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RESUMO

O presente estudo teve intuito de desenvolver estruturados de graviola elaborados com goma
gelana de alta acilacdo (LA), avaliando o efeito da adicdo extrato bioativo do coproduto de
acerola (EASMe). Inicialmente foi estudado os parametros relacionados a otimizagdo do
processo de obtencdo do EASMe, objetivando sua aplicacdo no estruturado de graviola. Em
seguida, o produto foi submetido a andlise sensorial, caracterizacdo fisico-quimica,
bioacessibilidade e testes in vivo. Avaliando os efeitos da proporcdo de solvente, tempo e
intensidade de energia do processamento de ultra-som, bioacessibilidade, atividade
antioxidante e antimicrobiana de compostos fendlicos do coproduto de acerola (Malpighia
glabra D.C.), aplicar o extrato obtido nos estruturados de graviola (Annona muricata, L.) e
avaliar as caracteristicas sensoriais, fisico-quimicas, nocicepc¢do aguda e inflamacéo abdominal
em zebrafish (Danio rerio), os efeitos gastroprotetores através do modelo de lesdo gastrica
induzidas por etanol em camundongos e avaliar a biodisponibilidade in vitro de compostos
bioativos pode ser associada aos resultados in vivo. Quatro formulacGes de estruturados de
graviola foram elaborados com diferentes concentracdes de goma gelana LA (0,5%; 0,75%;
1,0% e 1,25%) e adicdo do EASMe. A avaliagéo sensorial foi realizada por meio do teste de
aceitacdo em escala hedonica, intencdo de consumo, Check-all-that-appl y(CATA) e Rate-all-
that-apply (RATA). O Avaliacdo do perfil de textura instrumental (APT) foi obtido usando um
analisador de textura TA-XT2i. Por meio da avaliacdo sensorial e APT, obteve-se a melhor
formulacéo do estruturado de graviola adicionado com extrato bioativo de coproduto de acerola
(EAmE), que juntamente com a formulagdo EAmC seguiram para a caracterizacdo fisico-
quimica e os testes in vivo. A nocicepcdo aguda foi induzida por formalina, capsaicina,
cinamaldeido, solucdo salina acida, glutamato (modelos cuténeos) e solucdo salina hiperténica
(modelo corneano);a inflamacdo foi induzida por carragenina em Zebrafish adulto
(Daniorerio).Ulceras géstricas foram induzidas em camundongos pela administragéo de etanol
absoluto para testar os efeitos gastroprotetores das amostras—Observou-se que a intensidade de
poténcia e a proporcdo coproduto de acerola: 4gua foram os pardmetros que aumentaram a
quantificacdo de compostos fenolicos totais.A extracdo de ultrassom também melhorou a
atividade antimicrobiana contra Listeria monocytogenese Staphylococcusaureus(40 mg.L-1). A
aceitacdo sensorial das diferentes amostras foram semelhantes e estavam entre os termos “gostei
um pouco” ¢ “nao gostei ou ndo gostei’para aimpressao global. De acordo com os dados da
frequéncia de selecdo de termos (CATA) e da intensidade (RATA), observou-se que as

formulacdes, apresentaram caracteristicas muito semelhantes e com poucas variagdes, sendo



que os provadores obtiveram maior preferéncia por amostras LAO,75% e LA1%. EASMe e
EAmME exibiram efeito antinociceptivo pelos sistemas opidides, nitrérgico, via de sinaliza¢éo
cGMP,receptores NMDA, TRPAl e ASICs. Apenas o EASMe apresentou acao
antinociceptivocorneano. Ambas amostras apresentaram efeito anti-inflamatorio, sendo mais
significativo o efeito do EAmE. A adicédo de extrato de coproduto de acerola no estruturado de

graviola resultou em um produto com maior potencial biolégico.

Palavras-chaves: estruturados de frutas;, graviola; coproduto de acerola; compostos

antioxidantes; teste in vivo.



ABSTRACT

The present study aimed to develop graviola structure made with high acylation gellan gum
(LA), evaluating the effect of the addition of acerola co-product bioactive extract (EASMe).
Initially, the parameters related to the optimization of the process of obtaining the EASMe were
studied, aiming at its application in the structured soursop. Then, the product was submitted to
sensory analysis, physical-chemical characterization, bioaccessibility and in vivo tests.
Evaluating the effects of solvent proportion, time and energy intensity of ultrasound processing,
bioaccessibility, antioxidant and antimicrobial activity of phenolic compounds from the co-
product of acerola (Malpighia glabra DC), apply the processed extract on structured graviola
(Annona muricata , L.) and evaluate the sensory, physical-active characteristics, acute
nociception and abdominal inflammation in zebrafish (Danio rerio), the gastroprotective effects
through the ethanol-induced gastric lesion model in mice and evaluate the in vitro
bioavailability of bioactive compounds can be associated with in vivo results. Four soursop
formulations were prepared with different levels of LA gellan gum (0.5%; 0.75%; 1.0% and
1.25%) and the addition of EASMe. The sensory evaluation was carried out through the
acceptance test in hedonic scale, consumption intention, Check-all-that-aply (CATA) and Rate-
all-that-aply (RATA). The Instrumental Texture Profile Assessment (APT) was constructed
using a TA-XT2i texture analyzer. Through sensory evaluation and APT, it was obtained the
best information of the soursop structure added with acerola co-product bioactive extract
(EAmE), which together with the EAmC followed for the physical-chemical characterization
and the in vivo tests. Acute nociception was induced by formalin, capsaicin, cinnamaldehyde,
acid saline solution, glutamate (skin models) and hypertonic saline solution (corneal model);
inflammation was induced by carrageenan in adult Zebrafish (Daniorerio). Gastric ulcers were
induced in mice by the mouse. administration of absolute ethanol to test the gastroprotective
effects of the samples. It was observed that potency intensity and acerola co-product:water ratio
were the parameters that increased the quantification of total phenolic compounds. Ultrasound
extraction also improved the antimicrobial activity against Listeriamonocytogenesis
Staphylococcusaureus (40 mg.L-1). The sensory acceptance of the different samples were
similar and were between the terms “liked a little” and “disliked or disliked” for the overall
impression. According to the data of frequency of selection of terms (CATA) and intensity
(RATA), it was observed that the formulations presented very similar characteristics and with
few variations, with the tasters having a greater preference for samples LA0.75% and LA1%.
EASMe and EAmE exhibited antinociceptive effects by opioid, nitrergic, cGMP signaling



pathway, NMDA receptors, TRPA1 and ASICs. Only EASMe showed corneal antinociceptive
action. Both samples had an anti-inflammatory effect, with the EAmE effect being more
significant. The addition of acerola co-product extract to the soursop structure resulted in a

product with greater biological potential.

Keywords: Structured fruit; soursop; acerola co-product; antioxidant compounds; in vivo test.
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1 INTRODUCAO

A industria de alimentos busca inovagde sque possam favorecer o aproveitamento
e 0 aumentodo nicho de mercado para alimentos relativamenteconhecidos, como € o caso das
polpas de frutas (DEVARAJAN et al., 2021). Além disso, tenta a todo 0 momento desenvolver
métodos que possam conservar 0s alimentos por um maior periodo de tempo, mantendo da
melhor maneira suas caracteristicassensoriais e nutricionais. O que requer o emprego de
tecnologiasadequadas. Uma dessas alternativas tecnologicasé a estruturacdo de frutas, um
produto que procura—manter as caracteristicas nutricionais e sensoriais da matéria-prima por
um periodo relativamente prolongado (COSTA et al., 2020a; LEAL et al., 2021).

Estruturados de frutas sdo produtos obtidos do puré de frutas e que sdo devidamente
formulados para a obtencdo de produtos nutritivos, com boa textura e sabor. Para a sua
elaboracdo sdo utilizados hidrocoldides, responsaveis pela reducdo da umidade do alimento e
estruturacdo da polpa, por meio de uma gelatinizacdo, proporcionando textura e aspecto
agradaveis ao produto final. (AZOUBEL et al., 2011; DANALACHE et al., 2017a).

O gelano € um tipo de hidrocoléide que se obtém a partir da fermentagdo produzida
pela bactéria Sphingomonas elodea ou Pseudomonas elodea, sendo excretado por
Sphingomona spaucimobilis, mas com menor rendimento. E comercialmente disponivel sob
duas formas: goma de alta acilagdo-HA (do inglés highacyl) e goma de baixo acilagdo-LA (do
inglés lowacyl). A goma de alta acilacdo apresenta dois substituintes acilo, acetato e glicerato
e suagelificacdo tende a ser comprometida por altos teores de sélidos solUveis (maiores que
25%). Por outro lado, a goma gelana LA é uma forma desacilada da goma gelana HA, formando
géis rigidos, frageis, quebradicos e de alta histerese térmica, no qual, o gel pode ser fortalecido
pela presenca de acucar (CHAKRABORTY et al., 2014; MAHDI; CONWAY; SMITH, 2015).
Os géis do gelano podem apresentar uma excelente estabilidade térmica e uma boa capacidade
de libertacdo do flavour. Caracteristicas que fazem deste hidrocoléide um gelificante muito
atrativo para a industria alimentar (KEFENG et al., 2018).

Annona muricata L., comumente conhecida como graviola, é uma fruta tropical que
recebe considerdvel atencdo devido aos seus valores nutricionais e de protegdo a salde
(CHANG et al., 2018). A polpa da graviola possui alto teor de compostos fenolicos (SILVA et
al., 2014), substéncias bioativas que podem estar relacionadas aos beneficios a saude-
Popularmente, o suco de graviola é usado para tratar diarreia e parasitose intestinal (BADRIE;
SCHAUSS, 2010).
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O coproduto agroindustrial da acerola (Malpighia glabra D.C), resultante do
processamento de polpa e suco, é rico em compostos bioativos (compostos fendlicos e &cido
ascorbico) e suas propriedades antioxidantes podem ser comparadas aos antioxidantes
sintéticos, as vezes com valores superiores aos das partes comestiveis da fruta (CRUZ et al.,
2019; STAFUSSA et al., 2018; REZENDE, NOGUEIRA; NARAIN, 2017). Além destas
caracteristicas, existem dados que comprovamo potencial antitumoral, antimutagénico,
antidiabético, hepatoprotetor e protetor cutaneo deste coproduto, o que o torna um potencial
candidato a aplicacGes alimenticias e / ou farmacéuticas. (BELWAL et al., 2018; CRUZ et al.,
2019.b). Os polifenoisbdespertam grande interesse, pois desempenham um papel na menor
incidéncia de certas doencas degenerativas e na satide em geral, sendo extraidos para a produgédo
de produtos de alto valor agregado. Os efeitos biologicos dos fendlicos podem envolver
mecanismos mais complexos, como modulacdo das vias de sinalizacao celular e impacto na
microbiota intestinal (CATALKAYA et al., 2020).

Alguns medicamentos comerciais séo comumente usados para melhorara qualidade
de vida de pacientes com dor crénica. Essas drogas sintéticas podem resultar em varios efeitos
adversos (KAZEMI; SHIRZAD; RAFIEIAN-KOPAEI, 2018; SAULINO; KIM; SHAW,
2014). Portanto, hd uma necessidade urgente de introducao de potentese anti-inflamatdrios ndo
toxicos. Desta forma, fontes naturais (como casca, sementes e folhas) tém sido explorados
visando o desenvolvimento de novos agentes terapéuticospara o tratamento de um amplo
espectro de doencas (SUT et al., 2018). Os extratos de naturais tém sido considerados ricas
fontes de compostos com ac¢do anti-inflamatéria (FRANCHIN et al., 2018; RIBEIRO et al.,
2018) bem como antinociceptiva, (DE LAVOR et al., 2018), que se deve a diversidade de
moléculas fitoquimicascomplexas.

Os extratos naturais sdo uma oportunidade ideal para promover a ingestdo de
alimentos saudaveis contendo ingredientes funcionais, sem alterar drasticamente os habitos dos
consumidores, além de apaziguar as crescentes preocupacdes com a salde da populacdo
(FERNANDES; TRINDADE; DE MELO, 2018), como ulceras gastricas. As Ulceras gastricas,
ou Ulceras pépticas, sdo lesGes do trato gastrointestinal, geralmente presentes no estdmago e
duodeno, que afetam cerca de 10% da populagdo mundial em algum momento de sua vida
(CHEN et al., 2015; GARCIA-MARTINEZ et al., 2016). A ulceragio géstrica ¢ o resultado de
um desequilibrio entre os fatores gastroprotetores e a irritacdo local no estdmago (RIBEIRO et
al., 2016).

A graviola pode possuir efeitos antinociceptivos e anti-inflamatorios e um potencial

efeito terapéutico no tratamento de Ulceras gastricasdevido aos seus compostos saudaveis;



23

entretanto, seus efeitos terapéuticos podem ser melhorados com a adigdo de coprodutos de
acerola, que possuem grande quantidade de compostos antioxidantes.Diante do exposto, o
presente estudo tem o intuito de desenvolver estruturados de graviola elaborados com goma
gelana de alta acilacdo (LA) adicionados de extrato bioativo de coproduto de acerola, avaliando
os efeitos da proporcdo de solvente, tempo e intensidade de energia do processamento de ultra-
som, bioacessibilidade, atividade antioxidante e antimicrobiana de compostos fenolicos do
coproduto de acerola (Malpighia glabra D.C.), aplicar o extrato obtido nos estruturados de
graviola (Annona muricata, L.) e avaliar as caracteristicas sensoriais, fisico-
quimicas,nocicepcdo aguda e inflamacdo abdominal em zebrafish (Daniorerio), os efeitos
gastroprotetores atraveés do modelo de lesdo gastrica induzidas por etanol em camundongos e
avaliar a biodisponibilidade in vitro de compostos bioativos pode ser associada aos resultados

in vivo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar estruturados de graviola (Annona muricata, L.)
elaborados com gomagelana de alta acilacéo e avaliar o efeito da adigdo de extrato bioativo de
coproduto de acerola (Malpighia glabra D.C) nas caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e

bioldgicas do produto

2.2 Objetivos Especificos

v Investigar os efeitos do ultrassom na extracdo de compostos bioativos e na
bioacessibilidadein vitro, perfil fendlico e atividade antimicrobianade de coproduto de acerola
(Malpighia glabra D.C);

v Desenvolver estruturados a partir de polpa de graviola (Annona muricata, L.) com
ohidrocoléide goma gelana LA adicionados de extrato bioativo de coproduto de acerola
avaliando-as diferentes concentra¢des do hidrocoloide;

v/ Caracterizar os estruturados de graviola adicionados de extrato bioativo de coproduto
de acerola, através de andlises sensoriais e fisico-quimicas;

v' Avaliar o efeito dos estruturados de graviola (Annona muricata, L.) adicionado de
extratobioativo de coproduto de acerola sobre a nocicepc¢édo aguda e inflamacdo abdominal em
zebrafish (Danio rerio) adulto;

v' Avaliar osefeitos gastroprotetoresdos estruturados de graviola (Annona muricata, L.)
adicionado de extrato bioativo de coproduto de acerola através do modelo de lesdo géstrica

induzidas por etanol absoluto em camundongos bem como a biodisponibilidade.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Graviola

Graviola (Annona muricata L.), também conhecida como "soursop” em inglés,
"guandbana” em espanhol e "corossol" em francés, pertence a espécie do género Annona, da
familia Annonacear, ordem Magnoliales e Divisdo Magnoliophyta. O genéro Annona
compreende mais de 70 espécies, dentre as quais, A. muricata ¢ a mais amplamente cultivada
(CORIA-TELLEZ et al., 2016).

A érvore de A. Muricata tem cerca de 5 a 10 m de altura e 15 a 83 cm de didmetro
com ramos baixos. Ela tende a florescer e frutificar a maior parte do ano, mas héa estacdes mais
definidas dependendo da altitude. E amplamente distribuida nas regides tropicais da América
Central e do Sul, Africa Ocidental, Africa Central e Oriental e Sudeste Asiatico. A fruta é uma
baga ovoide comestivel, de cor verde escura. Seu peso médio é de 4 kg em alguns paises, mas
no México, na Venezuela e na Nicaragua, varia entre 0,4 kg e 1,0 kg. Cada fruta pode conter
55-170 sementes pretas quando frescas e elas se tornam marrom claro quando secas. A polpa é
branca e cremosa, com aroma e sabor caracteristico (SAO JOSE et al., 2014; (FREITAS, 2012).

No Brasil, eles estdo presentes em todo o pais, o Estado da Bahia no Brasil é o maior
produtor de graviola do mundo e, apesar da escassez de dados sobre sua area plantada e
producdo, a safra estimada em 2012 foi de 20 mil toneladas em uma area plantada de cerca de
1.570 ha (ADAB, 2016). Suas frutas sdo principalmente processadas como sucos, sorvetes,
geléias e doces. As cascas, as folhas, as hastes, as raizes e as sementes dos frutos também séo
bem conhecidas e amplamente utilizadas na medicina tradicionalcontendo uma grande
variedade de compostos quimicos conhecidos por suas propriedades medicinais
(GAVAMUKULYA et al., 2014; MACHADO et al., 2015).

Estudos mostraram que a graviola contém um grande nimero de compostos
bioativos, incluindo taninos, flavonoides e compostos antioxidantes lipofilicos, como tocoferois
e tocotrienois, que tém usos terapéuticos devido as suas propriedades anti-inflamatorias,
antiflngicas, antioxidantes, curativas e efeitos gastroprotetores (CHANG et al., 2018; REIS,
2011). A atividade antioxidante da polpa medida pelo ABTS, FRAP e ORAC sugeriu gue 0s
compostos antioxidantes de A. muricata séo principalmente lipofilicos, e 0 mecanismo de acéo
é pela doacéo de hidrogénio (CORREA-GORDILLO et al., 2012).
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3.2 Hidrocoldides

Os consumidores sempre sentiram a necessidade de consumirem alimentos com
melhor textura, gosto e outras propriedades organolépticas. Atualmente, ha uma demanda
crescente de produtos alimentares saudaveis e naturais por consumidores conscientes da-quanto
seus beneficios a saude. E tornou-se um dos fatores que impulsionaram o desenvolvimento do
mercado de hidrocoloides (LI; NIE, 2016).

Os hidrocoldides sdo um grupo diversificado de polimeros de cadeia longa e alto
peso molecular, que sdo facilmente dispersivos, totalmente ou parcialmente sollveis e
propensos a inchar na dgua. Eles alteram as propriedades fisicas da solugdo para formar géis,
ou permitem espessamento, emulsificacdo, revestimento e estabilizacdo (WILLIAMS;
PHILLIPS, 2000; BORTOLIN etal., 2012; WUSTENBERG, 2015). A presenca de uma grande
quantidade de grupamentos hidroxila (-OH), e carboxila (COO) aumenta-consideravelmente a
afinidade de ligacdo com moléculas de agua tornando estes compostos hidrofilicos (MILANI;
MALEKI, 2012).

Os hidrocoldides alimentares podem representar uma parte importante da nossa
dieta diaria, estando presente em produtos como molhos, iogurte, maionese e sorvetes,
funcionando como espessantes, agentes gelificantes, agentes espumantes, revestimentos
comestiveis, emulsionantes, estabilizadores, etc. O principal motivo para o uso extensivo de
hidrocol6ides na industria de alimentos é a sua capacidade de se ligar a 4gua e modificar as
propriedades sensoriais dos ingredientes alimentares. De acordo com essas propriedades, 0S
hidrocol6ides podem controlar caracteristicas reoldgicas de sistemas aquosos através da
estabilizacdo de emulsdes, suspensdo de particulas, controle de cristalizacdo e inibicdo da
sinérise (VALDEZ, 2012).

A maioria dos hidrocoldides alimentares podem ser considerados como uma fibra
dietética, um ingrediente importante em uma dieta saudavel e altamente recomendada para uma
parte diaria de nossa dieta. A recomendacéo para adultos pelo Conselho Nacional de Pesquisa
sugeriu uma ingestdo de fibra acima de 25 g por dia. Portanto, alguns hidrocoldides sdo
utilizados para aumentar o teor de fibras nos produtos alimentares, proporcionando aos
consumidores beneficios & saude, como controle de peso, regulacdo imunologica, prevencédo de
doencas cardiovasculares e controle de glicemia e insulinemia em diabetes tipo 2 ( FISZMAN
'VARELA, 2013; GIDLEY, 2013; MUDGIL; BARAK, 2013).

Os hidrocoldides fornecem viscosidade e desempenham um papel no

desenvolvimento dos alimentos com alta capacidade de saciedade. O seu efeito de saciedade
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estd relacionado com o retardamento da eficdcia da acdo enzimética e / ou o atraso do
esvaziamento gastrico (MORELL et al.,2014).

Uma série de estudos indicaram que o consumo de alguns hidrocoldides especificos
poderia regular a composicéo da flora bacteriana intestinal, promovendo benéficas bactérias,
como Bifidobacterium e Lactobacillus, probidticos beneficentes para saude humana. E, pode
levar a uma maior atividade fermentativa, bem como a produgéo de &cidos graxos de cadeia
curta (VIEBKE; AL-ASSAF; PHILLIPS, 2014), uma vez que os acidos graxos de cadeia curta
possuem efeitos bioldgicos substanciais, incluindo a modulacdo da proliferacdo celular,
apoptose e angiogénese. Psyllium e B-glucano, que sdo ambos hidrocoloides sollveis viscosos,
sdo clinicamente comprovados para diminuir o colesterol, levando a Administracdo de
Alimentos e Medicamentos-USAreconhecé-los como agentes que reduzem o risco de doencas
cardiovasculares (FEINGLOS et al., 2013). Deve- se notar que os efeitos fisioldgicos positivos
dos hidrocol6ides e, por conseguinte, os potenciais beneficios para a satde, devem ser mais
estudados e validados por mais ensaios clinicos. Além disso, ndo se supde que cada

hidrocol6ide especifico tenha todos os beneficios para a satde descritos acima.

3.2.1 Classificagdo e avaliagdo comercial dos Hidrocoldides

Tradicionalmente, a maioria dos hidrocoldides sdo classificados como
polissacarideos e agrupados de acordo com sua fonte. Portanto, goma karaya, goma tragacanto,
goma arabica, goma ghatti, e outras gomas sdo inseridas no grupo de exudado de arvores. Agar-
agar, alginato ecarrageninasdo classificados como o grupo das algas marinhas. Substancias
semelhantes a gomas, como pectina e psyllium, sdo categorizadas em grupos separados de
plantas, enquanto a gelatina e a quitina séo incluidas no grupo animal (PHILLIPS; WILLIAMS,
2009). Além disso, ndo ha espaco para gomas sintéticas, que exigem uma nova categoria. No
entanto, Nussinovitch e Hirashima (2014), propuseram uma classificacdo abrangente composta
por trés categorias: hidrocoloidesnaturais encontradas na natureza, hidrocoloides modificados
(semi-sintéticas) baseadas em modificagbes quimicas de gomas naturais e gomas sintéticas
fabricadas por sintese quimica.

Outra abordagem prética da classificacdo seria 0 uso da estrutura quimica e sua
fonte para classificar os hidrocoldides, de acordo com Li e Nie (2016). Por exemplo, a goma
de guar, agoma de tara e a goma de alfarroba séo derivadas de sementes de plantas semelhantes

e pertencem ao grupo das galactomananas; notavelmente, eles as vezes podem ser empregados
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para fins semelhantes. Na Tabela 1 os hidrocoloidesestdo listados de acordo com sua fonte e
estrutura quimica.

Os hidrocoldides podem ser encontrados na natureza como estrutura,
armazenamento ou outros componentes funcionais dos tecidos vegetais e animais, mas apenas
um namero limitado é de importancia comercial. Os hidrocoldides comerciais comuns incluem
amido, pectina, inulina, gelatina, 4gar, goma de xantana, goma guar, carragenina, alginatos,
goma de alho, goma arabica, goma de gelatina, metilcelulose (MC), carboximetilcelulose
(CMC), hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e hidroxietilmetilcelulose (HMC), etc. O mercado
mundial dehidrocol6ides é composto por 70% de amidos, 12% de gelatina, 5% de pectina, 5%
de carragenina e 4% de goma de xantana, seguido de alginatos, CMC, goma de guar e muitos
outros, com um volume total de 260.000 toneladas (NUSSINOVITCH; HIRASHIMA, 2014).

A selecdo de um hidrocoldide especifico para a preparacdo de algum produto
alimentar depende da sua caracteristica técnica, bem como do seu preco e seguranca. Nao
surpreendentemente, os amidos sdo 0s espessantes mais utilizados devido ao baixo custo
resultante da alta producéo anual. No entanto, um espessante mais caro, COmo a goma xantana,
pode ainda ser a primeira escolha devido as suas propriedades reoldgicas sem precedentes.
Lazaridou et al. (2007) apontaram que, em compara¢do com CMC, pectina e beta-glucano, a
goma xantana possuia a menor compatibilidade de fluéncia, a maior viscosidade de
cisalhamento zero e as propriedades elésticas mais aumentadas. A propriedade pseudoplastica
da goma xantana € importante durante a preparacdo da massa, uma vez que aumenta a

estabilidade da massa, a absor¢do de agua e a manutencdo do gas (MOHAMMADI et al, 2014).
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Classificacdo

Categoria

Exemplo

Origem

Estrutura

Plantas

Animal

Algas

Microbiana

Sintético

Glucano

Frutano
Xilana

Galactomanano

Arabinoxilano

Galactan
Arabinogalactana
Galacturonana

Glucano-rhamnogalacturonan

Glycano-glucuronomannoglycan
Polimero de Glucosamina

Proteina

Pectina, inulina, goma arabica,
goma ghatti, goma tragacanto,
goma karaya, goma da semente de
cassia, goma da semente de
majericdo, goma guar, goma de
alfarroba, goma de linhaca, goma
acécia, goma da semente de
mesquite, goma de feno-grego,
goma, goma de aveia, goma de
centeio,konjac, psyllium, amidos.

Quitina, quitosana e gelatina

Agar, carragenina, acido alginico,
alginato, furcellaran, ulvan,
fucoidan, alga xilana vermelha
Goma xantana, goma gelana, goma
tara, dextrano, pullulan, goma
welan, goma curdlana, levana.

Metilcelulose, metiletilcelulose,
carboximetilcelulose,
hidroxietilcelulose,
hidroxilpropilcelulose,
hidroxipropilmetilcelulose,
celulose microcristalina

Amido, goma de aveia, goma de
cevada, goma curdlana, goma
welan, pullulan, dextrano.

Inulina e levana

Alga vermelha xilana

Goma de guar, goma de alfarroba,
goma de tara, goma de semente de
manjericdo, goma de semente de
mesquite, goma de fenogreco.
Psyllium, goma de linhaga
(contendo outra fracdo
galacturonana), goma de centeio,
goma de trigo.

Agar e carragenana.

Goma arabica

Pectina

Goma karaya, goma tragacanto
(contendo  outra fracdo de
arabinogalactano)

Goma ghatti

Chitina, quitosana

Gelatina

Fonte: Lie e Nie (2016).



30

Os hidrocol6ides menos dispendiosos sdo os exsudados de goma da planta e as
farinhas de semente, uma vez que é necessario menos processamento. Muitos exsudatos de
plantas sdo conhecidos em todo o mundo. No entanto, apenas a goma arabica, goma ghatti,
goma de karaya e goma tragacanto sdo utilizadas na industria de alimentos. Os extratos de algas
marinhas sdo considerados hidrocoldides caros, pois exigem alto custo de coleta e secagem.
Cerca de 55.000 toneladas de carragenina e outros hidrocoléides de algas sdo derivados de um
milhdo de toneladas de algas por ano. Os mais caros sao os hidrocoldides sintéticos se forem

produzidos fazendo uso de materiais dispendiosos e tecnologia sofisticada (LIE; NIE, 2016).

3.2.2 Goma gelana

A goma gelana é um polissacarideo de alto peso molecular produzido por uma
fermentacao de cultura pura de carboidratos por Sphingomonas elodea ou Pseudomonas elodea,
purificado por recuperagdo com alcool isopropilico, seco e moido (WARREN, PANHUIS,
2015).Também ¢ excretado por Sphingomonas paucimobilis, mas com menor rendimento
(WANG; WEM; BAI, 2016; GARCIA et al., 2011). Em 1992, a FDA aprovou goma gelana
para ser usada como aditivo alimentar (PSZCZOLA, 1993). Sendo utilizada em alimentos em
paises como Canada, Estados Unidos, Japao, Coréia do Sul, Chile, México, Filipinas, Austrélia,
dentre outros. As especificaces da goma de gelana foram preparadas no 46° Comité de Peritos
Conjuntos sobre Aditivos Alimentares (JECFA) em 1996 (PRAJAPATI et al., 2013).

No Brasil, a Portaria n © 503, de 22 de junho de 1998, aprova a inclusdo da goma
gelana (INS 418) na lista de aditivos da Legislagéo Brasileira com as fungdes de estabilizante,
espessante e gelificante, em quantidade suficiente para obter o efeito desejado (quantum satis —
g.s.) desde que ndo altere a identidade e genuinidade do alimento (BRASIL, 2010).

A goma gelana contém uma unidade de repeticdo composta por -d-glucose (d-
Glc), I-ramnose (1-Rha) e &cido d-glucurénico (d-GIcA). A composicao aproximada é glucose
60%, ramnose 20% e acido glucurdnico 20%. Além disso, contém quantidades consideraveis
de material ndo polissacaridico, como proteina celular e cinzas, que podem ser removidos por
filtracdo ou centrifugacdo (JANSSON; LINDBERG; SANFORD, 1983; O'NEIL;
SILVENDRAN; MORRIS, 1983) .

A goma gelana exibe propriedades de gelificacdo, que podem ser formados por
ligacGes enzimaticas, adicionando sal, tratando com calor e aplicando presséo, produzindo geéis
duros e transldcidos que sdo estaveis a pH baixo. Esta propriedade gelificante depende da forca,

pH, temperatura e concentragdo de polimero durante a sua gelificagdo (DUAN et al., 2015;
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MAHDI; CONWAY; SMITH, 2015; KARTHIKA; VISHALAKSHI; 2015). Na presenca de
ions metalicos a goma gelana produz gel transparente, resistentes a temperatura e aos meios
acidos (VILELA; CAVALLIERI; CUNHA, 2011).

A goma gelana é comercialmente disponivel sob duas formas com nome comercial
Gelrite ™, que também ¢ conhecida como goma nativa ou goma de alta acilagdo-HA (do inglés
highacyl) e a segunda forma sob o nome comercial Kelcogel ™, que também ¢ conhecido como
goma de baixaacilagdo-LA (do inglés lowacyl) ou goma de gelatina
desacilada(CHAKRABORTY et al., 2014; SALUNKE; PATIL, 2016; MAHDI; CONWAY;
SMITH, 2015; ROSAS-FLORES; RAMOS-RAMIREZ; SALAZAR-MONTOYA, 2013).As
estruturas primarias da goma gelena HA juntamente com a goma gelana LA estdo representadas
nas Figuras 1 e 2 (MANJANNA; PRAMODKUMAR; SHIVKUMAR, 2010).

Figura 1- Estrutura priméria de goma gelana de alta acilacdo-HA

Fonte: Manjanna, Pramodkumar e Shivkumar (2010).

Figura 2- Estrutura primaria de goma gelana de baixa acilacdo-LA.

CH,OH COO- M+ CH,OH
o 0 0 ¢
* 0 CH,
¢ 0
0 OH OH
HO
0 OH OH OH  OH n

Fonte: Manjanna, Pramodkumar e Shivkumar (2010).

A goma gelana HA tem dois substituintes acilo, isto é, acetato e glicerato. No

mesmo residuo de glicose, com um glicerato por unidade repetida e um acetato por cada duas
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unidades repetidas. Ambos substituintes podem ser removidos pelo tratamento do caldo de
fermentagdo com alcali quente. A goma gelana HA ap06s arrefecimento a 65 °C forma hidrogel
macio e flexivel ( WARREN; PANHUIS, 2015; DANALACHE et al., 2015; KIRCHMAJER et
al., 2014) (Figura 4). A gelificacdo da goma gelana HA tende a ser comprometida a baixos
valores de pH (inferiores a 4), uma vez perde continuamente a capacidade de formacao do gel
amedida que o pH diminui. Altos teores de sélidos solUveis (maiores que 25%), também podem
prejudicar esse processo. Entretanto, a gelificacdo ndo sofre influéncia pela presenca de ions e
sequestrantes. Além disso, o gel de goma gelana HA apresenta pouca histerese térmica
(IMESON, 2010), ou seja, sua temperatura de fusdo é bastante proxima a temperatura de
gelificacéo.

A goma gelana LA, estd comercialmente disponivel sob a forma de particulas de
gel em pd,e € produzida por tratamento alcalino da goma gelana natural, sendo assim uma
forma desacilada da goma gelana HA (ZHANG et al., 2017; ZHANG et al., 2015). E
precisamente diferente em seu comportamento de gelificagéo e propriedades mecénicas;ao ser
arrefecida a 40 °C, forma um hidrogel rigido, fragil e quebradico e que exibem bastante
histerese termica (DANALACHE et al., 2015; KIRCHMAJER et al., 2014) (Figura 5). O gel
pode ser fortalecido pela presenca de agucar e o processo de gelificacdo pode ser induzido pela
adicdo de é&cido ou de calcio, resultando em microparticulas com redes poliméricas
tridimensionais hidrofilcias capazes de absorver altos volumes de agua ou fluidos biolégicos.
O pH ideal para a dissolucdo da goma é cerca de 3,6, e a valores inferiores a goma ird assumir
uma forma pouco solavel (IMESON, 2010; NARKAR; SHER; PAWAR,
2010;WUSTENBERG, 2015).

Devido as suas boas caracteristicas reoldgicas, a goma gelana possui um grande
potencial comercial para fabricacdo de alimentos.Os tipos de produtos alimentares que
normalmente contém goma gelana incluem: produtos lacteos, géis de sobremesa, bebidas
viscosas, pastas com baixo teor de gorduras, alimentos para micro-ondas, pudins, molhos,
alimentos estruturados, comida asiatica, produtos de padaria (misturas de panificacao, recheios,
revestimentos, glacés e coberturas), leites fermentados, bebidas (achocolatados, bebidas
lacteas, sucos, chas, café), confeitos, produtos com frutas (geléias e iogurte com frutas (
OLIVEIRA CARDOSO et al., 2017; DANALACHE et al., 2015).
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3.3 Coprodutos agroindustriais

O setor de fruticultura representa papel de importancia para a economia brasileira,
0 segmento esta entre os principais geradores de renda, emprego e desenvolvimento rural do
agronegoécio nacional. Com a producdo de diversas variedades de culturas, sob diferentes
climas, o Brasil € atualmente o terceiro maior produtor mundial de frutas, ficando atras apenas
da China e da india, o que leva a um intenso crescimento das atividades agroindustriais
(ANUARIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2020).Um dos resultados paralelos desta
ascensdo é um aumento proporcional de coprodutos agroindustriais, que normalmente ndo sdo
utilizados na alimentagdo humana e, em muitos casos, sdo considerados um custo operacional
para as empresas ou fonte de contaminacdo ambiental (DELGADO-OSPINA et al., 2021).

Segundo o Decreto n® 6268 de 22 de novembro de 2007, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e do Abastecimento (MAPA), coproduto € o que resulta do
processamento, da industrializagdo ou do beneficiamento econdmico de um produto vegetal
(BRASIL, 2007).

Segundo Amaya-Cruz et al. (2015), estima-se que do total de frutas processadas,
na producdo de sucos e polpas, sejam gerados 40% de coprodutos de maracuja, manga, acerola
e caju.Como o mercado de processamento de frutas é crescente, a tendéncia é que ao longo dos
anos aumente significativamente a quantidade de residuos produzidos e, agregar valor a esses
produtos € uma das formas de minimizar impactos econdmicos e ambientais.

Nos ultimos anos, especial atencdo vem sendo dada aoreaproveitamento de
coprodutos agroindustriais, que envolvem quantidades apreciaveis de casca, caro¢o ou
sementes e bagaco (BEN-OTHMAN et al., 2020, SALEEM; SAEED, 2020; KARIMI et al,
2021). A principal reutilizacdo ou processamento desses coprodutos agreindustriais destina-se
a producado animal, com utilizacdo inferior a 10% do total de material disponivel (CRUZ et al.,
2013), sendo, que poderiam ser perfeitamente utilizados para a obtenc¢do de outros produtos de
potencial biotecnoldgico ou para a extracdo de compostos, uma vez que possuem em suas
composic¢des vitaminas, minerais, fibras e compostos bioativos importantes para as fungoes
fisiologicas. Além disso, por apresentarem baixo custo sua utilizagdo minimizaria o desperdicio
de alimentos e geraria uma nova fonte alimentar (SILVA, DUARTE, BARROZO, 2016;
REZENDE, NOGUEIRA; NARAIN, 2017).
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Vaérias pesquisas vém caracterizando os coprodutos gerados pelas agroinddstrias.
Gondim et al. (2005) avaliaram a composic¢ao nutricional de cascas de frutas (banana, mamao,
maracuja, meldo e tangerina), mostrando que,de modo geral, as cascas apresentam teores de
nutrientes maiores do que suas respectivas partes comestiveis, sendo assim, consideradas como
fontes alternativas de nutrientes. Em adicéo, Felipe et al. (2006) determinaram a composigéo
mineral das cascas de manga e de maracuja oriundas do processamento de fruta e encontraram
altas concentracdes de célcio, sodio, potassio e zinco.

