 Nd
Tamarindo Tamarindo indica L. 14,41 + 0,39 Nr
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nr: ndo realizado. nd: ndo determinado

Diversos estudos tém apresentado a identificagcdo e quantificacdo de quercetina
em polpas e subprodutos de frutas temperadas, através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Wach; Pyrynska e Biesaga (2007) identificaram quercetina em casca de maca,
obtendo contetdo de 21 pg/g de peso seco. Jacques et al. (2010) identificaram quercetina em
polpa congelada de amora preta. Kubola; Siriamornpun (2011) identificaram quercetina em
polpa de Momordica cochinchinensis Spreng. Mehrabani et al. (2011) identificaram
quercetina em casca de macas cultivadas no Ird. Schmitzer et al. (2011) identificaram e
quantificaram quercetina em diferentes cultivares de péssego, obtendo teores variando na
faixa de 15,03 a 568,83 pg/g de peso seco. Orazem; Stampar e Hudina (2011) analisaram
péras de duas cultivares, identificando quercetina em ambas, obtendo teores variando de 6,02
a 12,12 ug/g de peso fresco. Slatnar et al. (2011) identificaram quercetina em figo. Liang et al.
(2011) analisaram uvas, obtendo teores de quercetina variando de 0 a 71 ug/g de peso fresco.
Aaby et al. (2012) avaliaram as concentragdes de quercetina em diferentes cultivares de
morango, obtendo teores variando de 5 a 52 ug/g de peso fresco. Deng; West e Jensen (2010),

identificaram e quantificaram quercetina em polpa de noni, obtendo teores variando de 15 a

86 ng/g.
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5.2.3 Identificacdo e quantificacdo de resveratrol em polpas e subprodutos de frutas tropicais

Os cromatogramas referentes a identificacdo do resveratrol sdo apresentados na

Figura 9.

Figura 9. Cromatogramas referentes a identificacéo do pico de resveratrol.
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O resveratrol foi identificado e quantificado em subprodutos de goiaba (25,67
ug/g peso seco) e pitanga (112,51 pg/g peso seco), resultados ndo reportados anteriormente na
literatura. O resveratrol ndo foi detectado nas demais amostras de polpas e subprodutos de
frutas analisadas neste estudo. Este composto é um estilbeno natural encontrado em diversas
espécies vegetais, geralmente em duas formas: trans-(E) e cis (Z), sendo o trans-resveratrol
isbmero reconhecido pela sua atividade bioldgica (MEDINA-BOLIVAR et al.,, 2007;
SAUTTER, et al., 2005). Trans-resveratrol apresenta atividade antioxidante e anti-
inflamatdria (KALANTARI; DAS, 2010), sendo bastante estudado em uvas e vinhos tintos.
Ainda que muitos fatores como a variedade da planta, condi¢cGes ambientais, procedimento de
extracdo e solvente utilizado durante a extracdo possam influenciar a quantificacdo desse
composto em vérias plantas (ROLDAN, PALACIOS, CARO, PEREZ, 2003), foi encontrado
cerca de 4,06 ug/100g de resveratrol em extrato aquoso de uvas secas sem sementes em
culivar Thompson (ZHAO; HALL, 2008), teor menor quando comparado as amostras
avaliadas neste estudo, tendo em vista que atualmente, a uva € uma das frutas que apresenta
maior teor de resveratrol determinado. Outras fontes de resveratrol incluem chocolate amargo
(0,4 pg/g) (COUNET, CALLEMIEN, COLLIN, 2006), amendoins (0,03-0,14 ug/g)
(SANDERS, MCMICHAEL, HENDRIX, 2000), cranberry 712,3 ng/g (BOROWSKA,
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MAZUR, KOPCIUCH, BUSZEWSKI, 2009) e casca e bagaco de uva (0,68 a 0,39 ug/ g de
peso fresco) (CASAS et al., 2010).

Ao compararmos o contetdo de resveratrol obtido nas amostras analisadas neste
estudo aos outros extratos fenolicos comerciais (padrées), como determinado por Counet et al.
(2006), os teores obtidos para os subprodutos de goiaba e pitanga, mesmo que em menor
quantidade do que a constatada em vinho tinto comercial (337 mg/100g peso seco), sdo
menores que os obtidos para casca de uva vermelha (60-75 mg/100g extrato seco), casca de
uva branca (63 mg/100g extrato seco) e semente de uva vermelha (27 mg/100g extrato seco).
Apesar de apresentar baixos valores, os subprodutos de goiaba e pitanga podem ser
considerados fontes de resveratrol. Essa informacdo se faz bastante importante
industrialmente, tendo em vista que este composto apresenta diversas propriedades

nutracéuticas e farmacéuticas.
5.2.4 Identificagdo e quantificagdo de cumarina em polpas e subprodutos de frutas tropicais

Os cromatogramas referentes a identificacdo do pico de cumarina em polpas e

subprodutos de frutas tropicais séo apresentados na Figura 10.

