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RESUMO

Nos ultimos anos o consumo de frutas tropicais tem aumentado, principalmente, devido
aos seus beneficios para a saude, entre eles a baixa incidéncia de doencas degenerativas. Esses
beneficios sdo atribuidos, em sua maioria, aos constituintes antioxidantes, como 0s compostos
fendlicos e vitaminas. A rutina é um composto fendlico que possui Vvérias atividades biologicas,
tais como agentes antitumorais e propriedades antibacterianas. Com isso, 0 presente estudo
objetivou avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante de extrato de rutina obtido de polpas
e subprodutos de frutos tropicais encapsulado em matriz de goma do cajueiro. As frutas
utilizadas foram: acerola, goiaba, manga e caja-umbu. Elas foram despolpadas e caracterizadas
fisico- e quimicamente. A polpa e o subproduto de acerola apresentaram maior atividade
antioxidante total com 91,33 e 51,62 uM de Trolox. g, respectivamente. Sendo que 0s
subprodutos de manga, goiaba e cajd-umbu obtiveram atividade antioxidante superior as suas
respectivas polpas. A presenca de rutina foi observada em todas as polpas e subprodutos, sendo
0 subproduto de caja-umbu o que obteve maior teor com 1852,40 ug.g™, seguido da polpa de
acerola com 184,66 pg.g. Esses extratos com maiores teores de rutina e rutina padrdo (Sigma-
Aldrich) foram encapsulados com goma do cajueiro. As nanoparticulas formadas foram
caracterizadas fisicamente e apresentaram tamanhos médios variando de 174,20 nm a 907,60
nm. Ao avaliar o potencial antibacteriano, observou-se que a rutina e sua respectiva
nanoparticula ndo possuem essa propriedade contra as bactérias Escherichia coli, Salmonella
Enteritidis, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes na concentragédo de até 10 mg/mL.
Os extratos de polpa de acerola (EPA) e subproduto de caja-umbu (ESC) apresentaram
atividade antibacteriana, sendo mais eficientes contra bactérias Gram-positivas. Os extratos ndo

encapsulados com goma do cajueiro foram mais efetivos do que os encapsulados.

Palavras-chave: flavonéides, polpas de frutas, subprodutos, antibacteriano, CLAE.



ABSTRACT

In recent years the consumption of tropical fruits has increased, mainly due to its health benefits,
including the low incidence of degenerative diseases. These benefits are awarded, mostly to the
antioxidant constituents, such as phenolic compounds and vitamins. Rutin is a phenolic
compound which possesses various biological activities such as antibacterial and antitumor
agents. Thus, the present study aimed to evaluate the antimicrobial and antioxidant activities of
extract rutin obtained from pulps and by-products of tropical fruits encapsulated array of
cashew gum. The fruits used were: acerola, guava, mango and caja-umbu. They were pulped
and characterized physico-chemically. The pulp and the by-product of acerola had higher total
antioxidant activity with 91.33 and 51.62 uM Trolox. g%, respectively. Since the by-products
of mango, guava and caja-umbu had higher antioxidant activity their respective pulps. The
presence of rutin was observed in all pulps and byproducts, and the byproduct of caja-umbu
that obtained with higher content 1852.40 pg.g™, followed of the pulp with 184.66 pg.g™. These
extracts with higher concentrations of rutin and standard rutin (Sigma-Aldrich) were
encapsulated with cashew gum. The formed nanoparticles were characterized physically and
showed average sizes ranging from 174.20 nm to 907.60 nm. In evaluating the antimicrobial
activity, it was found that rutin and its respective nanoparticle do not have this property against
bacteria Escherichia coli, Salmonella Enteritidis, Staphylococcus aureus and Listeria
monocytogenes at a concentration of up to 10 mg/ml. The extracts of acerola pulp (EPA) and
byproduct caja-umbu (ESC) showed antibacterial activity, being more effective against Gram-
positive bacteria. Extracts not encapsulated with cashew gum were more effective than

encapsulated.

Keywords: flavonoids, fruit pulps, by-products, antibacterial, HPLC.
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1 INTRODUCAO

O consumo de frutas tropicais tem apresentado uma demanda crescente nos mercados
nacional e internacional. Os altos indices de produtividade e os resultados comerciais sao
fatores que demonstram o crescimento desse setor (BELING, 2005).