Estudos conduzidos por Uchoa, Costa e Maia (2008) avaliaram parametros fisico-
quimicos dos coprodutos do processamento de caju, acerola, goiaba e maracuja, observando
que sdo boas fontes de vitamina C, compostos fendlicos e aglcares redutores, além de
apresentarem altos teores de fibras. Zeraiket al. (2010) realizaram a caracteriza¢do quimica do
coproduto do processamento do suco de maracuja, mostrando que tanto a casca quanto a
semente apresentaram concentracfes de proteinas, fibras, lipideos e &cidos graxos que 0s
caracterizam como potenciais ingredientes alternativos.

Jiménez-Escriget al. (2001) ap6s a avaliacdo de fragbes da goiaba,-observaram que
tanto a casca como a polpa do fruto apresentaram altos niveis de compostos fenolicos, ser
explorados como agentes preservativos ou nutracéuticos (AMIN, MUKRIZAH, 2006). Extratos
de semente de goiaba foram testados em ensaios bioldgicos in vitro contra células tumorais e
apresentaram resultados satisfatérios de inibicdo da atividade celular-(SALIB; MICHAEL,
2004).

Sousa e Vieira (2011) ao determinarem as concentracfes de compostos fenolicos e a
capacidade antioxidante dos coprodutos de polpas de frutas tropicais (acerola, goiaba, abacaxi,
cupuacu, bacuri e graviola), observaram que os residuos de polpa de acerola e goiaba exibiram

as maiores concentracfes de compostos fenodlicos totais e a¢do antioxidante.
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O aproveitamento de coprodutos agroindustriais se trata de uma proposta plausivel

e concreta, visto que esses coprodutos representam fonte de materiais considerados estratégicos

para industrias alimenticias e de nutricdo animal (KRINGEI et al., 2020). Entretanto, ainda ha

necessidade de se efetuar mais estudos para potencializar o uso destes residuos e agregar valor
ao produto final.

Frente a esses resultados, os coprodutos de polpas de frutas podem ser apontados

como fontes promissoras de antioxidantes naturais, podendo ser utilizados como ingredientes

na formulacao de outros alimentos industrializados e diminuindo, dessa forma, a contaminacéo

ambiental com o excesso desses residuos.

3.3.1 Substancias bioativas presente em coprodutos agroindustriais: Compostos Fendlicos

No processamento de frutas, casca e sementes sdo os dois principais coprodutos
gerados e, seus extratos, contém uma quantidade consideravel de compostos bioativos, como
compostos fenolicos, carotendides, vitamina C e tocoferdis (COELHO et al., 2020, GOOTet
al., 2016).

Os compostos fendlicos sdo os principais compostos bioativos presentes em frutos
e seus residuos (SILVA et al., 2021). Séo considerados um grupo de metabdlitos secundarios,
gue estdo presentes no reino vegetal e desempenham um papel importante na defesa contra
numerosos estresses ambientais, como luz alta, baixas temperaturas, infeccdo por patdgenos,
herbivoros e deficiéncia de nutrientes (LATTANZIO, 2013).

A estrutura quimica dos compostos fenolicos € caracterizada pela presenca doanel
aromatico contendo um ou mais substituintes hidroxila, incluindo derivados funcionais (ésteres,

éteres metilicos, glicosideos, etc), associados diretamente a estrutura ciclica (Figura 3).
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Figura 3- Estrutura basica dos compostos fenolicos

Fonte: Adapatado por Crozier, Jaganath e Clifford (2009).

Os compostos fenolicos séo divididos em dois grandes grupos, os flavondides e os
ndo flavonoides. Os primeiros sdo formados por dois anéis aromaticos unidos por um
heretociclo oxigenado (C6-C3-C6) e se diferenciam em: flavondis (2), flavonas (3), flavan-3-
oil (4), antocianidinas (5), flavanonas (6) e isoflavonas (7), dihidroflavondis (8), flavan- 3,4-
didis (9), cumarinas (10), chalconas (11), dihidrochalcones (12) (Figura 4). A estrutura basica
dos flavondides (1) (Figura 4) pode ter varios substituintes.

Grupamentos hidroxila estdo normalmente presentes nas posi¢coes 4'-, 5- e 7-. Os
acucares sdo muito comuns na estrutura dos flavonoidesse caracterizando-os como glicosideos.
Considerando que ambos es-acUcares e 0s grupamentos hidroxilas aumentam a solubilidade dos
flavonoides em agua. Os grupamentos metilicos e isopentil, aumentam a solubilidade em
sistemas lipofilicos (CROZIER; JAGANATH, CLIFFORD, 2009; GHASEMZADEH,;
GHASEMZADEH, 2011; LAO, SIGURDSON, GIUSTI, 2017).
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Figura 4- Estrutura quimica dos flavondides e suas principais subclasses.
Estrutura béasica dos flavonoides (1)
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Fonte: Adapatado por Crozier, Jaganath e Clifford (2009).

Os flavondides representam um dos grupos mais importantes e diversificados de
origem vegetal e possuem uma vasta classe de compostos de baixo peso molecular, amplamente
distribuidos nas sementes, cascas e polpas de frutos. O mesmo composto pode ainda apresentar
diferentes concentragdes dependendo do 6rgdo vegetal em que se encontra. Mais de 8000
flavonoides diferentes de ocorréncia natural ja foram identificados e esta lista ainda continua
crescendo (BOOTS; GUIDO, HAENEN, 2008). Na Tabela 2 é apresentadado as principais
classes e fontes de flavondides em vegetais. Em sistemas bioldgicos, os efeitos protetores destes

fenolicos sdo atribuidos a sua capacidade de sequestrar radicais livres, catalisar complexantes



38

de metais, ativar enzimas antioxidantes e inibir oxidases (HEIM, TAGLIAFERRO; ABILYA,
2002).

Tabela 2- Algumas classes e fontes de flavondides em vegetais.

CLASSES COMPOSTO FONTE
Flavanois Epicatequina Uvas
Catequina

Epigalacatequina
Epicatequina galato
Epigalocatequina galato

Flavanonas Naringina Frutas citricas
Taxofolina Cascas de frutas citricas

Flavonois Canferol Casca de macas, cerejas,
Quercetina uvas, acerola.
Mirecetina

Flavonas Crisina Cascas de frutas
Apigenina

Antocianidinas Malvidina Uvas rosas, morangos,
Cianidina cerejas , acerola,
Apigenidina

Fonte: Rice-Evans, Miller, Paganda (1996).

Os compostos ndo flavondides sao divididos em trés grupos. O primeiro é composto
pelos acidos benzoicos, que possuem sete atomos de carbono (C6-C1), sdo os acidos fendlicos
mais simples encontrados na natureza e os mais importantes da dieta. O segundo é formado
pelos acidos cinamicos, que possuem nove atomos de carbono (C6-C3) e sdo 0s mais
amplamente distribuidos nos vegetais. O terceiro grupo, sdo derivados do acido cinamico por
ciclizagdo da cadeia lateral do acido o- cumérico, sendo formado pelos estilbenos derivados das
estruturas quimicas do hidroxifenilacético (C6-C2-C6) que sdo produzidos em resposta a
doencas, injurias e stress do vegetal (SOARES, 2002; KIM; LEE, 2004; DEGASPARI;
WASZCZYNSKUL, 2004). A estrutura quimica dos acidos benzdicos e cindmicoencontam-se

na Figura 5.
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Figura 5- Estrutura quimica dos acidos benzdicos (A) e cindmicos (B).
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Fonte: Soares (2002).

As concentracBes de &cidos benzoéicos nos vegetais destinados para consumo

humano é muito baixa, exceto em frutas vermelhas, como acerola, macé, cereja e morangos.

Devido sua baixa concetracdo em frutas e verduras, essas substancias ndo sdo efetivamente

estudadas e

ndo sdo consideradas de grande interesse nutricional como os acidos cinamicos.

Esses, podem ser encontrados em todas as partes das frutas, embora a maior concentracao esteja

na parte externa de frutas maduras. A concentracdo desses acidos geralmente diminui com o

avanco da maturacéo.

Na Tabela 3 estdo apresentados os pricipais compostos e fontes de cidos benzoicos

e cinamicos.

Tabela 3- Principais compostos e fontes vegetais de acidos benzdicos e cinamicos.

GRUPQOS COMPOSTOS FONTE

Acidos benzoicos Acido galico Morango, framboesa, amora
Acido protocatequinico
Acido p- hidroxibenzoico

Acidos cindmicos Acido caféico Kiwi, acerola, cereja,
Acido clorogénico ameixa, berinjela, maca,
Acido cumérico péra, uva, aspargo,
Acido ferdlico espinafre, couve.

Acido sinapico

Fonte: Manachet al. (2004); Rice-Evans, Miller, Paganda (1996).
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Muitos séo os estudos realizados com o objetivo de se determinar a composi¢ao
fendlica de frutas e seus derivados, como sucos e bebidas (FANG et al., 2009). Na Tabela 4
pode ser observada a ocorréncia de compostos fenolicos em algumas frutas. No estudo realizado
por Vinsonet al. (2001), 86% dos compostos fenolicos consumidos diariamente pelos seres

humanos provém de oito frutas: banana, maca, uva, melancia, acerola, meléo, péra e morango.

Tabela 4- Ocorréncia de compostos fendlicos em algumas frutas

FRUTAS FONTE COMPOSTOS REFERENCIA
FENOLICOS

Goiaba (Psidiumguajava) Polpa Acido protocatecuico, Guitiérrez; Mitchell;
guavina B, quercetina, Solis (2008).

leucocianidina, canferol,
quercertina 3-a-L-
,arabinofuranosideo,
quercetina 3-B,
galactosideo, quercetina
3- B-D- glucosideo,
canferol-3-glucosideo,
mecocianidina,
quercetrina.
Abacaxi Polpa e /ou suco Acido p-cumarico, acido  Wen; Wrolstad (2002).
(Ananascomosus L.) ferdlico, acido sinapico,
acido caféico, &cido
siringico, acido p-
hidroxibenzoico.
Maracuja (Passiflora Suco Acido p- Talcottet al. (2003)
edulis) hidroxibenzéico, acido
caférico, acido cumarico,
acido o- cumarico, &cido
siringico, acido ferulico,
quercetina glicosilada,
acido sinépico.

Acerola Polpa Malvidina 3,5- Vendramini; Trugo
(Malpighiapunicifolia L.) diglucosideo, cianidina 3-  (2004)
glicosideo, pelargonidina,
acido clorogénico, acido
caféico, acido p-
cumarico, acioferdlico,
quercetina, canferol
Manga (Mangifera indica Polpa e/ou casca Mangiferina, Berardiniet al. (2005);
L.) Tommy Atkins isomangiferina, Ribeiro et al. (2008)
quercetinadiglicosideo,
quercetina 3-
Ogalactosideo,
quercetina 3- O-
glucosideo, canferol 3-
Oglucosideo.
Laranja Polpa Acido caféico, acido Pellegrini et al. (2007)
ferdlico, acido p-
cumarico, narirutina,
hesperidina, conjugados
de quercetina,
conjugados de
antocianinas.
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Banana Polpa Acido galico, catequina Méndezet al. (2003)
Uvas (Vitisrotundifolia) Polpa Cianidina-3,5- Huang et al. (2009)
diglucosideo, malvidina-
3,5-diglicosideo.

Fonte: Prado (2009).

As camadas externas dos vegetais podem possuir maiores teores de compostos
fendlicos do que as partes internas (NACZK; SHAHIDI, 2004) como afirmado por estudos que
verificaram que as cascas de certos frutos exibem maior teor de fendlicos do que a polpa, sendo
também nas sementes encontrado maior nivel destes compostos (NASCIMENTO; ARAUJO;
MELO, 2010; HUBER et al., 2012).

Borges (2011), estudando as caracteristicas fisico-quimicas e funcionais de
coproduto de acerola (Malpighiapunicifolia L.), verificou maior teor de compostos fendélicos
totais (3074,6 mgAGE/ 100 g) no coproduto (casca e sementes) do que na polpa da acerola
(861 mgAGE/100 g).Maior concentracdo de compostos fenolicos em coproduto de frutas,
quando comparados as polpas foi identificado previamente por Wolfe et al. (2003), ao
estudarem cascas e polpas de magd. Da mesma maneira, esse comportamento foi identificado
por Araujo et al. (2010), ao determinarem a concentracdo fendlica em polpas e coproduto de
caja-umbu. Em conjunto estessugerem que seja dada uma maior atencdo para 0s coprodutos
agroindustriais das frutas, os quais podem ser utilizados como fonte de compostos fendlicos
para beneficios a salide humana (SOUSA, 2009).

Em geral, os compostos fenolicosexibem uma ampla gama de propriedades
bioldgicas, tais como efeitos anti-inflamatdrios, anticarcinogénicos, antimicrobianos,
antioxidantes, cardioprotetores e vasodilatadores, e podem servir como aditivos em potencial
nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética (OLDONI, 2011). Devido a acédo
antioxidante, os compostos fendlicos contribuem para reducdo dos danos correlacionados a
oxidacdo de sistemas celulares originados por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(NASCIMENTO; ARAUJO; MELO, 2010), bem como na prevencdo de diversas doencas
cancerigenas e cronicas degenerativas (VIEIRA et al., 2011).Atualmente, ha um interesse
CRESCENTE em recuperar os compostos fendlicos de fontes naturaisGIADA, 2013).

3.3.2 Coprodutos agroindustrias de acerola
A acerola pertence ao género Malpighiada familia Malpighiaceae que contém

cerca de 45 espécies de arbustos ou pequenas arvores, que sdo cultivadas principalmente pelo

sabor adocicado de seus frutos suculentos ricos em vitamina C (REZENDE; NOGUEIRA,;
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NARAIN, 2018; SANCHO et al., 2015, SILVA; DUARTE, BARROZO, 2019) Entre as
espécies, M. glabra e M. emarginata tém sido comumente usadas para o cultivo e consumo
comercial. Essas plantas que sdo nativas da América Central e do norte da América do Sul,
foram introduzidas no Brasil na década de 50 pela Universidade Federal Rural de Pernambuco
e agora estdo sendo cultivadas principalmente no Brasil, no México e em algumas partes do
sudeste da Asia e da india (REZENDE et al., 2017). O Brasilé o maior produtor e exportador
mundial de frutas de acerola (DE ROSSO; MERCADANTE, 2005).

A acerola Malpighia é comumente conhecida pelo seu alto teor de vitamina C, e
contendo também aminoé&cidos, compostos fendlicos, incluindo antocianinas e flavondides, e
carotendides, tornando-o um fruto adequado para ser classificado como um nutracéutico
(MARQUESet al., 2016, HANAMURA,; ECHIDA; AOKI, 2008a, HANAMURA, ECHIDA;
AOKI, 2008b).

Vérios produtos comerciais que contém acerola estdo sendo usados como
suplementos dietéticos para aumentar a resposta imunoldgica, o potencial antioxidante e as
necessidades nutricionais. Os extratos de acerola também mostraram potente atividade
antioxidante, anti-inflamatoria, anti-hiperglicémica, antitumoral, antigenotdxica e
hepatoprotetora (DIAS et al., 2014, HANAMURA; ECHIDA; AOKI, 2005, HANAMURA,;
ECHIDA; AOKI, 2006, MOTOHASHI et al., 2004).

Com o aumento da conscientizacdo sobre a saide em todo o mundo, os alimentos
funcionais estdo se tornando cada vez mais populares, especialmente no tratamento de doencas
crénicas. Além disso, nos Estados Unidos da América, Japdo e Europa uma demanda
consideravel produtos derivados de acerola sdo consumidos devido ao seu alto teor de
compostos bioativos. O fruto, por causa de um curto prazo de validade é convertido
imediatamente apds a colheita em polpa e suco clarificado e alguns deles sdo exportados como
frutas congeladas para processamento em uma variedade de produtos. O suco é muito acido e
é melhor usado em combinagdo com outros sucos ou outras formulagdes (KHAN et al., 2013).

Vérios estudos apotam que o fruto de acerola possui muitas propriedades
nutricionais, tornando-se um importante alimento funcional. Por exemplo, pesquisas sugeriram
que o suco de acerola fresco contém 50 a 100 vezes mais vitamina C do que uma porg¢éo igual
de suco de laranja (FREIRE et al., 2013, VENDRAMINI; TRUGO, 2000), também-rico em
conteudo de carotendides (371-1881 pg/ 100g) (DE ROSSO; MERCADANTE, 2005). A alta
atividade antioxidante e os niveis de antocianinas, que sdo de grande valor para os fabricantes

de produtos alimenticios funcionais, sdo especificos para extratos de frutas da acerola
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(HANAMURA; UCHIDA, AOKI, 2008b). Além disso, 0 ao seubaixo teor de carboidratos, a
acerola é-um suplemento alimentar de baixa densidade cal6rica e alto teor de nutrientes.

A producdo de suco de acerola leva a geracdo de um coprodutovermelho-escuro
que corresponde a 40% do volume do fruto e é frequentemente descartado, gerando grandes
volumes de residuos organicos (DUZZIONI et al., 2013). Os altos teores de antocianinas totais,
flavonoides totais e compostos fendlicos presentes em alguns residuos de frutos indicam que
este material poderia ser aproveitado de forma mais adequada (SILVA et al., 2014). A extracédo
e processamento de compostos de interesse presentes no residuo de acerola poderia aumentar o
valor comercial do processamento de matéria-prima e sua lucratividade. Por exemplo, 0s
coprodutos (casca, sementes e caroco) gerados durante a produgdo de suco de acerola sdo
considerados de grande valor nutricional na producdo de barras de cereais. Estes produtos
apresentam baixo valor caldrico, além de maior valor nutricional, fibra alimentar e atividade
antioxidante (MARQUES et al., 2015). Esses aspectos, juntamente com o crescente interesse
global em tecnologias ecologicamente corretas, justificam o recente interesse na utilizacdo de
coprodutos gerados a partir das industrias de processamento de frutas.

A extracdo dos compostos bioativos presentes nos coprodutos de acerola podem
aumentar o valor comercial da matéria-prima e a rentabilidade no processamento da acerola.
No entanto, existem muitas limitagdes para a aplicacdo de extratos de compostos bioativos em
produtos alimenticios, incluindo sua baixa estabilidade, que € influenciada por solventes, pH,
temperatura, oxigénio, luz e enzimas (CAM; ICYER; ERDOGAN, 2014).

3.4 Extracdo assistida por ultrassom para a obten¢do de compostos bioativos

Os métodos convencionais de extracdo incluem extracdo por decocgdo, extracdo
por soxhlet, extracdo por solvente, extracdo por destilacdo a vapor (REVERCHON; DE
MARCO, 2006), extracdo de alta pressdo hidrostatica (CORRALES, 2009), processo de campo
elétrico de pulso (BARBA et al., 2015) e processo de alta presséao, entre outros (JUN, 2009).
No entanto, os métodos tradicionais apresentam as desvantagens devido sua baixa taxa de
extracdo, grande consumo de solvente, alto consumo de energia e longo tempo de consumo
(CALDAS et al., 2018; PINTAC et al., 2018).

A extracdo verde € uma tendéncia inevitavel na pesquisa de produtos naturais. O
conceito de extracdo verde tem sido proposto por muitos pesquisadores (NOROOZI et al.,
2021; NOROOZI et al., 2021). Significa reduzir o solvente, a energia, os residuos e a poluicéo
ambiental, enquanto obtém a adi¢do de rendimentos. A tecnologia de extragdo verde deve ser o

resultado da competicdo industrial mais ecoldgica, econémica e inovadora (WEI, et al., 2015).
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Portanto, é fundamental a exploracéo aprofundada de métodos de extracdo seguros, ecolégicos
e econdmicos, particularmente no desenvolvimento de novas tecnologias para atender ao
requisito de custos de energia e reducdo de emissdes de gases de efeito estufa (NOROOZI et
al., 2021).

Impulsionados pelas metas de extracdo verde, algumas novas tecnologias de
extracdo foram desenvolvidas, como extracdo assistida por micro-ondas, extracdo com fluido
supercritico,-extracdo assistida por ultrassom, entre outras. Curiosamente, o interesse especial
em ultra-som € devido a seus impactos ecoldgicos no processo de extracdo de compostos
bioativos, como maior rendimento do produto, menor tempo de processamento e custos de
manutencgéo (LIU et al., 2021; PUTNIK et al., 2018).

Li et al. (2013) extrairam carotendides de cenouras frescas usando extracao
assistida por ultrassom, em contraste com o hexano como solvente organico de extracdo. Os
resultados mostraram que a extragdo ultrassonica obteve o maior rendimento de B-caroteno
(334,75mg / L) em 20min. Além disso, esse processo esta alinhado ao conceito da biorrefinaria
verde. Chemat et al. (2017) apresentaram um quadro completo do conhecimento atual sobre
técnicas verdes de processamento de alimentos para preservacao, transformacao e extracao.
Enfatizou-se que a técnica ultrassdnica tem sido utilizada sucessivamente no campo da extracdo

verde, acompanhada de maior rendimento do produto e menor tempo de processamento.

3.4.1 Mecanismo de extracéo

O ultrassom ¢ definido como uma frequéncia superior a 20kHz, que € o limite para
a deteccdo auditiva humana. A fonte de saida desse método é geralmente um corpo vibratério,
que faz o meio circundante vibrar e, em seguida, a onda de ultra-som transfere energia para
outras particulas vizinhas. Os principais parametros fisicos que desempenham papéis vitais no
processo de ultra-som incluem poténcia, frequéncia e amplitude. O nivel de energia no qual o
ultra-som se propaga atraves do meio pode ser expresso como poténcia de ultra-som (W),
intensidade de ultra-som (W / cm?) ou densidade de energia actstica (W / cm® ou W / mL).
Além disso, a densidade de energia acustica tem sido extensivamente usada na avaliacdo dos
niveis de poténcia de ultrassom (DADAN et al., 2018).-Neste contexto, muitos estudos
referentes a aplicacdo do ultrassom para a extracdo de compostos bioativos-foram recentemente
publicados (AMIRULLAH et al., 2020; FU et al., 2021; TUTUNCHI et al., 2019).

O ultrassom pode produzir cavitagdo, vibracdo, esmagamento, mistura e outros

efeitos abrangentes. Esses efeitos podem quebrar a parede celular e proporcionar uma extragdo
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efetiva de componentes de produtos naturais (NOROOZI et al., 2021; BIMAKR; GANJLOO;
NOROOZI, 2019).

Acredita-se que os efeitos de cavitacdo, efeitos térmicos e efeitos mecanicos tém
influéncia significativa no processo de extracdo do ultra-som. Estes efeitos levam a destruicéo
da parede celular, reducdo do tamanho de particulas e ao aumento da taxa de reagdo através da
transferéncia de massa da parede celular, sem causar alteracbes na estrutura e funcdo dos
extratos (AYIM et al., 2018; ASHOKKUMAR, 2015). O efeito da cavitacdo foi descoberto
primeiro por Thornycrof, que o definiu com um fenémeno fisico e Unico causado pela
propagacgdo de ondas de ultra-som forte em liquidos (MASON, 2012). A cavitacdo surge da
pressao negativa que certo valor critico quando o liquido pode ser retirado para formar uma
cavidade de gas ou vapor no dominio local. Essa pressdo negativa critica que retira o liquido €
chamada de limite de cavitacdo. Alguns pesquisadores provaram que a presenca de pressao
negativa pode facilitar a cavitacdo induzida por muitas pequenas bolhas que séo definidas como
“ntcleos de cavitagdo”. O processo fisico da cavitacdo ultrassonica é a onda de ultra-som que
se propaga longitudinalmente no liquido, e sua pressdo alternada é periodicamente esticada e
comprimida no liquido. Devido ao ciclo continuo de compressao e rarefacdo, as bolhas de
cavitacdo variam com a frequéncia do pulso da onda sonora, e esse fenémeno é chamado de
“cavitagdo estavel” (OHL, WOLFRUM; 2003).

No entanto, as bolhas continuam crescendo até atingir seu valor critico, alta
temperatura (5.000K) e alta presséo (100 MPa) serdo geradas na zona de cavitacdo(PRIEGO-
CAPOTE; LUQUE DE CASTRO, 2004). Esse tipo de cavitagdo, chamado de “cavitacao
transitoria”, produz forgas de cisalhamento e turbuléncia no momento do colapso (CARCEL et
al., 2012). A literatura indicou que a pressdo, temperatura ou volume ndo podem afetar o
sistema macroscépico devido ao pequeno tamanho desses parametros, mas esses parametros
podem afetar a estrutura celular e aumentar o processo de transferéncia de massa (BRENNEN,
2013). Outro efeito importante é que os efeitos da cavitacdo podem alterar 0s processos
quimicos no sistema e aumentar a taxa do processo de reacdo ou iniciar novos mecanismos de
reacdo, formando varios tipos de radicais livres. Esses radicais sdo principalmente radicais
hidroxila que sdo gerados quando a &gua é usada como solvente, e a formagao desses radicais
livres dependem das espécies de gas dissolvido. A destruicdo de moléculas de agua pode
produzir radicais livres altamente reativos que podem modificar outras moléculas, como as
proteinas (ARZENI et al., 2012).

Nos ultimos anos, alguns pesquisadores propuseram alguns mecanismos de

ultrassom na extragdo de compostos bioativos de produtos naturais. Incluindo ervas, plantas,
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vegetais, frutas, entre outros (AMIRULLAHet al., 2020; FU et al., 2021; NOROOZI et al.,
2021). Deve-se notar que diferentes mecanismos fisicos foram observados baseando-se em
parametros de extracdo e na natureza da matriz de produtos naturais. Esses mecanismos fisicos
(fragmentacdo, erosao, efeito sonoro-capilar, sonoporacédo, estresse de cisalhamento local e
detexturacdo) foram listados em alguns artigos de reviséo (CHEMAT et al.,, 2017,
KHADHRAOQUI et al., 2018). As influéncias doultra-som acima mencionadas podem ser
atribuidas ao fendbmeno de cavitacdo. Quando o ultra-som € aplicado a superficie dos materiais,
as bolhas de cavitacdo colapsam assimetricamente e geram um microjato rapido em direcdo a
superficie dos materiais. O micro jato produzido pelo colapso das bolhas de cavitacdo fazem
com que os contetidos celulares possam ser extraidos de plantas naturais (P1CO, 2013; AWAD
et al., 2012).Khadhraouiet al. (2018) destacaram que a extracdo de produtos naturais pelo ultra-
som pode ser atribuida ndo apenas a um mecanismo Gnico ou combinado, mas a um mecanismo
de detexturacdo da cadeia em uma ordem especial. Esses efeitos também foram observados-na
extracdo de compostos naturais de folhas de cha preto (BOTH; CHEMAT; STRUBE, 2014),
folhas de boldo (PETIGNY et al., 2013), folhas de espinafre (CHEMAT et al., 2017), sementes
de alcaravia (CHEMAT et al.,, 2004), entre outras. Tendo em vista a diversidade e a
complexidade dos mecanismos de extracdo, pode-se concluir que a extracdo de compostos
bioativos é a unido de varios mecanismos fisicos (fragmentacao, erosao, sonoporacao, tensdo
de cisalhamento e detexturacdo) que podem agir continuamente ou simultaneamente (SORIA;
VILLAMIEL, 2010). Alguns pesquisadores usaram essa técnica para extrair polissacarideos
antitumorais de fungos (CHEN et al., 2010); extrair o licopeno da pasta de tomate (LIANFU;
ZELONG, 2008); e extrair 0 6leo do germe de soja e microalgas marinhas (CRAVOTTO et al.,
2008).

3.5 Frutas estruturadas

Estruturados de frutas sdo produtos obtidos de polpas de frutas sendo devidamente
formulado para obtencdo de produtos nutritivos, com boa textura e sabor. Esses produtos
requerem a gelatinizacdo de agentes hidrocoloides, responsaveis pela reducdo da umidade do
alimento e estruturacdo da polpa, , proporcionando textura e aspecto agradaveis ao produto
final. Estes produtos podem ser utilizados na formulacdo de produtos de confeitaria, alimentos
congelados ou consumida na forma em que se apresenta, como um confeito, similarmente as
barras de frutas (AZOUBEL et al., 2011; DANALACHE et al., 2017a)
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A fruta estruturada surge como uma boa op¢ao ao processamento de frutos, pois o
produto final tende a manter suas caracteristicas proximas do fruto in natura, através da adicéo
de hidrocoldides a polpa da fruta para a formacao da textura apropriada ao novo alimento. Além
disso, tal processo pode utilizar frutos fora de classificacdo para a comercializa¢do in natura
(LEAL et al., 2021; COSTA et al., 2020b).

As barras de frutas podem satisfazer os requisitos dos consumidores conscientes
quanto a preservacao da salde. Prevé-se que este novo produto alimentar atrairda uma melhor
comercializacdo a nivel internacional (PARN et al., 2015).

Estruturado de frutas € um produto bem estabelecido, particularmente no mercado
norte americano. O Brasil, ao contrario, ainda apresenta um amplo e promissor mercado a ser
explorado em relacdo a tais tipos de produtos, principalmente pela grande riqueza de sabores
encontrados em todo o seu territorio com relacdo as frutas tropicais (COSTA et al., 2020b;
GRIZOTTO et al., 2004).

Vijayanandet al. (2000) foram os primeiros pesquisadores a realizarem uma nova
técnica para elaboracdo de frutas estruturadas com adicdo de hidrocoldides, pois até entdo eram
fabricados produtos com a denominacdo de couro de frutas ou barras de frutas, que eram
preparados pela mistura da polpa de frutas com aditivos {acucar e metabissulfito), espalhandas
em bandejas de aco inoxidavel e secados em secador de ar quente (50 °C- 60 °C/ 18-22h) (CHE
MAN; TAUFIK, 1995; OWEN, TUNG, DURANCE, 1991). As barra foram elaboradas com
polpa de frutas tratadas enzimaticamente e adicionadas de maltodextrina, pectina, amido
solavel, farinha de trigo e agente anti-branqueamento. Essa mistura foi espalhada em tabuleiro,
pincelada com glicerol, seca com ar quente até uma umidade de 14 -15 %, proporcionando
umproduto final com melhor textura, qualidade sensorial e estabilidade no armazenamento
(VIJAYANAND et al., 2000).

Esta nova técnica ja vem sendo aplicada em diversas frutas com poucas
modificagfes no processamento, como em uva (MASKAN; KAYA; MASKAN, 2002),
abacaxi, manga e maméo (GRIZOTTO et al., 2005), abacaxi (OLIVEIRA etal., 2012), manga
(AZEREDO et al., 2006), misto de goiaba e caja (SILVA; CARVALHO; PINTO, 2009) acai e
mix de taperebd com mamdo (CARVALHO, 2007), casca de bacuri, umbu (OLIVEIRA;
AZOUBEL; ARAUJO, 2008) , maracuja-do-mato (AZOUBEL et al., 2011), misto de manga
com caju adogado com mel (LEAL et al., 2020), misto de manga com caja e manga com acerola
(LEAL et al., 2021) e goiaba ( COSTA et al., 2020a; COSTA et al., 2020b; COSTA et al.,
2020c; COSTA et al., 2021).
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Grizottoet al. (2005) utilizaram um método para elaboracéo de frutas estruturadas
que consistia na adicdo de polpas de frutas aalginato de sddio, pectina, glicerol, como
hidrocoloides e sacarose, célcio insoltvel e glucona-dela- lactona, como coadjuvantes. Essa
mistura era aquecida e em seguida refrigerada, o produto era cortado em formato cilindrico e
seco em secador ar quente a 50°C por 6 horas. Outros estudos utilizaram metodologias
parecidas, mas com adicdo de outros hidrocoldides, como por exemplo, combinagdes de
alginato de sddio, pectina de baixa metoxilacdo, gelatina e a ndo aplicacdo da secagem ao fim
do processo (SILVA; CARVALHO; PINTO, 2009; LINS et al. 2014; ROOPA;
BHATTACHARYA, 2014; AZOUBEL et al., 2011).

A adicdo de calcio resulta no aumento da forca do gel, mas acima de certo limite,
0s geéis tornam-se quebradicos (PAPAGEORGIOUS; GOTHARD, 1994). A adi¢do de sacarose
também promove géis mais firmes e mais resistentes a ruptura do que aqueles isentos dela.
Porém, adicdo promove o aumento da atracdo intermolecular do polimero podendo causar uma
falta de homogeneidade a altas concentracfes (LEAL et al., 2020; FIZMAN; DURAN, 1992).

Entretanto, Danalacheet al. (2015) iniciaram novos estudos com elaboragdo de
frutas estruturadas, somente com adicdo do hidrocoldide goma gelana e polpa de frutas.
Primeiramente, a polpa de fruta foi aquecida em banho-maria a 88 + 2 ° C, sequida da adicdo e
da goma gelana e resfriada a 5 °C. Esse procedimento tem como vantagens a utilizacdo de uma
maior concentracdo de polpa de frutas (aproximadamente 99 %), proporcionar géis mais macios
e elasticos, maior durabilidade de armazenamento e maior semelhanca do produto final ao sabor
das frutas in natura, pois ndo necessita adicdo de acUcar ou aditivos.

A utilizacdo de hidrocoldides, como goma gelana e o uso de polpas concentradas,
implica na diminuicdo de sacarose usada para atingir uma maior concentracdo de sélidos
solveis na formulacdo dos estruturados, permitindo a obtencdo de produtos livres ou com
baixas concentracfes de agucares, e, consequentemente, com baixo teor calérico (LEAL et al.,
2021). Alem disso, as barras de frutas podem ser consideradas um alimento nutritivo e saudavel
para todas as faixas etarias, incluindo pessoas idosas, por serem excelentes fontes de fibras
dietéticas e outros compostos bioativos, necessarios para atender as necessidades diarias em
humanos (COSTA et al., 2020a; LEAL et al., 2020).

O processo de estruturacdo de frutas, além de proporcionar agregacdo de valor a
fruta, pode ser considerado um exemplo de industrializagdo que utiliza matérias-primas de
baixo custo, oriundas de excedentes de produgdo durante o periodo de safra e frutas fora de

classificagdo para comercializacdo no mercado in natura (GRIZOTTO et al., 2005).
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Em estruturados de umbu com diferentes hidrocoloides, Carvalho, Nogueira e
Mattietto (2015), avaliaram, que, embora tenham ocorrido perdas de vitamina C durante o
processamento, os valores de 14,84 mg e 12,99 mg/100g, obtidos para os estruturados, sao
consideraveis quando comparados aos teores citados para outros produtos, como suco
concentrado de maracuja(13,7 mg/100 g), manga Haden crua (17,4 mg/100 g) e melanciacrua
(6,1 mg/100 g) (LIMA et al., 2006).Porém, em estruturados de cupuacu, Oliveira et al. (2010)
encontraram conteddo de vitamina C (24,09 a 24,73 mg/100g) maior do que a propria polpa de
cupuacu (19,23 mg/100g).

A composicdo centesimal dos estruturados mistos de goiaba e caja demonstraram
boa qualidade nutricional (6,09- 6,44 g/100 de proteinas, 2,34- 2,245 g/100g de lipidios, 46,87
51,14- 60,65 g/100 g de carboidratos, 2,09-2,24 g/ 100 g de fibras e 1,41-1,46 ¢/100 g de
cinzas), além disso, apresentaram significativos valores de compostos bioativos (acido
ascorbico 24,10- 25,35mg/100g e carotendides 15,45- 21,88ug/q), apesar de ter ocorrido perdas
durante o processamento (SILVA, CARVALHO, PINTO, 2009).

Ahmad, Vashneyh e Srivasta (2007) ao avaliarem os efeitos do armazenamento em
temperatura ambiente com relacdo aos aspectos fisico-quimicos, propriedades sensoriais de
barras de frutas mistas de mamdo e tomate com diferentes hidrocoldides, observaram uma
estabilidade dequatro meses de armazenamento e que os teores de acidez, pH, vitamina C e
textura foram afetados. Segundo os autores citados, os estruturados apresentaram boa aceitagéo
sensorial em relacdo aos atributos de sabor, cor e aroma. Porém, houve diferenca significativa
em relacdo a textura. Leal et al. (2020) e Lealet al. (2021), também encontraram bons
resultados na aceitacdo sensorial dos provadores para manga com caju adocado com mel e
estruturados mistos (manga com caju,manga com acerola, manga com caja) respectivamente.
Ja,Oliveira et al. (2012) encontraram bons resultadosem relacdo a intencdo de compra, onde
85,40% dos potenciais consumidores responderam que certamente comprariam o estruturado

de abacaxi.
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4 ORGANIZACAO DO PROCESSO EXPERIMENTAL

Figura 6-Organizagdo experimental relativo ao desenvolvimento da Tese
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"ECA:Extrato controle de coproduto de acerola; T8 (EASMe):Extrato bioativo de coproduto de acerola(Malpighia glabra L.) submetido ao tratamento por ultrassom;EAMC:
Estruturado de graviola (Annonamuricatal.) controle sem adi¢do de extrato bioativo de coproduto de acerola; EAmE: Estruturado de graviola (Annonamuricata L).
adicionado de extrato bioativo de coproduto de acerola; ATP:Avaliacdo do perfil de textura instrumental.

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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5 ETAPAS

5.1 Bioacessibilidade, potenciais antioxidantes e antibacterianos de compostos fenolicos

extraidos ultrassonicamente do coproduto de acerola (Malpighia glabra D.C.).