Figura 10. Cromatogramas referentes a identificacdo de cumarina em polpa de manga e subprodutos de goiaba,

de maracujé e de pitanga.
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No presente estudo, a cumarina foi detectada e quantificada em polpa de manga e
subprodutos de goiaba, maracuja e pitanga, com valores variando na faixa de 57,39 a 102,49
ug/100g (base seca) (Tabela 21), resultados ainda néo relatados na literatura. A cumarina nao
foi detectada nas demais amostras analisadas.

A cumarina (1,2-benzopirona) € um produto natural que apresenta aroma doce
herbaceo, semelhante a flor de cereja (Yang et al., 2009). Esse composto estd presente em
diversas familias, como Asteraceae, Apiaceae, Fabaceae, Lamiaceace e Poaceae. As
cumarinas ocorrem nas plantas na forma de &cido trans-o-glucosyloxycinnamic (Kovacki;
Repcak, 2008) e sdo associadas a atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria e antioxidante
(Ikeda, Wada, Nishigaki, Nakashima, 2009; Kovacki; Repcak, 2008).

Tabela 21. Teores de cumarina em polpas e subprodutos de frutas tropicais.

Amostra Nome cientifico Teor (mg/100g base seca)
SG Psidium guajava 102,49 + 1,47
SM Passiflora edulis Sims. 60,28 = 4,21
SP Eugenia uniflora L. 71,18 £1,98
PM Mangifera indica L. 57,39+1,73

SM: subproduto de maracujd, SG: subproduto de goiaba, SP: subproduto de pitanga, PM: polpa de manga.

Plantas da familia Lamiaceace (assim como a lavanda, salvia, alecrim, oregano e
manjericdo), além da canela, s8o amostras conhecidas por apresentarem elevadas
concentracdes de cumarina e sdo largamente utilizadas na medicina tradicional e horticultura.
Para estas plantas, a literatura reporta teores variando de 14,3 a 276,9 pug/mg peso Umido,
onde o género Lavandula e Salvia apresentam os maiores teores (Lee et al., 2011). Demais
estudos tém constatado teores acima de 29,40 mg/100g para extrato fenolico da casca de
canela (Su-Chen Ho, 2013). Os subprodutos de frutas analisados apresentaram-se como fonte

natural de cumarina, apresentando maiores teores que 0s encontrados em canela.

5.3 Etapa 3: Caracterizacdo quimica, fisico-quimica e microbioldgica de polpas e

subprodutos de frutas tropicais

Para esta etapa foram selecionadas as amostras de resveratrol (subproduto de
goiaba), quercetina (polpa de acerola) e cumarina (subproduto de maracuja.
As amostras analisadas apresentaram auséncia de Salmonella sp., Listeria

monocytogenes e contagem de coliformes a 35 °C e 45 °C < 3 MPN/g (Tabela 22).
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A contagem de bactérias mesofilicas variou entre 1,0 x10% (subproduto de goiaba)
e 4,5x10° UFC/g (subproduto de maracujé). O subproduto de goiaba foi o Unico que
apresentou contagem de bolores e leveduras.

Tabela 22. Avaliagdo  microbiologica de polpas e subprodutos de frutas tropicais utilizados na
nanoencapsulagéo.

Analises Polpa de acerola Subproduto de goiaba Subproduto de maracuja
Coliformes a 35 °C (NMP/qg) <3 <3 <3
Coliformes a 45 °C (NMP/qg) <3 <3 <3
L.monocytogenes/25¢ Auséncia Auséncia Auséncia
Salmonella SP/25g Auséncia Auséncia Auséncia
Bactérias mesofilicas (UFC/g) 1,6 x 10° 1,0x 10° 45x 10°
Bolores (UFC/g) <10 5,0 x 10° <10
Leveduras (UFC/g) <10 1,2 x 10* <10

Silva et al. (2011) ndo detectaram Salmonella sp. em néctares de frutas tropicais
elaborados com polpas de caju, manga e acerola. Santos, Coelho e Carreiro (2008) avaliaram
polpa de acerola, obtendo contagem de bolores e leveduras variando de < 10 UFC/g a 2,3 x
10* UFC/g.