O elevado consumo de frutas tem sido associado ao seu excelente valor nutricional e
terapéutico, sendo relacionada a baixa incidéncia de doencas crénico-degenerativas. As frutas
sdo fontes de sais minerais, vitaminas, acidos organicos e fibras, além de compostos fendlicos,
carotendides, vitamina C e vitamina E (KIM et al., 2010), compostos que apresentam influéncia
positiva na salde humana reduzindo o risco de vérias doengas, como cancer e doengas do
coracdo, além de proporcionarem ao consumidor sabor e aroma agradaveis (MAIA et al., 2007;
HASSIMOTTO et al., 2009). Haminiuk et al. (2012) apresentam a importancia do consumo de
frutas, principalmente para a prevencédo de doencas associadas com o estresse oxidativo.

Em resposta ao grande avango na fruticultura, o nimero de industrias nessa area por
todo Brasil tem aumentado significativamente, gerando um incremento na producdo de
subprodutos agroindustrias, contribuindo para o aumento da producdo do lixo organico,
provocando graves problemas ambientais (LOUSADA JUNIOR et al., 2005). Nesse contexto,
estudos tém sido conduzidos com o intuito de investigar o valor nutricional desses subprodutos,
valorizando-os e sugerindo novas alternativas de utilizagdo. Abrahao et al. (2010) relatam que
nas cascas e sementes, consideradas subprodutos industriais, € onde se concentram,
majoritariamente, a maioria das substancias bioativas, sendo de grande importancia o seu
aproveitamento.

Os compostos fendlicos constituem uma grande classe de fitoquimicos alimentares e se
encontram distribuidos entre as distintas partes das plantas; porém, sua maior concentracao esta
nas frutas, hortalicas e em seus derivados (SANTOS et al., 2008). Sdo os principais
responsaveis pela atividade antioxidante nos vegetais (KUSKOSKI et al., 2005). Os beneficios
de saude desses fitoquimicos estdo diretamente ligados a uma ingestdo regular e sua
biodisponibilidade.

Atualmente, a propriedade antimicrobiana dos compostos fenolicos esta sendo bastante
estudada com o intuito de utiliza-los como alternativa na conservagéo dos alimentos, uma vez
que os consumidores estdo cada vez mais preocupados em ingerir produtos naturais que séo
livres de aditivos sintéticos, forcando a industria de alimentos a investigar novos aditivos
naturais (ROYO; FERNANDEZ-PAN; MATE, 2010). Um composto que estd sendo
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investigado com esse objetivo é a rutina, um flavondide presente naturalmente nas plantas.
Stojkovi¢ et al. (2013) realizaram um estudo com alguns compostos fenolicos incluindo a rutina
e observaram que uma quantidade de 1,87 mg/mL dessa substancia inibia até 100% o
crescimento de Staphylococcus aureus a temperatura de 25 °C.

Muitas técnicas que possibilitem a protecdo de compostos ativos estdo sendo objeto de
estudo, uma delas € a nanoencapsulacdo. A industria de alimentos esta sendo beneficiada com
a nanotecnologia principalmente nos segmentos de desenvolvimento de novos materiais
funcionais e nanossensores para a seguranca alimentar (MORARU et al., 2003), podendo ser
utilizada para proteger substéncias que possuem a propriedade de prolongar a vida de prateleira

dos alimentos.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stojkovi%C4%87%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23553578
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar as atividades antimicrobiana e antioxidante de extrato de rutina obtido de polpas
e subprodutos de frutas tropicais encapsulado em matriz de goma do cajueiro.

2.2 Objetivos especificos

- Quantificar compostos bioativos e a atividade antioxidante total de polpas e subprodutos de
acerola, manga, goiaba e caja-umbu;

- Identificar e quantificar o teor de rutina nas polpas e nos subprodutos citados acima;

- Avaliar as caracteristicas fisicas das nanoparticulas de rutina em matriz de goma do cajueiro
e as nanoparticulas de extratos de polpas e/ou subprodutos das citadas frutas com maior teor de
rutina em goma do cajueiro;

- Determinar a atividade antioxidante total das nanoparticulas dos extratos das polpas e/ou
subprodutos das frutas citadas com maior teor de rutina em goma do cajueiro;

- Determinar a atividade antibacteriana da rutina padrdo e sua respectiva nanoparticula contra
micro-organismos Gram-negativos e Gram-positivos;

- Determinar a atividade antibacteriana dos extratos das polpas e/ou subprodutos das frutas
citadas anteriormente com maior teor de rutina e suas respectivas nanoparticulas contra micro-

organismos Gram-negativos e Gram-positivos;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Frutas tropicais e subprodutos