BIOACCESSIBILITY, ANTIOXIDANT AND ANTIBACTERIAL POTENTIALS OF
PHENOLIC COMPOUNDS ULTRASONICALLY EXTRACTEDFROM ACEROLA
(Malpighia Glabra D.C.) COPRODUCT

Jorgiane da Silva Severino Lima; Larissa Morais Ribeiro da Silva; Thatyane Vidal Fonteles;
EvaniaAltina Teixeira de Figueiredo; Ana Erbénia Pereira Mendes; Tobias de Oliveira
Souza; Jodo Osvaldo Silva Campos; Nagila Maria Pontes Silva Ricardo; Paulo Henrique

Machado de Sousa

RESUMO

Este estudo avaliou os efeitos da proporcdo de solvente, tempo e intensidade de energia do
processamento de ultrassom na extracdo, bioacessibilidade, atividade antioxidante e
antimicrobiana de compostos fendlicos do coproduto de acerola (Malpighia glabra D.C.)
(CPA). O processo de ultrassom com agua como solvente na propor¢do de 1: 2, intensidade
de poténcia de 75 W / cm? durante 10 min foi selecionada como a condicdo ideal para
proporcionar maior extracdo dos compostos fenolicos totais (4126 mg de acido galico.100 g-
! ¢ com atividade antioxidante total de 98,62 uMTrolox.g}). Intensidade de poténcia e
proporcao coproduto de acerola: agua foram os parametros que aumentaram a quantificacdo
de compostos fenolicos totais. Os principais compostos fendlicos do CPA identificados
tentativamente por UPLC-ESI-QTOF-MS / MS foram rutina, luteolina e quercetina. A
extragdo por ultrassom também melhorou a atividade antimicrobiana contra
Listeriamonocytogenese Staphylococcusaureus(40 mg.L-1). Esses resultados indicam que as
atividades antioxidantes e antimicrobianasades extratos de CPA sdo bastante potentes e
implicam na presenca de compostos com potente atividade eliminadora de radicais livres. E
possivel extrair compostos fenolicos de coprodutos de acerola usando tecnologia “verde”

sustentavel, usando apenas agua como solvente e processamento de ultrassom.
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Palavras-chave:Atividade antimicrobiana; extragdo por ultrassom; coproduto agroindustrial;
compostos fenolicos; atividade antioxidante; bioacessibilidade.

1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o setor de processamento de frutas demonstrou diversas
preocupacOes em relacdo aos volumes expressivos de coprodutos gerados pelas inddstrias
(SABINO et al., 2020). Especialmente em paises tropicais, uma grande quantidade do
coproduto agroindustrial de acerola (representando até 40% do volume total processado) é
gerada a cada ano (DUZZIONI et al., 2013).

Acerola (Malpighia glabra D.C.), quando presente em regides tropicais,
desenvolve frutos praticamente o ano todo (gerando em torno de 150 mil toneladas por ano),
é-sendo utilizada principalmente para consumo in natura e producdo de polpa de frutas, de
onde sdo gerados-os coprodutos (CALGARO et al., 2012). Os coprodutos sao ricos em
compostos bioativos (compostos fenolicos e 4acido ascérbico). Suas propriedades
antioxidantes podem ser comparadas aos antioxidantes sintéticos, as vezes com valores
superiores aos das partes comestiveis da fruta (CRUZ et al., 2019). Assim, € possivel
considerar seu uso em aplicacdes alimenticias e / ou farmacéuticas, visto que essas substancias
apresentam potencial antitumoral, antimutagénico, antidiabético, hepatoprotetor e protetor
cutaneo (BELWALet al., 2018; CRUZet al., 2019). Em particular, os polifendis presentes
nos coprodutos de frutas despertam grande interesse, pois desempenham um papel na menor
incidéncia de certas doencas degenerativas e na saude em geral, sendo extraidos para a
producdo de produtos de alto valor agregado. Os efeitos bioldgicos dos fendlicospodem
envolver mecanismos mais complexos, como modulagdo das vias de sinalizagdo celular e
impacto na microbiota intestinal (CATALKAYAet al., 2020). Neste contexto é de
fundamental importancia avaliar os polifendis, a influéncia do método de extracdo aplicado e
do solvente utilizado, e seu possivel sinergismo disponivel no intestino apds o processo de
digestao.

O solvente usado para extracdo de compostos bioativos influencia diretamente os
tipos e niveis de compostos bioativos nos extratos (PANJA, 2017). O uso da dgua como
solvente apresenta diversas vantagens, como reducdo do uso de solventes organicos e melhoria
da extracdo dos compostos bioativos (SAFARPOOR et al., 2018). Semelhante ao solvente, o
método de extracéo utilizado também influencia nos teores bioativos. A extragdo classica com

solvente,é um método comum usado principalmente por industrias de extragdo de compostos
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bioativos. No entanto, métodos como Soxhlet ou destilagio a vapor, tem algumas
desvantagens, como perdas significativas de calor (energia), alto consumo de solvente, alto
consumo de energia e possivel degradacdo de compostos bioativos (ROSELLO-SOTO etal .,
2015). Para melhorar as perdas de energia e gerar extratos de melhor qualidade, as industrias
de alimentos e vegetais estdo em busca de tecnologias alternativas de extracdo (CHEMATet
al., 2015). A extracdo assistida por ultrassom (EAU) é considerada uma tecnologia “verde”
sustentavel e apresenta um potencial para extracdo de compostos bioativos. Caracteristicas
como o facil manuseio, baixo custo de energia e baixa manutencdo sdo outras vantagens em
comparacgdo aos métodos convencionais. (ROSELLO-SOTO et al., 2015; CHEMATet al.,
2017). A EAU geram microbolhas no extrato liquido, que colapsam, promovendo a formacgéo
de ondas de choque. Essas ondas de choque resultam no fenbmeno de cavitacdo com
rompimento das membranas celulares (CRAVOTTO; BINELLO, 2016), liberando compostos
com atividade bioldgica.

A extragdo por ultrassom pode ser aplicada para melhorar a qualidade, custo,
eficiéncia e seguranca do produto e oferece o mais alto rendimento na extracdo de compostos
fenolicos (RODRIGUESet al., 2015). Neste estudo, avaliamos EAU de compostos fenolicos
de coprodutos de acerola utilizando agua como solvente, visando melhorar as condi¢des de
obtencdo de um maior conteddo do perfil fendlico, bioacessibilidade e atividade
antimicrobiana dos extratos de coprodutos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima

Os coprodutos de acerola (CPA)(cascas e sementes) foram obtidos de materiais
descartados de uma industria de polpa de frutas do estado do Ceard, Brasil. Todas as amostras
foram transportadas para o Laboratorio de Frutas e Hortalicas da Universidade Federal do
Ceara, congelados a -50° C e liofilizados a -50 ° C sob vacuo de 5mTorr (9,67 x 107°psi)
durante 48 horas num secador LabconcoFreeze Dry-5 (Labconco, MO). O material foi

armazenado em dessecador protegido da luz até o processamento.

2.2 Planejamento Experimental

Os efeitos individuais e sinérgicos das variaveis do processo na extragdo dos

compostos fendlicos e na atividade antioxidante foram estimados usando um
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delineamentocomposto central (DCC) que consistiu em 17 ensaios experimentais(8 fatores
fatoriais e 3 pontos centrais), conforme apresentado em Tabela 5. A EAU foi realizada usando
um processador ultrassonico de 500W (Unique DES500, Séo Paulo, Brasil) a 27 ° C com uma
sonda de 13 mm de didametro e poténcia de entrada variavel a uma frequéncia constante de 20
kHz.

Tabela 5- Delineamento experimental utilizado para avalia¢do da influéncia do processamento

ultrassénico na extracdo de compostos bioativos de coproduto de acerola.

Variaveis Valores codificados e reais

independentes -1 0 +1
Intensidade de 20 47,5 75
poténcia (W/cm?)

Tempo de extragéo 2 6 10
(min)

Proporcéo coproduto:  1:20 1:30 1:40
agua (mL/ g)

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A extracdo foi realizada com 1g de CPA liofilizado utilizando 20, 30 ou 40 mL de
agua como solventeem um copo de 150 mL sem controle de temperatura. A agua foi escolhida
como solvente devido a sua ndo toxicidade. A poténcia dissipada ultrassonica (Pdiss) foi
determinada pelo método calorimétrico com agua correspondendo a intensidades de poténcia
de 20, 75 e 47,5 W / cm?. Os valores das variaveis de extracio foram estabelecidos com base
nos dados previamente na literatura (FONTELES et al., 2016). Foram avaliadas
comovariaveis independentes: intensidade de poténcia W / cm?, proporgdo de coproduto:
solvente (g/ mL) e tempo de extracdo (2 a 10 min). Apds as corridas experimentais as amostras
foram condicionadas a -20 °C para avaliacdo posterior. Os resultados foram analisados por

meio da Metodologia de Superficie de Resposta (MSR).

3.4 Determinacdo de compostos fenolicos extraiveis total

Os polifendis totais extraiveis foram determinados utilizando a metodologia
descrita por Larrauri, Ruperez, e Saura-Calixto (1997), utilizando o método Folin-Ciocalteu.
Uma curva padrdo preparada com &cido galico foi usada como referéncia com um

espectrofotdbmetro (Shimadzu, modelo UV-1800) a 700 nm.
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3.5 Determinacao da Atividade Antioxidante total

A atividade antioxidante foi determinada pelo método ABTS™([2,2’-azino-bis-
(&cido 3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico)]) segundo Rufino et al. (2010). As leituras foram
realizadas em espectrofotémetro (Shimadzu, modelo UV-1800) a 734 nm. A quantificacao foi
realizada utilizando uma curva padrdo externa preparada com Trolox® como referéncia e 0s
resultados foram expressos como antioxidante equivalente Trolox® (TEAC) em mM g-1. O
processo que apresentou maior rendimento de extracdo para compostos fenolicos e atividade
antioxidante foi selecionado e submetidos aos ensaios de perfil fendlico, bioacessibilidadein
vitro (compostos fendlicos totais e atividade antioxidante) e atividade antimicrobiana.

Um extratocontrole de coproduto de acerola (ECA) (ndo submetido a extracao
ultrassonica) foi preparado e analisado para comparar e avaliar a viabilidade do tratamento
ultrassénico e a influéncia da liberacdo de compostos bioativos presentes nos coprodutos de

acerola.

2.5 Perfil fenélico

A identificacdo dos compostos fendlicos foi realizada em um sistema Acquity
UPLC(Ultra Performance LiquidChromatography) (Waters), acoplado a um sistema de
quadruplo/tempo de voo (QtoF, Waters). Para as corridas cromatograficas foi utilizada uma
coluna WatersAcquity UPLC BEH (150 x 2,1 mn, 1,7 um), temperatura fixa de 40° C. As
fases mdveis foram agua acidificada com 0,1 % de acido formico (A) e acetonitrila acidificada
com 0,1 % de acido férmico (B). O gradiete variou de 2 a 95 % B (15 min), o fluxo foi-0,4

mL/min e volume de injecao de 5 pl.

2.6 Simulacgaoin vitro da digestao gastrointestinal

A simulacdo da digestdo gastrointestinal foi realizada de acordo com a
metodologia proposta por Moura e Canniatti-Brazaca (2006). A anélise foi executada com
enzima pepsina solubilizada em HCI 0,1 mol L? durante a fase gastrica e sais de bile-

pancreatina, solubilizada com NaHCO3 0,1 mol L™ na fase intestinal. A solugdo de pepsina
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foi preparada dissolvendo 5,6 g de pepsina em 35 mL de HCI 0,1 mol L. A solugdo de
pancreatina e sais de bile foi preparada pela dissolucdo de 0,2 g de pancreatina e 3,13 g de
extrato de bile em 50 mL de NaHCO3 0,1 mol L. Adicionou-se a 20 g de estruturado de
goiaba, acrescentou-se 100 mL-de HCI 0,01 mol L foi ajustutado o pH para 2 com solugio de
HCI, mol L. Ap6s o ajuste do pH, adicionou-se 3,2 mL de pepsina no meio, agitou-se em
banho termostatizado a 37 °C durante 2 horas. Essa etapa simulou a digestdo do alimento que
ocorre no estdmago. Ao final da primeira etapa de 2 horas de digestdo, 20g do digerido de
pepsina foi pesado em triplicata sendo uma delas utilizada para o procedimento de titulacéo e
as outras para a dialise. Para a titulagdo, 5 mL de solucdo de pancreatina e sais de bile foram
adicionados as amostras previamente digeridas de pepsina e em seguida, foram tituladas com
solugdo 0,5 mol L de NaOH até atingir pH 7,5 para simular o meio intestinal. A diélise foi
realizada durante 2 horas em sacos de dialise contendo NaHCO3 0,1 mol Lt equivalente a
acidez titulavel. NaHCO3 0,1 mol.L™* foi utilizado no interior da membrana de diélise, para
tamponaro meio, durante o processo de dialise, evitando a precipitagdo das proteinas. Apds o
ajuste do pH, a amostra foiadicionadaas membranas de didlise e agitadas em banho
termostatizado a 37 °C durante 30 minutos. Em seguida, adicionou-se 5,0 mL da solucédo de
pancreatina e sais de bile ao meio e nova agitagéo (37 °C durante 2 horas). Essa etapa simulou
a digestdo do alimento que ocorre no intestino. Ao final dessa etapa(de 2 horas de digestéo),
o contetido da membrana, chamado de dialisado, foi retirado e as amostras foram armazenadas
sob congelamento a 5 °C até o instante das analises.

A bioacessibilidade foi determinada como a relacdo entre a concentracdo de
compostos bioativos nas fragdes dialisadas e ndo dialisadas (para compostos fendlicos e

atividade antioxidante).

A porcentagem bioacessivel foi medida de acordo com a Equacdo 1, previamente

relatada por Briones-Labarcaet al. (2011):

% Bioacessivel= 100 x (D/E) (1); Equacéo (1)
Onde:
D= E a concentracdo de compostos fenolicos (mg AGE / 100 g) ou atividade

antioxidante (uMTrolox / g amostra) das amostras ap0ds a digestdo simulada.

E= E a concentragio total de fendlicos ou atividade antioxidante antes da

digestao.
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2.7 Concentracdo inibitéria minima (CIM) e bactericida (CBM)

Culturas bacterianas: E. coli ATCC-25922, Salmonella enteritidis 1AL-1132, L.
monocytogenes ATCC-19115 e S. aureus ATCC-27664 foram obtidas do Laboratério de
Microbiologia de Alimentos da Universidade Federal do Ceara (Fortaleza, BR).

Os agentes patogénicos foram escolhidos por sua importancia para a inddstria de
alimentos e sdo representantes de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas,
respectivamente. E. coli, Salmonellaenteritidis, L. monocytogenes e S. aureus foram
ressuscitados em caldo TSB (Caldo triptona soja) (Becton, Dickinson e Co., Sparks, MD), por
duas transferéncias consecutivas idénticas e incubadas a 24 horas de forma aerdbica a 35 ° C.
As culturas bacterianas foram mantidas em TSA inclinados armazenados a 4 ° C.

As curvas de crescimento foram realizadas primeiro a 35 ° C em cada estirpe para
correlacionar contagens de placas com valores de densidade 6ptica a 630 nm (OD630). A CIM
foi determinada pela técnica de diluicdo em microplacas (96 pocos) de acordo com a
metodologia descrita por Brandt et al. (2010). Os pocos de microplacas foram preenchidos
com 100 pL do caldo TSB contendo o microorganismo (MHB-Micro Med) com um in6culo
inicial de aproximadamente 5,0 log10 UFC / mL em cada pog¢o de amostra (0s indculos iniciais
foram enumerados em camada TSA e incubados durante 24 h a 35 ° C), em seguida, foram
filtrados (0,22 um) e 100 pL de solucdes de extrato a dilui¢ao foi realizada, com concentracdes
variando entre 100 e 10 mg / mL.

Os controles negativos foram preparados com solugdes de amostras e caldo
esterilizado. Também foram preparados controles positivos contendo in6culo e agua destilada.
Aliquotas de 100 pL de todas as solu¢des antimicrobianas e de solventes foram espalhadas
para garantir a esterilidade. As microplacas foram incubadas (24 h a 35 ° C) e as leituras de
OD630 foram tomadas apds 24 h para observar o crescimento e a inibicdo bacteriana. Os
pocos de teste antimicrobianos que apresentaram variagdao <0,05 na OD630 apos 24 h foram
considerados inibidos pelo antimicrobiano (apos ajustes de linha de base adequados) para esse
periodo de tempo. A CIM para cada comprimento de incubacdo foi determinada pela menor
concentragcdo de antimicrobianos que inibiu o crescimento de todas as repeti¢cOes do teste
(Brandt et al., 2010).

Todos 0s pogos que mostraram inibi¢do do microorganismo ap6s 24 h foram entéo
testados quanto a capacidade bactericida. Foram espalhados (spread plate) 100 pL de cada
poGo que apresentou inibicdo em placas de TSA, e as placas foram incubadas durante 24 h a

35 ° C. O néo surgimento de coldnias nas superficies da placa ap6s a incubacao foi indicativo
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de que a concentracdo testada apresentou atividade bactericida. Assim, a menor concentragao
de amostras que demonstrou atividade bactericida em todas as repeti¢des foi considerada a
CBM.

2.8 Avaliacao Estatistica

Os resultados foram expressos como média = DP. O teste F e a analise ANOVA
foram utilizados como critérios significativos para os modelos ajustados. O teste de Tukey foi
usado para determinar as diferencas significativas entre os meios (p <0,05).

O teste F e a analise ANOVA foram utilizados como critérios significativos para os
modelos ajustados. Os valores obtidos foram expressos usando concentracdo residual,
comparando os resultados com seus controles. A analise estatistica dos dados experimentais
foi realizada utilizando o software Statistica 10.0 (StatSoft). Todos os resultados foram

realizados em triplicado e expressos em base seca (média + DP).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Determinacao de compostos fenolicos extraiveis total

Inicialmente, foi realizada uma avaliacdo do rendimento das extracdes dos
compostos bioativos presentes nos coprodutos de acerola usando solventes hidroalcodlicos e
agua. Nao foi observada diferenca significativa (p <0,05) nos rendimentos dos compostos
bioativos (entre os solventes testados). Assim, a dgua foi escolhidacomo solvente de extracao,
baseando nos principios da quimica verde.

O CPA foi submetido a uma sonicacdo de acordo com o planejamento
experimental apresentado na Tabela 5. Os valores méximos-observados para 0s compostos
fendlicos foi de 4126 mg GAE/ 100mg “*para o tratamento 8 (75 W / cm?; 10 min e 1: 20

coproduto de acerola: dgua) (Tabela 6).
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Tabela 6- Resultados para as analises de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante

de extrato bioativo de coproduto de acerola submetidos a tratamento ultrassénico.

TPA ABTS™
Intensidade de Proporgéo (mg GAE/ (UM
Experimentos  poténcia (W/cm?) Tempo (minutos) coproduto:dgua 100mg ) Trolox g*)
1 20 2 1:40 2379 19,81
2 20 2 1:20 2602 22,95
3 20 10 1:40 3315 24,64
4 20 10 1:20 3140 25,99
5 75 2 1:40 2751 45,49
6 75 2 1:20 2130 44,80
7 75 10 1:40 3482 31,87
8 75 10 1:20 4126 98,62
9 20 6 1:30 2556 90,40
10 75 6 1:30 2797 46,77
11 47,5 2 1:30 2421 80,65
12 47,5 10 1:30 3499 27,37
13 47,5 6 1:40 2503 41,68
14 47,5 6 1:20 3002 38,26
15C 47,5 6 1:30 2858 95,42
16C 47,5 6 1:30 2926 94,79
17C 47,5 6 1:30 3000 98,00
Cl - 10 1:20 4042 89,77
C2 - 10 1:30 3117 21,70
C3 - 10 1:40 1454 46,13

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
TPA= Teor total de polifendis extraiveis totais (mg de equivalente em acido galico / 100g de extrato de
coproduto de acerola)

ABTS™ = Atividade antioxidante (LMtrolox / g de extrato de residuo de acerola)

A Figura 7 descreve os efeitos estimados das varidveis independentes sobre o
conteddo de compostos fendlicos. O Gréafico de Pareto (Fig. 7A) revela que apenas a variavel
independente tempo foi significativa e o efeito de interagéo entre a intensidade de poténcia do
ultrassom e o tempo foi positivo. Assim, um aumento na intensidade de poténcia e no tempo
favoreceu o aumento a extracdo de compostos fenodlicos totais. Resumidamente, como
mostrado na Fig. 7A, o efeito mais importante na extracdo de compostos fendlicos do CPA

foi o tempo.
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Figura 7- Grafico de Pareto para compostos fendlicos de coproduto de acerola apds a
sonicagdo. Respostas lineares (L) e quadréticas (Q); 1L por 2L interacdo entre o tempo de
processamento e intensidade de poténcia 1L por interacdo 3L entre intensidade de poténcia
e coproduto de acerola: agua; 2L por 3L interacdo entre tempo e proporc¢ao coproduto acerola:
agua (7A). Lote de superficie de resposta mostrando o tempo de efeitos e a intensidade de
poténcia de ultrassom (7B) no conteddo de compostos fendlicos extraiveis totais.

(2)Tempo (min)(L)

1Lby2L

(1)ltensidade de poténcia (W/cn?)(L) 1,489205
Tempo (min)(Q)

2Lby3L

(3)Propor¢éo bagago:agua(l) ,6589255
Itensidade de poténcia (W/cnf)(Q) -,425009

Proporg@o bagago:agua(Q) -,091461

1Lby3L -,023724

p=05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

O modelo de regressdo gerado a partir dos dados experimentais (Eg. 2) foi
estatisticamente significativo no intervalo de confianca de 95%, pois o valor F calculado
(5,32) foi maior do que o valor F listado (3,67). Obtiveram-se bons coeficientes de
determinacdo (R? = 0,87) (Tabela 7). Portanto, 0 modelo foi considerado valido para fins
preditivos (BARROS NETO, SCARMINIO, BRUNS, 1995; BARROS NETO,
SCARMINIO, BRUNS, 2001). A Figuras 7B ilustra o graficode superficie resposta

construidos a partir da Eq. 2

Y =2069.30+ 1.81*x + 0. 29*x " 237.32*y + 1.03*y"2 + 0.98*x*y-
450.79*0.03*x206.83*0.03*y + 677.29 Equacdo (2)
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Tabela 7- Analise de variancia (ANOVA) do modelo de tabela de regressdo completa (p <
0,05) para a quantificagdo de compostos fendlicos totais.

Fonte de Soma Graus de Média F calculado Ftabulado
variacdo quadrética liberdade quadrética (p £0,05) (p <0,05)
Regressao 3453,01 9 383,67 5,32 3,68
Residuo 505264,12 7 72181,59 - -

Falta de ajuste ~ 481644,96 5 96328,10 8,15 19,30
Erro puro 23619,16 2 11809,58 - -

Total 3958281,91 16 247392,61 - -

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
R? = coeficientes de correlagdo 0,87235.

Com o aumento do tempo e da intensidade de poténcia o contetdo de compostos
fendlicos totais também aumentou (Fig. 7B). Geralmente, a maior eficiéncia do método de
extracdo por ultrassom de extratos de alimentos estd associada ao aumento da poténcia
ultrassbnica. Acredita-se que altas forcas de cisalhamento causadas pelo fenémeno da
cavitacdo no meio, efeitos térmicos e mecanicos sdo 0s principais mecanismos para a eficacia
da extracdo de compostos bioativos de matrizes alimentares, com influéncias significativas no
processo de extracdo por ultrassom(PATIL et al., 2018). Esses efeitos levam a destrui¢éo da
parede celular, a reducdo do tamanho das particulas e ao aumento da taxa de reacdo por meio
da transferéncia de massa da parede celular, sem causar alteracdes na estrutura e funcdo dos
extratos (AYIMet al., 2018; ASHOKKUMAR, 2015). A cavitacdo pode quebrar a parede
celular e fornecer uma extracao eficaz de componentes de produtos naturais (CHEMAT et al.,
2017). Silva et al. (2016) e Silva et al. (2014) estudaram o CPA e encontraram 446,4 + 16,8
e 7265,29 mg GAE 100 g-1 de CPA seco para compostos fendlicos, respectivamente.

Shenet al. (2021) avaliaram os efeitos do tratamento com EAU sobre a atividade
antioxidante em suco de macé e observaram um aumento significativo no contetdo fendlico
para todos aqueles tratados com EAU.

Rezende, Nogueira e Narain (2017) compararam 0s métodos de extracdo
convencional e ultrassénico em termos de compostos bioativos e atividade antioxidante do
CPA , encontrando valores para compostos fenolicos variam de 469,73 a 1.279,70 mg GAE
100 g-1. A diferenca entre a matéria-prima estudada (época do ano, espécie, condicdes de
cultivo) pode ter influenciado no menor teor de compostos fendlicos em relagdo a pesquisa
atual. Adicionalmente, deve-se destacar que o tempo de extracdo adotado para este estudo
(maximo de 10 minutos) foi inferior ao da literautura consultada (minimo de 10 minutos e

méaximo de 50 minutos), que pode ter influenciado a preservacdo de compostos fendlicos.



62

O tempo de sonicacdo adotado para o EAU deve ser otimizado, visto que a
irradiagdo ultrassonica pode prejudicar a qualidade dos materiais sensiveis ao calor. O
rendimento da extracdo pode aumentar significativamente a medida que o tempo de sonicagédo
se estende. No entanto, longos tempos de extracdo ndo sao lucrativos devido ao seu alto
consumo de energia e declinio potencial de compostos ativos (GALANAKIS, 2012).

Bachtler e Bart (2021) compararam técnicas convencionais de imersdo em
solvente com ultrassom e tecnologias de extracéo assistida por micro-ondas e observaram um
aumento no rendimento de compostos bioativos da casca de sabugueiro e sementes de urucum

usando os métodos EAU e micro-ondas-

3.2 Determinacéo da Atividade Antioxidante total

Os valores maximos observados para a atividade antioxidante foram: 98,62
MmTrolox g? no tratamento 8 (75 W / cm2; 10 min, e 1:20 do coproduto acerola: agua) e
98,0 uMTrolox g-1 no tratamento 17C (47,5 W / cm2, 6 min e 1:30 de coproduto de acerola:
agua). Por outo lado, o tratamento controle (10 min e 1:30 de coproduto acerola: agua) obteve
21,70 MmTrolox g-1 (Tabela 6).Portanto, o aumento da capacidade antioxidante pode ser
atribuido aos EAU, e o aumento dos polifendis no CPA, que se deve a cavitacdo gerada
durante o tratamento com ultrassom, o que aumenta a extracdo e a disponibilidade desses
compostos (ABIDet al., 2013). Estudos anteriores revelam uma correlacdo positiva entre o
conteddo fenolico total e a atividade antioxidante em muitas espécies de plantas (BHAT,;
GOH, 2017). Durante o processo EAU, radicais livres de hidroxila podem ser gerados e
anexados ao anel aromatico de compostos fenélicos, incrementando a atividade antioxidante
destes compostos HEN et al., 2021).

A Fig. 8A descreve os efeitos estimados das variaveis independentes sobre a
Atividade Antioxidante Total das amostras. O grafico de Pareto mostra que nenhuma variavel
testada foi significativa. E que o efeito da interacdo entre a intensidade de poténcia do
ultrassom e tempo foi positiva. Portanto, um aumento na intensidade de poténcia e o tempo
favoreceram o aumento da quantificagdo de antioxidantes totais (Fig. 8B). Rezende, Nogueira
e Narain (2017) observaram que a atividade antioxidante foi maior no tempo de extracéo
maximo (50 min) para o coproduto de acerola (134,00 uM Trolox g?), assim como foi

observado neste trabalho.
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Figura 8- (A) Grafico de Pareto para atividade antioxidante total (ABTS™) do coproduto de
acerola no processo de secagem por liofilizacdo ap6s sonicagdo. Respostas lineares (L) e
quadraticas (Q); 1L por interacdo 3L entre intensidade de poténcia do ultrassom e coproduto
de acerola: 4gua; 1L por 2L de interacdo entre intensidade e tempo de poténcia ultrassonica,
2L por 3L de tempo de interacdo entre coproduto de acerola: agua; (B) A superficie de resposta

mostra os efeitos da propor¢do de intensidade de poténcia e tempo do ultrassom na
quantificacdo de Atividade Antioxidante Total (ABTS™).

Proporgéo bagago:agua(Q) -1,40533
(1)Intensidade de poténcia (W/cnf)(L) ,8160996

Tempo (min)(Q) -, 782112
(3)Proporgao bagago:agua(lL) -,680331

2Lby3L -,573653

(S¥om1 WY
QN

1Lby3L -,502144
1Lby2L ,3663232
(2)Tempo (min)(L) -,088269

Intensidade de poténcia ( W/cn#)(Q) -,01754

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

A analise de variancia (ANOVA) obtida para a quantificacdo de antioxidantes
totais é apresentada na Tabela 8. O modelo de regressao nao foi significativo (p < 0,05) uma
vez que o F calculado (0,95 / 9:7) = 1,55 foi menor que o F tabulado (0,95 / 3,68) e 0
coeficiente de determinacéo da regressdo (R?) = 0,66538 para 0 modelo ndo foi valido. No
entanto, maafalta de ajuste foi significativa, com F calculado (0,95 5: 2) = 408,17 maior do
que F tabulado (0,95 5:2) = 19,30. O resultado ideal seria um F calculado menor que o F
tabulado (ndo significativo) o que pode ser explicado pelos resultados proximos obtidos nas
corridas. Dos pontos centrais e ao erro que foi deficiente (4,438) (razdes para falta de ajuste
alto). Nestas condi¢des o modelo pode ser usado como um indicador de tendéncia (BARROS
etal., 2001).

De acordo com Waszczynsky e Nelsen (1996), quando o quadrado médio para
erro puro obtém um valor baixo, os testes de significancia para a falta de ajuste devem ser

considerados irrelevantes, nos quais € semelhante aos resultados obtidos neste trabalho.
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Tabela 8- Anélise de variancia (ANOVA) do modelo de tabela de regressdo completa (p <

0,05) para a quantificacdo da atividade antioxidante.

Fonte de Soma Graus de Media F calculado Ftabulado
variacdo quadrética liberdade quadrética (p £0,05) (p <0,05)
Regressao 8923,61 9 383,67 1,55 3,68
Residuo 4532,95 7 647,56 - -

Falta de ajuste  4528,50 5 905,70 408,14 19,30
Erro puro 4,438 2 2,22 - -

Total 3958281,91 16 247392,61 - -

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
R? = coeficientes de correlacdo 0,66538.

Pan et al. (2011), estudaram os fatores que aumentam os compostos bioativos no
extrato de casca de roma usando extracdo por ultrassom. Em geral, os resultados indicaram
que o nivel de intensidade de poténcia teve um efeito proeminente sobre a producdo de
antioxidantes, mas ndo muito efeito sobre as atividades antioxidantes, resultados semelhantes
foram obtidos por esta pesquisa.

Diversos estudos tém sido desenvolvidos utilizando a Metodologia de Superficie
de Resposta (MSR) para otimizar a extracdo de compostos bioativos. Riciputiet al. (2018)
estabeleceu uma extracdo de ultrassom de compostos fenolicos de coprodutos industriais de

batata. Carreraet al. (2012) extrairam compostos fenolicos de uvas com MSR.

3.3 Perfil fendlico

Os cromatogramas de corrente idnica total dos experimentos, extrato controle de
coproduto de acerola (ECA)(ndo submetido a extracdo ultrassdnica), e extrato de coproduto
de acerolasubmetido ao tratamento por ultrassom (EASMe - Tratamento 8) é mostrado nas
Figuras 9A e 9B, respectivamente.

A determinacdo dos compostos bioativos resultou em 5 compostos identificados
(Tabelas 9 e 10). Para 0 ECA, os principais compostos identificados foram acido citrico, acido
malico, é&cido ascorbico, rutina e Kaempferol 3-O-glucosideo. Apds tratamento
ultrassondnico, o0 EASMe apresentou &cido citrico, acido malico, rutina, luteolina e

quercetina.
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Figura 9- (A) Cromatograma de corrente iénica do perfil fenolico do experimento controle
de extrato de acerola. (B) Cromatograma de corrente iénica do perfil fendlico do tratamento

por ultassom.

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Tabela 9- Constituintes tentativamente identificados no extrato controle de coprodutos de

acerola usando o0 modo negativo do ESI.

Peak Rt [M-H] [M-H] Product Empiri Ppm Putative Refere

no. min  Observed Calculate lons cal (erro Name nce
d (MS/MS)  Formul 1)
a

01 0,948 191,02 191,02 111,01 CeH/O7 21 Citricaci  Spinola
d etal.,

2015
02 1,13 133,01 133,01 115 CeHsOs 0,8 Malicaci  Spinola
d etal.,

2015
03 2,794 175,02 175,02 115 CeHgOs 2,3 Ascorbic  Spinola
acid etal.,

2015
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05

4,41

609,14

5,093 447,09

609,15

447,09

179,255 Co7H3o
271,301 Ogs
343, 447

285,038  CoiHig
284,031 Ou
255,0278

1,5

0,7
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Mariutti
et al.
2014
Bystro
met al.,
2008
Sun et
al,,
2007
Journiet
al.,
2015
Singh et
al.,
2015

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Tabela 10- Constituintes tentativamente identificados no extrato de ultrassom de coproduto

de acerola usando 0 modo negativo do ESI.

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Pea Rt [M-H]"  [M-H] Product Empirica Ppm Putative Reference
k min Observe Calculate lons I (error  Name
no. d d (MS/MS  Formula )
)
01 0,95 191,02 191,02 111,01 CsH707 1.6 Citricaci  Spinolaet
d al., 2015
02 1,18 133,01 133,01 115 CsHeOs 0.0 Malicaci  Spinolaet
d al., 2015
03 4,47 609,14 609,15 301, 255 Co7H30016 2.5 Rutin Mariuttiet
179, 447 al. 2014
Bystromet
al., 2008
Sunetal.,
2007
04 473 285,04 285,04 107,133 CisH100s 0.0 Luteolin  Torre-
175, 199, Carbotet
217, al., 2007
05 5,07 301,03 301,03 151,179, CisH1007 1.0 Querceti  Mariuttiet
229, 273, n al. 2014
301 Charroufet
al., 2007
Sun et al.,

2007
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Os compostos fendlicos encontrados no EASMe, como quercetina, p-cumarico,
acido galico, epicatequinagalato, catequina, acido sirarico e epicatequina,foram usados para
prevenir ou tratar diversos problemas de salde e foram associados a atividades
antimicrobianas (MARQUES et al., 2017). Também conhecida como vitamina P, a rutina
desempenha atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e gram-negativas (AL-
MAJMAIE et al., 2019). A quercetina é geralmente encontrada em diferentes frutas e
coprodutos (SILVA et al., 2014) e esta associada a atividade antimicrobiana (DENEVet al.,
2019). A luteolina esta associada a atividade antimicrobiana (HUANGet al., 2017), incluindo
uma inducdo de eliminacgdo de algumas espécies resistentes (ZHANGet al., 2018).

Luteolina e quercetina foram identificadas EASMe e ndo foram encontradas ECA.

Isso justifica a escolha do tratamento 8 (Tabela 7) para as demais etapas desta pesquisa.

3.4 Simulacéo in vitro da digestao gastrointestinal

A EASMe apresentou maior teor de compostos fenolicos totais e atividade
antioxidante total quando comparada ao ECA. Porém, avaliando o teor de compostos fenolicos
bioacessiveis, verificou-se que o ECA apresentou maior bioacessibilidade (10, 20%) (Tabela
11).

Tabela 11- Polifendis extraiveis totais e atividade antioxidante total do extrato de acerola,

antes da digestdo e ap0s digestdo gastrintestinal in vitro.

Polifenodis extraiveis totais

EXTRATOS Antes da digestdo™ Apos a digestdo Bioacessibilidade
(mg GAE/100 g 1) (mg GAE/100 g ) (%)

EASMe” 5559 + 30,19 265,89 £ 6,06 4,78 +0,11

ECA™ 1526 + 41,23 173,31 + 4,16 10,20+ 0,24

Atividade antioxidante total

EXTRATOS Antes da digestdo™ Ap0s a digestao Bioacessibilidade

(mMTrolox g1) (mMTrolox gb) (%)
EASMe” 98,62 £+ 40,20 - -

ECA™ 16,78 + 6,13 - -
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Fonte: Elaborada pela autora (2021)."EASMe: extrato bioativo de coproduto de acerola submetido ao tratamento
de ultrassom (Tratamento 8 = 75 W / cm?, 10min e proporcdo coproduto: agua 1:20), *"ECA’ Extrato controle
de coproduto de acerolando submetido a extracdo ultrassénica:(experimento C1=10 min e proporcdo coproduto
de acerola: 4gua 1:20). GAE: &cido gélico equivalente.

Schulz et al. (2017) avaliaram a bioacessibilidade de compostos bioativos de
bagas de jucara (Euterpe edulis Martius) submetidas a digestdo gastrointestinal in vitro. Os
autores encontraram um conteudo inicial de compostos fendlicos chegando a 22,9 mg
GAE/100 g, enquanto o valor maximo apds a digestdo in vitro foi de 14, mg GAE/100 g
Y(matéria seca). Lima et al. (2017) investigaram a atividade antioxidante e a bioacessibilidade
do contetdo fenolico da mandioca e observaram porcentagens superiores a 70% e 30%,
respectivamente. Silva et al. (2018) estudaram a bioacessibilidade dos polifenois do guarana
(Paullinia cupana).E observaram que a digestdo in vitro-reduziu seu conteudo fendlico,
embora fossem observados elevados niveis de catequina residual apds esse processo. Neto et
al. (2017) investigaram a bioacessibilidade de compostos fendlicos presentes em sementes
Triplaris gardnerianas ap0s digestdo gastro-pancreética in vitro, e os resultados foram indices
de bioacessibilidade de 48,65 e 69,28% na presenca e auséncia de enzimas digestivas,
respectivamente.