Faria, Oliveira; Costa (2012) avaliaram a qualidade microbioldgica de polpas de
acai comercializadas na cidade de Pouso Alegre/MG, constatando presenca de coliformes a
45°C em 16,7% das amostras avaliadas.

Silveira e Bertagnolli (2012) constataram auséncia de Salmonella sp em amostras
de suco de laranja in natura e presenca de coliformes a 45°C em 33% das amostras avaliadas.

Os resultados da caracterizacdo quimica das polpas e subprodutos de frutas
tropicais selecionados para elaboracdo dos extratos e nanoencapsulacdo séo apresentados na
Tabela 23. As amostras avaliadas apresentaram teores semelhantes de pH. Em relacdo a
analise de solidos sollveis totais (SST) e acidez, os subprodutos avaliados apresentaram
teores semelhantes; resultados estes ndo observado para a polpa de acerola.

Para a analise de acgUcares totais, o subproduto de goiaba apresentou maior teor,
seguido da polpa de acerola e subproduto de maracuja.
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Tabela 23. Caracterizacdo quimica de polpas e subprodutos de frutas tropicais utilizados para elaboracdo dos

extratos aplicados na nanoencapsulacéo.

Andlise Polpa de acerola Subproduto de goiaba Subproduto de maracuja
(quercetina) (resveratrol) (cumarina)

pH 3,55+0,01 4,12 +0,01 4,14 +0,01

SST (°Brix) 5,02 £ 0,00 11,03+0,31 11,53 £0,32

Acidez 0,89+ 0,04 0,62+ 0,06 0,58 + 0,04

AcUcares totais (%) 6,87 £ 0,18 14,64 + 1,04 2,62 +0,22

Silva et al (2012) obtiveram resultados similares para caracterizacao de polpa de
acerola: pH (3,73), sdlidos solliveis totais (5,80°Brix), acidez (0,81g/100g) e aclcares totais
(12,13%).

Diversos autores, avaliando outras polpas de fruta tropicais, obtiveram resultados
distintos, tendo em vista as similaridades de cada fruta. Oliveira et al. (2013), avaliando polpa
de camu-camu, obtiveram pH (2,63), teor de sélidos solGveis (6,43 °Brix) e acidez (16,28%).

Ndo foram encontrados trabalhos referentes a caracterizagdo quimica de
subprodutos de goiaba e maracuja.

Lemos et al. (2013) avaliaram as caracteristicas quimicas de subproduto de manga
(cascas), obtendo pH de 4,46, teor de sélidos soltveis de 14,33 °Brix e acidez titulavel de
0,09%.

5.4 Etapa 4: Nanoencapsulamento e caracterizacdo das nanoparticulas dos extratos

fendlicos da polpa de acerola e subprodutos de goiaba e maracuja

Os tamanhos médios de particula para as nanoparticulas de acerola, maracuja e
goiaba foram: 136,53 * 1,65; 369,25 + 84,64 e 295,35 * 8,13 nm (PLGA 50:50) e 153,37 +
5,16; 376,70 + 14,42 and 310,65 + 1,34 nm (PLGA 65:35), respectivamente.

As nanoparticulas de acerola-PLGA apresentaram menor tamanho de particula
comparada as demais amostras. As particulas sintetizadas com PLGA 65:35 apresentaram
maior tamanho de particula para todas as amostras analisadas (Tabela 24).

Foram observados valores de indice de polidispersidade proximos a 0,2
(monodisperso) para todas as amostras avaliadas, indicando uma distribuicdo de particula

heterogénea.
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Tabela 24. Tamanhos médios de particula e indice de polidispersidade de nanoparticulas de extrato de acerola,
maracuja e goiaba, sintetizadas com PLGA.

Nanoparticula Tamanho (nm) indice de polidispersidade

PLGA 50:50 PLGA 65:35 PLGA 50:50 PLGA 65:35

PA 136,53 + 1,65 153,37 £ 5,16 0,258 + 0,007 0,167 + 0,000

SM 369,25 + 84,64 376,70 + 14,42 0,232+ 0,042 0,256 + 0,000

SG 295,35+ 8,13 310,65+ 1,34 0,169 + 0,031 0,197 + 0,002
Resveratrol (padrdo) 418,9 + 83,72 650,25 + 158,89 0,236 + 0,031 0,271+ 0,052
Quercetina (padrao) 451,05 £ 29,20 381,75 + 23,69 0,289 + 0,004 0,240 + 0,029
Cumarina (padréo) 373,75 + 16,62 326,55 + 3,75 0,162 + 0,011 0,159 + 0,015

PA: polpa de acerola, SM: subproduto de maracuja, SG: subproduto de goiaba.