O Brasil produz cerca de 43 milhdes de toneladas de frutas ao ano, sendo o terceiro
maior produtor mundial, sobrepondo-se de paises como Estados Unidos, Itdlia e Espanha,
ficando atrés apenas da China e india (ALMEIDA et al., 2009). A producéo brasileira de frutas
corresponde a 5% da producdo mundial, na qual cerca de 53% é destinada ao mercado de frutas
processadas e 47% ao mercado de frutas frescas (IBRAF, 2009; SOUSA; VIEIRA; LIMA,
2011). O Brasil possui mais de 20 polos de fruticultura distribuidos nas regides Norte
(Amazonia), Sul (frutas de clima temperado) e Nordeste (culturas irrigadas no semi-arido),
porém precisa melhorar nas exportagdes mundiais que somaram apenas 5,7% em 2007
(OLIVEIRA et al., 2009; CAMARGO et al., 2007; BARRETO; BENASSI; MERCADANTE,
2009).

Existe um interesse crescente pelo consumo de frutas tropicais tanto no mercado
nacional como internacional, devido a um maior conhecimento de seu valor nutritivo e
terapéutico. Estudos comprovam a existéncia da relacdo inversa entre o consumo de frutas e a
menor incidéncia de doencgas degenerativas, sendo essa propriedade benéfica das frutas
relacionada com a presenca de substancias, como os compostos fenolicos, as vitaminas A, C e
E, e os carotendides (BARRETO; BENASSI; MERCADANTE, 2009). A maioria desses
compostos apresentam acao antioxidante que contribuem para manter o equilibrio entre a
producdo e a eliminacdo de espécies reativas de oxigénio e outros compostos relacionados,
inibindo e reduzindo as lesGes causadas pelos radicais livres nas células (VIEIRA et al., 2011).

Um dos grandes problemas no processamento de frutos é que ao longo da cadeia
produtiva gera uma grande quantidade de subprodutos agroindustriais, 0 que causa inimeros
problemas ambientais, entre outros maleficios (SOUSA; VIEIRA; SILVA, 2011). Calcula-se
que, do total de frutas processadas durante a producéo de sucos e polpas séo gerados 40% de
subprodutos agroindustriais para as frutas manga, acerola, maracuja e caju (LOUSADA
JUNIOR et al., 2006). O tipo de subproduto gerado depende da fruta processada, sendo,
geralmente, constituido de casca, carogo ou sementes e bagaco. Esses subprodutos possuem
excelente qualidade nutricional, j& que estudos recentes tém demonstrado que 0s compostos
bioativos presentes nas frutas, se concentram majoritariamente nas cascas e sementes
(ABRAAO et al., 2010; MELO et al., 2008; SOUSA et al., 2011). Agregar valor a estes
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subprodutos € de interesse econdmico e ambiental, sendo necessaria investigacéo cientifica e
tecnoldgica que possibilite sua utilizacdo eficiente, econdmica e segura (SOUSA et al., 2011).

Existe um potencial de uso das polpas de frutas tropicais e seus subprodutos para isolar
fitoquimicos especificos para aplicacdo em suplementos nutracéuticos, aditivos alimentares,
novos alimentos e produtos farmacéuticos, contribuindo para a recuperacao de subprodutos do
processo agroindustrial (AYALA-ZAVALA et al., 2011).

A acerola (Malpighia emarginata D.C.) é uma frutifera originaria nas Antilhas
pertencente a familia Malpighiaceae e foi introduzida no Brasil a cerca de 50 anos (MEZADRI
et al., 2008). Caracteriza-se por apresentar grande potencial econdmico e nutricional sendo
considerada uma fruta bastante utilizada em diversos produtos visando o incremento de
vitamina C (PEREIRA et al., 2009). Além da vitamina C, a acerola é também uma excelente
fonte de outras substancias importantes, como antocianinas, compostos fendlicos totais e
carotendides que possuem elevada capacidade antioxidante (RINALDO et al., 2010; RUFINO
etal., 2010; FREITAS et al., 2006).

A manga (Mangifera indica, L.) é originaria do sudeste da Asia e da india, onde é
conhecida como rainha das frutas, devido a seu sabor acentuado e caracteristico (DAK et al.,
2006). Por apresentar quantidades significativas de carotendides e compostos fendlicos é
considerada boa fonte de antioxidantes para a dieta humana (RIBEIRO et al., 2007), ja que sdo
capazes de inibir a proliferacdo do céncer celular (NORATTO et al., 2010) atuando
negativamente sobre o stress oxidativo (SUN et al., 2011).