Para a atividade antioxidante, verificou-se que a digestdo in vitro influenciou
negativamente este parametro, ndo sendo encontrada atividade antioxidante no extrato apés a
digestéo in vitro.

A reducdo de compostos fenolicos apresentada apos a digestéo in vitro pode estar
associada a baixa atividade antioxidante, corroborando o estudo de Netoet al. (2017) que
sugeriu que os compostos fendlicos sdo instaveis em condigdes gastrointestinais. Os autores
descobriram que a atividade antioxidante da Triplaris gardneriana foi influenciada

negativamente pelos indices reduzidos de bioacessibilidade dos compostos fendlicos.

3.5 Concentragéo inibitoria minima (CIM) e bactericida minima (CBM)

O extrato submetido ao tratamento ultrassdnico apresentou melhor atividade
antimicrobiana (apresentando menor CIM) quando comparado ao ECA (Tabela 12). Este
extrato apresentou atividade inibitoria para todos 0s microorganismos testados, o que ndo foi
observado para o ECA. Pezeshkpour et al. (2018) extrairam &cidos fendlicos de brocolis
usando a extragdo assistida por ultrassom-encontraram um valor de CIM de 7,81 mg.mL ™!

para Pseudomonas aeruginosa, uma concentragdo menor do que as obtidas nesta pesquisa.
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Tabela 12- Efeito antimicrobiano de extratos de coprodutos de acerola em E. coli, S. enterica,

L. monocytogenes e S. aureus.

Microorganismos ECA EASMe

CIM CBM CIM CBM
Escherichia coli - - 75 40
Salmonellaenterica - - 40 40
Listeriamonocytogenes 75 100 40 75
Staphylococusaureus 50 100 40 100

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

EASMe=extratobioativode coproduto de acerolasubmetido ao tratamento de ultrassom: (experimento 8 =75 W
/ cm?, 10min e proporcdo bagaco: agua 1:20)

ECA=Extrato controle de coproduto de acerolando submetido a extracdo ultrassénica: (experimento C1=10 min
e proporcao bagago: gua 1:20)

CIM= concentragdo inibitoria minima (mg/mL)

CBM= concentracdo bactericida minima (mg/mL)

A ECA ndo apresentou atividade antimicrobiana contra as bactérias gram-
negativas testadas (E. coli e Salmonella Enteritidis). A tecnologia de ultrassom é considerada
capaz de extrair materiais alvo, que podem afetar a composic¢ao dos alimentos e aumentar as
taxas de morte por microorganismos alimentares (PANIWNYK et al., 2018).

E possivel verificar a importancia do uso do ultrassom para melhorar a atividade
antimicrobiana EASMe, sendo, portanto, eficaz contra bactérias, o que é considerado
relevante para a seguranca alimentar. A maioria das pesquisas relativas a extracdo de
compostos antimicrobianos usa solventes organicos, como o alcool. No entano, nesta pequisa,
utilizou-se agua como solvente, ja que seu uso na extracdo por ultrassom resultou em uma
consideravel obtencdo de compostos antimicrobianos. O uso de 4gua pode ser vantajoso no
que diz respeito a reducdo de custos e toxicidade. Safarpooret al. (2018) utilizou a extracao
por etanol como solvente para os extratos de Thymusdaenensis e Silypbummarianum. Eles
verificaram que as plantas medicinais testadas podem ser consideradas bons agentes
antibacterianos e antifangicos. Os compostos fenolicos encontrados no EASMe, como
quercetina, rutina e luteolina podem estar associados a atividade antimicrobiana (AL-
MAJMAIE et al., 2019; SILVA et al., 2014).

Estudos com extratos aquosos sem o emprego de extracdo ultrassénica também
sdo descritos na literatura. Racowski et al. (2017) usaram agua para extrair compostos

bioativos de cascas de limdo. Eles verificaram que extratos de agua quente e em temperatura
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ambiente apresentam atividade antimicrobiana contra E. coli e S. Aureus (utilizando 100% da
concentracdo do extrato). Vodnar et al. (2017) estudaram a atividade antimicrobiana de
coprodutos agroindustriais romenos e verificaram a atividade antimicrobiana contra diferentes

cepas de bactérias e fungos.

6 CONCLUSOES

Neste estudo, os efeitos do tratamento de ultrassom com agua como solvente na
atividade antimicrobiana do extrato de coproduto de acerola foram investigados pela primeira
vez. O processamento ultrassénico melhorou a atividade antimicrobiana do extrato de acerola,
apresentando um efeito relevante contra bactérias gram-positivas e gram-negativas. A
extracdo dos compostos bioativos como agentes antimicrobianos utilizando agua como
solvente pode ser considerada viavel. O ultrassom pode ser usado como uma técnica verde
para o gerenciamento de coprodutos de acerola para melhorar a atividade antimicrobiana.

A degradacdo dos compostos fendlicos totais ap6s a digestao in vitro sugere que
é necessario considerar a via de administracdo de um possivel suplemento ao avaliar a

encapsulacao desse extrato.
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5.2 Formulagdes de estruturados de frutos de graviola (Annona muricata, L) com extrato
bioativo de coproduto de acerola (Malpighia glabra D.C.): propriedades sensoriais,

textura e fisico-quimica.

STRUCTURED FRUIT FORMULATIONS OF SOURSOP (Annona muricata,
L) ADDED WITH BIOACTIVE EXTRACT OF ACEROLA (Malpighia glabra D.C.):
SENSORY PROPERTIES, TEXTURE AND PHYSICOCHEMICAL

Jorgiane da Silva Severino Lima; Larissa Morais Ribeiro da Silva; Caio César Freire
Gomes; Néagila Maria Pontes Silva Ricardo; Paulo Henrique Machado de Sousa

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de diferentes tipos de goma gelana de
baixa acilacdo (LA) e da adicdo do extrato bioativo do coproduto de acerola (EASMe) na
avaliacdo sensorial, avaliacdo instrumental do perfil de textura (APT) e caracterizacdo fisico-
quimica de estruturados de graviola (Annona muricata, L). Quatro formulacGes foram
preparadas com diferentes concentraces de goma gelana LA, 0,5%; 0,75%; 1,0% e 1,25%,
em relacdo ao peso da polpa de graviola. A avaliagdo sensorial foi realizada por meio de teste
de aceitacdo em escala hedonica, intencdo de consumo e CATA (Check-all-that-apply) e
RATA (Rate-all-that-apply) .O APT foi obtido usando um analisador de textura TA-XT2i.
Por meio da avaliagdo sensorial e APT, foi obtida a melhor formulagdo, que juntamente com
a formulacgéo de estruturado de graviola (AnnonamuricatalL.)-controle sem adi¢éo de extrato
bioativo de coproduto de acerola (EAmMC)- foram utilizadas para a anélise de caracterizagdo
fisico-quimica. A aceitacdo sensorial das diferentes amostras estruturadas foram semelhantes
e estavam entre os termos “gostei um pouco” e “ndo gostei ou ndo gostei” no pardmetro de
impressdo global. De acordo com os dados da frequéncia de selecdo de termos (CATA) e da
intensidade (RATA), observou-se que as formulacbes elaboradas nesta pesquisas
apresentaram caracteristicas semelhantes e com poucas variagdes, sendo que os provadores
obtiveram maior preferéncia por amostras LA0,75% e LA1%. De acordo com o APT as

formulacGes contendo maior concentracdo de goma gelana LA apresentaram maior dureza e
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adesdo. Diante dos resultados obtidos na avaliagdo sensorial e APT, optou-se pela formulagao
LA1,0 para avalia¢do fisico-quimica. O estruturado LA1,0 e a formulag&o controle, também
apresentaram caracteristicas fisico-quimica semelhantes. No entanto, a adicdo EASMe
resultou em aumento do teor de acido ascorbico. Assim, 0 EASMe agregou-se ao estruturado

de graviola como uma nova op¢ao alimentar rica em vitamina C.

Palavras-chave:Goma gelana de baixo acilagcdo; Géis de frutas; Check-all-that-apply
(CATA); Rate-all-that-apply(RATA); Compostos bioativos; Perfil de textura instrumental.

1 INTRODUCAO

A fruta estruturada surge como uma bea op¢éo atrativa ao processamento de frutos
ja que a adicédo de hidrocoloides a polpa da fruta confere a uma textura apropriada ao novo
alimento, proporcionado a formacéo de produto final com caracteristicas proximas do fruto in
natura, sensorialmente bem aceitos, além de preservar quantidades significativas de
vitaminas, minerais, fibras e compostos bioativos (COSTA et al., 2020a; DANALACHE et
al., 2017).

Os hidrocol6ides sdo amplamente usados na industria alimentar numa gama de
aplicacdes devido as suas diferentes funcionalidades como agentes espessantes, gelificantes e
estabilizantes (espumas e emuls@es). Os hidrocoldides sdo, na maioria dos casos, as grandes
moléculas que se hidratam, melhorando drasticamente as propriedades do alimento, tais como
a viscosidade (MASMOUDI et al., 2020; YOUSEFI; JAFARI, 2019).

A goma gelana é um dos hidrocol6ides que pode ser usado para preparar frutas
estruturadas (GARCIA et al., 2011).0 gelanoé um hidrocol6ide que contém uma unidade de
repetigdo composta por B-d-glucose (d-Glc), I-ramnose (I-Rha) e &cido d-glucurénico (d-
GIcA). A composicdo aproximada é 60% de glicose, 20% de ramnose, 20% de &cido
glucurdnico (SALUNKE; PATIL, 2016).A goma gelana é comercialmente disponivel sob
duas formas: de alta acilagdo-HA (do inglés highacyl) e de baixo acilagdo-LA (do inglés
lowacyl), em que o primeiro tem dois substituintes acilo, acetato e glicerato. No mesmo
residuo de glicose, com um glicerato por unidade repetida e um acetato por cada duas unidades
repetidas, formando géis macios, flexiveis e sem histerese térmica significativa. A gelificacdo
da goma gelana HA tende a ser comprometida por altos teores de sélidos soltveis (maiores

gue 25%). Enquanto a goma gelana LA é uma forma desacilada da goma gelana HA, formando


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878450X20301712#bib13
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878450X20301712#bib13
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878450X20301712#bib14
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géis rigidos, frageis, quebradicos e dealta histerese térmica. No qual, o gel pode ser fortalecido
pela presenca de aclcar (CHAKRABORTY et al., 2014; MAHDI; CONWAY; SMITH,
2015).

A graviola (Annona muricata, L.) apresenta-se como uma fruta bastante apreciada
e consumida no Brasil, devido suas caracteristicas sensoriais bastante aceitaveis, como sabor
e aroma e por ser considerada, atualmente, como um agente no tratamento e prevencao de
cancer (IOANNIS; ANASTASIA; ANDREAS, 2015). No entanto, este fruto, apresenta alta
perecibilidade, tornado necessario o desenvolvimento de pesquisas que possam levar ao seu
melhor aproveitamento, dminuindo essas perdas e favorecendo produtos diferenciados para o
consumidor (LIMA; ALVES; FILGUEIRAS, 2010).

O coproduto agroindustrial da acerola (Malpighia glabra D.), resultante do
processamento de polpa e suco,é rico em compostos bioativos (compostos fendlicos e acido
ascorbico), cujas propriedades antioxidantes podem ser comparadas aos antioxidantes
sintéticos, as vezes com valores superiores aos das partes comestiveis da fruta (CRUZ et al.,
2019). Assim, € possivel considerar seu uso para aplicacdes alimenticias e / ou farmacéuticas,
visto que essas substancias podem apresentar potencial antitumoral, antimutagénico,
antidiabético, hepatoprotetor e protetor cutdneo (BELWAL et al., 2018; CRUZ et al., 2019).

Algumas frutas, como a graviola, quando comparadas as demais, podem
apresentar menor teor de alguns compostos bioativos (IOANNIS; ANASTASIA; ANDREAS,
2015). A adicdo de extrato produzido com coproduto de acerola poderia apresentar grande
relevancia, pois representara um aumento no teor de compostos bioativos na fruta estruturada.

Alguns estudos sobre frutas estruturadas foram realizados, Leal et al. (2021)
desenvolveram frutas estruturadas mistas de manga, caja e caju, com goma gelana de alta
acilacdo-HA, baixa acilacdo-LA e agar nas nas propor¢des de LA/ HA (p/ p): 100/0, 75/25
e 50/50, na concentracdo total de 0,75% (p / v) em relacdo a polpa, para qual avaliaram a
interferéncias das proporces dos hidrocoldidessobre as caracteristicas fisico-quimicas e
sensoriais. Costa et al. (2020a), desenvolveram estruturados de goiaba com agar e goma
gelana HA e LA em diferentes proporcdes (0,25%, 0,5%, 0,75% e 1,0% p / v), avaliando o
perfil sensorial dessas amostras através de testes de aceitacdo, perfil descritivo otimizado
(ODP) e Check-All-That-Apply (CATA). Outro estudo avaliou os efeitos da concentragéo dos
hidrocoloides, gomas gelena HA e LA e agar (0,25%; 0,50%; 0,75% e 1,0% p/p) e, na textura
de estruturados de goiaba (COSTA et al. 2020c).

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia de

diferentes concentracfes da goma gelana de baixa acilagédo (LA) e do extrato bioativo do
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coproduto de acerola na aceitacdo ensorial, textura e caracterizagdo fisico-quimica de
formulagGes estruturadas de graviola (Annona muricata, L).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima

Goma gelana de baixa acilagéo (LA) (Kelcogel® LT) foi fornecida por CP Kelco,
Wilmington, polpa de graviola foi fornecida por uma empresa de processamento de polpas de
frutas localizada em Fortaleza, CE, Brasil, e mantidas congeladas a -18 ° C até o
processamento e o coproduto de acerola (CPA) (cascas e sementes) foram obtidos a partir de

materiais descartados de uma industria de polpa de frutas do estado do Ceara, Brasil.

2.2 Preparacdo do extrato bioativo de coproduto de acerola (EASMe)

Todas as amostras foram transportadas para o Laborat6rio de Frutas e Hortaligas
da Universidade Federal do Ceara e foram inicialmente congeladas e, em seguida, liofilizadasa
-50° C sob 5 mTorr (9,67 - 107 psi) de vacuo por 48 h em um secador LabconcoFreeze Dry-
5 (Labconco, KansasCity, MO, EUA) foram armazenados em um dessecador protegidoda luz
até o processamento posterior. O extrato foi obtido utilizando o método proposto por Fonteles
et al. (2016) e nas condicOes previstas pelo Tratamento 8 (75 W / cm?; 10 min e 1: 20

coproduto de acerola: &gua) da Tabela 7, previamente estabelecidos-na etapa 1 desse trabalho.

2.3 Elaboracéo estruturado de frutas tropicais

Foram elaboradas quatro formulacBes com concentracdes diferentes de goma
gelana LA, 0,5%; 0,75%; 1,0% e 1,25%, em relacdo ao peso da polpa de graviola (Tabela 13),
conforme sugerido por Costa et al. (2020a).A quantidade de extrato de coproduto de acerola
a ser adicionada no estruturado de graviola foi baseada aproximadamente em um valor
recomendado na literatura de 500 mg de &cido galico equivalente GAE / 100 g, descrito em
literatura referindo-se a alimentos com alto teor de compostos fendlicos compostos, seguindo
Vasco et al. (2008).
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Tabela 13- Identificacdo e ingredientes que foram utilizados para elaboragéo dos estruturados
de graviola.

Formulagdes dos  Ingredientes

estruturados de Goma gelana- Polpa de graviola Acglucar  EASMe*(mL)
graviola LA (%) (mL) (9)

LAO,5 0,5 95 5 40
LA 0,75 0,75 95 5 40
LAl 1 95 5 40
LAL,25 1,25 95 5 40

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
“Extrato bioativo de coproduto de acerola.

O produto foi preparado conforme descrito por Costa et al. (2020b), com
modificacdes de Leal et al. (2020). A polpa de fruta, aclcar e o0 extrato bioativo de coproduto
de acerola foram adicionados ao hidrocoldide em pd. Essa mistura foi posteriormente aquecida
a aproximadamente 90 + 2 ° C por 60 s em um processador de alimentos (Termomix, modelo
SPM-018, marca Yammi) até a dissolu¢do completa do hidrocoldide. A mistura foi vertida
em moldes retangulares de silicone (largura x altura x comprimento = 27 x 10 x 50 mm) e
permaneceu em temperatura ambiente de aproximadamente 20 © C por 30 min. Os moldes
foram entdo colocados sob uma temperatura de 5 ° C (em um refrigerador) por 12 h para
completar a formacdo do gel. Apos esse tempo, o produto foi deformado (Figura 10),
acondicionado em recipientes fechados e armazenado a 5 ° C até a analise. As amostras foram
elaboradas em triplicata, permanecendo armazenadas em refrigeracdo até o momento das

analises.

Figura 10- Estruturado de graviola ap6s a maturacao refrigerada

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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3.6 Avaliacéo sensorial

A avaliacdo sensorial foi realizada com as amostras de estruturados descritas na
Tabela 13. Essa avaliacéo foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP), através do
parecer de n° 1.829.642 (ANEXO 1). As andlises foram realizadas por 100 provadores, no
Laboratorio de Anélise Sensorial do Instituto de Cultura e Arte da Universidade Federal do
Cearad. Todos os provadores e participantes foram pessoas voluntarias, ndo treinadas,
recrutadas aleatoriamente entre estudantes e servidores da referida Universidade, e que
mostraram seu consentimento, através da assinatura do Termo de consentimento livre e
esclarecido (APENDICE A), conforme as preconizacdes da Resolugdo n°466/2012 do CNS,
que trata as diretrizes e normas reguladoras envolvendo seres humanos (BRASIL, 2013). O
recrutamento desses provadores foi realizado por meio da distribuicdo de questionarios e ficha
de recrutamento (APENDICE A), com o objetivo de obter dados sobre a aceitacdo e
frequéncia de consumo de produtos de frutas tropicais, além do interesse em participar do
teste.

As amostras de estruturados de graviola foram servidas aos provadores na
quantidade de 10 g, em mesas individuais, iluminadas com luz branca, a temperatura
convencional de apresentacdo (25 °C), dentro de copos pléasticos, codificados com nimeros
de trés digitos. Esses recipientes foram entregues juntamente com um copo de dgua mineral,
para eliminacdo do sabor residual na boca. As amostras foram apresentadas utilizando o
delineamento de blocos completos balanceados.

A aceitacdo sensorial foi avaliada através de uma ficha com escala hedbnica
estruturada de nove categorias (APENDICE B), onde 1 significa a nota de valor minimo
(desgostei muitissimo) e 9 a nota de valor maximo (gostei extremamente) (STONE; SIDEL,
2004). Essa escala indica o quanto os provadores gostaram ou desgostaram das amostras em
relagdo aos atributos textura (maciez), sabor e impresséo global.

Na mesma ficha, os provadores também avaliaram a inten¢do de consumo das
amostras, caso 0s produtos estivessem a disposi¢do nos supermercados ou restaurantes,
baseados na impresséo global das mesmas, sendo utilizada uma escala de inteng&o de consumo
estruturada de cinco pontos (APENDICE B), onde 1 significa a nota de valor minimo (“nunca
comeria”) e 5 a nota de valor maximo (“‘comeria sempre”).

Foram realizados, na mesma sessdo, dois métodos sensoriais novos, sendo eles:
Check-all-that-apply (CATA) e Rate-all-that-apply (RATA).
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O teste CATA (APENDICE C) ébaseado nas respostas dos consumidores a uma
pergunta para descrever as amostras, como extensdo da abordagem sugerida por Plaehn
(2012).

O teste RATA (APENDICE C) é uma variacdo do teste CATA, onde os
consumidores irdo indicar se 0s descritivos sensoriais (aparéncia, aroma, gosto e sabor) se
aplicam as amostras de estruturados avaliadas, e se o fizerem, irdo inserir o grau de
intensidade, variando de (1) pouco a (5) muito (ARES et al., 2015).

Os provadores marcaram uma lista com alguns descritores sensoriais com objetivo
de caracterizar os estruturados de graviola, levando em consideracdo aparéncia, aroma, gosto
e sabor. Os termos descritivos foramselecionados com base em estudos preliminares
realizados com possiveis provadores. A relevancia de cada termo foi determinada calculando
a sua frequéncia de utilizacao.

Ao final foi aplicado o teste da amostra ideal (APENDICE D), em que 0s termos
do teste CATA e RATA foram utilizados para que os provadores identificassem as
caracteristicas sensoriais do estruturado de graviola ideal, tal como proposto por Van Trijpet
al. (2007).

2.5 Avaliacéo do perfil de textura instrumental (APT)

A avaliacdo APT foi realizada no Laboratoriode Anélise de Alimentos, na
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria-EMBRAPA,

Com o0 objetivo de simular a acdo da mordida humana, as amostras foram
avaliadas através de um analisador de textura (TA-XT2i, marca Stable Micro Systems),
equipado com uma célula de carga de 50 N, adotando a metodologia utilizada por Mandala,
Palogou e Kostaropoulos (2002).

Foi realizado um teste duplo ciclo de compressdo até 60% de deformacéo da altura
original usando um émbolo de aluminio com 60 milimetros de didmetro. O intervalo de tempo
entre os dois ciclos de compresséo foi de 5 segundos e, como forma de evitar a fricgéo, foi
aplicada uma fina camada de Gleo de parafina entre as placas e a amostra. Foram determinados
os valores de dureza (N), adesividade (N/s), elasticidade e coesividade. As medic¢des foram

realizadas a temperatura ambiente (20 = 2°C) em trés repeticdes.
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2.6 Caracterizacao fisico-quimica dos estruturados de graviola

2.6.1 pH

O pH foi determinado nas amostras diluidas em agua destilada na proporcéo 1:10
(amostra:agua, p/v) através de potenciémetro, modelo 3505 da marca Jenway, previamente
calibrado com solugbes tampdo de pH 4,0 e 7,0, conforme recomendacg6es da Association of
Official Analytical Chemistry (2005).

2.6.2 Solidos soltveis

O conteudo de sélidos sollveis foi determinado através de leitura em refratdmetro
digital, modelo Pal-1 da marca Atago, de acordo com técnica recomendada pela Association
of Official Analytical Chemistry (2005). Dessa forma, as amostras foram maceradas e filtradas
em papel filtro diretamente sobre o refratbmetro, deixando pingar algumas gotas de liquido e

realizando a leitura no aparelho. Os resultados foram expressos em °Brix.
2.6.3 Acidez titulavel

A determinacdo da acidez tituldvel foi realizada de acordo com método
recomendado pela Association of Official Analytical Chemistry (2005). As amostras foram
tituladas com solucdo padrdo de NaOH a 0,1kmol.L?, utilizando fenolftaleina como
indicador, e os resultados expressos em porcentagem de cido citrico
2.6.4 Acido Ascorbico

O teor de &cido ascorbico foi determinado pelo método titrométrico baseado na

reducdo do indicador 2,6-diclorofenolindofenol pelo acido ascérbico (BRASIL, 2005a), sendo

0s resultados expressos em mg de &cido ascorbico / 100 mL de amostra.

2.7 Avaliacao Estatistica
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Para a avaliacdo sensorial, os dados foram analisadospor meio da Analise de
Componentes Principais (ACP) e teste de Cochran Q. Os resultados foram expressos como
média £ desvio padréo.

Os dados obtidos na avaliacdo de TPA, caracterizacdo fisico-quimica dos
estruturados de graviola foram submetidos a andlise de variancia, e quando detectadas
diferengas, submetidos a testes de médias, analise de regressdo e correlacdo, ao nivel de 5%
de probabilidade.

Todas as analises estatisticas foram realizadas pelo software Statistica 10.0
(StatSoft).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Andlise sensorial

3.1.1 Teste de aceitacao

Os resultados para o teste de aceitagdo dos estruturados de graviola adicionado de

extrato bioativo de coproduto de acerola encontram-se na Tabela 14.

Tabela 14— Médias do teste de aceitacdo sensorial dos estruturados de graviola com quatro
concentracdes de goma gelana LA (0,5%; 0,75%; 1,0% e 1,25%).

Atributos
Amostras
Textura Sabor Impressdo Global
LAO,5 6,362 6,40° 6,362
LAO,75 6,342 6,21% 6,272
LAL,0 6,30 6,08 6,22°
LA1,25 5,89? 5,682 6,00?

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
Médias seguidas por, pelo menos, uma letra igual na mesma coluna, ndo diferem significativamente entre si ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Os parametros de textura e sabor situaram-se na escala heddnica entre os termos
5 (ndo gostei nem desgostei) e 6 (gostei ligeiramente). E, as médias correspondentes a
impressdo global correspondeu a 6 (gostei ligeiramente).

N&o houve diferenca significativa (p> 0,05) para textura e impressao global. No

entanto, "sabor" diferiu significativamente a 5% de probabilidade. Leal et al. (2020) ao
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avaliarem as diferentes proporcoes entre goma de gelana HA e LA e adi¢do de mel, também
obtiveram médias no parametro “textura”, situando-se entre os termos hedonicos “ndo gostei
nem desgostei” e “gostei ligeiramente”, sem diferenga significativa entre as formulagdes. Por
outro lado, Costa et al. (2020a) obtiveram para os atributos sabor, textura e aceitacdo global,
valores na faixa entre “nem gostei nem desgostei” e “gostei ligeiramentente” ao avaliar o perfil
sensorial da polpa de goiaba estruturada com &gar e goma gelana LA e HA em diferentes
proporgoes.

Para a amostra LAL,25, obtivemos os menores escores de 5,89, 5,68 e 6,0,
respectivamente para textura, sabor e impressao geral. Esses valores correspondem a “nao
gostei nem desgostei” e “gostei ligeiramente” na escala hedonica. O atributo sabor obteve a
média na zona de indiferenca, apresentando menor pontuacdo (5,68), diferindo
significativamente (p < 0,05) da amostra LAO,5 (6,40). Possivelmente, devido a maior
concentragdo de goma gelana LA na amostra LA1,25, conforme Morris, Nishinari e Rinausdo
(2012), a goma gelana LA pode formar géis duros, frageis e ndo elésticos que, em altas
concentracdes, podem interferem na liberacdo do sabor dos alimentos. No entanto, esses
resultados nédo interferiram nos demais atributos sensoriais, e ndo influenciaram nos valores
dos demais parametros: impressao global e textura.

As amostras LAO,5, LAO,75 e LAL,0 obtiveram maiores valores de aceitacdo para
0s atributos textura e impressao global, ndo diferindo entre si no teste de média, estando entre
o termo hedonico "gostei ligeiramente™. Pode-se observar também que as trés amostras nao
apresentaram diferenca significativa em nenhum dos atributos avaliados, assim, segundo 0s
provadores, as amostras apresentaram caracteristicas sensoriais semelhantes e foram
igualmente aceitas.

Silva, Carvalho e Pinto (2009) avaliaram sensorialmente trés formulacGes de
estruturas mistas de caja e goiaba,e mostraram que as amostras foram bem aceitas para todos
os atributos avaliados, com notas variando de 7,65 a 8,17. Estes valores representam,
respectivamente, “gostei moderadamente e gostei muito ” e acima daqueles observados
neste estudo.

Costa et al. (2020a) elaboraram goiaba estruturada com diferentes concentragoes
de agar e goma gelana LA e HA em diferentes proporcdes, sem a adi¢do de acUcar. E, para 0s
estruturados feitos apenas com goma de gelana LA e HA, obtiveram pontuacdes entre 5,46 e
5,86 (ndo gostei e nem desgostei) para 0s atributos textura, sabor e impresséo global, em que
alguns juizes argumentaram sobre a auséncia de aglcar nas amostras. Sugere-se que 0s baixos

escores em relacdo aos encontrados neste trabalho podem estar relacionados a adicdo de
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acucar realizada nas formulagdes de graviola estruturada com extrato bioativo adicionado de
coproduto de acerola.

Oliveira et al. (2012) elaboraram estruturados de abacaxi, com a mistura de
hidrocoloides pectina, gelatina, agar e alginato de sddio, osmoticamente desidratados
(24°Brix), nas quais obtiveram produtos com textura e aparéncia desejaveis e boa
aceitabilidade na avaliacdo sensorial, com escores localizados na variacdo de 6 a 9, que
correspondem as categorias “gostei um pouco” e “gostei muito”, respectivamente.

Quanto a intencdo de consumo, apresentada no Figurall, percebe-se que 0sS
maiores percentuais ficaram no nivel 3 da escala, que se refere ao termo “consumiria
ocasionalmente”. Esse fato pode estar relacionado aos valores de sabor que também foram
baixos, conforme mencionado anteriormente e pelo fato de ser um produto “novo” para o

consumidor.

Figura 11- Distribuicdo dos percentuais de intencdo de consumo de estruturado de graviola
com quatro concentracfes da goma gelana LA (0,5%; 0,75%; 1,0% e 1,25%).
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Portanto, por meio do teste de aceita¢do, constatou-se que o uso da goma gelana
LA em diferentes proporc¢des ndo influenciou nos valores médios dos principais atributos
sensoriais. Em conclusdo, o uso deste hidrocoléide ndo altera muito as caracteristicas
sensoriais dos estruturados de graviola adicionados de extrato bioativo de coproduto de

acerola.
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3.1.2 Check-All-That-Apply (CATA)

A Tabela 15 apresenta os resultados do teste CATA das formulacdes estruturadas
de graviola com quatro concentracdes de goma gelana LA (0,5%; 0,75%; 1,0% e 1,25%).

De acordo com os resultados obtidos para o CATA (Tabela 15), os termos
“homogénea”, “brilhante”, “mole”, “firme”, “gelatinosa”, “suculenta”, “aroma de graviola”,
“gosto doce” e “Sabor de graviola, apresentaram as maiores médias, de forma a serem
considerados os que melhor descrevem as formulagdes de estruturados de graviola, conforme
a percepcao dos provadores. Os mais utilizados sdo 0s que mais caracterizam as amostras,
sendo positivos ou negativos, por isso devem ser levados em consideragédo no preparo do
produto para otimiza-lo.

Entre os 28 termos usados para descrever os estruturados, apenas 2 (“firme” e
“mole”) apresentaram diferenga significativa a 5% de probabilidade pelo teste Q de Cochran.
Percebe-se que as amostras analisadas foram consideravelmente semelhantes segundo os
provadores.

Nos termos “Firme” e “Mole” a amostra LAO,5 apresentou diferenca a 5% em relagao
a amostra LA1,25. Esta variacdo tem relacdo direta com os percentuais de goma gelana
adicionados no preparo das amostras. Segundo Banerjee, Ravi e Bhattacharya (2013),as
concentragfes mais elevadas de goma gelana resultam em géis mais fortes, altamente
elasticos, opacos e com baixa sinérese.

Danalacheet al. (2015) ao analisarem a textura e microestrutura de estruturado de
manga e observaram que as amostras com maiores propor¢des de goma gelana LA
apresentaram maior firmeza, rede do gel mais densa e poros de tamanho menor, enquanto as
formulacGes com menores quantidades de goma gelana LA se apresentaram mais macias,
elasticas e com poros maiores.

As amostras LAO,75 e LAL foram estatisticamente iguais em todos os termos do
estudo.
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Tabela 15- Resultado do check all that apply (CATA) das amostras de estruturados de graviola
com quatro concentragfes de goma gelana LA (0,5%; 0,75%; 1,0% e 1,25%), utilizando o

teste Cochran Q para comparagao entre amostras.

Formulacdes

Atributos

LAO,5 LAO0,75 LA1,0 LAL,25
Homogénea 0,7802 0,760 0,7602 0,7902
Brilhante 0,7302 0,7302 0,7702 0,7202
Presenca de liquido 0,5202 0,4602 0,4702 0,4802
Firme 0,640 0,660 0,740% 0,800°
Mole 0,710¢ 0,660 0,550% 0,5302
Gelatinosa 0,7402 0,7102 0,730 0,7002
Arenosa 0,390 0,450 0,4402 0,4702
Quebradica 0,5202 0,420 0,450 0,4802
Suculenta 0,6602 0,590 0,520 0,5602
Aroma frutado 0,5702 0,570 0,580 0,630?
Aroma acido 0,4502 0,500 0,460 0,4502
Aroma doce 0,4702 0,530 0,480 0,4902
Aroma de graviola 0,6702 0,7002 0,6602 0,7902
Aroma de graviola cozida 0,41082 0,4402 0,4302 0,4302
Aroma de acerola 0,450°? 0,480¢2 0,450¢2 0,460?
Aroma de acerola cozida 0,410° 0,390¢ 0,370¢2 0,380°?
Gosto &cido 0,580 0,5502 0,500 0,510
Gosto doce 0,6702 0,610 0,620 0,6702
Sabor de graviola 0,8302 0,7302 0,8002 0,7702
Sabor de acerola 0,5802 0,5502 0,570 0,5302
Sabor de graviola cozida 0,4302 0,4302 0,4402 0,4102
Sabor de acerola cozida 0,4102 0,410 0,390 0,3902
Aroma de vomito 0,010 0,000 0,000 0,000?
Cheiro bom 0,000 0,010 0,000 0,000
Cheiro ruim 0,000 0,010 0,000 0,010
Sabor neutro 0,000 0,000 0,010 0,000
Pedacos de frutas 0,0002 0,0002 0,0102 0,000a
Adstrigente 0,000 0,000 0,000 0,010

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
Médias com letras iguais, ha mesma linha, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia para o teste
Cochran Q.

3.1.4 Teste da amostra ideal a partir das questdes CATA

A Figural?2 ilustra a representacdo da amostra ideal em comparacdo com as
formulagcbes LAO,5, LAO,75, LAl e LAL,25. A amostra ideal esta representada pelo tridngulo
verde, e sua disposic¢do em relagdo a cada amostra de estruturado de graviola esta representada
pelos pontos azuis. Os pontos vermelhos correspondem aos atributos.

De acordo com o Figural2, aamostra ideal para o estruturado de graviola aparece
no canto direito do grafico. E as caracteristicas mais relacionadas a ela foram: “quebradica”,
“suculenta” e “mole”. Assim, as amostras LA0,5 e LA0,75 foram as que mais se aproximaram
da amostra ideal. Por outro lado, houve maior discrepancia entre a amostra LA1,25 em relagéo

as caracteristicas ideais.Este resultado complementa o que foi observado no teste Cochran Q,
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no qual a formulacdo LA1,25 foi mais associada ao termo "firme™ (sendo um dos atributos
menos relacionado como ideal pelos provadores) do que as amostras LAO,5, LAO,75 e LA1,0.

Figural2 — Representacdo das amostras de estruturados de graviola com quatro concentragdes
de gomagelana LA (0,5%; 0,75%; 1,0% e 1,25%) e o produto ideal.

Grafico simétrico
(eixos F1 e F2: 99,35 %)
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Os autores Worchet al. (2012a) e Worchet al. (2012b) citaram em seus estudos
que a descricdo do produto ideal fornecida pelos consumidores foi semelhante ao das amostras
com as pontuac6es de mais alta preferéncia, o que indica a validade das informagdesfornecidas

pelos consumidores, ao descrever seu produto ideal usando o teste CATA.

3.1.5 Teste da amostra ideal a partir das questdes RATA

Ao analisar a intensidade apresentada pelos termos selecionados para descrever
as formulagdes de estruturados através do RATA (Rate-All-That-Apply), apenas 4 termos
apresentaram diferenca significativa pelo teste Cochran Q para comparacdo entre
amostras-(Tabela 16), sendo eles: “firme”, “mole”, “gelatinosa” e “suculenta”. Através da
Figural2 também podemos visualizar a intensidade atribuida as caracteristicas, com destaque

para aquelas que apresentam maior diferencga entre as media.
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Tabela 16- Resultados para a intensidade dos termos Rate-All-That-Apply (RATA) das
amostras de estruturados de graviola com quatro concentragdes de goma gelana LA (0,5%;

0,75%; 1,0% e 1,25%), utilizando o teste Cochran Q para comparacéo entre amostras.

Formulacdes

Atributos

LAO,5 LAO,75 LA1,0 LA1,25
Homogénea 3,1002 2,9408 3,000 3,0802
Brilhante 2,7002 2,6202 2,6502 2,600°
Presenca de liquido 1,3702 1,090? 1,000? 0,9502
Firme 1,8402 2,170%® 2,5300¢ 3,110¢
Mole 2,550¢ 1,980 1,400% 1,2108
Gelatinosa 2,650P 2,450% 2,250% 1,9702
Arenosa 0,6702 0,9702 1,040° 0,9492
Quebradica 1,3402 0,9802 1,010? 1,210°
Suculenta 2,220P 1,9002 1,4802 1,5002
Aroma frutado 1,990? 1,940 1,890 1,990?
Aroma acido 1,1702 1,330 1,050 1,1102
Aroma doce 1,4602 1,4902 1,3702 1,2708
Aroma de graviola 2,4402 2,4902 2,3202 2,6202
Aroma de graviola cozida 1,1002 1,23082 1,2002 1,0502
Aroma de acerola 0,850°? 1,090 0,840¢2 0,879?
Aroma de acerola cozida 0,690°? 0,720 0,580¢ 0,610°?
Gosto acido 1,5602 1,4602 1,2402 1,2902
Gosto doce 2,040 1,740 1,7202 1,750?
Sabor de graviola 3,1202 2,7802 2,9002 2,500?
Sabor de acerola 1,4702 1,200 1,130 1,1202
Sabor de graviola cozida 1,0002 1,160? 1,140? 1,0202
Sabor de acerola cozida 0,7702 0,740 0,630 0,6502
Aroma de vomito 0,030 0,000 0,0008 0,0002
Cheiro bom 0,0002 0,030 0,000 0,0002
Cheiro ruim 0,0002 0,0402 0,000 0,0192
Sabor neutro 0,0002 0,0002 0,049 0,0002
Pedacos de frutas 0,0002 0,0002 0,0402 0,0102
Adstrigente 0,0002 0,0002 0,0002 0,0302

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
Médias com letras iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia para o teste
Cochran Q.