As imagens das nanoparticulas obtidas pela microscopia de transmissao
eletronica sdo apresentadas na Figura 11. Nao foram observadas grandes diferencas quanto a
estrutura das nanoparticulas sintetizadas com PLGA 50:50 e PLGA 65:35. Todas as
nanoparticulas apresentaram um halo em torno de suas estruturas, caracteristico da matriz
utilizada (PLGA).

Hill et al. (2013) utilizaram PLGA com duas proporcGes de lactideo e glicolideo
para nanoencapsular extrato de canela e encontraram tamanhos de particula variando entre
144,77 a 166,65 nm. Resultados similares foram obtidos nesse estudo para o extrato de
acerola.

Choi et al. (2010) sintetizaram nanocépsulas utilizando B-ciclodextrina e 6leo de
peixe, obtendo tamanhos de particula variando entre 250 a 700 nm. Hosseini et al. (2013)
reportaram para nanoparticulas de quitosana entre 281,5 a 402,2 nm.

Paul et al. (2011) avaliaram o tamanho de particulas elaboradas com PLGA e
extrato de raiz de Polygala senega, obtendo tamanho de 147,7 £ 4 nm e indice de
polidispersidade de 0,273 + 0,012.
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Figura 11. Imagens de microscopia de transmissdo eletrénica de nanoparticulas de PLGA. Al) subproduto de
maracuja -PLGA 50:50, (A2) subproduto de maracuja-PLGA 65:35, (B1) subproduto de goiaba-PLGA 50:50,
(B2) subproduto de goiaba-PLGA 65:35, (C1) polpa de acerola-PLGA 50:50, e (C2) polpa de acerola-PLGA
65:35.Imagens foram obtidas com 36,000, 44,000, 71,000, e 89,000 tempos de magnificacdo.

FONTE: AUTORA.
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Os resultados para a eficiéncia do encapsulamento dos compostos bioativos estéo
apresentados na Tabela 25.

Melhores resultados para eficiéncia do encapsulamento foram obtidos para
nanoparticulas sintetizadas com PLGA 65:35 (utilizando extratos de maracujé e goiaba). Em
relacdo a nanoparticula de acerola, melhor eficiéncia do encapsulamento foi obtida para o
PLGA 50:50. Os baixos valores de eficiéncia do encapsulamento (%) podem estar
relacionados com a solubilidade dos compostos ap6s a encapsula¢do, uma vez que para todas
as amostras foi utilizada uma solugéo de etanol:agua (95:5 v/v) para realizacéo desta andlise.

Tabela 25. Eficiéncia do encapsulamento.

Nanoparticula EE (%)

PLGA 50:50 PLGA 65:35

PA 63,27 £ 3,41 10,94 + 0,24

SM 10,61 £ 0,52 25,47 +1,40

SG 1,15+0,16 8,15+ 1,69

Reveratrol (padrédo) 16,69 £ 1,96 14,15+ 2,16
Quercetina (padrao) 21,88 + 0,69 32,58+ 2,70
Cumarina (padréo) 14,15+ 2,16 38,49 £3,57

PA: polpa de acerola, SM: subproduto de maracuja, SG: subproduto de goiaba.

Hill et al. (2013) utilizaram PLGA com diferentes proporcbes de lactideo e
glicolideo (65:35 e 50:50) para nanoencapsular extrato de canela e encontraram melhor
eficiéncia de encapsulamento para PLGA 50:50. Comportamento similar foi observado nesse
estudo para as particulas elaboradas com extrato de acerola.

Alberina e Alléman (2013) utilizaram o copolimero Eudragit (copolimero
derivado de ésteres de &cido acrilico e metacrilico) para nanoencapsular oleos bioativos,
utilizando o método de emulsificacdo difusdo, obtendo eficiéncia de encapsulamento variando
entre 11 a 94%. Hosseini et al. (2013) reportaram eficiéncia de encapsulamento variando de
5,45 a 24,72% para nanoparticulas de quitosana.

Bhattacharyya et al. (2010) utilizaram PLGA para nanoencapsular extrato de
Gelsemium sempervirens e as nanoparticulas sintetizadas apresentaram eficiéncia de
encapsulamento de 81,6%.