Durante a comercializacdo dessa fruta, as perdas chegam a 27,43% decorrentes de falhas
na fase de producdo, colheita fora de época e tempo de exposicdo prolongado no varejo
(CHITARRA,; CHITARRA, 2005). A industrializacdo da manga, inclusive da casca, pode ser
uma alternativa para atenuar as perdas pelo aproveitamento das frutas fora do padrdo de
comercializacdo in natura, e produzir alimentos saudaveis pela incorporacdo de fibras e
compostos com atividade antioxidante oriundos das cascas (DAMIANI et al. 2009).

A goiaba (Psidium guajava, L) pertence a familia Myrtaceae e é originaria da América
tropical, ocorrendo sobre tudo no Brasil, nas Antilhas e no sudeste da Asia. E uma das frutas de
maior importancia nas regifes subtropicais e tropicais possuindo excelente aceitacdo do
consumo in natura devido ao seu elevado valor nutritivo e por suas caracteristicas de sabor e
aroma (UCHOA et al., 2008). E fonte de licopeno, betacaroteno, compostos fendlicos e
vitamina C, além disso, € rica em fibras (FARAONI et al., 2012).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Myrtaceae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Am%C3%A9rica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Brasil
http://pt.wikipedia.org/wiki/Antilhas
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81sia
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O fruto de caja-umbu pertence a familia Anacardiaceae, considerado um hibrido natural
entre umbu (Spondias tuberosa) e caja (Spondias mombin), é uma frutifera nativa encontrada
espontaneamente nas regides semiaridas, sublimida e semiumida do Nordeste brasileiro,
caracterizando-se como uma drupa arredondada, de cor amarela, casca fina e lisa, com
endocarpo grande, branco, suberoso e enrugado, que apresentam aroma agradavel e sabor
agridoce (LIMA et al., 2002). Tem rendimento consideravel da polpa e valores razoaveis de
acucares, acidez, fibras, vitamina C e minerais, demonstrando ser uma alternativa para o

mercado de frutas ao natural, bem como para a agroindustria (SANTOS et al., 2010).
3.2 Compostos fenolicos

O interesse na investigacao de compostos ativos, especialmente compostos fendlicos, a
partir de fontes naturais teve um grande aumento nos altimos vinte anos (FIGURA 1).
Aproximadamente, 3244 artigos sobre o tema de compostos fendlicos em frutos foram
publicados de 1991 a 2011. Estados Unidos, Espanha, Italia, China e Brasil se destacam como
0s cinco principais paises do mundo onde a pesquisa de polifendis em frutas tornou-se
proeminente (FIGURA 2). A pesquisa esta voltada principalmente para: (i) a determinagdo de
fendlicos totais, flavonoides e teores de antocianinas, (ii) avaliacdo de diferentes tipos de
extracdo (liquido-liquido, solido-liquido e do fluido supercritico), (iii) a investigacdo da
atividade bioldgica de polifendis contra alguma doenca-chave ou micro-organismo, (iv)
avaliacdo da sua capacidade antioxidante total usando diferentes métodos quimicos, (v) a
quantificacdo e identificacdo de polifendis por espectrofotometria e métodos de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando diferentes detectores (UV/Vis, MS, ELSD, etc), e
(iv) o estudo da biodisponibilidade de polifenéis (HAMINIUK et al., 2012).

Figura 1 - Numero de publicacBes sobre o tema de compostos fenolicos em frutas produzidas
em duas décadas.
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Fonte: Haminiuk et al. (2012).
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Figura 2 - AcOes de publicacBes sobre compostos fenolicos em frutas entre os dez melhores
paises para publicar tais estudos.
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Fonte: Haminiuk et al. (2012).