2 13

Os termos “firme”, “mole” e “gelatinosa” nas formulacdes LAO,5 e LA1,25,
diferiram na intensidade entre si, porém as formulacGes LAO,75 e LA1 foram semelhantes
entre si. A firmeza apresentou-se mais intensa nas formulacdes LAl e LAL1,25 que nas
formulacdes LA 0,5 e LAO,75. Ja para os termos “mole” e “gelatinosa”demonstraram o
inverso, onde as formulagGes LA 0,5 e LAO,75 alcancaram maior intensidade que LAL e
LAL,25.

Com relacdo a gelatinosidade, as formulagdes LAO,5, LAO0,75 e LAI1, ndo
apresentaram diferenca entre si. Ja as formulacdes LAO,5 e LA1,25 apresentaram diferenca
entre si a 5%. Portanto, a formulagdo LAL,25 se apresentou-menos gelatinosa que a LAO,5,
no entanto, estatisticamente igual as formulagdes LAO,75 e LA1L.

Costaet al. (2020a) utilizaram trés diferentes testes sensoriais (testes de aceitagéo,

CATA e perfil descritivo otimizado) para avaliarem o perfil sensorialde estruturados de goiaba


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878450X20301712#bbib10
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com &gar, goma gelana LA e HA em diferentes proporcGes. Os autores observaram que as
amostras com maiores proporgdes de goma gelana LA apresentaram maior firmeza , enquanto
as formulag6es com menores quantidades de goma gelana LA se apresentaram mais macias,
suculentas e gelatinosas.

A informagdes visualizadas na Figura 12 reforcam os dados apresentados no
Figura 13, onde o termo “firme” apresentou maior intensidade nas formulagdes LA1,25 ¢ L1,
“Mole”, “Gelatinosa” ¢ “Suculenta” apresentaram-Se Mais intensamente associadas as
formulagbes LAO,5 e LAO,75.

Figural3- Intensidade de caracteristicas atribuidas as formulacfes de graviola com quatro
concentracdes de goma gelana LA (0,5%; 0,75%; 1,0% e 1,25%) e atributos RATA (Rate-All-
That-Apply).

Firme

5

ol

3/

|

IAN —— 105

1 \
LAO,75

Suculenta / o ) Mole

LA1,25
LAl

Gelatinosa
Fonte: Elaborada pela autora (2021).

No geral, verificando-se os dados da frequéncia de selecdo de termos (Tabela 15)
e os da intensidade (Tabela 16), observa-se que as formulagdes elaboradas neste trabalho
apresentaram caracteristicas relativamente semelhantes e com poucas varia¢fes. Apesar deste
fato, através dos métodos CATA e RATA, foi possivel identificar diferencas na caracterizacao

dos estruturados e atribuicdo de intensidade.
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3.2 Avaliacao do perfil de textura instrumental (APT)

Os resultados médios para os parametros avaliados no perfil de textura estdo
disponiveis na Tabela 17.

Tabela 17— Resultados médios do perfil de textura de estruturados de graviola com quatro
concentracdes de goma gelana LA (0,5%; 0,75%; 1,0% e 1,25%).

Parametros
Dureza (N) Adesividade (N/s) Elasticidade  Coesividade
Média Média Média Média
Amostras
LAO,5 147,79+0,30? 26,46+0,6° 0,977+0,001% 0,32+0,0012
LAO,75 204,49+4,13° 41,49+0,10° 0,956+0,004% 0,33+0,0072
LA1,0 240,46+10,33° 70,52+0,442 0,795+0,003¢ 0,38+0,007°
LA1,25 282,33+1,344 86,48+1,73¢ 0,618+0,15°  0,39+0,005°

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
Médias seguidas por, pelo menos, uma letra igual na mesma coluna, ndo diferem significativamente entre si ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. N: Newton; s: segundos.

Para a dureza, verificou-se que todas as formulacdes foram estatisticamente
diferentes, com um aumento dos valores méedios proporciaonal ao aumento da concentracao
de goma gelana LA, com extremos variando de 147,79 N (LAO0,5) a 282,33N (LAL,25). Estes
resultados eram esperadoo, uma vez que o aumento da concentracdo de hidrocoldide acarreta
uma maior dureza do gel. Valores intermediarios foram verificados para LAO,75. Wustenberg
(2015) afirma que a goma de gelana LA produz géis mais duros.

Os valores da adesividade também foram influenciados pela concentracdo de
goma gelana LA apresentando relacdo inversamente proporcianal. Segundo Parnet al. (2015),
quanto menor os valores desse pardmentro, menos adesivas ou pegajosas sdo as amostras.
Assim, ndo ¢ favoravel para a elaboracdo de estruturados de graviola amostras com aspectos
moles ou pegajosos. Portanto, as amostras LAO,5 e LAO,75 possivelmente ndo estariam
adequadas para-e-usea fabricacdo deste produto, pois o intuito é produzir um estruturado com
aspecto de barra.

Segundo Sharmaet al. (2017), a elasticidade é a medida de como a extensdo ou
velocidade com que um produto volta a sua forma original apds a sua deformagdo com a

primeira mordida. Neste estudo, para este parametro, sO houve diferenca significativa
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(p>0,05) entre as amostras LA1,0 e LA1,25. Os valores médios para esse pardmetro variaram
de 0,977 a 0, 618, sendo o valor maximo da amostra LAL.

Para a coesividade, ndo houve diferenca significativa a 5% para as amostras LAO,5
e LAO,75, e entre as amostras LA1,0 e LA1,25. Dessa forma, pode-se sugerir que as amostras
com goma gelana LA que ndo apresentaram diferenca signifitcativa entre si, apresentam uma
mesma resisténcia a compreessao do gel. Esses valores reduzidos de coesdo sugerem que as
amostras podem ser facilmente mastigadas (BANERJEE; RAVI; BHATTACHARYA, 2013;
PARN et al., 2015).

Tha Goh et al. (2015), estudaram os parametros moleculares, viscoelasticos e o
perfil de textura de géis com goma gelana LA (1%) que foram fisicamente modificados por
ultrassom e sem modificacdo por ultrassom, obtendo valores eque variaram entre 6,9 N e 0,31
N, respectivamente. Mesmo que os valores reportados pelos autores-tenham sido distintos dos
encontrados nesta pesquisa, € importante enfatizar queos mesmos utilizaram apenas agua
destilada e hidrocoléide para a formacéo dos géis e utilizaram o ultrassom com a funcéo de
modificar a funcionalidade dos ingredientes existentes, 0 que, consequentemente, pode ter
interferido nos valores reduzidos da textura das amostras.

Diante dos resultados obtidos na avaliagdo sensorial e os resultados médios do
perfil de textura, foi escolhido para avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas a formulacdo
LAL,0, estruturado de graviola (Annona muricata L.)com 1% de goma gelana LA, com adigéo
de extrato bioativo de coproduto de acerola - EAmE). Os resultados obtidos para LA1,0 foram
comparados com uma formulacéo controle de estruturado de graviola (Annona muricatal..)

com 1% de goma gelana LA sem adic¢éo de extrato bioativo de coproduto de acerola- EAmC.

3.3 Caracterizacao fisico-quimica dos estruturados de graviola

A Tabela 18 mostra que a adicdo do EASMe ao estruturado de graviola ndo alterou
0 pH e o teor de solidos soluveis totais do produto, ndo existindo diferenga significativa (p>
0,05).

Tabela 18-Caracterizagaofisico-quimica de estruturado de graviola adicionado de EASMe.

Analises EAMC”* EAME™

pH 3,37 £0,072 3,37 £ 0,032
Sélidos soluveis totais (°Brix) 1,83 + 0,212 1,87 + 0,032
Acidez (mg ac. ascorbico/100g) 0,81 + 0,04° 0,95 + 0,05°
Acido ascorbico 19,30+0,04° 37,63+0,032

(mg / 1009)
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

"EAmMC: Estruturado Annonamuricata L. controle, sem adicdo de extrato bioativo de coproduto de acerola;
“EAME : Estruturado Annonamuricata L.adicionado de extratobioativo de coproduto de acerola; *® Médias com
letras iguais, em mesma linha, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia para o teste de Tukey.

No entanto, para acidez e &cido ascorbico foi encontrada diferenca significativa
(p <0,05) entre EAmC e EAmE. Segundo DiMatteo et al (2021), pode-se fazer uma correlagéo
positiva entre acidez e teor de acido ascorbico, uma vez que o teor de acido ascorbico foi
maior para EAmE (37,63mg / 100g) em relacdo ao EAmC (19, 30 mg / 100g), 0 que pode
estar relacionado a diferenga encontrada para a acidez.

Deve-se considerar que a polpa de graviola apresentou baixo teor (21,76 = 1,08
mg / 100g) desse composto (CHANG; ALASALVAR; SHAHIDI, 2018) e a reducdo desse
teor em relacdo ao EAmC pode estar relacionada ao produto na elaboracao dos estruturados,
uma vez que o acido ascorbico é altamente sensivel a altas temperaturas (DHAKAL et al.,
2018).

O coproduto de acerola € rico em compostos bioativos (compostos fendlicos e
acido ascérbico) e suas propriedades antioxidantes podem ser comparadas aos antioxidantes
sintéticos, as vezes com valores superiores as partes comestiveis da fruta (CRUZ et al., 2019).
Portanto, a adicdo do EASMe no estruturado de graviola resultou em aumento do teor de &cido
ascorbico.

O indice de ingestdo diaria recomendado (IDR) de vitamina C, de acordo com a
legislacdo brasileira vigente, é de 60 mg (BRASIL, 2005b). Assim, observa-se que 200g de
EAmME supera os niveis de vitamina C adicionados por dia, comprovando que as formulagdes

elaboradas sdo consideradas ricas de vitamina C.

4 CONCLUSOES

A aceitacdo sensorial das diferentes amostras estruturadas foi semelhante e situou-
se entre os termos ‘“gostei ligeiramente” e “ndo gostei e nem desgostei” no parametro de
impressdo global. De acordo com os dados da frequéncia de selec@o de termos (CATA) e da
intensidade (RATA), observou-se que as formulagOes elaboradas neste trabalho, apresentaram
caracteristicas muito semelhantes e com poucas variagoes.

As amostras LAO,75 e LAL foram estatisticamente iguais em todos os termos do
estudo, enquanto as formulacdes contendo maior concentracdo de goma gelana LA

apresentaram maior dureza e adesao.
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Tendo em vista os resultados obtidos na avaliagdo sensorial e os resultados médios
do perfil de textura, a formulacdo LA1,0 foi escolhida para avaliar as caracteristicas fisico-
quimicas.

Conclui-se que os diferentes estruturados de graviola, apresentam caracteristicas
sensoriais muito semelhantes e com poucas variagoes e que as formulagdesEAmME e EAmC
possuem caracteristicas fisicas e quimicas muito semelhantes. No entanto, a adicdo EASMe
resultou em aumento do teor de acido ascorbico. Assim, 0 EASMe adicionado a estruturado

de graviola resulma uma nova opcao alimentar rica em vitamina C.
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5.3 Estruturados de graviola (Annona muricata, L.) adicionados de extrato bioativode
coproduto de acerola (Malpighia glabra D.C): toxicidade, acdo anti-inflamatoria e

reversao a dor em zebrafish (Danio rerio).

GRAVIOLA FRUIT BAR ADDED ACEROLA (Malpighia glabra D.C) BY-
PRODUCT EXTRACT PROTECTS AGAINST INFLAMMATION AND
NOCICEPTION IN ADULT ZEBRAFISH (Danio Rerio)

Larissa Morais Ribeiro da Silva; Jorgiane da Silva Severino Lima; Franscisco Ernani Alves
Magalhaes;

Adriana Rolim Campos;José Ismael Feitosa de Aradjo;Francisco Lucas Alves Batista;
Sandra Maria Barbosa de Araujo; Paulo Henrique Machado de Sousa,

Glauber Cruz Lima;Dayse Karine Rodrigues Holanda;Rhaul Candido Rolim;
Raimundo Wilane de Figueiredo; Evania Altina Teixeira de Figueiredo,

Antoniella Souza Gomes Duarte; Nagila Maria Pontes Silva Ricardo

RESUMO

Estudos envolvendo alimentos associados a reversdo da dor (efeito antinociceptivo) e efeitos
anti-inflamatorios usando zebrafish raramente sdo relatados na literatura. Este trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito do extrato bioativo de acerola (EASMe), de estruturados de
graviola (Annona muricata L.) com (EAmE) e sem adicéo de extrato bioativo de coproduto
de acerola (Malpighia glabra L.) (EAmC) na nocicep¢do aguda e inflamacédo abdominal em
zebrafish (Daniorerio). A nocicepcdo aguda foi induzida por formalina, capsaicina,
cinamaldeido, solucdo salina &cida, glutamato (modelos cutaneos) e solugdo salina hiperténica
(modelo corneano), e a inflamacdo foi induzida por carragenina. EASMe e EAmME exibiram
efeito antinociceptivopelos sistemas opidides, nitrérgico, via de sinalizacdo cGMP,receptores
NMDA, TRPA1 e ASICs. Apenas eEASMe apresentou acdoantinociceptivocorneano. Ambas
as amostras apresentaram efeito anti-inflamatério, sendo mais significativo o apresentado por
EAmME. A adicdo de extrato de coproduto de acerola no estruturado de graviola resultou em

um produto com maior potencial biol4gico.
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Palavras-Chave: Zebrafish adulto (Danio rerio); Annona muricata L.; Inflamagéo; Malpighia
glabra L; Nocicepcao.

1 INTRODUCAO

A dor nociceptiva é uma experiéncia multidimensional quecompreende ndo
apenas 0 cognitivo, motivacional e os componentes afetivos, mas também, na maioria das
vezes, uma resposta locomotora.A dor é caracterizada pela presenca dereceptores
nociceptivose sua modulacdo é um comportamento significativodo processo fisiologico
(RIEDEL; NEECK, 2001). A inflamacdo é uma dos mais importantesrespostas do corpo
fornecidas pelo sistema imunolégico ecoordenado por citocinas pro-inflamatorias, como a
interleucina(lL) -1b, IL-6 e necrose tumoral fator-o, garantindo asobrevivéncia quando o0s
tecidos sdo afetados por lesdes ou infecgdes(KAZEMI; SHIRZAD; RAFIEIAN-KOPAEI,
2018; ZHANG; AN, 2007).

Alguns medicamentos comerciais sdo comumente usados para melhorara
qualidade de vida de pacientes com dor crénica (SAULINO; KIM; SHAW, 2014) e
inflamacdo (KAZEMI; SHIRZAD; RAFIEIAN-KOPAEI, 2018). Essas drogas sintéticas
podem resultar em varios efeitos adversos (SAULINO; KIM; SHAW, 2014). Portanto, hd uma
necessidade urgente de introducdo de potenciais anti-inflamatorios ndo téxicos. Desta forma,
fontes naturais (como casca, sementes e folhas) tém sido em grande parte explorada-visando
o0 desenvolvimento de novos agentes terapéuticospara o tratamento de um amplo espectro de
doengas (SUT et al., 2018). Os produtos brasileiros tém sido considerados ricas fontes de
compostos de acdoanti-inflamatéria (FRANCHIN et al., 2018; RIBEIRO et al., 2018) bem
como antinociceptiva, (DE LAVOR et al., 2018)devido a uma diversidade de moléculas
fitoguimicas complexas.

As barras de frutas, também conhecidas como frutas estruturadas, aparecem como
um boa opgdo para o beneficiamento de frutas, pois o produto final mantém suas
caracteristicas proximas as da fruta in natura, através a adicdo de hidrocoldides a polpa da
fruta para formar o textura apropriada para o novo alimento (LINS et al., 2014). As barras de
frutas sdo produtos bem estabelecidos, principalmente na América do Norte. No Brasil, por
outro lado, ha um mercado amplo e promissor a ser explorado, principalmente devido a grande
riqueza de sabores encontrados nas frutas tropicais. A graviola (Annona muricata L.) é uma

fruta apreciada e consumida no Brasil e apresenta em sua constitui¢do muitos compostos que
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possuem beneficios para a saude quando consumido, sendo atualmente considerado como
agente no tratamento e prevencdo do cancer (IOANNIS; ANASTASIA ; ANDREAS, 2015).

Algumas frutas, como a graviola, em compara¢do com outras, tém um menor teor
de alguns compostos bioativos (SILVA et al., 2014). A adicdo de extrato bioativo de
coproduto de acerola (Malpighia glabra L.) (EASMe) tem grande relevancia, pois representa
umpossivel aumento no conteido de compostos bioativos no estruturado de graviola. Além
disso, o uso de coproduto de acerola seria interessante porque geralmente é descartado
porindustrias de processamento de polpa de frutas. Assim, o desenvolvimentode um
estruturado de graviola enriquecido com EASMe seria interessante para as industrias de frutas
frescas, facilitando o consumo e apresentando uma adequada vida de prateleira maior do que
a fruta in natura. Como parte doprocesso de desenvolvimento de novos produtos alimenticios,
é necessarioinvestigar a toxicidade desses materiais, bem como os seus efeitos benéficos na
saude.

Até onde sabemos, ndo ha estudos sobreos efeitos antinociceptivos e anti-
inflamatdrios deestruturados de graviola, bem como os efeitos da inclusdo de EASMe em sua
composicdo. Assim, esta pesquisa teve como objetivo avaliar aefeitos de estruturados de

graviola adicionado de EASMe na toxicidade,nocicepcdo e inflamagao no zebrafish adulto.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima

Amostras de coproduto de acerola (Malpighia glabra L.) (cascas e sementes)
foramobtidos a partir de material descartado (ou seja, sem uso adicional) de uma planta de
processamento de frutas no estado do Ceard, Brasil. O estruturado de fruta foi preparada a
partir da polpa de graviola (A. muricata L.), adquirida de uma industria de polpas de frutas

em Fortaleza-CE (Brasil). A goma gelana(LA) foi fornecida por CP Kelco, Wilmington, EUA.

2.2 Preparacao do extrato bioativo de coproduto de acerola (EASMe)

Todas as amostras foram transportadas para o Laboratério de Frutas e Hortalicas
da Universidade Federal do Ceara e inicialmente congeladas. Em seguidao material foi
liofilizado a -50° C sob 5 mTorr (9,67 - 10 psi) sob vacuo por 48 h em um secador
LabconcoFreeze Dry-5 (Labconco, KansasCity, MO, EUA), sendo, apds 0 processo,

armazenados em um dessecador protegidoda luz até o processamento posterior. A elaboracéo
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do extrato foi realizada utilizando 0 método proposto por Fonteleset al. (2016) e nas condicfes
previstas do Tratamento 8 (75 W / cm?; 10 min e 1: 20 coproduto de acerola: agua) da Tabela
7, estabelecido a partir dos resultados obtidos na Etapa 1 desse trabalho.

2.3 Preparacdo de estruturado de fruta de graviola

Os estruturados de graviola foram elaborados com 1% de goma gelana LA, 95mL
da polpa de graviola, 5 g de acucar e 40 ml de extrato bioativo de coproduto de acerola
(EAmME) (Tabela 13), conforme estabelecido a partir dos resultados obtidos na etapa 1 e 2
desse trabalho. Também foi elaborado um estruturado controle, sem adicdo de extrato bioativo
de coproduto de acerola (EAmMC) para comparar e avaliar o efeito da adicdo do EASMe na
toxicidade,nocicepcdo einflamacgéo no zebrafish adulto.

O produto foi preparado conforme descrito por Costa et al. (2020b), com
modificacOes de Leal et al. (2020). A polpa de fruta, aglcar e o extrato bioativo de coproduto
de acerola foram adicionados ao hidrocoldide em pd. Essa mistura foi posteriormente aquecida
a aproximadamente 90 £ 2 ° C por 60 s em um processador de alimentos (Termomix, modelo
SPM-018, marca Yammi) até a dissolu¢do completa do hidrocoldide. A mistura foi vertida
em moldes retangulares de silicone (largura x altura x comprimento = 27 x 10 x 50 mm) e
permaneceu em temperatura ambiente de aproximadamente 20 ° C por 30 min. Os moldes
foram entdo colocados sob uma temperatura de 5 ° C (em um refrigerador) por 12 h para
completar a formacao do gel. Apos esse tempo, o produto foi deformado e depois congelados

e liofilizados.

2.3 Determinacdo de compostos fendlicosextraiveis totais

As amostras EASMe, EAMC e EAmE foram analisadas em relacdo aos polifenois
totais extraiveis através da metodologia descrita por Larrauri, Ruperez, e Saura-Calixto
(1997), utilizando o método Folin-Ciocalteu. Uma curva padrao preparada com acido galico
foi usada como referéncia com um espectrofotdmetro (Shimadzu, modelo UV-1800) a 700

nm.

2.4 Determinacéo da Atividade Antioxidante total
As amostras EASMe, EAmC e EAmE foram analisadas em relagéo a atividade
antioxidante total através do método ABTS * segundo Rufino et al. (2010). As leituras foram

realizadas em espectrofotdmetro (Shimadzu, modelo UV-1800) a 734 nm. A quantificacdo foi



95

realizada utilizando uma curva padrdo externa preparada com Trolox® como referéncia e 0s

resultados foram expressos como antioxidante equivalente Trolox® (TEAC) em mM g

2.5 Zebrafish

2.5.1 ldentificacdo das amostras

Foréo analisadas 3 amostras: extrato bioativo de coproduto de acerola (Malpighia
glabra L.) (EASMe), estruturado de graviola (Annona muricataL.) controle (EAMC) e
estruturado de graviola (Annona muricata L). adicionado de extrato bioativo de coproduto de
acerola (EAmE). Todas as amostras foram preparadas sob condi¢des assépticas e esterilizadas
com membranas filtrantes Millipore (22 pm). Como veiculo das amostras, foi utilizado agua
destilada estéril.

2.5.2 Animais

Foram utilizados zebrafish (Danio rerio) adulto,—selvagens, de ambos es sexos
com idade de 60-90 dias, tamanhos de 3.5+ 0.5 cm e peso 0.4 + 0.1 g, obtidos da Agroquimica
-Comeércio de Produtos Veterinarios LTDA Fortaleza (Ceard, Brasil). Todos o0s procedimentos
experimentais foram realizados ap6s aprovacdo do Comité de Etica do Uso de Animais da
Universidade Estadual do Ceard (CEUA-UECE). Grupos de 50 peixes foram aclimatados por
24 h em aquérios de vidro (40 x 20 x 25 cm), contendo &gua desclorada (anticloro
ProtecPlus®) e bombas de ar com filtros submersos, a 25 °C e pH 7.0, com ciclo cicardiano
de 14:10 h de claro/escuro. Os peixes receberam racdo (Spirulina®) por 24 h antes dos
experimentos. Apds 0s experimentos (6 animais por grupo), os animais foram sacrificados por
imersdo em agua gelada (2-4 °C), por 10 minutos, até a perda de movimentos operculares
(CONCEA, 2018).

2.5.3 Protocolo Geral
Os testes com zebrafish foram realizados baseando nas metodologias propostas

por Magalhdes et al .(2017). No dia dos experimentos, os peixes foram selecionados

randomicamente, transferidos para uma esponja Umida, tratados com as amostras testes ou
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controle, via oral (v.0.) (COLLYMORE, RASMUSSEN; TOLWANI, 2013). Em seguida, 0s
animais foram acondicionados individualmente em copos de vidro (250 mL) contendo 150
mL de 4gua do aquario para repouso. Para os tratamentos via oral foi usada pipeta automatica
variavel de 20 pL com ponteiras estéreis.

As amostras EASMe, EAmC e EAmE foram analisadas em relagdo a atividade
locomotora (Teste de Campo aberto), toxicidade aguda 96h, atividade anti-inflamatoria e

atividade antinociceptiva-

2.5.4 Atividade locomotora (Teste de Campo Aberto)

Foi realizado o teste de campo aberto (AHMAD; RICHARDSON, 2013) para
avaliar a alteracdo da coordenacdo motora dos animais, seja por sedacdo e/ou relaxamento
muscular. Inicialmente, os animais (n=6/grupo) foram tratados com 20 pL, via oral, de
EASMe (0,025 ou 0,075 ou 0,25 mg/mL) ou EAmMC (0,025 ou 0,075 ou 0,25 mg/mL), ou
EAmME (0,025 ou 0,075 ou 0,25 mg/mL), ou veiculo (dgua destilada estéril; 20 pL; v.0.). Um
grupo de animais sem tratamentos foi incluido (Naive). Apds 1 hora dos tratamentos, 0s
animais foram adicionados em placas de Petri de vidro (10 x 15 cm), contendo a mesma &gua
do aquario, marcadas com quatro quadrantes e foi analisada a atividade locomotora através da
contagem do nimero de cruzamento de linhas (CL). Foi utilizado o valor de CL do grupo
naive como linha de base (100%), e calculado a porcentagem de atividade locomotora (AL%)

individualmente durante 0-5 minutos.

2.5.5 Toxicidade aguda 96 h

O estudo da toxicidade aguda foi realizado frente ao zebrafish (D. rerio) adulto
conforme metodologias propostas pela OECD (1992) e Huang et al. (2014). Os animais
(n=6/cada) foram tratados com 20 pL, via oral, de EASMe (0,025 ou 0,075 ou 0,25 mg/mL)
ou EAmC (0,025 ou 0,075 ou 0,25 mg/mL), ou EAmE (0,025 ou 0,075 ou 0,25 mg/mL), ou
veiculo (agua destilada estéril; 20 uL; v.0.) e deixados em repouso para analisar a taxa de
mortalidade. O grupo veiculo (agua destilada esteril) foi utilizado como controle. Apos 96
horas dos tratamentos, foi registrado o numero de peixes mortos em cada grupo e determinado

a concentragdo letal capaz de matar 50% dos animais (CLso) através do método matematico


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Collymore%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23962977
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rasmussen%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23962977
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rasmussen%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23962977
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Trimmed Spearman-Karber com intervalo de confianca de 95% (ARELLANO-AGUILAR et
al., 2015).

2.5.6 Atividade anti-inflamatéria

A atividade anti-inflamatoria foi realizada sob o edema abdominal induzido por
carragenina no modelo de zebrafish adulto (n=6/grupo) (Huanget al., 2014). Para testar a
eficacia, os animais foram pré-tratados com EASMe (1,0 ou 3,0 ou 10,0 mg/Kg; v.0.).-EAmMC
(1,0 ou 3,0 ou 10,0 mg/Kg; v.0.),EAmE (1,0 ou 3,0 ou 10,0 mg/Kg; v.0.),euveiculo (dgua
destilada estéril; 20uL; v.0.) ou diclofenaco de sédico (Controle positivo; 100 mg/Kg; v.0.),
1 hora antes da injecdo de carragenina (1,4%; 20 uL; i.p.). Apos a injecdo de carragenina, o
peso corporal (PC) dos animais foi medido em intervalos de 1 hora ; até 4 horas. Em seguida,
foi calculado o peso corporal dos animais apds 4 horas de inducéo de inflamacdo (PCan =

PCasn — PCap) e calculado o percentual de inibicdo de inflamacdo (%l) (Eq (3)).

%I = [PCan (controte) - PCan (Tratamento)] / PCan (Controle) X 100%. Equacéo (3)

Os animais foram sacrificados imediatamente para cessar as rea¢des biologicas no

final do experimento.

2.5.7 Atividade antinociceptiva comportamental

A dor nociceptiva ocorre pela ativacdo de nociceptores sensiveis a estimulos
nocivos, localizados na pele, musculos e visceras, que apos esta ativacdo, varias substancias
podem ser liberadas no tecido lesionado, na qual s&éo chamadas de mediadores nociceptivo ou
inflamatorios (DAL BO, 2012). Com isso Baggio (2012) vem a descrevé-la como o processo
pelo qual estimulos térmicos, mecanicos ou quimicos nocivos sdo detectados por uma
subpopulacdo de fibras nervosas periféricas, chamadas nociceptores.

As concentracgdes das solucbes dos agentes nocivos e antagonistas, bem como o
tempo de analise de acdo nociceptiva foram avaliadas conforme os estudos anteriores de
Nascimento et al. (2018) , Magalhées et al. (2017) e Magalhdes et al. (2018) e foram:
cinamaldeido 0,33 uM (NOMURAet al., 2013), capsaicina 40,93 uM (PELISSER; PAJOT,;
DALLEL, 2002), mentol 0,006% (MACPHERSON et al., 2006), glutamato 12,5 pM
(QUINTANS-JUNIOR et al., 2010), salina acida (0,1% de &cido acético dissolvido em
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solucdo salina, pH 3,28) (BAGGIO et al., 2012 ), 0,76 mg / mL de canfora (CORDOVA et
al., 2011), solucéo salina hipertonica (NaCl 5M)(FARAZIFARD et al., 2005),1,0 mg / mL de
amilorida(BAGGIO et al., 2012), 1,0 mg / mL de L-NitroargininaMetil Ester (L-NAME)
(LEITE et al., 2012) e 0,3 mg / mL de vermelho de ruténio (DE MELO JUNIOR et al.,
2017).0s comportamentos dos animais foramregistrados por analisadores e calibrados.

Ap0s os tratamentos e aplicacdo dos agentes algogénicos,os animais foram entao
colocados em uma placa de Petri de vidro (10,15 cm), dividido em quadrantes, e a resposta
nociceptiva foiquantificado em termos de atividade locomotora (nimero de linhascruzadas)

realizados durante um determinado tempo, especifico para cadamodelo descrito abaixo.

2.5.7.1 Comportamento nociceptivo induzido por formalina

Zebrafish adultos foram pré-tratados com EASMe (1,0 ou 3,0 ou 10,0 mg/Kg;
v.0.), EAmMC (1,0 ou 3,0 ou 10,0 mg/Kg; v.0.), EAME (1,0 ou 3,0 ou 1,00 mg/Kg; v.0.), morfina
(8,0 mg/Kg; v.0.) - utilizada como controle positivo, ou veiculo (Controle, agua destilada; 20
ML; v.0.), 1h antes da injeg@o intramuscular de formalina (0,1%; 5,0 uL) na calda dos animais
(n=6/grupo). Um grupo sem tratamentos (Naive) também foi incluido. A porcentagem de
analgesia (A%) foi calculada tanto na fase neurogénica (0-5 min) quanto na fase inflamatoria

(15 a 30 min), conforme metodologia proposta por Magalhaes et al. (2017).

2.5.7.2 Comportamento nociceptivo induzido por cinnamaldeido

A nocicepcdo foi induzida com cinamaldeido (agonista de TRPAT, 0,33 uM, 5,0
pL, i.m.) na calda dos animais (n =6/grupo), 1 h apds pre-tratamento com EASMe (1,0 ou 3,0
ou 10,0 mg/Kg; v.0.), EAmC (1,0 ou 3,0 ou 10,0 mg/Kg; v.0.), EAmME (1,0 ou 3,0 ou 10,0
mg/Kg; v.0.),es¢morfina (200 mg/Kg; v.0.) - utilizada como controle positivo, ou veiculo
(Controle, agua destilada; 20 pL; v.0.). Um grupo sem tratamentos (Naive) foi incluido. A

porcentagem de analgesia (A%) foi observada durante 0 a 5 min.
2.5.7.3 Comportamento nociceptivo induzido por capsaicina
A nocicepc¢édo orofacial sera induzida com capsaicina (agonista TRPV1, 40,93 uM,

5,0 uLi.m.), dissolvida em etanol, PBS e agua destilada (1: 1: 8), na calda dos animais
(n=6/grupo), 1 h apos pre-tratamento com EASMe (1,0 ou 3,0 ou 10,0 mg/Kg; v.0.) ou EAmC



99

(1,0 ou 3,0 ou 1,00 mg/Kg; v.0.) ou EAmE (1,0 ou 3,0 ou 1,00 mg/Kg; v.0.) ou morfina (200
mg/Kg; v.0.), utilizada como controle positivo, ou veiculo (Controle, &gua destilada; 20 pL;
v.0.). Um grupo sem tratamentos (Naive) serd incluido. A porcentagem de analgesia (A%)

sera observada durante 10-20 minutos.

2.5.7.4 Comportamento nociceptivo induzido por mentol

A nocicepcdo orofacial foi induzida com mentol 0,006% (agonista TRPMS8; 5,0
pLi.m.), injetado na calda dos animais (n= 6/grupo), 1 h ap6s o pré-tratamento com EASMe
(1,0 ou 3,0 ou 10,0 mg/Kg; v.0.) ou EAMC (1,0 ou 3,0 ou 10,0 mg/Kg; v.0.) ou EAmE (1,0
ou 3,0 ou 10,0 mg/Kg; v.0.) ou morfina (200 mg/Kg; v.0.), utilizada como controle positivo,
ou veiculo (Controle, agua destilada; 20 pL; v.0.). Foi incluido um grupo sem tratamentos

(Naive). A porcentagem de analgesia (A%) foi observada durante 0-10 min.

2.5.7.5 Comportamento nociceptivo induzido por solugédo salina acida

A nocicepcao orofacial foi induzida com solucdo salina &cida (agonista de canais
ASICs, 0,1% de acido acético dissolvido em solugdo salina, pH 3,28, 5,0 uLi.m.) aplicada na
calda dos animais (n=6/grupo), 1 h ap6s pré-tratamento com EASMe (1,0 ou 3,0 ou 10,0
mg/Kg; v.0.) ou EAmC (1,0 ou 3,0 ou 10,0 mg/Kg; v.0.) ou EAmE (1,0 ou 3,0 ou 10,0 mg/Kg;
v.0.) ou morfina (200 mg/Kg; v.0.), utilizada como controle positivo, ou veiculo (Controle,
agua destilada; 20 pL; v.0.). Um grupo sem tratamentos (Naive) foi incluido. A porcentagem
de atividade analgésica (A%) foi observada individualmente durante 0-20 min.

2.5.7.6 Comportamento nociceptivo orofacial induzido por glutamato

A nocicepgdo foi induzida com glutamato (receptores glutamatérgicos, 12,5 uM,
5,0 uLi.m.) aplicado na calda dos animais (n=6/grupo), 1 h apds pré-tratamento com EASMe
(1,0 ou 3,0 ou 10,0 mg/Kg; v.0.) ou EAMC (1,0 ou 3,0 ou 10,0 mg/Kg; v.0.) ou EAmE (1,0
ou 3,0 ou 10,0 mg/Kg; v.0.) ou morfina (200 mg/Kg; v.0.), utilizada como controle positivo,
ou veiculo (Controle, adgua destilada; 20 pL; v.0.). Um grupo sem tratamentos (Naive) foi
incluido. A porcentagem de analgesia (A%) foi observada durante 0-15 min.

Em experimentos subsequentes, os animais (n=6/grupo) foram pré-tratados, via

intraperitoneal, com os respectivos antagonistas naloxona (8,0 mg/Kg) (Magalhées et al.,
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2017), ou L-NAME (40 mg/Kg), ou azul de metileno (40 mg/Kg), ou Ketamina (0,4 mg/Kg),
ou canfora (30,4 mg/Kg), ou vermelho de ruténio (12 mg/Kg), ou amilorida (200 mg/Kg), 15
min antes do pré-tratamento com EASMe (1,0 mg/Kg; v.0.) ou EAmE (1,0 mg/Kg; v.0.) para
verificar o possivel envolvimento dos sistemas opidide, nitrérgico, guanilatociclase,
receptores glutamatérgicos, canais TRPAL1 (Receptor de Potencial Transitério Al),
TRPV1(Receptor de Potencial Transitério Vanildide 1)e ASICs(Canais 16nicos Sensiveis a
Acido).

2.5.7.7 Comportamento nociceptivocorneal induzido por salina hipertonica

A nocicepcdocorneal foi induzida com solucdo salina hipertdnica (agonista
TRPV1; NaCl 5,0 M; 5,0 uL) aplicada no olho esquerdo dos animais (n=6/grupo), 1 h apds
pré-tratamento com EASMe (1,0 ou 3,0 ou 10,0 mg/Kg; v.0.) ou EAmC (1,0 ou 3,0 ou 10,0
mg/Kg; v.0.) ou EAmE (1,0 ou 3,0 ou 1,00 mg/Kg; v.0.) ou morfina (160 mg/Kg; v.0.),
utilizada como controle positivo, ou veiculo (Controle, agua destilada; 20 pL; v.0.). Um grupo
sem tratamentos (Naive) foi incluido. A porcentagem de analgesia (A%) foi observada durante

0-5 min.

2.6 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como valores da média * desvio padrdo da média
para cada grupo de 6 animais. Depois de confirmar a normalidade de distribuicdo e
homogeneidade dos dados, as diferencas entre os grupos foram submetidas a analise de
variancia (ANOVA unidirecional), seguido do teste de Tukey. Todas as analises foram
realizadas com o software GraphPadPrism v. 6.01. O nivel de significancia estatistica foi
estabelecido em 5% (p<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Atividade antioxidante total e compostos fendlicos totais

Em relacdo a atividade antioxidante total, observou-se que EAmE apresentou
maior atividade antioxidante (63,82t 5,23 uM trolox / g de amostra) em relacdo a EAmC
(10,83+ 0,75 uM trolox / g de amostra) e tambeém apresentou maiornivel de compostos
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fendlicos totais (1160,25 +43,05 mg de GAE / 100 gda amostra) em comparagdo com
EAMC(121,43+4,82 mg deGAE / 100 g de amostra). O EASMe obtido pelo tratamento de
ultrassom apresentou alto teor de compostos bioativos, com compostos fendlicos totais com
niveis de 5559 *+ 30,19 mg GAE / 100 g de amostra eatividade antioxidante de 98,62+
20,00uM de trolox / g de amostra.