Para as analises de liberacdo controlada, as nanoparticulas apresentaram
comportamentos semelhantes, durante as 72 horas de analise.

O perfil de liberacdo dos extratos de frutas tropicais das nanoparticulas de PLGA

foi avaliado in vitro em funcdo do tempo e os resultados até 30h estdo mostrados nas Figuras
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12 a 14. Os resultados foram apresentados graficamente até 30 horas de analise por se

apresentarem constantes apos este periodo.

Figura 12. Analise de liberagdo controlada das nanoparticulas contendo extrato de polpa de acerola para PLGA
50:50 (Al) e PLGA 65:35 (A2), utilizando solucdo tampé&o salina fosfato pH 7,4.
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O perfil de liberacdo dos extratos de frutas tropicais, nas nanoparticulas em ambas
as concentracbes de lactideo e glicolideo utilizadas (PLGA 50:50 e PLGA 65:35) foi
considerado bifasico, com um efeito de exploséo inicial na primeira hora, seguido de uma

liberagdo uniforme com o tempo.
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Figura 13. Analise de liberagdo controlada das nanoparticulas contendo extrato de subproduto de maracuja para
PLGA 50:50 (B1) e PLGA 65:35 (B2) , utilizando solugdo tampao salina fosfato pH 7,4.
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E interessante ressaltar que a liberacio de substancias € resultado de diversos
fatores, incluindo a penetracdo do meio utilizado (tampédo) para a matriz da particula, a
difusdo do composto ativo através da matriz, a degradacao do polimero, a espessura da parede
da particula, a afinidade dos compostos ativos com o polimero, difusdo do composto ativo
através da matriz do polimero e a absorcdo e degradacdo do polimero (Washington 1996;
Zigoneanu et al, 2008).

Dessa forma, o efeito cumulativo desses fatores resulta no perfil de liberagdo do
composto, caracterizado por uma grande liberagéo inicial seguida de um patamar constante de
liberacdo. Esse comportamento pode estar relacionado com o fato do composto ativo estar

perto ou ligado a superficie das nanoparticulas (Zigoneanu et al, 2008).
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Figura 14. Analise de liberacdo controlada das nanoparticulas contendo extrato de subproduto de goiaba para
PLGA 50:50 (C1) e PLGA 65:35 (C2) , utilizando solugdo tampéo salina fosfato pH 7,4.
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Eventualmente, a taxa de liberacdo pode diminuir com o tempo, pois 0 composto
ativo tem que percorrer uma distancia mais longa entre as cadeias do polimero (Gomes et al.
2011). Geralmente, a degradacdo do PLGA é lenta, assim a liberacdo do composto ativo é
mais dependente da constante de difusdo, entumescimento do PLGA e da superficie ou erosao
do PLGA (Mu; Feng, 2003).

Em aproximadamente 24 horas, 20 a 50% do composto ativo presente no extrato
foi liberado, tanto para as amostras de PLGA 50:50 quanto para PLGA 65:35 e ndo foram
observadas mudangcas significativas no conteudo liberado apds 12 horas, para a maioria das
particulas.

Os perfis de liberacdo observados neste estudo foram similares a outros perfis
obtidos em diferentes estudos com compostos fenolicos isolados de Oleos essenciais

(lannitelli et al., 2011; Gomes et al., 2011). No entanto, os valores percentuais de liberacéo
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foram considerados menores (usualmente cerca de 90% do composto ativo € liberado depois
de 24 horas de analise). Deve-se levar em consideracdo que nestes estudos foram utilizados
compostos purificados. No presente trabalho foram utilizados extratos de frutas liofilizados,
onde outros compostos presentes podem ter sido liberados simultaneamente.

Menores porcentagens de liberacdo (entre 20 e 32% de liberacdo) de proteina de
nanoparticulas de PLGA foram previamente reportadas durante um periodo de 90 dias
(Panyam et al., 2003), e esse comportamento foi atribuido a taxa de degradacdo do polimero e
as condigdes de liberagdo in vitro.

Em relacdo ao modelo utilizado, 0 mesmo foi ajustado aos dados experimentais
para todas as nanoparticulas estudadas (Tabela 26), com excecdo da nanoparticula contendo
extrato de subproduto de maracuja para PLGA 65:35, que apresentou uma explosao inicial
nas primeiras horas. No entanto, a taxa de liberacdo diminuiu acentuadamente com o tempo,
em vez de permanecer estavel. Isto pode ser explicado devido a uma reducdo gradual da
velocidade de difusdo do extrato de maracuja (encontrado mais profundamente no interior da
matriz de PLGA 65:35), que foi mais facilmente incorporado para baixo da matriz de
polimero, pois o extrato de maracuja pareceu apresentar maior afinidade a por¢éo hidrofébica
do que a porcao hidrofilica do PLGA 65:35, que apresenta um teor de lactideo superior ao
PLGA 50:50 (Wischke; Schwendeman 2008; Zigoneanu et al., 2008).