Os compostos fenolicos sdo considerados metabolitos secundarios que sdo sintetizados
por plantas, durante o desenvolvimento normal e, em resposta a condigOes de estresse tais como
infeccdo, ferimentos, radiacdo UV e entre outros, além disso, sdo 0 mais importante, numerosos
e onipresentes grupos de compostos no reino vegetal (NACZK; SHAHIDI, 2004). Esses
fitoquimicos sdo derivados da fenilanina e tirosina e apresentam consideravel importancia
fisiologica e morfoldgica em plantas, apresentando papel importante no crescimento e na
reproducdo, proporcionando protecdo contra agentes patogénicos e predadores, além de
contribuir para as caracteristicas sensoriais de frutas e verduras (BALASUNDRAM,;
SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Os compostos fendlicos caracterizam-se por apresentarem um anel aromatico (FIGURA
3), tendo um ou mais substituintes hidroxila, e variam de moléculas fendlicas simples a
compostos altamente polimerizados (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). N&do
estdo uniformemente distribuidos nas plantas, em nivel de tecido, sendo que 0os compostos
fendlicos insollveis estdo presentes na parede celular, enquanto que os sollveis sdo
compartimentalizados dentro dos vacuolos das células de plantas; e ao nivel dos tecidos, as
camadas exteriores das plantas contém uma quantidade mais elevada de fendlicos do que
aquelas localizadas nas suas partes internas (NACZK; SHAHIDI, 2004).
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Figura 3 - Estrutura basica dos compostos fenolicos.
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Fonte: Mello (2008).

Em alimentos, os compostos fenolicos podem contribuir para o amargor, a
adstringéncia, a cor, o sabor, o odor e a estabilidade oxidativa do produto. Além disso, a
capacidade de protecdo a saude e propriedades antinutricionais de algumas plantas fendlicas
sdo de grande importéncia para produtores, processadores e consumidores de alimentos
(NACZK; SHAHIDI, 2004).

As frutas contém niveis consideraveis de compostos bioativos que conferem beneficios
a salde, além da nutricdo basica. A quantidade de compostos fenélicos nos frutos é fortemente
dependente do grau de maturacgdo, variedade, clima, composic¢do do solo, localizacdo geogréafica
e as condi¢Oes de armazenamento, dentre outros fatores (HAMINIUK et al., 2012).

Os compostos fenolicos exibem uma vasta gama de propriedades fisioldgicas, tais como
antialérgico, anti-inflamatorio, antimicrobiano, antioxidante, antitrombético, efeitos
cardioprotetores e vasodilatadores (HAMINIUK et al., 2012). A atividade antioxidante dos
compostos fenolicos é devido a sua capacidade de sequestrar radicais livres, doar atomos de
hidrogénio ou de elétrons, ou quelar cations metéalicos (BALASUNDRAM; SUNDRAM,;
SAMMAN, 2006). Os radicais livres derivados de uma grande variedade de reacdes bioldgicas
no corpo podem danificar biomoléculas essenciais, sendo o excesso desses radicais capaz de
causar doencas, por exemplo, espécies reativas de oxigénio, incluindo superéxido (O2"), radical
hidroxila (OH), os radicais de perdxido de hidrogénio (H20.), e lipidios tém sido associados
com doencas cardiovasculares e neurodegenerativas, cancer e envelhecimento (SIVAM et al.,
2010).

Em relacdo a atividade antimicrobiana, os compostos fendlicos agem perturbando a
membrana citoplasmatica e interrompendo o fluxo de elétrons e de transporte ativo, assim
provocando a coagulacdo da matéria celular e, finalmente, a morte da célula do micro-
organismo (ROYO; FERNANDEZ-PAN; MATE, 2010).
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Os compostos fendlicos sdo classificados de acordo principalmente com o nimero de
anéis fenolicos que possuem (acidos fendlicos, estilbenos, flavonoides, lignanas e taninos)
(HAMINIUK et al., 2012). Além disso, podem ser classificados em compostos solGveis em
agua (acidos fendlicos, fenilpropanoides, flavonoides e quinonas) e compostos insollveis em
agua (taninos condensados, ligninas e &cidos hidroxicindmicos ligados a parede celular)
(RISPAIL; MORRIS; WEBB, 2005).

Os acidos fenolicos caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula (ANGELO;
JORGE, 2007). Eles séo divididos em dois subgrupos: derivados dos &cidos hidroxibenzdicos
e derivados dos &cidos hidroxicindmicos (FIGURA 4), em contraste com outros compostos
fenolicos, esses apresentam um caracter acidico, devido a presenca de um grupo carboxilico na
molécula (HAMINIUK et al., 2012). Compostos de acidos hidroxicindmicos apresentam um
esqueleto C6-C3, sendo os &cidos ferdlico, p-cumarico e caféico exemplos desta classe, e 0s
acidos hidroxibenzoico (C6-C1) séo encontrados em varias frutas e principalmente ocorre na
forma de ésteres, tendo como exemplos os acidos galico, vanilico, elagico e siringico (SILVA
etal., 2010; HAMINIUK et al., 2012).