Tanto EASMe quanto EAmE exibiram altos niveis de compostos bioativos, o
que era de se esperar ja que a acerola é uma fruta tropical conhecida por apresentar altos niveis
decompostos fendlicos. Silva et al. (2016) e Silva et al. (2014) avaliaramo conteudo de
compostos fendlicos noscoprodutos de acerolae encontraram valores de 446,4 - 16,8 e 7265,29
mg de galicodcido.100 g-1, respectivamente. Rezende et al. (2017) encontraram
concentracdes de 469,73 -1279,70 mg de acido galico 100 g-1, que foram valores menores
que os resultadosobtidos neste estudo.

EASMe como EAmE apresentaram niveis de compostos fenolicose atividade
antioxidante maiores em comparacdo comEAmMC. Segundo Sagar et al. (2018) a indUstria de
processamento de frutascontém coprodutos com boas fontes de compostos bioativos
potencialmente valiosos, e esses fitoquimicos podem ser utilizados emdiferentes industrias,
incluindo a inddstria de alimentos, para o desenvolvimento de alimentos funcionais e
naindustria de medicamentos e produtos farmacéuticos.

Varios estudos relacionam o contetdo de compostos fendlicos com propriedades
antioxidantes (KATALINIC et al., 2006). Em extratos aquosos de frutas, Caruso et al. (2019),
Singh et al. (2016) e Lugmanet al. (2012) usando o frutos de sabugueiro, frutos de
Syzygiumcumini (jambold), e frutos de Moringa oleifera, respectivamente, obtiveram forte
atividade antioxidante associada a uma grande quantidade de compostos fendlicos
encontrados nas frutas testadas. Além disso, como ja mencionado, variosestudos demonstram
que o fruto da acerola possui apreciavelquantidades de compostos fenolicos (SILVA et al.,
2014; SILVA et al., 2016);outros estudos,como Da Cruz et al. (2019) e Chang et al. (2019)
também relataram queesses compostos estdo fortemente associados a um alto poder de
capacidade antioxidante. A adigcdo do extrato bioativo de coproduto de acerola em estruturados
de graviola resultou em um produto final com alto conteldo de compostos bioativos e
consideravel efeito antioxidante. Assim, decidiu-se avaliar atividade locomotora (Teste de
Campo aberto), toxicidade aguda 96h, atividade anti-inflamatdria e atividade antinociceptiva
em zebrafish (D. rerio) adulto para demonstrar se oextrato de EASMe, EAME e EAMC
possuem acgdes bioldgicas prospectando seus usosusadescomo novas fontes terapéuticas

deorigem natural.
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3.2 Avaliagédo da atividade locomotora (Teste de Campo Aberto)

A atividade locomotora € um dos parametros de analise comportamental que vem
sendo utilizado para avaliar agéo de drogas que podem atuar sob o sistema nervoso central do
zebrafish (Daniorerio) adulto e causar comprometimento locomotor eu—nde (KURTA e
PALESTIS, 2010; GEBAUER et al., 2011; TAYLOR et al., 2017).

Tal atividade pode ser explorada através do Teste de Campo Aberto, em um
aquario simples, (ROSEMBERG et al., 2011), bem como placas de Petri (AHMAD e
RICHARDSON, 2013). Diferentes parametros podem ser avaliados tais como freezing
(imobilidade), entre outros. O comportamento natural do zebrafish em campo aberto €
caracterizado por atividade natatdria constante e sendo que manifestacGes de imobilidade sao
pouco observadas em condi¢des naturais do zebrafish (CACHAT et al., 2011). Segundo
Resende e Soccol (2015), a andlise da atividade locomotora explorada através de um campo
aberto pode ser um modelo empregado para avaliar hiperatividade como sende-indicativo de
ansiedade. O tratamento do zebrafish com farmacos ansioliticos, como benzodiazepinicos,
pode aumentar da atividade exploratdria no campo aberto (CACHAT et al., 2011), bem como
causar efeito sedativo e diminuir atividade locomotora (GUPTA et al., 2014; BENNEH et al.
2017).

Recentemente, foi adaptado o teste de campo aberto em placas de Petri, proposto
por Ahmad e Richardson (2013), para avaliar atividade locomotora de zebrafish adulto sob
ac3o de drogas analgésicas (MAGALHAES et al., 2017). Desta forma, empregamos 0 mesmo
método com as amostras teste (EASMe, EAmC e EAmE) para avaliar suas a¢fes sobre o
sistema locomotor do zebrafish.Como resultado, nenhuma amostra testada causou efeito
sedativo e/ou comprometimento locomotor dos animais, pois apresentaram atividade
locomotora (AL) significantemente (p>0,05) semelhante entre cada grupo de amostra, bem
como em relagdo aos controles, naive (AL = 100%) eveiculo (AL = 99,14%)(Figura 14).

O fato de EASMe, EAmC e EAmE néo interferirem nas atividades locomotoras
dos animais no teste de campo aberto, exclui possiveis efeitos inespecificos de relaxamento

muscular induzidos pela fragéo.
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Figura 14- Efeito das amostras teste sob a atividade locomotora do zebrafish (Danio rerio)
adulto no Teste de Campo Aberto (0-5min).
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Fonte: Elaborada pela autora (2021). Naive - animais ndo tratados. v.0. — administracdo via
oral. (A) EASMe- Extratobioativo de coproduto de acerola (Malpighia glabra L.)(B) EAmMC
— Estruturado de graviola (Annonamuricatal.) controle sem adi¢éo de extrato bioativo de
coproduto de acerola (C) EAmE Estruturado de graviola (Annonamuricata L). adicionado de
extrato bioativo de coproduto de acerola Veiculo — agua destilada estéril (20 pL; v.0.). Os
valores representam a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para 6 animais/grupo. ANOVA
seguida de Tukey. Os numeros acima de cada coluna indicam porcentagem de atividade
locomotora (%AL).

3.3Toxicidade aguda 96h

O zebrafish adulto vem sendo empregado como modelo animal complementar
ao uso de roedores em testes genéticos, biologia do desenvolvimento, neurobiolégicos e
toxicolégicos (RESEND; SOCCOL, 2015), pois apresenta baixo custo, adaptabilidade
diversa, ciclo de reproducao curto e alta fecundidade (DAl et al., 2014). Seu pequeno tamanho
na fase adulta requer a diminuicdo da quantidade das substancias a serem testadas e dosadas,
bem como as quantidades de reagentes e materiais utilizados no tratamento e manutengdo dos
animais (HILL, 2005). Desde muito tempo o zebrafish adulto vem sendo empregado em testes
de toxicidade no monitoramento de contaminantes ambientais. Como por exemplo, Huang et

al. (2014) utilizaram o zebrafish adulto para avaliar a agdo de um agente agroquimico
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(Deltametrin), empregando-se o comportamento locomotor e mortalidade (CLso) em 24 horas
como parametros de toxicidade aguda. Vale salientar que o zebrafish adulto, também é
utilizado para avaliar a toxicidade de compostos farmacéuticos (HILL, 2005), bem como
biomonitoramento toxicologico no desenvolvimento de medicamentos (CABALLERO;
CANDIRACI, 2018).

Nesse contexto, empregamos o zebrafish adulto como modelo animal para avaliar
a toxicidade aguda das amostras teste (EASMe, EAmC e EAmE). Como resultado, constatou-
se que todas as amostras testadas se mostraram seguras, pois ndo foram toxicas frente ao
zebrafish adulto em até 96 h de analise (Tabela 19). Esses resultados indicam o possivel uso

fitoterapico desses extratos, segundo Simdes e Almeida (2015).

Tabela 19- Resultados dos testes de toxicidade aguda das amostras teste (EASMe, EAMC e

EAmE) frente ao zebrafish adulto.

Mortalidades do Zebrafish Adulto 96h
Amostra CN C1 C2 C3 CLso (mg/mL) / IV
EASMe 0 0 0 0 > 0,25
EAMC 0 0 0 0 > 0,25
EAME 0 0 0 0 > 0,25

Fonte: Elaborada pela autora (2021). CN- Grupo controle negativo: &gua destilada estéril. EASMe—
Extratobioativo de coproduto de acerola (Malpighia glabra L) EAmC - Estruturado de graviola
(Annonamuricatal.) controle sem adigdo de extrato bioativo de coproduto de acerola EAmE Estruturado de
graviola (Annonamuricata L).. C1 — concentragdo 1 (0,025 mg/mL; 20 pL; v.0.); C2 — concentracdo 2 (0,075
mg/mL; 20 pL; v.0.). C3 — concentragdo 3 (0,25 mg/mL; 20 pL; v.0.). CLso-concentracdo letal para matar 50%
dos Zebrafish adulto; IV — intervalo de confianca.

3.4 Atividade antinociceptiva comportamental

3.4.1 Comportamento nociceptivo induzido por formalina

O teste da formalina foi utilizado para a avaliagdo da resposta nociceptiva
neurogénica e a elucidagdo da resposta periférica inflamatoria. Este teste consiste em duas
fases, sendo que a primeira (neurogénica) que € acusada pela ativacdo de nociceptores através
de TRPAL (Receptor de Potencial Transitorio Al), enquanto a segunda (inflamatdria) é
mediada por uma combinacéo de entrada periférica e sensibilizacdo de neurdnios na medula
espinal (McNAMARAet al., 2007).
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EASMe (1,0 ou 3,0 ou 10 mg/Kg; v.0.) apresentou efeito anti-inflamatdrio, pois
inibiu significativamente (p<0,01 vs. Controle) a dor inflamatéria em zebrafish adulto
induzida pela formalina na segunda fase do teste. Tais resultados foram significantemente

(p>0,05) semelhante a morfina (8,0 mg/Kg; v.o.; p<0,01 vs. Controle), Figura 15.

Figura 15-Efeito da EASMe (1,0 ou 3,0 ou 10 mg/Kg; v.0.) sob a nocicepg¢éo induzida por
formalina em zebrafish adulto, analisados individualmente durante: A-FaseNeurogénica (0-5

min) e B-Fase Inflamatoria (15-30 min).
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Fonte: Elaborada pela autora (2021). Cada coluna representa a média * erros padrdo da média (n=6/grupo). Os
nimeros acima das colunas indicam porcentagem de analgesia (%A). Controle: veiculo (agua destilada estéril;
20 pL v.0.). Mor-morfina (8,0 mg/Kg; v.0.); Naive: grupo néo tratado. ANOVA unidirecional com teste pos-
hoc de Tukey (**p<0,01; ****p<0,0001 vs. Controle; ##p<0,01; ###p<0,01 vs. Mor ou Naive).

EAmMC (1,0 ou 3,0 ou 10 mg/Kg; v.0.) ndo apresentou efeito antinocicpetivo e nem
anti-inflamatorio, pois ndo inibiu significativamente (»>0,05 vs. Controle) a dor neurogénica

(12 Fase) e inflamatdria (22 Fase) em zebrafish adulto induzida pela formalina (Figura 16).
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Figura 16-Efeito da EAmC (1,0 ou 3,0 ou 10 mg/Kg; v.0.) sob a nocicepcdo induzida por

formalina em zebrafish adulto, analisados individualmente durante: A-FaseNeurogénica (0-5

min) e B-Fase Inflamatoria (15-30 min).
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hoc de Tukey (****p<0,0001 vs. Controle; ##p<0,01; ####p<0,0001 vs. Mor ou Naive).

EAmE (1,0 ou 3,0 ou 10 mg/Kg; v.0.) apresentou efeito anti-inflamatério, pois

inibiu significativamente (p<0,05; p<0,01; p<0,01 vs. Controle) a dor inflamatéria em

zebrafish adulto induzida pela formalina na segunda fase do teste. Tais resultados foram

significantemente (p>0,05) semelhantes & morfina (8,0 mg/Kg; v.o.; p<0,001 vs. Controle),

Figura 17.
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Figura 17-Efeito da EAmE (1,0 ou 3,0 ou 10 mg/Kg; v.0.) sob a nocicepg¢édo induzida por
formalina em zebrafish adulto, analisados individualmente durante: Fase Neurogénica (0-5

min) e Fase Inflamatoria (15-30 min).
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Fonte: Elaborada pela autora (2021). Cada coluna representa a média + erros padrdo da média (n=6/grupo). Os
nameros acima das colunas indicam porcentagem de analgesia (%A). Controle: veiculo (agua destilada estéril;
20 pL v.0.). Mor-morfina (8,0 mg/Kg; v.0.); Naive: grupo ndo tratado. ANOVA unidirecional com teste pds-
hoc de Tukey (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p0,0001 vs. Controle; #p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001 vs.
Mor ou Naive).

Magalhées et al. (2017), constataram o0 comportamento nociceptivo da formalina
através da induzida na cauda do zebrafish quando comparado o grupo controle e morfina. O
que corrobora com estes resultados.

Portanto, observa-se um efeito diferencial para EASMe e EAmME apenas com acao
periférica inflamatéria. Assim, EASMe e EAmE agem bloqueando apenas segunda fase
(inflamatéria) (CHANG; ALASALVAR; SHAHIDI, 2019).

O efeito anti-inflamatério presentesEASMe e EAME pode estar relacionado a
presenca compostos fenolicos e consecutiva atividade antioxidantes do extrato bioativo de
coproduto de acerola. Estudos apontam que estes compostos bioativos possuem a capacidade
de combater o estresse oxidativo (ocasionado pelo excesso de Espécies Reativas de Oxigénio-
ERO) atenuando o processo inflamatério. 1sso porque as especies reativas de oxigénio séo
capazes de ativar proteinas quinases e assim, aumentar a atividade de fatores de transcricao
indutores da inflamag&o. No entanto, os compostos bioativos possuem o poder de neutraliza-
las. Além disso, compostos fendlicos podem atuar diretamente sobre os fatores de transcrigdo

envolvidos na resposta inflamatoria, inibindo a expressao de citocinas (RIFFEL et al., 2016).
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3.4.2 Comportamento nociceptivo induzido por cinamaldeido

A nocicepcdo induzida por cinamaldeido é caracterizada pela ativacdo de
receptores TRPAL, sendo este composto um agonista (substancia capaz de se ligar a um
receptor celular e ativd-lo para provocar uma resposta biologica, uma determinada acéo)
destes receptores e também utilizado como modelo de dor em zebrafish adulto (RIOS et al.,
2013; TAYLOR et al. 2017).

EASMe (1,0 ou 3,0 ou 10 mg/Kg; v.0.) inibiu significantemente (p<0,0001 vs.
Controle) a nocicepcéo induzida por cinamaldeido aplicada na calda dos zebrafish adulto. Tal
efeito foi siginificantemente semelhante ao efeito da morfina (200 mg/Kg; v.o.; p<0,001 vs.
Controle), Figura 18A.

EAmMC (1,0 ou 3,0 ou 10 mg/Kg; v.0.) ndo inibiu a nocicep¢do induzida por
cinamaldeido aplicada na calda dos zebrafish adulto, diferindo siginificantemente (p<0,0001)
do efeito da morfina (200 mg/Kg; v.o.; p<0,0001 vs. Controle), Figura 18B.

EAmME (1,0 ou 3,0 ou 10 mg/Kg; v.0.) inibiu significantemente (p<0,05; p<0,01;
p<0,01 vs. Controle) a nocicepcao induzida por cinamaldeido aplicada na calda dos Zebrafish
adulto. Tal efeito foi siginificantemente (p<0,0001; p<0,001; p<0,001) diferente da morfina
(200 mg/Kg; v.0.; p<0,0001 vs. Controle), Figura 18C.

Portanto, EASMe e EAmME reduziram a resposta nociceptivainduzida por

cinamaldeido aplicada na calda doszebrafish adulto, modulando possivelmente TRPAL.
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Figura 18-Efeito da EASMe, EAmC e EAmME sob a nocicepgdo induzida por cinamaldeido em

zebrafish adulto, analisados individualmente durante 0-5 min.
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ou Naive).

3.4.3Comportamento orofacial nociceptivo induzido por capsaicina

O receptor TRPV1(Receptor de Potencial Transitorio Vanildide 1) é expresso em

varios tecidos do olho, incluindo epitélio corneal, camadas endoteliais, fibroblastos estromais
e fibras nervosas (YANG et al.,, 2013; MERGLER et al., 2014), sendo associado a dor

orofacial. E importante ressaltar que o TRPV1 é bem caracterizado por seu papel na mediacéo

da transmissao da dor e sua expresséo no nervo trigémeo, o principal nervo sensitivo da cabeca

que fornece uma entrada sensorial densa para a cérnea (DEL FIACCO et al., 2015;
SILBERSTEIN, 2015). Alguns canais TRP (Receptor de Potencial Transitorio) foram
detectados no zebrafish incluindo o TRPV1 (KASTENHUBER et al., 2013), que traduz uma

ampla resposta a estimulos quimicos nocivos (ROPER, 2014).

Portanto, o receptor TRPV1 tem sido considerado um alvo terapéutico importante

no tratamento da dor, uma vez que seus agonistas, como a capsaicina, causam

dessensibilizacdodesses receptores (CHEN et al. ,2016).

EASMe (1,0 ou 3,0 ou 10 mg/Kg; v.0.) inibiu significantemente (p<0,01; p<0,05;

p<0,05 vs. Controle) a nocicepgdo induzida por capsaicina aplicada na calda do zebrafish

adulto. Tal efeito foi siginificantemente (p>0,05) semelhante ao efeito da morfina (200

mg/Kg; v.0.; p<0,01 vs. Controle), Figura 19A.
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EAmMC (1,0 ou 3,0 ou 10 mg/Kg; v.0.) ndo inibiu a nocicep¢do induzida por
capsaicina aplicada na calda dos zebrafish adulto, diferindo siginificantemente (p<0,01) do
efeito da morfina (200 mg/Kg; v.o.; p<0,0001 vs. Controle), Figura 19B.

EAmME (1,0 ou 3,0 ou 10 mg/Kg; v.0.) inibiu significantemente (p<0,01; p<0,01;
p<0,001 vs. Controle) a nocicepg¢éo induzida por capsaicina aplicada na calda dos zebrafish
adulto. Tal efeito foi siginificantemente (p>0,05) semelhante da morfina (200 mg/Kg; v.0.;
p<0,01 vs. Controle), Figura 19C.

Portanto, os resultados apontam que EASMe eEAME pode apresentar relevancia
clinica para o tratamento da dor corneal, possivelmente atuando como antagonista do canal
TRPV1.

Figura 19-Efeito doEASMe, EAMC e EAmESsob a nocicepcao induzida por capsaicina em
zebrafish adulto, analisados individualmente durante 10-20 min.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021). Cada coluna representa a média + erros padrdo da média (n=6/grupo). Os
nimeros acima das colunas indicam porcentagem de analgesia (%A). Controle: veiculo (agua destilada estéril;
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3.4.4 Comportamento nociceptivo induzido por mentol

O mentol e baixas temperaturasatua como um agonista do potencial TRPMS8
(Receptor Transitorio da melastatina 8) e tem efeitos complexos na transmissdo nociceptiva,
incluindo hiperalgesia e alivio da dor (quando administradas em altas doses) (BARROS et al.,
2017).

TRPMB8 é um receptor caracteristico como um transdutor sensorial que contribui
para a dor hipersensibilidade associado a inflamacao ou neuropatia (KATSURA et al., 2006).
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Wasner et al., (2004) relatam que administracdo tépica de mentol (40%) em
humanos induz sensacdes significativas de frio e de dor, além de hiperalgesia ao frio e
aumento da perfusdo cutanea. Como a hiperalgesia € um sintoma frequente em pacientes com
dor neuropatica, fibras C periféricas sensibilizadas ao frio e que respondem ao mentol podem
exercer uma importante funcéo nesta condicao.

EASMe (1,0 ou 3,0 ou 10 mg/Kg; v.o.) inibiu significantemente (p<0,0001 vs.
Controle) a nocicepcao induzida por mentol aplicada na calda do Zebrafish adulto. Tal efeito
do EASMe foi siginificantemente (p>0,05) semelhante ao efeito da morfina (200 mg/Kg; v.o.;
p<0,0001 vs. Controle), Figura 20A.

EAmMC (1,0 ou 3,0 ou 10 mg/Kg; v.0.) ndo inibiu a nocicepgdo induzida por mentol
aplicado na calda dos Zebrafish adulto, diferindo siginificantemente (p<0,0001) do efeito da
morfina (200 mg/Kg; v.o.; p<0,0001 vs. Controle), Figura 20B.

EAmME (1,0 ou 3,0 ou 10 mg/Kg; v.0.) inibiu significantemente (p<0,0001;
p<0,001; p<0,01 vs. Controle) a nocicepcdo induzida por mentol aplicado na calda dos
Zebrafish adulto. Tal efeito foi siginificantemente (p>0,05) semelhante da morfina (200
mg/Kg; v.0.; p<0,0001 vs. Controle), Figura 20C.

Portanto, verificou-se que EASMe e EAmME podem atuar como analgésicos
naturais que modulamTRPM8, que possuem potencialidades principalmente para o tratamento
de alguns tipos particulares de condic¢des dolorosas.

Figura 20-Efeito do EASMe, EAMC e EAmEsob a nocicep¢do induzida por mentol em

zebrafish adulto, analisados individualmente durante 0-20 min.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021). Cada coluna representa a média + erro padrdo da média (n=6/grupo). Os
nameros acima das colunas indicam porcentagem de analgesia (%A). Controle: veiculo (agua destilada estéril;
20 pL v.0.). Mor-morfina (200 mg/Kg; v.0.); Naive: grupo ndo tratado. ANOVA unidirecional com teste p6s-
hoc de Tukey (**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 vs. Controle; ####p<0,0001 vs. Mor ou Naive).
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3.4.5 Comportamentonociceptivo induzido por salina &cida

Os ASICs (Canais 16nicos Sensiveis a Acido) sdo ativados por prétons e expressos
nos ganglios da raiz dorsal e amplamente distribuidos por todo o cérebro (SILVEIRA, 2014).
A salina 4cida é um agonista dos canais ASICs, que € considera um modelo de hiperalgesia
unico na medida em que ndo provoca danos musculares e a hipersensibilidade generalizada,
conforme citou Sharma (2009) canais com protecdo de prétons ou sensiveis a acidos estdo
presentes em neurdnios sensoriais, onde tem papel na nocicepcao, paladar e possivelmente
outras modalidades, conforme Pidoplichko e Dani (2006).

EASMe (1,0 ou 3,0 ou 10 mg/Kg; v.0.) inibiu significantemente (p<0,05; p<0,001;
p<0,001 vs. Controle) a nocicepcdo induzida por salina acida aplicada na calda do zebrafish
adulto. Tal efeito do EASMe foi siginificantemente (p>0,05) semelhante ao efeito da morfina
(200 mg/Kg; v.0.; p<0,0001 vs. Controle), Figura 21A.

EAmMC (1,0 ou 3,0 ou 10 mg/Kg; v.0.) ndo inibiu a nocicep¢édo induzida por salina
acida aplicada na calda dos zebrafish adulto, diferindo siginificantemente (p<0,0001) do efeito
da morfina (200 mg/Kg; v.0.; p<0,0001 vs. Controle), Figura 21B.

EAmME (1,0 ou 3,0 ou 10 mg/Kg; v.0.) inibiu significantemente (p<0,01; p<0,01;
p<0,01 vs. Controle) a nocicep¢do induzida por salina &cida aplicada na calda dos
zebrafishadulto. Tal efeito foi siginificantemente (p>0,05) semelhante da morfina (200
mg/Kg; v.0.; p<0,001 vs. Controle), Figura 21C. Sugerindo que EASMe e EAmEmodulam
ASICs.

O receptor ASICs mostrou-se como um potencial alvo terapéutico para o
tratamento da dor quando EASMe e EAmE atenuaram a nocicepgéo induzida pela por salina

acida.
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Figura 21- Efeito do EASMe, EAmMC e EAmEsob a nocicepg¢éo induzida por salina cida em

zebrafish adulto, analisados individualmente durante 0-20 min.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021). Cada coluna representa a média + erros padrdo da média (n=6/grupo). Os
nameros acima das colunas indicam porcentagem de analgesia (%A). Controle: veiculo (agua destilada estéril;
20 pL v.0.). Mor-morfina (200 mg/Kg; v.0.); Naive: grupo ndo tratado. ANOVA unidirecional com teste pos-
hoc de Tukey (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 vs. Controle; ¥p<0,05 vs. Naive; ####p<0,0001
vs. Mor ou Naive).

3.4.6 Comportamentonociceptivo induzido por glutamato

EASMe (1,0 ou 3,0 ou 10 mg/Kg; v.0.) inibiu significantemente (p<0,05; p<0,05;
p<0,01 vs. Controle) a nocicepcdo induzida por glutamato aplicada na calda do zebrafish
adulto. Tal efeito do EASMe foi siginificantemente (p>0,05) semelhante ao efeito da
morfina(200 mg/Kg; v.0.; p<0,0001 vs. Controle), Figura 22A.

EAmMC (1,0 ou 3,0 ou 10 mg/Kg; v.0.) ndo inibiu a nocicep¢do induzida por
glutamato aplicada na calda dos zebrafish adulto, diferindo siginificantemente (p<0,0001) do
efeito da morfina (200 mg/Kg; v.o.; p<0,0001 vs. Controle), Figura 22B.

EAmME (1,0 ou 3,0 ou 10 mg/Kg; v.0.) inibiu significantemente (p<0,001; p<0,001;
p<0,0001 vs. Controle) a nocicepcdo induzida por glutamato aplicada na calda dos zebrafish
adulto. Tal efeito foi siginificantemente (p>0,05) semelhante da morfina (200 mg/Kg; v.0.;
p<0,0001 vs. Controle), Figura 22C.
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Figura 22-Efeito do EASMe, EAMC e EAmE sob a nocicepc¢édo induzida por glutamato em

zebrafish adulto, analisados individualmente durante 0-15 min.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021). Cada coluna representa a média + erros padrdo da média (n=6/grupo). Os
ndmeros acima das colunas indicam porcentagem de analgesia (%A). Controle: veiculo (dgua destilada estéril; 20 pL
v.0.). Mor-morfina (200 mg/Kg; v.0.); Naive: grupo ndo tratado. ANOVA unidirecional com teste pds-hoc de
Tukey (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 vs. Controle; *p<0,05; ####p<0,0001 vs. Mor ou Naive).

O glutamato é um aminoacido importante encontrado regides terminai
trigfmeo e atua como um neurotransmissor para dor e coceira,

receptoresglutamatérgicossae alvos de novas terapias para a dor (WOZNIAK, et a

s do nervo
sendo 0s
., 2019).

EASMe como EAmE apresentaram niveis de compostos fendlicose atividade

antioxidante maiores em comparacdo comEAMC (Item 3.1). E variosestudos demonstram que

0 extrato de coproduto de acerola possui apreciavelquantidades de compostos fendlicos, que

influenciam na atividade antioxidante (SILVA et al., 2014; SILVA et al., 2016)
esses compostos fendlicos podem estar correlacionados com as
antinociceptivapresentes EASMe e EAME (FILHO et al., 2008).

. No qual,
atividades

A adicdo do extratobioativo de coproduto de acerola no estruturado de graviola

potencializou o efeito antinociceptivo do EAmME (Figura 22C) e, assim, diminuiu o efeito

nociceptivo em zebrafish adulto, induzido pelo glutamato. Portanto, esse modelo foi escolhido

para investigar os possiveis mecanismos de neuromodulacdo de EASMe e EAmME.

Naive
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Via sistema opioide

Somente o efeito antinociceptivo do EAmE (1,0 mg/Kg; v.o.) foi parcialmente
(p<0,05 vs. Controle) inibido pela naloxona (antagonista opidide), conforme mostra a
diminuigéo significativa (p<0,05 vs. Nal + EAmE) da atividade locomotora no zebrafish
adulto (Figura 23B).

Khosla et al. (2000), relataram que o pré-tratamento com naloxona inibiu
parcialmente o efeito antinociceptivo do extrato de folhas e 6leo de semente de A. indica no
modelo de contor¢do abdominal induzida por acido acético glacial. Esses resultados indicam
que EAmE pode atuar modulando o sistema opiodide.

Figura 23- Modulacdo da naloxona sob o efeito antinociceptivo do EASMe e EAmME em

zebrafish adulto, analisados individualmente durante 0-15 min.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021). Cada coluna representa a média + erros padrdo da média (n=6/grupo).
Controle: veiculo (agua destilada estéril; 20 uL v.0.). Nal-naloxona (8,0 mg/Kg; i.p.); ANOVA unidirecional
com teste pds-hoc de Tukey (*p<0,05; ***p<0,001; vs. Controle; ¥p<0,05 vs.EAME + Nal).

Via sistema nitrérgico

O efeito antinociceptivo do EASMe (1,0 mg/Kg; v.o.) foi totalmente (p>0,05 vs.
Controle) inibido pelo L-NAME(Ester metilico de L-NG-Nitro arginina), antagonista
nitrérgico, conforme mostra a diminuicdo significativa (p<0,01 vs. EASMe +L-NAME) da
atividade locomotora no zebrafish adulto (Figura 24A). Tal efeito inibitério antinociceptivo
do EASMe foi diminuido com a mistura do extrato bioativo de coproduto de acerola com o
estruturado de graviola (EAmE), pois EAmE (1,0 mg/Kg; v.0.) foi parcialmente (p<0.01 vs.
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Controle) inibido pelo L-NAME, conforme mostra a diminuigdo significativa (p<0,05 vs.
EAmME +L-NAME) da atividade locomotora no zebrafish adulto (Figura 24B).

Figura 24- Modulacédo do L-NAME sob o efeito antinociceptivo do EASMe (A) e EAME(B)

em zebrafish adulto, analisados individualmente durante 0-15 min. Cada coluna representa a
meédia + erros padrdo da média (n=6/grupo).
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Fonte: Elaborada pela autora (2021). Controle: veiculo (dgua destilada estéril; 20 puL v.0.). L-NAME (40 mg/Kg;
i.p.); ANOVA unidirecional com teste pds-hoc de Tukey (**p<0,01; ****p<0,0001 vs. Controle; #p<0,05
vs.EAmME; ##p<0,01 vs.EASMe).

Via Guanilatociclase (cGMP)

O efeito antinociceptivo do EASMe (1,0 mg/Kg; v.o.) foi totalmente (p>0,05 vs.
Controle) inibido pelo azul de metileno (AzM; inibidor da guanilatociclase), conforme mostra
a diminuicao significativa (p<0,01 vs. AzM + EASMe) da atividade locomotora no zebrafish
adulto (Figura 25A). Tal efeito foi potencializado com a mistura como estruturado de graviola
(EAmME), pois EAME (1,0 mg/Kg; v.0.) foi totalmente (»>0,05 vs. Controle) inibido pelo
AzM, conforme mostra a diminuicdo significativa (p<0,001 vs. AzM + EAmME) da atividade

locomotora no zebrafish adulto (Figura 25B).
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Figura 25- Modulacdo do azul de metileno sob o efeito antinociceptivo do EASMe e EAmE

em zebrafish adulto, analisados individualmente durante 0-15 min.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021). Cada coluna representa a média + erros padrdo da média (n=6/grupo).
Controle: veiculo (dgua destilada estéril; 20 pL v.0.). AzM-azul de metileno (40 mg/Kg; i.p.); ANOVA
unidirecional com teste pés-hoc de Tukey (**p<0,01; ****p<0,0001 vs. Controle; ##p<0,01 vs.EASMe; ##
#p<0,001 vs.EAME).

Via receptores glutamatérgicos (NMDA)

Somente o efeito antinociceptivo do EAmME (1,0 mg/Kg; v.0.) foi parcialmente
(p<0,05 vs. Controle) inibido pela ketamina (K; antagonista NMDA), conforme mostra a
diminuicdo significativa (p<0,05 vs. K + EAmE) da atividade locomotora no zebrafish adulto
(Figura 26B). O efeito antinociceptivo do EASMe (1,0 mg/Kg; v.0.) ndo foi inibido pela
ketamina (p>0,05 vs. Controle), conforme mostra a Figura 26A.
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Figura 26- Modulagéo da ketamina sob o efeito antinociceptivo do EASMe e EAmME em
zebrafish adulto, analisados individualmente durante 0-15 min.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021). Cada coluna representa a média + erros padrdo da média (n=6/grupo).
Controle: veiculo (a4gua destilada estéril; 20 uL v.0.). K-ketamina (0,4 mg/Kg; i.p.); ANOVA unidirecional com
teste pds-hoc de Tukey (*p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001; vs. Controle; ##p<0,01 vs.EAME).

Via Canal 16nico TRPA1

O efeito antinociceptivo do EASMe (1,0 mg/Kg; v.o.) foi totalmente (p>0,05 vs.
Controle) inibido por cénfora (C; agonista TRPA1), conforme mostra a diminuicao
significativa (p<0,05 vs. C + EASMe) da atividade locomotora no zebrafish adulto (Figura
27A). Tal efeito inibitorio antinociceptivo do EASMe foi potencializado com a mistura com
o0 estruturado de graviola (EAME), pois EAmME (1,0 mg/Kg; v.0.) foi também totalmente
(p>0,05 vs. Controle) inibido por cénfora, conforme mostra a diminuicdo significativa
(p<0,0001 vs. C + EAmE) da atividade locomotora no zebrafish adulto (Figura 27B).



119

Figura 27- Modulacdo da canfora sob o efeito antinociceptivo do EASMe e EAmME em
zebrafish adulto, analisados individualmente durante 0-15 min. Cada coluna representa a

média £ erros padrdo da média (n=6/grupo).
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Fonte: Elaborada pela autora (2021). Controle: veiculo (Agua destilada estéril; 20 pL v.o0.). C-canfora (30,4
mg/Kg; i.p.); ANOVA unidirecional com teste pés-hoc de Tukey (**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001; vs.
Controle; #p<0,01 vs.EASMe; ####p<0,01 vs. EAME).

Via Canal 16nico TRPV1

Os efeitos antinociceptivos do EASMe ou EAmME (ambos 1,0 mg/Kg; v.0.) ndo
foram inibidos (p<0,01; p<0,001 vs. Controle) pelo vermelho de ruténio (VR; antagonista
TRPV1), pois ndo houve diminuigdo significativa (p>0,05 vs. VR + EASMe ou VR + EAME)

da atividade locomotora no zebrafish adulto (Figura 28A e 28B).
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Figura 28- Modulagéo do vermelho de ruténio sob o efeito antinociceptivo do EASMe e
EAmME em zebrafish adulto, analisados individualmente durante 0-15 min.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).Cada coluna representa a média + erros padrdo da média (n=6/grupo).
Controle: veiculo (adgua destilada estéril; 20 pL v.0.). VR-vermelho de ruténio (12 mg/Kg; i.p.); ANOVA
unidirecional com teste pés-hoc de Tukey (**p<0,01; ***p<0,001; vs. Controle).

Via Canais 16nicos Sensiveis ao Frio (ASICs)

Os canais idnicos sensiveis ao acido (ASICs) sdo um dos receptores mais
importantes que detectam alteracfes de pH no corpo e, como estdo envolvidos em varios
processos fisioldgicos, esses canais atrairam a atencdo de pesquisadores de todo o mundo
(OSMAKOQOV; ANDREEV; KOZLOV, 2014). Os moduladores de canal ASIC s&o potenciais
candidatos a novos medicamentos analgésicos.

O efeito antinociceptivo do EASMe (1,0 mg/Kg; v.0.) foi totalmente (p>0,05 vs.
Controle) inibido por amilorida (A; antagonista ASICs), conforme mostra a diminui¢do
significativa (p<0,05 vs. A + EASMe) da atividade locomotora no zebrafish adulto (Figura
29A). Tal efeito inibitorio antinociceptivo do EASMe foi potencializado com a mistura com
o estruturado de graviola (EAME), pois EAmME (1,0 mg/Kg; v.0.) foi também totalmente
(p>0,05 vs. Controle) inibido por amilorida, conforme mostra a diminui¢do significativa
(p<0,0001 vs. A + EAmE) da atividade locomotora no zebrafish adulto (Figura 29B). Os
reultados indicam que a antinocicepc¢do promovida por EASMe e EAME parece depender da

modulacgéo do canal ASIC.
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Figura 29- Modulacdo da amilorida sob o efeito antinociceptivo do EASMe e EAmME em
zebrafish adulto, analisados individualmente durante 0-15 min.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021). Cada coluna representa a média + erros padrdo da média (n=6/grupo).
Controle: veiculo (agua destilada estéril; 20 pL v.0.). A-amilorida (200 mg/Kg; i.p.); ANOVA unidirecional com
teste pos-hoc de Tukey (**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001; vs. Controle; # p<0,01 vs.EASMe; ####p<0,01
vs.EAmE).

O efeito antinociceptivo doEAmME, empelo menos em parte, parece ser mediado
pela modulacdo da atividade deopidides, nitrérgico, via de sinalizacdo cGMPereceptores
NMDA, TRPAl e ASICs .