Tabela 26. Constantes de taxa de liberacéo e coeficientes de determinagéo (R?) de liberacéo extratos de frutas
tropocais de PLGA 50:50 e PLGA 65:35 a 35°C, ajustado a equagao 1.

Nanoparticula ky (1/h) k, (1/h) R
PA-PLGA 50:50 1,10 x 10°® -1,5x10° 0,99
PA-PLGA 65:35 1,06 x 10°® -1,2x10° 0,99
SM-PLGA 50:50 2,54 x 107 -5,8x 107 0,99
SM -PLGA 65:35 Nd Nd nd
SG-PLGA 50:50 3,07x10° -1,3x10° 0,99
SG -PLGA 65:35 3,92x10° -3,2x 107 0,99

nd — ndo determinado. Equagdo (2) ndo foi ajustada ao modelo experimental. PA: polpa de acerola, SM:
subproduto de maracuja, SG: subproduto de goiaba.

Luo et al. (2013) reportaram para indol-3-carbinol e 3,30-diindolmetano em
zein/carboximetil nanoparticulas de quitosana que a maior liberacdo ocorreu com 0,5 h;
seguido de liberacdo constante por mais 6 horas. Resultados similares foram obtidos neste

estudo.
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5.5 Etapa 5: Analise da atividade antimicrobiana dos extratos fendélicos de frutas tropicais ,

nanoencapsulados e dos padrdes de resveratrol, quercetina e cumarina

O efeito antimicrobiano dos extratos fenolicos de polpa de acerola e de
subprodutos de maracuja e da goiaba sdo apresentados na Tabela 27. Todas as amostras
analisadas apresentaram efeito inibitdrio para os microrganismos testados (E. coli K12 e L.
monocytogenes). Entre os microrganismos testados, maior efeito inibitério (menores
concentracdes necessarias) foi observado para L.monocytogenes, apresentada especialmente
para o extrato de subproduto de maracuja. Todos os extratos avaliados, com excecdo do
extrato de polpa de acerola, apresentaram efeito bactericida para E. coli K12, em
concentragdes elevadas (3000 a 7000 ug/mL). Para L. monocytogenes, as Unicas amostras que
apresentaram efeito bactericida foram os extratos da polpa de acerola e do subproduto da
goiaba, sendo interessante observar que 0s compostos puros (padrdes) ndo apresentaram

efeito bactericida.

Tabela 27. Efeito antimicrobiano dos extratos de subproduto de goiaba, subproduto de maracuja e polpa de

acerola para E. coli K12 e L.monocytogenes.

E. coli K12 (ng/mL) L. monocytogenes (png/mL)
Amostra

MIC MBC MIC MBC

PA 3000 - 2000 3000
SM 2000 4000 450 -

SG 2000 3000 1000 1000
Reveratrol (padrédo) 2000 7000 1000 -
Quercetina (padrao) 3000 4500 3500 -
Cumarina (padréao) 2500 4000 2500 -

- ndo apresentou atividade. PA: polpa de acerola, SM: subproduto de maracuja, SG: subproduto de goiaba.

Para a analise do efeito antimicrobiano dos padrBes (resveratrol, quercetina e
cumarina), foram observadas concentracdes inibitérias minimas variando entre 2000 a 3000
ug/mL (E. coli K12) e 1000 a 3500 pug/mL (L. monocytogenes). Esses resultados indicam que
possivelmente o0s extratos utilizados apresentaram efeito sinérgico entre os diversos
compostos fenolicos presentes, tendo em vista que a concentracdo de resveratrol, quercetina e
cumarina presente nos extratos é bastante inferior as concentragdes dos compostos puros.
Deve-se levar em consideracdo a importancia deste fato, tendo em vista que 0s compostos

fenolicos, além da atividade antimicrobiana, apresentam distintas propriedades beneficas a
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saude, como efeito antioxidante e efeito anti-inflamatdrio, sendo estas propriedades néo
encontradas simultaneamente em todos 0s compostos.

Canning et al. (2013) constataram a presen¢a de cumarina em extrato metandlico
de Mammea africana e confirmaram efeito antimicrobiano (MIC < 2 pg/mL) contra C. jejuni,
S. pneumoniae e C. difficile. Aradjo et al. (2013) avaliaram a atividade antimicrobiana de
Oleos extraidos de acai e de pupunha, constatando efeito antimicrobiano contra S. aureus.
Fianco et al. (2013) constataram efeito antimicrobiano de extratos etandlicos de propolis de
abelhas contra E. coli e S. aureus.

Shen et al. (2014) avaliaram o efeito antimicrobiano de extrato de blueberry
contra L. monocytogenes e S. Enteritidis, constatando maior sensibilidade para
L.monocytogenes e obtendo concentracfes inibitorias minimas de 300 e 450 mg/mL, para
L.monocytogenes e S. enteretidis, respectivamente. Resultados inferiores aos obtidos neste
estudo. Deve-se levar em consideracdo que o efeito antimicrobiano é geralmente
correlacionado com a concentracdo de alguns compostos bioativos presentes na amostra,
como os compostos fendlicos. No estudo realizado por Shen et al. (2014), foi obtido teor de
compostos fendlicos totais de 505 AGE/100g de fruta fresca, resultado bastante inferior ao
obtido no presente estudo para algumas frutas, como a acerola, o caju e tamarindo (Tabela
14). Porém, isso pode ser justificado pelos tipos de compostos fenolicos presentes nas frutas,
que sdo encontrados em concentracBes diferentes e também podem apresentar atividades
antimicrobianas distintas.

Gunduz (2013) avaliou o efeito antimicrobiano de polpa de berry contra
Salmonella spp., constatando reducdo do crescimento do microrganismo, apresentando
potencial como conservante natural.

A nanoparticula de acerola sintetizada com PLGA 50:50 apresentou menor
concentracdo inibitéria minima quando comparada com a sintetizada com PLGA 65:35, para
E. coli K12 (Tabela 28). Dessa forma, a nanoencapsulacdo do extrato de acerola apresentou-
se mais eficiente utilizando PLGA 50:50. Esse resultado pode ser associado com o resultado
obtido para a analise de eficiéncia do encapsulamento, uma vez que essas amostras
apresentaram maior resultado para esta analise. As demais amostras avaliadas apresentaram
mesma concentracdo inibitéria minima (500 pg/mL).

As nanoparticulas ndo apresentaram concentragdo bactericida minima nas
concentragdes avaliadas para 0s microrganismos testados neste estudo. Este fato pode ser
explicado pelo célculo do teor de nanoparticulas para andlise do efeito antimicrobiano

considerar o teor final de composto bioativo nanoencapsulado para obter a concentracdo
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necessaria do composto a ser utilizado (baseado na concentracéo necessaria para obter o efeito
antimicrobiano para o extrato puro). Dessa forma, levando em consideracdo que na sintese de
nanoparticulas obtemos uma proporcdo de 1:10 (composto bioativo:PLGA), os teores de
nanoparticula necessarios para obtengdo de possivel concentracdo bactericida seriam bastante

elevados, 0 que tornaria a sintese e posterior utilizacdo industrial dessas amostras inviavel.

Tabela 28. Efeito antimicrobiano das nanoparticulas de PLGA sintetizadas com extratos de frutas tropicais

contra E. coli K12.

i MIC (pg/mL) MBC (pg/mL)
Nanoparticula
PLGA 50:50 PLGA 65:35 PLGA 50:50 PLGA 65:35
PA 500 1000 - -
SM 500 500 - -
SG 500 500 - -

Controle - - - -

- ndo apresentou atividade. PA: polpa de acerola, SM: subproduto de maracuja, SG: subproduto de goiaba.

Todas as amostras sintetizadas com PLGA 65:35 (Tabela 29), apresentaram
menor concentracdo inibitéria minima de L. monocytogenes quando comparadas as amostras
sintetizadas com PLGA 50:50 (Tabela 28), exceto para o subproduto de goiaba. Dessa forma,
a sintese de nanoparticulas com os extratos de fruta analisados € mais eficiente na promocéo
de efeito antimicrobiano utilizando PLGA 65:35 para este microrganismo. As nanoparticulas
avaliadas neste estudo ndo apresentaram efeito bactericida para L.monocytogenes nas
concentragdes avaliadas.

As nanoparticulas controle (elaboradas somente com PLGA, sem adi¢cdo de

composto bioativo) ndo apresentaram efeito antimicrobiano, para os microrganismos testados.