3.4.7 Comportamentosob a nocicepcaocorneal induzida por NacCl (5,0 M)

Somente EASMe (3,0 ou 10 mg/Kg; v.0.) inibiu significantemente (p<0,01;
p<0,01 vs. Controle) a nocicepgao corneal induzida por salina hipertonica (NaCl 5,0 M; 5 uL)
aplicada na superficie do olho esquerdo do zebrafish adulto. Tal efeito foi siginificantemente
(p>0,05) semelhante ao efeito da morfina (160 mg/Kg; v.0.; p<0,0001 vs. Controle) (Figura
30A).Uma vez que o estimulo salino hiperténico na cornea humana é relacionados a ativagao
dos canais TRPV1 (PAN; YANG, REINACH, 2011).
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Figura 30-Efeito do EASMe, EAmC e EAmESsob a nocicepgdo induzida por cinamaldeido em

zebrafish adulto, analisados individualmente durante 0-5 min.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021). Cada coluna representa a média + erros padrdo da média (n=6/grupo).
Controle: veiculo (dgua destilada estéril; 20 pL v.0.). Mor-morfina (160 mg/Kg; v.0.); Naive: grupo ndo tratado.
ANOVA unidirecional com teste pés-hoc de Tukey (**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 vs. Controle;
#p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001; ####p<0,0001 vs. Mor ou Naive).

O estudo de drogas que possam bloquear o TRPV1 tem sido um grande objetivo
terapéutico na medicina de precisdo em diversas doencas, com algias neuropaticas, devido as
inimeras funcgdes reguladas por esse canal, sendo um dos termos TRP com maior ativacéo
durante afeccGes (VAY; GU; MCNAUGHTON, 2010). Levando ao entendimento que
EASMe e EAmE, entram para um seleto grupo o que antagoniza, sendo um potencial
candidato ao tratamento da dor. Enquanto Story (2006) ressalta a importancia dos estudos dos
canais TRPs na elucidacdo dos estimulos térmicos e dolorosos.

Para a maioria dos mecanismos de neuromodulacdo testados neste estudo,
verificou-se que a amostraEAmME apresentou melhor respostas comparadas ao EASMe e
EAmMC. Esse comportamento indica que a associacdo do EASMe ao EAmMC resultou em
amplos mecanismos, confirmando o potencial sinérgico dos compostos presentes no
coproduto de acerola e graviola. Os efeitos antinociceptivos podem estar relacionados a
quantidade substancial de compostos fendlicos presentes na fracdo de EASMe, uma vez que,
como apontado por Cordova et al. (2011) e Gou et al. (2017), essa classe de metabdlitos
secundario presentes nos extratos vegetais estdo envolvidos em varios mecanismos de
neuromodulacao da dor.

P

Naive
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3.4 Atividade anti-inflamatoéria

Huang et al. (2014) propuseram o uso de zebrafish adulto como método
alternativo ao uso de roedores em testes de inflamacdo aguda induzida por carragenina.

EASMe (1,0 ou 3,0 ou 10 mg/Kg; v.0.) inibiu significantemente (p<0,01;
p<0,0001; p<0,05 vs. Controle) a inflamacgéo induzida por carragenina aplicada no abdomen
do zebrafish adulto. Tais efeitos foram siginificantemente (p>0,05) semelhante ao efeito do
diclofenaco(100 mg/Kg; v.o.; p<0,01 vs. Controle), Figura 31A.

EamC (1,0 ou 3,0 ou 10 mg/Kg; v.0.) ndo inibiu a a inflamagéo induzida por
carragenina aplicada no abdomen do zebrafish adulto, siginificantemente (p<0,01; p<0,05;
p<0,001) diferentes do diclofenaco (100 mg/Kg; v.0.; p<0,0001 vs. Controle), Figura 31B.

EAmME (1,0 ou 3,0 ou 10 mg/Kg; v.0.) inibiu significantemente (p<0,0001;
p<0,0001; p<0,0001 vs. Controle) a inflamacdo induzida por carragenina aplicada no abdomen
do zebrafish adulto. Tais efeitos foram siginificantemente (p>0,05) semelhante ao efeito do
diclofenaco (100 mg/Kg; v.o.; p<0,001 vs. Controle), Figura 31C.

Figura 31- Efeito do EASMe, EAMC e EAmE sob a inflamag¢do abdominal induzida por

carragenina em zebrafish adulto, analisados individualmente durante 0-4 h.

>

Peso corporal (9)
(0-4 h)

0.05+ 0.05
— ## # #E#
—
L !
-92 0.044 ' ' ‘ 2 0.04
T 19.47% 11,60% =
_— 28,37% 0 —
53,37% O = 0034 T : o E 0.03
50,57% Q < o
* 70,93% =9 e
P 0 70,93% ' 70,93%
T - 0 S 00z S o oo ‘
T pt HEXK [S I3 79,44% 78.27% wxx
92,05% n z e 88,00% . —l—
[ 0.014 0.01 onk
e o o Ill -
r [ r 1 T - 0.00- T T T T 0.00 T T T T
Controle 1,0 3.0 10 Diclofenaco Controle 1,0 3,0 10 Diclofenaco Controle 1,0 3.0 10 Diclofenaco
EASMe (mg/Kg; v.0.) EAMC (mg/Kg; v.0.) EAME (mg/Kg; v.0.)
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Fonte: Elaborada pela autora (2021). Cada coluna representa a média + erros padrdo da média (n=6/grupo).
Controle: veiculo (adgua destilada estéril; 20 pL v.0.). Diclorfenaco (100 mg/Kg; v.0.). ANOVA unidirecional
com teste pds-hoc de Tukey (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 vs. Controle. #p<0,05; ##p<0,01;
###39<0,001 vs. Diclofenaco).

A mistura dos dois extratos (EAmME; Figura 31C) potencializou o efeito anti-
inflamatdrio do extratobioativodo coproduto de acerola (EAsMe; Figura 31A) e, assim,
diminuiu o efeito inflamatério abdominal em zebrafish adulto, induzido pela carragenina.

Estudos preliminares confirmam que o extrato de coproduto de acerolatem potencial efeito
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anti-inflamatorio e analgésico (JAIJOY et al., 2010). Albuquerque et al.(2019) também
avaliaram o efeito anti-inflamatoriopara extratos aquosos de coprodutos de frutas (maracuja,
laranja, acerola e manga) e encontraram melhores resultadospara extratos de manga. Os
autores afirmam que esses extratospoderiam ser usados para desenvolver novos alimentos
com antioxidantes funcionais e ingredientes farmacéuticos naturais. Até onde sabemos,
nenhum dado foi encontrado na literatura para atividade anti-inflamatoria de estruturados de
frutas. Contudo,os dados encontrados na literatura estdo associados a polpas de frutas tropicais
usadas paradesenvolver este alimento. Ishola et al. (2014) investigando o analgésicoe efeitos
anti-inflamatorios do extrato de A. muricata em roedores, encontrou propriedade anti-
inflamatoriaatravés da inibicdo de mediadores quimicos da inflamacéo.

Os efeitos antinociceptivos e anti-inflamatorios doextrato de coproduto de acerola
e estruturado de graviola adicionado do extrato de coproduto acerolapode estar relacionado a
presenca de compostos fenolicos eatividade antioxidante nessas amostras. Como
antioxidantes sdocandidatos importantes ao tratamento da dor (RIFFEL et al., 2016), é
possivel que as amostras com maior atividade antioxidante apresentam melhor
antinociceptivoe efeitos anti-inflamatorios.Em conclusdo, os resultados obtidos nesta
pesquisa foramimportantes para a exploracéo da atividade bioldgica doextrato de coproduto
de acerola, bem como o estruturado de graviola, visando sua possivelaplicacdo na terapia da
dor e doencas inflamatorias. Assim, a importancia da associacdo do estruturado de graviola
com extrato de coproduto de acerola na formulacdo de um novo alimento (com efeitos

antinociceptivo e anti-inflamatério) foi confirmado.

4. CONCLUSAO

Os dados obtidos no presente trabalho revelaram que o extratobioativo de
coproduto de acerola (EASMe), extrato de estruturado de graviola controle (EAMC) e o
extrato de estruturado de graviola com extrato de coproduto de acerola (EAME) séo
considerados seguros, pois ndo alteraram sistema locomotor e nem foram toxicos frente a
zebrafish (Danio rerio) adulto até 96 h de analise.

EASMe e EAmE apresentaram efeito farmacologico como inibidor da nocicepgéo
em zebrafish (Danio rerio) adulto. Os resultado deste trabalho sugerem que o efeito
antinociceptivo na dor aguda das duas amostras parece ser modulado pelos sistemas opidides,
nitrérgico, via de sinalizacdo cGMP, receptores NMDA, TRPAL e ASICs. Somente 0 EASMe
apresentou efeito antinociceptivocorneal em zebrafish (Danio rerio) adulto. Ambas as
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amostras também apresentaram efeito anti-inflamatério em zebrafish adulto, sendo, mais

significativo, o efeito do EAmME.
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5.4 Bioacessibilidade e efeitos gastroprotetores de estruturados de graviola (Annona
muricata L.) enriquecida com extrato bioativo de coproduto de acerola (Malpighia glabra
D.C).

BIOACCESSIBILITY AND GASTROPROTECTIVE EFFECTS OF STRUCTURED
SOURSOP(Annona muricata L.) BAR ENRICHED WITH ACEROLA (Malpighia
glabra D.C) CO-PRODUCT EXTRACT

Larissa Morais Ribeiro da Silva, Jorgiane da SilvaSeverino Lima, Adriana Rolim Campos,
Glauber Cruz Lima, Paulo Henrique Machado de Sousa, Dayse Karine Rodrigues Holanda,
Raimundo Rafael de Almeida, Rhaul CandidoRolim, Francisca Mayla Rodrigues Silva,
Francisco Ernanin Alves Magalhées, Carlos Eduardo da Silva Monteiro, Antoniella Souza
Gomes Duarte, Ana Lucia Ponte Freitas, Luiz Bruno de Sousa Sabino, Néagila Maria Pontes

Silva Ricardo

RESUMO

Este estudo teve como objetivo desenvolver estruturados de graviola e avaliar a inclusdo do
extrato aquoso de coproduto de acerola (EASMe) na bioacessibilidade e os efeitos
gastroprotetores de seus compostos. A goma gelana LA foi misturada a polpa de graviola com
ou sem extrato de coproduto de acerola para o preparo dos estruturados de frutas. A digestdo
simulada foi empregada para determinar a porcentagembioacessivel dosbiocompostos.
Ulceras gastricas foram induzidas em camundongos pela administracdo de etanol absoluto
para testar os efeitos gastroprotetores das amostras. A adicdo EASMe aumentou a
concentracdo de fenolicos, a atividade antioxidante e os niveis de acido ascorbico em 73,6,
82,5 e mais de 100%, respectivamente. O sinergismo entre os fenolicos e o acido ascorbico
do extrato de acerola correlacionou-se positivamente com os efeitos gastroprotetores
apresentados pelo estruturado de graviola nas duas concentracdes testadas (3 e 10 mg/kg). A
administracdo de estruturado de graviola enriquecida com extrato de acerola (EAmE) foi

capaz de manter os niveis de glutationa (GSH) e malondialdeido (MDA) equivalentes aos
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tecidos normais, evitando danos macroscopicos da mucosa, alteragdes histologicas e lesao
oxidativa na mucosa géastrica causada pelo etanol . Assim, o desenvolvimento EAME pode ser
considerado um produto natural promissor com beneficios a salde, principalmente

relacionados aos seus potenciais efeitos gastroprotetores.

Palavras-chave: Estruturados de frutas; gastroprotecdo; coproduto agroindustrial;

bioacessibilidade; compostos bioativos.

1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de diferentes produtos a base de plantas, que combinam
caracteristicas frescas com propriedades funcionais, estd aumentando. Frutas estruturadas ou
frutas em barra estruturadas sdo um exemplo de produtos alimenticios que unificam as
caracteristicas sensoriais e nutricionais das frutas com um consumo pratico e conveniente,
oferecendo também a possibilidade de consumo de diversos tipos de frutas ao longo do ano.
A interessante caracteristica gelatinosa da barra estruturada deve-se ao uso de diferentes
hidrocoldides (ex: gomas, pectinas e gelatina) em seu processamento, que além das
propriedades fisicas conferem estabilidade ao produto devido a reducdo da quantidade final
de agua ( COSTAet al., 2020a; PARN et al ., 2015).

Annona muricata L., comumente conhecida como graviola, € uma fruta tropical
que recebe consideravel atencdo devido aos seus valores nutricionais e de protecdo a salde
(CHANG et al., 2018). A polpa da graviola possui alto teor de compostos fendlicos (SILVA
et al., 2014), substancias bioativas que podem estar relacionadas aos beneficios a salde
associados ao consumo da graviola. Popularmente, o suco de graviola € usado para tratar
diarreia e parasitose intestinal (BADRIE; SCHAUSS, 2010).

A acerola (Malpighia spp) € uma fruta muito delicada e altamente perecivel, com
curto prazo de validade em armazenadas em temperaturas superiores a 20 ° C (MOURA et
al., 2018). Esta fruta é considerada uma “superfruta” (CHANG; ALASALVAR; SHAHIDI,
2019) devido ao seu alto teor de compostos bioativos com atividade antioxidante, como a
vitamina C (CRUZ et al., 2019). Além disso, a vitamina C estd em maiores quantidades em
seu coproduto do que na prépria polpa (SILVA et al., 2014; STAFUSSA et al., 2018).

Os pesquisadores estdo cada vez mais explorando a utilizacdo de coprodutos,
estabelecidos como fontes de componentes nutracéuticos (SILVA et al., 2014); assim, 0s
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coprodutos da acerola podem ser considerados bons candidatos para o desenvolvimento de
novos alimentos funcionais. Além disso, os extratos naturais sdo uma oportunidade ideal para
promover a ingestdo de alimentos saudaveis contendo ingredientes funcionais, sem alterar
drasticamente os habitos dos consumidores, e apaziguar as crescentes preocupacdes com a
salde da populacdo (FERNANDES; TRINDADE; DE MELO, 2018), como Ulceras géstricas.
As Ulceras géstricas, ou Ulceras pépticas, sdo lesdes do trato gastrointestinal, geralmente
presentes no estbmago e duodeno, que afetam cerca de 10% da populacdo mundial em algum
momento de sua vida (CHEN et al., 2015; GARCIA-MARTINEZ et al ., 2016). A ulceracéo
géstrica é o resultado de um desequilibrio entre os fatores gastroprotetores e a irritacdo local
no estbmago (RIBEIRO et al., 2016).

As lesdes gastricas podem ser consideradas uma das doencas mais graves do
mundo (KLOPELL etal., 2007). VVarios medicamentos anti-ulcera sintéticos estéo disponiveis
no mercado em todo o mundo; entretanto, alguns deles provocam diversos efeitos colaterais,
como cefaleia, ndusea, erupcdo cutdnea, diarreia e dor abdominal (SHEEN;
TRIADAFILOPOULOS, 2011). Assim, os produtos de origem natural representam uma
alternativa para prevenir e tratar Glceras gastricas (SINGH et al., 2018). Nas Gltimas décadas,
diversos pesquisadores investigaram o efeito gastroprotetor de diferentes extratos de
coprodutos de frutas, como o extrato de Punicagranatum L. peel e Lanicerajaponica
(CHAUHAN; AGRAWAL,; GOEL, 2018; BANG et al., 2019).

A graviola pode possuir potencial terapéutico no tratamento de Glceras gastricas
devido aos seus compostos saudaveis; entretanto, seus efeitos terapéuticos podem ser
melhorados com a adicdo de coprodutos de acerola, que possuem grande quantidade de
compostos antioxidantes. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
antiulcera estruturados de graviola acrescidos de extrato de coproduto de acerola, em lesdes
gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos e avaliar a biodisponibilidade in

vitro de compostos bioativos pode ser associada aos resultados in vivo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Materia-prima

Amostras de coproduto de acerola (Malpighia glabra D.C)(cascas e sementes)
foramobtido a partir de material descartado (ou seja, sem uso adicional) de umplanta de
processamento de frutas no estado do Ceard, Brasil. O estruturado de fruta foi preparada a

partir da polpa de graviola (A. muricata L.), adquirida de uma inddstria de polpas de frutas
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em Fortaleza-CE (Brasil) e a goma gelana low-acyl (LA) foi fornecida por CP Kelco,
Wilmington, EUA.

2.2 Preparacdo do extrato bioativo de coproduto de acerola (EASMe)

Todas as amostras foram transportados para o Laboratério de Frutas e Hortaligas
da Universidade Federal do Ceara e inicialmente congeladas e, em seguida, liofilizadasa -50°
C sob 5 mTorr (9,67 - 10™ psi) de vacuo para48 h em um secador LabconcoFreeze Dry-5
(Labconco, KansasCity, MO, EUA) e foram armazenados em um dessecador protegidoda luz
até o processamento posterior. A elaboracdo do extrato foi realizada utilizando o método
proposto por Fonteles et al. (2016) e nas condicdes previstas do Tratamento 8 (75 W / cm?;
10 min e 1: 20 coproduto de acerola: agua) da Tabela 7, estabelecido a partir dos resultados

obtidos na etapa 1 desse trabalho.

2.3 Preparacao de estruturado de fruta de graviola

Os estruturados de graviola foram elaboradas com 1% de goma gelana LA, 95mL
da polpa de graviola, 5 g de aclcar e 40 ml de extrato bioativo de coproduto de acerola
(EAmE) (Tabela 13), estabelecido a partir dos resultados obtidos na etapa 2 desse trabalho.
Também foi elaborado sem adicdo de extrato bioativo de coproduto de acerola (EAmMC) para
avaliar o potencial antilcera de estruturados de graviola acrescidos de extrato bioativo de
coprodruto de acerola (EASMe), em lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em
camundongos e avaliar a biodisponibilidade in vitro de compostos bioativos pode ser
associada aos resultados in vivo.

O produto foi preparado conforme descrito por Costa et al. (2020b), com
modificacOes de Leal et al. (2020). A polpa de fruta, aglicar e 0 EASMe foram adicionados ao
hidrocolodide em pd. Essa mistura foi posteriormente aquecida a aproximadamente 90 +2 ° C
por 60 s em um processador de alimentos (Termomix, modelo SPM-018, marca Yammi) até
a dissolucdo completa do hidrocoldide. A mistura foi vertida em moldes retangulares de
silicone (largura x altura x comprimento = 27 x 10 x 50 mm) e permaneceu em temperatura
ambiente de aproximadamente 20 ° C por 30 min. Os moldes foram entdo colocados sob uma
temperatura de 5 ° C (em um refrigerador) por 12 h para completar a formacéao do gel. Ap6s

esse tempo, o produto foi deformado e depois congelados e liofilizados.
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2.4 Determinacéo de compostos fenolicos extraiveis totais

Os polifendis extraiveis totais foram determinados pelo método de Folin-
Ciocalteu, utilizando como referéncia uma curva padréo preparada com acido galico (Sigma
Aldrich, Saint Louis, EUA), conforme metodologia descrita por Larrauri, Rupérez e Saura-
Calixto (1997).

2.5 Determinacédo da Atividade Antioxidante total

A determinagdo da atividade antioxidante total foi realizada pelo método ABTS -
+, conforme descrito por Rufino et al., (2010). O extrato utilizado para a analise foi 0 mesmo
obtido para a determinacdo de polifendis totais, citado no item 4.3.2, através de leitura em
espectofotdmetro de marca SHIMADZU, modelo UV- 1800 a 734nm. Os resultados foram
expressos como TEAC - Atividade antioxidante Equivalente ao Trolox (acido 2- carboxilico

-6- hidroxi -2,5,7,8 -tetrametilcromano), em uM/g de amotra.

2.6 Determinacao de acido ascérbico

O nivel de &cido ascérbico foi determinado de acordo com Scherer, Rybka e
Godoy (2008). As andlises foram conduzidas em HPLC Shimadzu, controlado por Software
Solucdes LC, usando um injetor manual com um volume fixo de 20,.L, bomba modelo LC-
20DA, realizada em 25 °C ajustado pelo forno CTO-20A e detector UV-vis modelo SPD20A.
A coluna Nova Pack C18 (CLC-ODS, 3 ym, 4,6 mm 25 cm) foi usado. As injecdes foram
realizadas em triplicata. A fase movel utilizada foi uma solucdo aquosa de 0,01 M KH2PO4,
com pH ajustado para 2,6 com acido fosforico a uma taxa de fluxo de 0,5 mL min®. A curva
padrdo com sete pontos foi preparada com de acido ascérbico como referéncia (Sigma
Aldrich, Saint Louis, EUA). Todas as amostras e a fase movel foi filtrada numa membrana de
0,45 ym (Millipore). Para a determinag&o do acido ascérbico antes da digestdo gastrointestinal
simulada in vitro, as amostras foram diluidas com a fase movel (1/9, v / v, solugédo aquosa de
0,01 M KH2PO4), filtradas e injetadas no cromatografo com um tempo de execucdo de 10
min. Para a determinagéo do acido ascorbico apds digestdo gastrointestinal simulada in vitro,
o dialisato foi removido, filtrado e injetado no cromatografo com um tempo de execugéo de

10 min nas mesmas condigdes descritas acima. A identificacdo de &cido ascorbico nas
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amostras foi realizado pela comparagdo tempos de retengdo obtidos para o padréo (&cido L-
ascorbico), e co-injecdo de amostras com a solucéo padréo

2.7 Digestdo gastrintestinal simulada in vitro (Teste de Bioacessibilidade)

A simulacdo da digestdo gastrointestinal foi realizada de acordo com a
metodologia proposta por Moura e Canniatti-Brazaca (2006). A analise foi executada com
enzima pepsina solubilizada em HCI 0,1 mol L-1 durante a fase gastrica e sais de bile-
pancreatina, solubilizada com NaHCO3 0,1 mol L-1 na fase intestinal. A solucéo de pepsina
foi preparada dissolvendo 5,6 g de pepsina em 35 mL de HCI 0,1 mol L-1. A solucdo de
pancreatina e sais de bile foi preparada pela dissolucéo de 0,2 g de pancreatina e 3,13 g de
extrato de bile em 50 mL de NaHCOs3 0,1 mol L-1. Adicionou-se a 20 g de estruturado de
goiaba, acrescentaram-se 100 Ml de HCI 0,01 mol L-1 e ajustou-se o pH para 2 com solucao
de HCI2 mol L-1. Apds o ajuste do pH, adicionou-se 3,2 mL de pepsina no meio, agitou-se
em banho termostatizado a 37 °C durante 2 horas. Essa etapa simula a digestdo do alimento
que ocorre no estdmago. Ao final da primeira etapa de 2 horas de digestdo, 20g do digerido
de pepsina foi pesado em triplicata sendo uma delas utilizada para o procedimento de titulagao
e as outras para a dialise. Para o procedimento de titulacdo, 5 mL de solucéo de pancreatina e
sais de bile foram adicionados aos digeridos de pepsina de cada amostra que, em seguida,
foram tituladas com solucédo 0,5 mol L-1 de NaOH até pH 7,5 para simular o valor de pH
encontrado no meio intestinal de um individuo. A dialise foi realizada durante 2 horas em
sacos de didlise contendo NaHCO3 0,1 mol L-1 equivalente a acidez titulavel. NaHCOs 0,1
mol L-1 foi utilizado no interior da membrana de dialise, pois esta deve estar em meio
tamponado para que, durante o processo de didlise, ndo ocorra mudanca brusca de pH e
precipitacdo das proteinas. Apos o ajuste do pH, adicionou-se as membranas de dialise e
agitou-se em banho termostatizado a 37 °C durante 30 minutos. Apos isso, adicionaram-se 5,0
mL da solugdo depancreatina e sais de bile ao meio e agitou-se em banho termostatizado a 37
°C durante 2 horas. Essa etapa simula a digestdo do alimento que ocorre no intestino. Ao final
dessa etapa,de 2 horas de digestdo, o conteddo da membrana, chamado de dialisado, foi
retirado e as amostras foram armazenadas sob congelamento a 5 °C até o instante das analises.

A Dbioacessibilidade foi determinada como a relacdo entre a concentracdo de
compostos bioativos nas fragdes dialisadas e ndo dialisadas (para compostos fenolicos,

atividade antioxidante e acido ascorbico).
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A porcentagembioacessivel foi medida de acordo com a Equacéo 4, previamente

relatada por Briones-Labarcaet al. (2011):

% Bioacessivel= 100 x (D/E) (1); Equacéo (4)
Onde:

D= E a concentragdo de compostos fendlicos (mg AGE / 100 g), atividade
antioxidante (UMTrolox / g amostra) ou acido ascorbico (mg / 100g) das amostras apds a

digestéo simulada.

E= E a concentraco total de fendlicos, atividade antioxidante ou acido

ascorbico antes da digestéo.

2.8 Avaliacao dos efeitos gastroprotetores

2.8.1 Animais

O Ndcleo de Biologia Experimental (NUBEX), sediado na Universidade de
Fortaleza (UNIFOR), Fortaleza, Ceard, Brasil, forneceu camundongos machos (20-25 g) para
0 experimento. Os animais foram acondicionados em caixas plésticas e mantidos a uma
temperatura de 22 + 2°C num ciclo de 12h luz /12h escuro. Os pesos dos animais foram
verificados todos os dias. Os animais foram privados de alimento por 6 horas antes dos
experimentos, tendo acesso livre a agua. Apos 1 hora, os animais foram submetidos a
eutanasia por meio de superdosagem anestésica barbitdrica de pentobarbital sédico 150mg
/kg, por aplicagdo intravenosa. Os estdmagos foram removidos e abertos ao longo da grande
curvatura. Em seguida as amostras foram retiradas, pesadas e congeladas a -80°C, para
determinacdo das dosagens de grupos sulfidrilas (GSH) e malonaldeido (MDA). Todos 0s
tratamentos de animais e procedimentos cirargicos foram realizados de acordo com o Guia
para Cuidado e Uso de Animais de Laboratdrio do Instituto Nacional de Saude (Bethesda,
MD) e aprovado pelo Comité de Etica local (CEUA n° 9486090418).
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2.8.2 Grupos experimentais

Os grupos experimentais serdo divididos em sete, sendo cada um composto por
oito animais.

e Grupo 1: Controle (Etanol absoluto);

e Grupo 2: Extrato bioativo de coproduto de acerola (3 mg/ kg) 1 h antes da
administracdo com etanol absoluto;

e Grupo 3: Extrato de estruturado de graviola (3 mg / kg) 1 h antes da administracao
com etanol absoluto;

o Grupo 4: Extrato de estruturado de graviola (10 mg/ kg) 1 h antes da administragéo
com etanol absoluto;

e Grupo 5: Extrato de estruturado de graviola adicionado de extrato bioativo de
coproduto de acerola (3 mg/ kg), 1 h antes da administracéo de etanol;

e Grupo 6: Extrato de estruturado de graviola adicionado de extrato bioativo de
coproduto de acerola (10 mg / kg), 1 h antes da administragéo de etanol,

« Grupo 7: Veiculo controle (agua destilada).

2.8.3 Identificacdo das amostras

As amostras analisadas foram identificadas: extrato bioativo de coproduto de
(Malpighia glabra D.C)(EASMe), extrato do estruturado Annona muricata controle (EAmMC)
e extrato do estruturado Annona muricata com extrato bioativo de coproduto de acerola
(EAmE).

2. 8.4 Lesdo da mucosa géstrica induzida por etanol

As formulagbes (EAMC e EAmE) foram diluidas em solugdo salina e
administradas aos camundongos. Os animais foram preé-tratados por via oral (p.0.) com EAmC
e EAmE, doses de 3 e 10 mg / kg, e com extrato bioativo de coproduto de acerola (EASMe)
na dose de 3 mg / kg. Apds 30 minutos, as feridas gastricas foram induzidas por etanol
absoluto (0,5 mL / 25g, p.0.). Os grupos de controle receberam apenas etanol absoluto ou
veiculo (agua destilada). Uma hora depois, os animais foram sacrificados e seus estdbmagos

excisados e abertos ao longo da grande curvatura, a seguir foram lavados com agua destilada
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e estendidos sobre uma tabua de plastico. A area da lesdo da mucosa (mm?) foi mensurada por
planimetria, por meio do programa Image J (Image J®). Os fragmentos do corpo gastrico

foram entdo pesados, congelados e armazenados a -80 ° C até andlise posterior.

2.8.5 Ensaios antioxidantes in vivo

2.8.5.1 Determinacdo da concentracdo de glutationa (GSH) na mucosa géstrica de
camundongos tratados com estruturados de graviola adicionados de extrato de coproduto de

acerola no modelo de lesé@o géstrica por etanol em camundongos.

A dosagem de GSH sera realizada através determinacdo dos grupos sufidrilicos
ndo protéicos (glutationa), de acordo com a metodologia descrita por Sedlak e Lindsay (1968),
das amostras de tecidos gastricos de camundongos submetidos aos tratamentos anteriores
citado. A determinacdo do GSH baseia-se na reacdo do DTNB, com o tiol livre originando o
acido 2-nitro-5-tiobenzdico. Inicialmente, 50-100 mg da mucosa gastrica serd homogeneizado
em EDTA 0,02 M (1 ml/100 g de tecido) gelado. A uma aliquota de 400 ul do homogenato
sera adicionado 320 pl de agua destilada, e 80 pl de acido tricloroacético (TCA) a 50%. Em
seguida o material sera centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos, seguido de agitacdo e
filtracdo. Depois de centrifugado, 400 pl do sobrenadante serdo misturados a 800 pl de tampéo
Tris 0,4 M (pH 8.9) e, por fim, serd adicionado 20 pl de DTNB (5,5 -dithio-bis -2- acido
nitrobenzdico) a 0,01M. O material sera entdo agitado durante 3 minutos e a absorbancia sera
determinada a 412 nm, em espectrofotdbmetro. A concentracdo de GSH /g de tecido sera
determinada a partir de uma curva padrdo de glutationa reduzida, processada de maneira

semelhante. Os resultados serdo expressos em pg de GSH/g de tecido.

2.8.5.2 Determinacdo da concentracdo de malondialdeido (MDA) na mucosa gastrica de
camundongos tratados com estruturados de graviola adicionados de extrato de coproduto de

acerola no modelo de lesé@o géastrica por etanol em camundongos.

O método mais empregado é baseado na sua reacdo com o acido tiobarbitdrico
(TBA). Nesta reagdo, duas moléculas de TBA reagem estequiometricamente com uma
molécula de MDA para formar uma solucéo de cor rosa, que tem absorbancia maxima em pH
acido em 532 a 535 nm. Os niveis de malondialdeido na mucosa gastrica serdo determinados

pelo método de Mihara e Uchiyama (1978). Fragmentos da mucosa géastrica de camundongos
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submetidos aos tratamentos citados anteriormente serdo homogeneizados com KCI gelado
1.15% para obtencdo de um homogenato a 10%. Meio mililitro (0,5ml) do homogenatosera
pipetado dentro de um tubo de centrifuga de 10 ml, contendo 3 ml de H3sPO4 (1%) e 1 ml de
uma solucéo aquosa de acido tiobarbitdrico aquoso (0,6%). Posteriormente, os tubos seréo
aquecidos, por um periodo de 45 minutos, em um banho de 4gua fervendo e a mistura reacional
serd, entdo, resfriada em um banho de &gua gelada, seguida da adi¢do de 4 ml de n-butanol.
Apbs a adicdo de n-butanol, as amostras serdo agitadas por 40 segundos em um misturador
"vortex", e depois centrifugados a 1200 xg, por um periodo de 10 minutos. O sobrenadante
sera mensurado a uma absorbancia de 520 e 535 nm, em espectrofotdmetro. Os resultados
serdo expressos em nmol/g de tecido géastrico.

2.8.6 Avaliacdo histologica

2.8.6.1 Avaliagdo histologica na mucosa gastrica de camundongos tratados com estruturados
de graviola adicionados de extrato de coproduto de acerola no modelo de les@o gastrica por

etanol em camundongos.

A avaliagdo histologica foi realizada de acordo com Gomes et al. (2010); as
amostras de estbmago foram avaliadas de acordo com Laine e Weinstein (1988). Um
comprimento de 1 cm de cada secédo histoldgica foi avaliado para perda de células epiteliais
(pontuacdo de 0 a 3), edema na mucosa superior (pontuacdo de 0 a 4), dano hemorragico
(pontuacdo de 0 a 4) e presenca de células inflamatérias (pontuacdo de 0 a 3). Posteriormente,

as secOes foram avaliadas as cegas por um patologista experiente.

2.8.7 Avaliacao Estatistica

Para o estudo in vivo, a analise estatistica foi realizada empregando o teste de
anélise de variancia (ANOVA). Quando houver diferenga significativa entre os grupos, foi
realizado o teste de comparagdes multiplas de Newman-Keuls. Os resultados foram expressos
como média + E.P.M (variaveis com distribuicdo normal) ou pela mediana + desvio padréo
(variaveis sem distribuicdo normal), sendo as diferencas consideradas estatisticamente
significativas quando p<0,05.

Todas as analises estatisticas foram realizadas por o XLSTAT software para
Windows versdo 2012.5 (Adinsoft, Paris, Franca).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Compostos bioativos e digestdo gastrointestinal in vitro

Na Tabela 20, podem ser observados os valores médios encontrados para 0s teores
de polifendis extraiveis totais, atividade antioxidante total e teor de acido ascorbico dos
estruturados EAmC e EAmE antes e apés a digestdo gastrointestinal simulada in vitro.

Antes da digestdo gastrointestinal simulada, os compostos fenolicos totais
quantificados no EAmCe EAmE foram 121,43e 1160,25 mg GAE / 100 g-1, respectivamente
(Tabela 20). Em relagdo a atividade antioxidante, o valor observado para 0 EAME foi 83%
superior ao apresentado pelo EAMC, o que era esperado, considerando a correlagdo positiva
entre o conteldo de compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante das frutas tropicais
(STAFUSSAet al., 2018). Sabe-se que a constituicdo da graviola apresenta diversas
substancias com propriedades bioativas, porém alguns compostos, como a vitamina C, nao
sdo encontrados em grandes quantidades. Conforme mostrado na Tabela 20, o &cido ascorbico
ndo foi quantificado no EAmMC, enquanto uma alta concentracdo deste composto foi
encontrada no EAmE (1199,4 mg / 100g). De maneira geral, observou-se que a inclusdo do
extrato do coproduto de acerola na formulagao de estruturado de graviola aumentou os teores
dos compostos bioativos, principalmente a vitamina C, resultando em um produto cuja
ingestdo estara relacionada a beneficios a saude.

Uma reducdo massiva do contetdo fendlico e da atividade antioxidante foi
verificada para EAmC eEAmME ap0s a digestdo gastrointestinal simulada (Tabela 20). Porém,
esses resultados podem ser explicados pela degradacdo ou modificacdo estrutural dos
compostos fendlicos, ocasionada pelas condi¢cbes de pH dos meios simulados,
comprometendo sua quantificacdo e, conseqientemente, reduzindo sua acdo antioxidante.
Para 0 EAmE, o percentual de bioacessibilidade de polifentis (16,8%) e a atividade
antioxidante (11,7%) foram inferiores aos apontados para 0 EAmC. Essas baixas porcentagens
de bioacessibilidade mostradas pelo EAmME podem ser o resultado de mudangas na
microestrutura da matriz alimentar durante o processamento do estruturado de fruta, ou podem
derivar da interacdo entre os fendlicos presentes no extrato bioativo de coproduto de acerola
e algumas macromoléculas, como fibra dietética hidrocoloides, que podem afetar sua
liberagcdo no meio digestivo (MOSELE et al., 2016).
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De acordo com Mosele et al. (2016), além dos fatores enddgenos, como
microbiota, enzimas digestivas, pH baixo, a matriz alimentar também pode afetar
consideravelmente a bioacessibilidade, a absorcéo e 0 metabolismo dos compostos fenélicos
(MOSELE et al., 2016; TOMAS et al., 2017). Além disso, a quantidade de compostos
fendlicos ou compostos antioxidantes em um produto pode depender de fatores exdgenos, tais
como: a temperatura, o calor, 0os pardmetros de processamento, o0 tamanho de particula, 0s
solventes de polaridade etc(WIJEKOON; BHAT; KARIM, 2011).

Pereira (2014) observou a reducdo de compostos fendlicos e atividade
antioxidante total ap6s a digestdo in vitro de magas e concluiu que de uma forma geral os
resultados parecem indicar que durante a digestdo ndo se consegue obter uma liberagéo
completa dos compostos bioativos presentes nos frutos ou uma parte destes compostos, talvez,
seja degradada durante condicdes digestivas.

De acordo com Schulz et al. (2017), a capacidade antioxidante é bastante afetada
pelo processo de digestdo, devido principalmente & diminuicdo da quantidade de compostos
fenolicos e/ou a transformacdo destes em diferentes formas estruturais com outras
propriedades quimicas. Conforme, Attriet al. (2017), é bastante frequente que a atividade
antioxidante dos frutos ricos em polifenois tenha sido possivelmente subestimada por causa
dos solventes de extracdo e da matriz alimentar, que geralmente ndo permitem uma liberacao
completa de compostos fenolicos. Além disso, as diferentes condigBes de processamento
também podem afetar a atividade antioxidante das frutas.

Finalmente, é importante considerar alguns efeitos benéficos dos compostos
bioativos ndo digeridos. Esta fracdo ndo digerida pode atingir o célon, onde pode ser
fermentada pela microbiota e exercer diferentes efeitos saudaveis como imunomoduladores,
ativadores de genes e servir como moléculas sinalizadoras entre outras ac6es bioldgicas
(MERCADO-MERCADO et al., 2015).

A graviola apresenta em sua constituicdo diversas substancias com propriedades
bioativas. No entanto, alguns compostos, como a vitamina C, ndo séo encontrados em grandes
guantidades nesta fruta. Dessa forma, um dos objetivos desta pesquisa foi agregar o
estruturado de graviola com adic¢do de extrato bioativo de coproduto de acerola e estudar 0s
efeitos in vitro e in vivo da adigdo desse extrato e possivel sinergismo entre 0S cCompostos.