Tabela 29. Efeito antimicrobiano das nanoparticulas de PLGA sintetizadas com extratos de frutas tropicais

contra L. monocytogenes.

MIC (pg/mL) MBC (pg/mL)
Nanoparticula
PLGA 50:50 PLGA 65:35 PLGA 50:50 PLGA 65:35
PA 500 250 - -
SM 1000 350 - -
SG 200 500 - -

Controle - - - -

- ndo apresentou atividade. PA: polpa de acerola, SM: subproduto de maracuja, SG: subproduto de goiaba.
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E interessante correlacionar as concentragdes inibitorias minimas obtidas para as
nanoparticulas com as concentragdes inibitdrias minimas para os extratos puros. Para todas as
amostras analisadas, a nanoencapsulacdo dos extratos resultou em melhor efeito
antimicrobiano, ou seja, menor concentracdo necessaria para obter a inibicdo do
microrganismo.

Varona et al. (2013) avaliaram o efeito antimicrobiano de 6leo essencial de
Lavandula hybrida livre e encapsulado utilizando amido e soja como material de parede
contra E.coli, B. cereus e S.aureus, observando maior atividade antimicrobiana para as
particulas sintetizadas com soja. Os autores também destacaram que o composto puro,
utilizado na mesma concentracdo, apresentou maior atividade antimicrobiana para S. aureus e
B.cereus. Porém, para E.coli, as nanoparticulas apresentaram maior atividade antimicrobiana,
comportamento semelhante ao obtido neste estudo.

Hill et al. (2013) utilizaram PLGA para nanoencapsular extrato de canela e
relataram que as nanocapsulas sintetizadas apresentaram efeito inibitério contra Salmonella
enterica sorovar Typhimurium e Listeria monocytogenes, com concentracdes variando de
224,42 2 549,23 pg/mL.

Diferentes estudos avaliando a atividade antimicrobiana de nanoparticulas
sintetizadas com diferentes materiais de parede também tém sido realizados. Perelshtein et al.
(2013) sintetizaram nanoparticulas de quitosana e ndo constaram efeito antimicrobiano contra
E. coli. Os mesmos autores sintetizaram também nanoparticulas de quitosana modificadas
(adicionadas de zinco), observando entdo efeito antimicrobiano para este microrganismo.

Jagtap e Bapat (2013) avaliaram o efeito antimicrobiano de nanoparticulas de
prata sintetizadas com extrato da semente de Artocarpus heterophyllus Lam., constatando
efeito antimicrobiano contra B. cereus, B. subtilis, S. aureus e P. aeruginosa.

Daniel et al. (2013) avaliaram o efeito antimicrobiano de nanoparticulas de prata,
sintetizadas com extrato de folhas de Dodonaea viscosa, constatando efeito antimicrobiano

para E. coli, K.pneumonia, P.fluorescens, S, aureus e B. subtilis.
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6 CONCLUSOES

Das frutas estudadas, o resveratrol foi identificado somente em subproduto de
goiaba e pitanga roxa, a cumarina em polpa de manga e subprodutos de goiaba, maracuja e
pitanga. A quercetina foi identificada em todas as polpas analisadas, com excecdo da polpa de
graviola. Para os subprodutos, identificou-se quercetina nos extratos de acerola, caju, goiaba,
manga e pitanga.

Esta pesquisa demonstrou que os subprodutos de frutas, em especial o de pitanga
roxa, sao boas fontes de compostos bioativos, dessa forma, a utilizacdo destes produtos, que
sdo abundantes e provenientes de fontes de baixo custo, pode ser realizada por inddstrias
alimenticias, com oportunidades de desenvolvimento de novos produtos nutracéuticos, alem
de reducdo de subprodutos agroindustrais e custo industrial, promovendo positivo impacto
econdmico e ambiental.

As nanoparticulas sintetizadas utilizando PLGA 65:35 apresentaram menores
tamanhos de particula, com excecdo da amostra sintetizada com extrato de acerola, que
apresentou menor tamanho de particula quando sintetizada com PLGA 50:50. Todas as
amostras apresentaram baixo indice de polidispersidade, correspondendo a heterogénea
distribuicdo na emulsdo analisada quanto ao tamanho das particulas obtidas.

A sintese de nanoparticulas de PLGA utilizando extratos de frutas (especialmente
utilizando PLGA 65:35) pode apresentar importantes aplicacdes na industria de alimentos

para inibicdo de microrganismos (E. coli K12 e L. monocytogenes).
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