Em relagéo ao acido ascorbico, observou-se um aumento de aproximadamente 2%
em sua concentracao apos a digestio simulada pelo EAME (Tabela 20). E possivel que a goma
gelana LA utilizada no EAmE tenha influenciado na maior retencdo de acido ascorbico e

formado um tipo de complexo durante a formulagdo do estruturado de fruta, visto que o
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referido hidrocoldide foi previamente aplicado como material de parede para encapsulamento
de biomoléculas (HSU et al., 2018). Ao final da digestdo simulada, mais de 100% do &acido
ascorbico estava disponivel para absorcdo, correspondendo a uma concentracao de 1.313,62
mg / 100g, que é superior a ingestdo diaria recomendada pelo Brasil (60 mg / dia) (BRASIL,
2005b).

A vitamina C é considerada um nutriente essencial necessario para vérias reacdes
metabolicas. Apresenta atividade antioxidante, protegendo o organismo dos danos causados
pelos radicais livres (MANELA-AZULAY et al., 2003). Como o corpo humano néo é capaz
de sintetizar esse nutriente, é aconselhavel adicionar alimentos dietéticos ricos em vitamina
C. TURECK et al., (2017) investigaram a ingestdo de vitamina C pela populagéo brasileira e
concluiram que foi observada ingestdo insuficiente de vitamina C em aproximadamente
72,0% dos individuos avaliados. Assim, o0 extrato bioativo de coproduto de acerola adicionado
ao estruturado de graviola aparece como uma nova opgao alimentar rica em vitamina C e pode
influenciar positivamente o consumo dessa vitamina e com possibilidade de protecao

gastrointestinal.

Tabela 20- Compostos bioativos, antes da digestdo e apds digestdo gastrintestinal in vitro.

Polifendis extraiveis totais
Bioacessibilidade

ESTRUTURADOS Antes da digestao Apos a digestao (%)
(mg GAE/100 g ) (mg GAE/100 g )
EAMC” 121,43+4,82 50,30+ 10,22 41,64 £ 1,50
EAME™ 1160,25 +43,05 199,367+ 8,59 16,85+ 0,70
Atividade antioxidante total
ESTRUTURADOS Antes da digestéo Apos a digestao Bioacessibilidade
(mMTrolox gb) (mMTrolox g1) (%)
EAMC” 10,83+ 0,75 3,17+0,05 29,33+2,42
EAME™ 63,82 £ 5,23 7,17+0,16 11,65+1,00
Acido Ascorbico
ESTRUTURADOS Antes da digestéo Apos a digestao Bioacessibilidade
(mg ac. (mg &c. (%)
ascorbico/100gq) ascorbico/100g)
EAmMC” - - -
EAME™ 1199,33+4,50 1221,00+7,21 101,08+1,06

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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“*EAmMC- Estruturado de graviola (AnnonamuricataL.) controle sem adicdo de extrato bioativo de coproduto
de acerola.”"EAmE-Estruturado de graviola (Annonamuricata L). adicionado de extrato bioativo de coproduto
de acerola.

3.2 Efeitos gastroprotetores

Os efeitos gastroprotetores doEAMC e do EAmE foram avaliados em lesdes
géastricas absolutas induzidas por etanol em camundongos. Como comparacao, o efeito do
extrato bioativo de coproduto de acerola (EASMe) que também foi avaliado.

A Figura 32 mostra os efeitos macroscopicos da administracdo de etanol e dos
estruturados de graviola nos estbmagos dos camundongos. A administracdo de etanol resultou
em uma grande area de tecido gastrico danificado (mm?) e foi estatisticamente diferente dos
demais grupos experimentais (p <0,05). Por outro lado, o pré-tratamento das amostras reduziu
os danos induzidos pelo etanol, sendo os resultados mais satisfatorios entre os apresentados
pelo EAmE nas duas concentracdes avaliadas e pelo EAmC nas doses de 10 mg / kg, que
foram estatisticamente equivalentes a solugédo salina (p <0,05), demonstrando seu potencial

efeito protetor.

Figura 32. Efeito do EASMe, EAMC e EAME em lesdes gastricas induzidas por etanol em
camundongos.

0.50- X
0.45-

0.40-+
0.201

0.15-

0.104

Lesao gastrica (mm 2)

0.05-

S A ea

Salina - EASMe3 EAmC3 EAmC10 EAmE3 EAmE10

mg/kg

Etanol 95%

Fonte: Elaborado pela autora (2021). Extrato de acerola (EASMe 3 mg / kg); Extrato de estruturado de graviola
controle (EAMC 3 mg / kg e 10 mg / kg ) e Extrato de estruturado de graviola adicionado de extrato de acerola
(EAmME 3 mg / kg e 10 mg / kg). O grupo controle (solucéo salina) foi tratado apenas com solucdo salina. Os
resultados sdo expressos como as médias + S.E.M. para oito animais por grupo. Os dados séo expressos como
média + SEM (6 animais por grupo) e analisados por ANOVA de uma via e teste de Newman-Keuls. P <0,05
todos 0s outros grupos.
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O modelo de lesdo géstrica induzida pelo etanol tem sido utilizado como
ferramenta para estudar efeitos gastroprotetores de diferentes compostos, bem como dos
mecanismos envolvidos na patologia da ulcera gastrica aguda.O alcool, utilizado como
indutor de lesdes gastricas no presente trabalho, atua destruindo diretamente a camada
protetora da mucosa pelo rompimento da barreira protetora de muco e bicarbonato e do dano
ao endoteélio vascular, com subsequentes distdrbios da microcirculagdo, isquemia e producdo
de radicais livres (PACHECO et al., 2006). Danos irreversiveis podem ocorrer ao tecido
estomacal, favorecendo um maior risco de Ulcera ou até cancer gastrico. Assim , é necessario
a protecédo do tecido gastrico contra lesdes, a fim de prevenir potenciais doencas relacionadas
(ZHANG et al., 2019).

Avaliacéo histolégica do dano gastrico induzido por etanol em camundongosnos
estruturados de graviola sdo mostrados na Figura 33. A Figura 33A apresenta uma
microfotografia do tecido géstrico em condi¢Ges normais. Como resultado da administragdo
de etanol absoluto, foram observadas lesdes microscopicas graves, como desarranjo das
glandulas gastricas com perda de células epiteliais, edema, hemorragia e intensa infiltracdo de
células inflamatérias (Figura 33B). O etanol é considerado um agente irritante da mucosa
agastrica que destroi a barreira protetora de bicarbonato de mucosa, que atua protegendo a
mucosa gastrica contra o &cido cloridrico e outros agentes agressivos (PACHECO et al.,
2006). Além disso, os escores de cada parametro avaliado na analise microscépica sdo
apresentados na Tabela 21. Em relacdo aos parametros de dano gastrico, foram obtidos escores
mais elevados para o grupo etanol para todos os pardmetros, estando de acordo com analises
macroscopicas prévias. Por outro lado, o pré-tratamento com EASMe, EAmMC e
EAmEreduziu, significativamente, as lesbes gastricas causadas pelo etanol (Figura 34).
Semelhante ao observado na analise microscépica do estbmago de camundongos, 0 EASMe
(3 mg/kg), EAmME (3 e 10 mg / kg) eEAMC(10 mg / kg) reduziram os escores dos parametros
de dano (Tabela 21), atestando aos seus efeitos protetores significativos.
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Figura 33- Avaliacdo histologica do dano gastrico induzido por etanol em camundongos.

Fonte: Elaborada pela autora (2021). (A) Controle do estdmago: epitélio gastrico intacto, com estrutura glandular
organizada e submucosa normal; (B — E) dano induzido pelo etanol; (B) camundongos pré-tratados com veiculo:
* indica epitélio da mucosa danificado; (C) EASMe 3 mg / kg; (D) EAmC 3 mg/ kg; (E) EAmC 10 mg / kg; (F)
EAmME 3 mg/ kg e (G) EAmE 10 mg / kg. (Coloragdo H&E; amplia¢do 100 x).

Figura 34- Avaliacdo macroscopica do dano gastrico induzido por etanol em camundongos.

Fonte: Elaborada pela autora (2021). Fotografias dos estdmagos abertos ao longo da grande curvatura. (A)

Controle do estbmago: epitélio gastrico intacto, com estrutura glandular organizada e submucosa normal; (B)
camundongos pré-tratados com veiculo: * indica epitélio da mucosa danificado; (C) EASMe 3 mg / kg; (D)

EAmMC 3 mg/ kg; (E) EAmC 10 mg / kg; (F) EAmE 3 mg / kg e (G) EAmE 10 mg / kg.
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Tabela 21- Avaliacdo microscopica do estbmago de camundongos pré-tratados com extrato
de coproduto de acerola (EASMe),estruturado de graviola com (EAmE) e sem (EAmC)
extrato de coproduto de acerola nas concentracdes de 1, 3 e 10 mg/ kg no modelo de lesao

gastrica induzida por Etanolaps.

Grupo Células Hemorrag Edema Perda de Total
experimental inflamatéri  ia (score 0-4) células (score 17)
(N=8) as (score 0-4) epiteliais

(score 0-3) (score 0-3)
Etanolaps 20(1-3)? 30(1-3) 40(1-4* 30(1-3° 12.0 (3-13) @
EASMe + 15(0-3)° 15(0-2)° 20(1-2)° 20(1-2)° 7.0 (2-9)°
Etanolans
EAMC 2.0 (1-3) 1.5 (1-3) 3.0 (1-3) 3.0(1-3) 9.5 (4-12)
(3mg/kg) +
Etanolans
EAMC 15(0-2)° 20(1-2> 20(0-2"° 20(1-3)°" 75(2-9)°"
(10mg/kg) +
Etanolans
EAmME 20(1-3)° 15(1-3)® 20(1-3)® 15(1-3)° 7.0 (4-12)
(3mg/kg) + P
Etanolaps
EAmME 1.0 (1-2) ¢4 1.0 (0-1) 1.0 (0-1) 1.5(0-3) >4 4,5(1-7)
(10mg/kg) + bed be.d bed
Etanolaps
Naive 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0.5 (0-1) 0.5 (0-1)

a — p<0.05 quando comparado ao grupo naive

b — p<0.05 quando comparado ao grupo etandélico

¢ — p<0.05 quando comparado ao grupo do extrato do coproduto de acerola (EASMe)

d — p<0.05 quando comparado ao grupo de estruturado de graviola adicionado de coproduto de acerola
(EAmME) (10mg/kg), extrato de coproduto de acerola (EAME-3 mg/Kg), extrato de estruturado de graviola
controle (EAmMC-3 or 10 mg/Kg) e extrato de estruturado de graviola adicionado de extrato de coproduto de
acerola (EAmME-3 or 10 mg/KQg).

Os efeitos gastroprotetores exibidos pelos estruturados de graviola enriquecidas
com extrato bioativo de coproduto de acerola podem ser atribuidos ao alto teor de &cido
ascorbico e compostos fenolicos. Hamauzu, Kishida e Yamazaki (2018) avaliaram o efeito
gastroprotetor da gelatina preparada com um extrato aquoso de PseudocydoniaSinensis e
verificaram uma forte atividade gastroprotetora que foi correlacionada com os compostos
fenolicos presentes no extrato. O acido ascérbico é considerado um antioxidante circulante
chave com efeitos anti-inflamatodrios e de suporte imunoldgico. A vitamina C administrada
em doses farmacoldgicas atenua o estresse oxidativo (SPOELSTRA-DE MAN et al., 2018).
Assim, é possivel que os elevados teores de vitamina C e compostos fendlicos, alcangados
pela adicdo do extrato bioativo na producdo do estruturado de graviola, tenham agido

sinergicamente para evitar os danos causados pelo etanol.
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O aumento da formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) em células
cancerigenas e/ou disturbios metabdlicos leva a regulacdo positiva da capacidade antioxidante
celular de manter os niveis de ERO abaixo de um limite toxico. Os efeitos nocivos da ERO
podem ser neutralizados por antioxidantes (POPRAC et al., 2017). Existem varios tipos de
mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo, um dos principais sendo a glutationa
(GSH).

A GSH é um antioxidante celular mais importante na defesa intracelular contra os
danos oxidativos induzidos por ERO, desempenhando um papel muito importante na
preservacdo da integridade da mucosa. E um potente eliminador de perdxido de hidrogénio e
hidroperdxidos no citosol e mitocéndrias, e sua reducdo tornam as células mais susceptiveis a
danos (AMIRSHAHROKHI; KHALILI, 2017). Essa molécula é reconhecida como
importante componente enddgeno entre os grupos sulfidrila ndo protéicos do organismo
humano (PARK et al., 2000).Corroborando com esta informacdo, o estudo realizado por
Baggio et al(2005) demonstraram que o0 extrato bruto aquoso das folhas da
Achilleamillefoliumreduziu as les6es gastricas promovidas pelo etanol, atribuindo o referido
efeito gastroprotetor ao aumento da quantidade de GSH na mucosa gastrica, impedindo a acao
lesiva dos radicais livres sobre as células do estdmago.

Foi observado na Figura 35 que os animais tratados apenas com etanol absoluto
(grupo controle) apresentaram niveis diminuidos de GSH quando comparados ao grupo
solucdo salina (p <0,05). Porém, observou-se que o tratamento com EASMe, EAmMC e
EAmEnas maiores doses resultou na estabilizacdo da concentracdo de GSH, quando
comparado ao grupo tratado apenas com etanol absoluto (p <0,05). Os grupos tratados com
EASMe (3 mg / kg), EAmC e EAmME(3 e 10 mg / kg), ndo apresentaram diferengas
significativas entre eles (Figura 34). Esse resultado demonstra que, apesar de suas acGes, 0S
fenois e a vitamina C devem estar em quantidades suficientes para um efeito terapéutico. Por
outro lado, as doses de 3 mg / kg de EAmC e EAmEficaram préximas da concentracdo obtida
para o grupo etanol. Ja a administracdo oral desses compostos em doses de 10 mg / kg, bem

como da EASMe na dose de 3 mg / kg, apresentou resultados promissores nessa analise.
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Figura 35- Efeito do EASMe, EAMC e EAmME na determinacgéo da concentracdo de GSH
em lesBes gastricas induzidas por etanol em camundongos.
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Fonte: Elaborado ela autora (2021). Extrato de acerola (EASMe 3 mg / kg); Extrato de estruturado de graviola
controle (EAMC 3 mg / kg e 10 mg / kg ) e Extrato de estruturado de graviola adicionado de extrato de acerola
(EAmME 3 mg / kg e 10 mg / kg). O grupo controle (solucdo salina) foi tratado apenas com solucéo salina. Os
resultados sdo expressos como as médias + S.E.M. para oito animais por grupo. GC: grupo controle; GE: grupo
etanol. Os grupos foram comparados usando analise de variancia unilateral seguida pelo Teste de Comparacéo
Multipla de Newman-Keuls. * P <0,05 vs GC e #P <0,05 vs GE.

O malondialdeido (MDA) é um aldeido citotoxico reativo. A presenca de radicais
livres em sistemas bioldgicos leva a formacao de malonaldeido (MDA) (BONNES; GUERIN
1992). Essa molécula pode ser absorvida no sistema sanguineo, resultando em produtos finais
avancados de peroxidagdo lipidica, com resultados em inflamacéo e risco aumentado para
muitas doencas crénicas (KANNER et al., 2017).

Em relacdo a concentracdo de MDA, foi observado efeito semelhante (Fig. 36)
qguando comparado a relacdo entre sua presenca e os niveis de GSH na mucosa gastrica. Como
esperado, 0 grupo tratado com etanol absoluto apresentou maior concentracdo de MDA
quando comparado ao grupo com solucdo salina (p <0,05). Todas as amostras experimentais
testadas preveniram significativamente (p <0,05) o aumento dos niveis de MDA causado pelo
etanol absoluto na mucosa gastrica. O pré-tratamento com EAmC (10 mg / kg) e EAmME (3 e
10 mg / kg) reduziu a concentragdo de MDA na mucosa lesada para valores proximos aos
estabelecidos para o tecido normal. N&o houve diferenca significativa entre os grupos tratados
com EAMC (10 mg / kg) e com EAmE (3 e 10 mg / kg) e o grupo solucéo salina. Embora ndo
haja diferenca estatistica, verificou-se que os grupos tratados com EAmMC e EAmE,

principalmente na dose de 10 mg / kg, apresentaram resultados melhores que o tratado com
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EAmME, que apresentou diferenga significativa (p <0,05) em relagdo ao o grupo salino. Esse
fato pode estar relacionado ao sinergismo entre compostos presentes na graviola e no extrato
bioativo de coproduto de acerola, que podem ter potencializado o efeito gastroprotetor. Entre
as amostras, 0 EAmC nas doses de 3 mg / kg apresentou niveis significativamente maiores de

MDA (p <0,05) do que o grupo tratado com EAmME nas doses de 10 mg / kg.

Figura 36. Efeito do EASMe, EAMC e EAME na determinacdo da concentracdo de MDA em

lesGes gastricas induzidas por etanol em camundongos.
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Fonte: Elaborado ela autora (2021). Extrato de acerola (EASMe 3 mg / kg); Extrato de estruturado de graviola
controle (EAMC 3 mg / kg e 10 mg / kg ) e Extrato de estruturado de graviola adicionado de extrato de acerola
(EAmME 3 mg/ kg e 10 mg / kg). O grupo controle (solucdo salina) foi tratado apenas com solugdo salina. Os
resultados sdo expressos como as médias + S.E.M. para oito animais por grupo. GC: grupo controle; GE: grupo
etanol. Os grupos foram comparados usando andlise de variancia unilateral seguida pelo Teste de Comparagdo
Multipla de Newman-Keuls. * P <0,05 vs GC e #P <0,05 vs GE.

O extrato bioativo de coproduto de acerola e o estruturado de graviola podem
exercer acao antioxidante, reduzindo a possibilidade de peroxidacdo lipidica dos tecidos, que
é sinalizada pela presenca de MDA nos tecidos lesados. A Ulcera géstrica induzida por etanol
é um modelo multifatorial, entretanto, o principal fator causal € um aumento na concentragdo
de ERO na mucosa e uma inflamag&o associada a superproducdo de ERO. Assim, o sistema
de defesa antioxidante fica prejudicado nessas condi¢cfes e incapaz de prevenir os efeitos
nocivos das ERO, levando a peroxidacédo de lipidios na membrana celular (LIU et al., 2012,
PAN et al. , 2008).
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Neste estudo, verificou-se que o sinergismo entre o alto teor de fendis e &cido
ascorbico presente no EAmE tem efeito positivo na protecdo contra lesdes gastricas, devido
as suas propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes. Acerola é uma fonte bem conhecida
de acido ascorbico, que possui uma forte atividade sequestrante e poder redutor de DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil(BREWER, 2011). Compostos bioativos, como alcaldides,
flavondides e fendis, também sdo encontrados em concentragdes elevadas na polpa da graviola
(AGU; OKOLIE, 2017; PINEDA-RAMIREZ et al., 2020). Entre os compostos fendlicos, o
acido galico, por exemplo, € um fenol bem documentado encontrado nos extratos de graviola
(NAWWAR et al.,, 2012; YAMTHE et al., 2015) com diversos estudos mostrando as
propriedades anti-inflamatérias desse composto para muitas doencas.

Vaérios produtos de origem natural possuem atividade anti-inflamatoria, pelo
menos em parte, devido a presenca de fendis como o acido galico (BENSAADet al., 2017;
JIANGet al., 2011). Embora o mecanismo de acdo nao esteja completamente elucidado, ha
relatos na literatura sobre a inibicdo da atividade da mieloperoxidase e a regulagdo negativa
da via do NF-xB (BADHANI et al., 2015; HSIANGet al., 2013). Além disso, 0s compostos
fenolicos possuem atividade antioxidante por conta propria e alguns fendis podem ter que se
ligar e inibir a H +, K + -ATPase, reduzindo a secre¢do de &cido gastrico no estdbmago
(KHENNOUF et al., 2003; NANJUNDAIAH; ANNAIAH; DHARMESH, 2011).

O estruturado de graviola enriquecida com extrato bioativo de coproduto de
acerola foi capaz de prevenir a mucosa gastrica de lesdes induzidas pelo etanol devido as suas
propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes. Os altos niveis de GSH e a baixa concentracédo
de MDA indicam que a peroxidacdo lipidica na mucosa gastrica foi interrompida sem
deplecdo de GSH, o que foi alcancado devido a acdo direta do &cido ascorbico como agente
antioxidante por acdo direta, eliminando os radicais livres, inibindo a formacdo de ERO, e

possivel inibicdo de H +, K + -ATPase apresentada pelos compostos fendlicos.
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4 CONCLUSAO

Todas as amostras testadas neste estudo tiveram um efeito protetor nas lesdes
gastricas causadas pelo etanol absoluto. A adicao do extrato bioativo do coproduto da acerola
no estruturado de graviola resultou em um produto final com alto teor de compostos bioativos,
principalmente o &cido ascorbico, que ndo esta presente na graviola. O comportamento dos
antioxidantes em condigdes in vivo € uma questdo muito complexa, sendo afetado por muitos
fatores, incluindo a presenca de outros antioxidantes. Neste estudo, observou-se efeito
sinérgico entre o conteudo fendlico e a vitamina C, visto que o melhor efeito protetor nas
lesBes gastricas induzidas pelo etanol em camundongos foi encontrado na amostra EAME, que
demonstrou reducdo dos niveis de MDA e das lesGes gastricas. Assim, o consumo de
estruturados de graviola enriquecidas com extrato bioativo de coproduto de acerola pode ser

correlacionado a beneficios a saude
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6 CONCLUSOES GERAIS

As ideias que fundamentaram a execucdo desta pesquisa foram avaliar os efeitos
da proporcéo de solvente, tempo e intensidade de energia do processamento de ultrassom na
extracdo, bioacessibilidade, atividade antioxidante e antimicrobiana de compostos fenolicos
do extrato de coproduto de acerola (Malpighia glabra D.C.) e a aplicacdo desse extrato em
estruturados de graviola (Annona muricata, L.), avaliando a biodisponibilidade in vitro de
compostos bioativos pode ser associada aos resultados in vivo.

Os efeitos do tratamento de ultrassom com agua como solvente na atividade
antimicrobiana do extrato de coproduto de acerola foram investigados pela primeira vez, tendo
um efeito satisfatorio contra bactérias gram-positivas e gram-negativas. Portanto, o ultrassom
pode ser usado como uma técnica verde para o gerenciamento de coprodutos de acerola para
melhorar a atividade antimicrobiana.

Foi possivel desenvolver estruturados a partir de polpa de graviola (Annona
muricata, L.) com o hidrocoloide goma gelana LA adicionados de extrato bioativo de
coproduto de acerola e que através da andlise sensorial e dos resultados obtidos através do
perfil de textura. Assim, a formulacdo LAL,0 foi escolhida para avaliar as caracteristicas
fisico-quimicas dos estruturados de graviola.

As formulacdes de estruturado de graviola com adicdo de extrato bioativo de
coproduto de acerola (EamE) e o estruturado de graviola sem a adi¢do de extrato bioativo de
coproduto de acerola (EamC) apresentaram caracteristicasfisico-quimicasmuito-semelhantes.
No entanto, a adi¢do do extrato bioativo do coproduto de acerola resultou em aumento do teor
de acido ascorbico. Assim, o extrato bioativo do coproduto de acerola adicionado
aaoestruturado de graviola como uma nova opcao alimentar rica em vitamina C.

O extrato bioativo de coproduto de acerola (EASMe), extrato de estruturado de
graviola controle (EAMC) e o extrato de estruturado de graviola com extrato de coproduto de
acerola (EAmME) sdo considerados seguros, pois ndo alteraram sistema locomotor e nem foram
toxicos frente a zebrafish (Danio rerio) adulto até 96 h de analise.

EASMe e EAmE apresentaram efeito farmacoldgico como inibidor da nocicepcéo
em zebrafish (Danio rerio) adulto. Os resultado obtidos sugerem que o efeito antinociceptivo
na dor aguda das duas amostras parece ser modulado pelos sistemas opidides, nitrérgico, via
de sinalizagdo cGMPereceptores NMDA, TRPAL e ASICs. Somente 0 EASMe apresentou

efeito antinociceptivocorneal em zebrafish (Danio rerio) adulto. Ambas as-amostras também
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apresentaram efeito anti-inflamatorio em zebrafish adulto, sendo, mais significativo, o efeito
do EAmE.

EASMe, EAME e EAMC apresentaram-feito protetor contra as lesGes gastricas
causadas pelo etanol absoluto em camundongos. A adicdo do extrato bioativo do coproduto
da acerola no estruturado de graviola resultou em um produto final com alto teor de compostos
bioativos, principalmente o acido ascdrbico. Neste estudo, observou-se efeito sinérgico entre
o conteddo fendlico e a vitamina C, visto que o melhor efeito protetor nas lesées gastricas
induzidas pelo etanol em camundongos foi encontrado na amostra EAME, que demonstrou
reducdo dos niveis de MDA e das lesbes gastricas. Assim, o consumo de estruturados de
graviola enriquecidas com extrato bioativo de coproduto de acerola pode ser correlacionado

a beneficios a saude.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO E
FICHA PARA RECRUTAMENTO DE PROVADORES

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
PROJETO DE DOUTORADO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estamos desenvolvendo a pesquisa intitulada “FRUTA ESTRUTURA DE GRAVIOLA (Annonamuricata,
L.) ADICIONADO DE EXTRATO BIOATIVO DE ACEROLA, a qual tem por objetivo elaborar fruta
estruturada a partir da utilizacdo de hidrocoléide goma gelana e fruta tropical de graviola. Logo, gostariamos de
solicitar o seu consentimento de forma livre para participar desta pesquisa na qualidade de provador. O (a) Sr.
() nao tera nenhum tipo de despesa para participar da mesma e tera sua identidade preservada mesmo em
publicagdes de documentos divulgados em qualquer meio. Informamos ainda, que a pesquisa néo traz prejuizo
algum a sua vida e que o (a) Sr. (a) pode desistir de participar da mesma no momento que achar cabivel, sem que
isso lhe acarrete qualquer custo.

Pesquisadores responsaveis para informar maiores esclarecimentos: Prof. Dr. Paulo Henrique Machado de Sousa
(Orientador) e Profa. Dra. Larissa Morais Ribeiro da Silva (Co-orientadora) e Jorgiane da Silva Severino Lima
(Doutoranda em Ciéncia e tecnologia de Alimentos), os quais poderdo ser contatados pelos telefones
(85)988249052/(85)998102236

Tendo sido informado sobre a pesquisa “Fruta estruturada de graviola (Annonamuricata, L.)adicionado de
extrato bioativo de acerola”, concordo em participar da mesma.

Fortaleza, / /

NOME

ASSINATURA

Sexo: () Feminino () Masculino
Idade: ( ) Menorde18 ( )18-25 ( )26-35 ( )36-45 ( ) Maiorde 45
Escolaridade: ( ) Fundamental ( ) Médio incompleto ( ) Médio completo

() Superior incompleto () Superior completo () P6s - graduacdo
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APENDICE B - LISTA DE AVALIACAO SENSORIAL DAS AMOSTRAS DE
ESTRUTURADO DE GRAVIOLA ADICIONADO DE EXTRATO BIOATIVO DE
ACEROLA

AMOSTRA:

1. Voce recebeu uma amostra de barra de fruta estruturada de graviola. Por favor, PROVE a amostra e indique o quanto gostou o
desgostou da TEXTURA, SABOR e IMPRESSAO GLOBAL, utilizando a escala abaixo:

IMPRESSAO GLOBAL TEXTURA SABOR

() Gostei extremamente () Gostei extremamente () Gostei extremamente

() Gostei muito () Gostei muito () Gostei muito

() Gostei moderadamente () Gostei moderadamente () Gostei moderadamente

() Gostei ligeiramente () Gostei ligeiramente () Gostei ligeiramente

(' ) Ndo gostei nem desgostei (' ) Néo gostei nem desgostei () Né&o Gostei nem desgostei
() Desgostei ligeiramente () Desgostei ligeiramente () Desgostei ligeiramente
() Desgostei moderadamente () Desgostei moderadamente () Desgostei moderadamente
() Desgostei muito () Desgostei muito () Desgostei muito

() Desgostei extremamente (' ) Desgostei extremamente () Desgostei extremamente

[=]

2. Marque na escala de INTENCAO DE CONSUMO o grau de certeza com que comeria ou no esta amostra.

) Comeria sempre

) Comeria frequentemente
) Comeria ocasionalmente
) Comeria raramente

) Nunca comeria

AN AN AN AT




3. Ab
que f
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APENDICE C - LISTA DE AVALIACAO SENSORIAL DAS AMOSTRAS DE

AMOSTRA:

3. Abaixo estdo listados varios termos. Marque TODOS os termos que CARACTERIZAM a amostra. Somente nos termos

que foram marcados, insira o grau de intensidade, variando de POUCO (1) a MUITO (5).

Pouco

( ) Homogénea (1) (2) (3) (4)
() Brilhante (1) (2) (3) (4)
() Presenca de liquido (Exudado) (1) (2) (3) (4)
() Firme (1) (2) (3) (4)
( ) Mole (1) (2) (3) (4)
() Gelatinosa (1) (2) (3) (4)
() Arenosa (1) (2) (3) (4)
() Quebradica (1) (2) (3) (4)
() Suculenta (1) (2) (3) (4)
() Aroma frutado (1) (2) (3) (4)
() Aroma 4cido (1) (2) (3) (4)
() Aroma doce (1) (2) (3) (4)
() Aroma de graviola (1) (2) (3) (4)
() Aroma de graviola cozida (1) (2) (3) (4)
() Aroma de acerola (1) (2) (3) (4)
() Aroma de acerola cozido (1) (2) (3) (4)
() Gosto 4cido (1) (2) (3) (4)
() Gosto doce (1) (2) (3) (4)
() Sabor de graviola (1) (2) (3) (4)
() Sabor de acerola (1) (2) (3) (4)
() Sabor de graviola cozida (1) (2) (3) (4)
() Sabor de acerola cozido (1) (2) (3) (4)
Outros: (1) (2) (3) (4)

) (1) (2) (3) (4)

(1) (2) (3) (4)
(1) (2) (3) (4)
(1) (2) (3) (4)
(1) (2) (3) (4)

e e e N
~— N ~— ~—

Muito
(5)
(5)
(5)
(5)
(5)
(5)
(5)
(5)
(5)
(5)
(5)
(5)
(5)
(5)
(5)
(5)
(5)
(5)
(5)
(5)
(5)
(5)
(5)
(5)
(5)
(5)
(5)
(5)




182
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Desenvolvimento de produtos de frutas tropicais utilizando hidrocoléides: retengio de
componentes com potencial bioative e avaliagao sensorial

Pesquisador: Paulo Henrique Machado de Sousa
Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 56393715.5.0000.5054

Instituicdo Proponente: Instituto de Cultura e Arte
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.829.642

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um projeto coordenado pelo professor Paulo Henrique Machado de Sousa, do Curso de
Gastronomia do Instituto de Cultura e Arte da UFC. Este consiste em produzir fruta estruturada (barra de
fruta) a partir de frutas tropicais, utilizando goma gelano e agar-agar isclados cu combinados. A estabilidade
desses produtos serd monitorada por meio de testes reolégicos e sinérise, além da quantificagiio dos
antioxidantes totais, bicacessibilidade dos componentes bicativos e realizagio de avaliagdes sensoriais,
sendo utilizados testes afetivos e descritivos quantitativos simplificados. A analise sensorial sera composta
das seguintes etapas: 1a etapa: 2 sessdes de grupo com foco com um total de 16 a 20 voluntarios (de 8 a
10 voluntarios por sessao), de ambos os sexos, com idade variando de 18 a 60 anos, entre estudantes e
professores do Curso de Gastronomia da Universidade Federal do Ceara. As sessdes ocorrerdo em sala
climatizada com mesas dispostas na forma circular de forma a permitir ampla interagdo entre todos os
participantes, contando com um moderador e dois assistentes. O moderador ao inicic da sessao
apresentara quarto amostras a serem avaliados, enfatizando a importancia da opinido de cada participante
na sessdo e a importancia das respostas de cada um, seguindo roteire de perguntas a ser elaborado sobre
a utilizagio dos produtos. Os participantes também serdo orientados a responderem um breve questionario
com perguntas de natureza sécio-econdmicas,
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contendo perguntas sobre idade, sexo, escolaridade, frequéncia de consume de frutas, condigbes médicas
(alergias a alimentos, diabetes), e sobre as suas preferéncias e habitos de consumo de frutas. Cada sesséo
tera tempo médio de 60 minutos,

2aetapa: selegao dos provadores por meio da Analise Descritiva Quantitativa Otimizada, Serao distribuidos
25 questionarios de recrutamento entre estudantes e servidores da UFC, de ambos os sexos, com idades
variando de 18 a 60 anos. Os provadores que se dispuserem a participar veluntariamente dos testes
passardo para as etapas posteriores de selegdo. A selecio dos provadores sera realizada utilizando testes
de discriminativos (Reconhecimento de Gostos Basicos (salgado (cloreto de sédio 4 g/L), doce (sacarose
24g/L), acide (acido citrico 1 g/L) e da sensagio adstringente (acido tanico 0,5 g/L). Cada sesséo tera tempo
médio de 20 minutos.) em seguida de trés sessdes de Testes Triangulares, onde receberdo duas amostras
iguais e uma diferente e terdo que marcar a amostra diferente. Cada sessao tera tempo médio de 10
minutos, totalizando 30 minutos.), considerando aprovados aqueles que conseguirem acertarem no minimo
75% das respostas.

3a etapa: sessdo de familiarizagdo com os termos e associagdo com os materiais de referéncia para cada
atributo; 4a etapa: e analise do produto (barra de cereal). As quatro amostras serdo apresentadas
codificadas com trés digitos aleatoriamente, servidas em copos plasticos acompanhado de colher plastica,
Esta etapa contara com 16 a 20 voluntarios selecionados nas etapas anteriores, de ambos os sexos, com
idade variando de 18 a 60 anos. Cada provador avaliara todas as amostras, em trés sessdes de repetigdo.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Geral: Aumentar o tempo de armazenamento de frutas tropicais através do desenvolvimento de
estruturados com os hidrocoloides goma gelana e agar agar, separadamente, mantendo as propriedades
sensoriais e componentes biocativos das frutas frescas.

Objetive Secundario:- Desenvolver frutas estruturadas a partir de frutas tropicais com os hidrocoldides goma
gelana e agar-agar, aprovados para alimentos separadamente e combinados, através do estudo de
proporgéo de fruta/hidrocoldide e entre hidrocoldides no caso da combinagio dos mesmos;- Aplicar
revestimento comestivel a base de goma gelana para melhorar as caracteristicas sensoriais das frutas
estruturadas;- Caracterizar as propriedades reoldgicas, textura e capacidade de retengio de agua das frutas
estruturadas;- Quantificar a retengio e bioacaessibilidade de componentes bioativos e antioxidantes nos
produtos elaborados;- Avaliar asfrutas estruturadas com métodos sensoriais afetivos e descritivos
quantitativos.
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Nao ha riscos a populagio estudada. Os riscos sdo baixos, existindo apenas se o participante tiver
algum problema em relagéo a ingestao de frutas ou polissacarideos naturais (goma gelana e agar agar), tais
como alergias ou qualquer outro problema de salde, ndo podendo desse modo paricipar dos testes. E
assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, inclusive quanto a socorro médico (caso seja necessario),
bem como lhe & garantido o livre acesso a todas as informacgdes e esclarecimentos adicionais sobre o
estudo e suas consequéncias.

Beneficios: A utilizagio de hidrocoldides em frutas tropicais pode vir a aumentar a vida de prateleira das
frutas, sendo importante para o setor de frutas tropicais do Brasil, com agregacio de valor para esses
produtos.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante para area de Tencnologia de Alimentos, sem necessidades de detalhamento
metodolégico,

Consideragtes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Todos os termos obrigatérios foram entregues.

Recomendagoes:
MNao ha recomendagdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
As solicitagdes feitas na avaliagao anterior foram atendidas.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas | PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 21/11/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 464831 .pdf 10:09:03
TCLE/Termos de  |TCLE_ATUAL_5.pdf 21/11/2016 | Paulo Henrigue Aceito
Assentimento / 10:08:15 Machado de Sousa
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / |Projeto_comite_de_etica. pdf 16/08/2016 | Paulo Henrique Aceito
Brochura 10:57:08 |Machado de Sousa
Investigador
Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 17/05/2016 | Paulo Henrique Aceito
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Folha de Rosto Folha_de_rosto. pdf 06:30:33 | Machado de Sousa Aceito

Qutros Carta_apreciacao.pdf 10/05/2016 | Paulo Henrique Aceito
21:03:23 | Machado de Sousa

Outros Curriculos_Lattes. pdf 08/04/2016 | Paulo Henrique Aceito
17:33:41 | Machado de Sousa

Declaragio de Termo_Paulo. pdf 15/02/2016 | Paule Henrique Aceito

Pesquisadores 16:20:32 Machado de Sousa

Declaragio de DECLARACAQO_ICA pdf 15/02/2016 | Paule Henrique Aceito

Instituigio e 16:18:27 | Machado de Sousa

Infraestrutura

Orgamento Declaracac_Orcamento. pdf 15/02/2016 | Paulo Henrique Aceito
15:12:110 | Machado de Sousa

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

FORTALEZA, 22 de Novembro de 2016

Assinado por:
FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA

(Coordenador)
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