Figura 4 - Estrutura quimica dos acidos hidroxibenzdicos (a) e hidroxicinamicos (b).
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Fonte: Angelo e Jorge (2007)

Os taninos sao substancias adstringentes e amargas de diferentes pesos moleculares e
sdo classificados em taninos hidrolisaveis e taninos condensaveis, segundo a sua estrutura
quimica (HAMINIUK et al., 2012). Os taninos hidrolisaveis séo soliveis em agua e possuem a
capacidade de precipitar as proteinas, tendo como exemplos o galotanino ou acido tanico
(FIGURA 5) e os taninos condensados (proantocianidinas) sdo 0s compostos fendlicos
principais encontrados em uvas (EL GHARRAS, 2009).
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Figura 5 - Estrutura quimica do &cido tanico (tanino hidrolisavel).

Fonte: El Gharras (2009)

Estilbenos estdo presentes na dieta humana em baixas quantidades, e seu principal
representante é o resveratrol, principalmente na forma glicosilada (IGNAT; VOLF; POPA,
2011). O resveratrol (FIGURA 6) é uma fitoalexina, produzida, principalmente em videiras, em
resposta a uma leséo ou infec¢Oes fangicas e € bastante encontrado na casca da uva vermelha
(ATANACKOVIC” et al., 2012). Vérios estudos tém indicado que o resveratrol tem a
capacidade de prevenir o cancer e doengas coronarianas, neuroldgicas e degenerativas, estando
presente no vinho tinto e diretamente ligado ao paradoxo francés, na qual pessoas francesas
sofrem uma incidéncia relativamente baixa de doenca coronaria cardiaca, apesar de terem uma
dieta relativamente rica em gorduras saturadas, além disso, a incidéncia de infarto do coracao
na Franga é de cerca de 40% menor do que no resto da Europa (HAMINIUK et al., 2012).

Figura 6 - Estrutura quimica do resveratrol.

Fonte: Bastos, Rogero e Areas (2009).

As lignanas compreendem uma grande variedade de estruturas individuais, composta
principalmente de duas porcdes ligadas por meio de sua fenilpropandide, ocorrendo geralmente
como glicosideos, sdo uma das classes principais de fitoestrogénios (estrogénio) que no trato
gastrintestinal sdo convertidas em compostos (enterodiol e enterolactona) que tem propriedades
tanto estrogénicas e antiestrogénicas (MORENO-FRANCO et al., 2011). As frutas ndo sdo a
principal fonte alimentar de lignanas em alimentos, porém baixas concentracBes s&o
encontradas em morangos. A mais alta quantidade destes compostos quimicos é encontrada em

linhaca.



29

3.3 Flavonoéides

Os flavondides sdo os principais compostos bioativos encontrados em frutas e
representam, cerca de dois tercos dos fenois alimentares (HAMINIUK et al., 2012). Sua
estrutura quimica é composta por dois anéis aromaticos (A e B), unidos por trés carbonos que
formam um anel heterociclico (C) (FIGURA 7).

Figura 7 - Estrutura quimica dos flavondides.
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Fonte: Angelo e Jorge (2007).
O anel aromatico A é derivado do ciclo acetato/malonato, enquanto o anel B é derivado
da fenilalanina, sendo que variagcdes em substitui¢cdo do anel C padrédo resultam em importantes

classes de flavondides, como flavonois, flavanonas, isoflavonas, flavan-3-ols (flavanais),
flavonas e antocianinas (TABELA 1) (FIGURA 8) (ANGELO; JORGE, 2007).

Tabela 1 - Principais subclasses dos flavonoides.

Subclasses Cor Flavondides representativos  Fontes alimentares
Antocianidina Azul, vermelho, Cianidina Frutas e flores
violeta
Flavanol Incolor Catequinas, epicatequinas Macas, cha, cerveja
Amarelo Procianidina Sucos de frutas, vinho
Flavanona Incolor, amarelo Hesperidina, naringenina Frutas citricas
Flavona Amarelo claro Apigenina, luteolina Cereais, frutas, flores,
vegetais
Flavonol Amarelo claro Quercetina, miricetina, rutina  Cebolas, macas,

tomates, vinho tinto,
trigo sarraceno, cha

Isoflavona Incolor Genisteina, daizeina Legumes (derivados
de soja)

Fonte: Pedriali (2005).
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Figura 8 - Estrutura quimica e ocorréncia dietética das principais classes de flavonoides (as
setas indicam a caminho biossintético).
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Os flavondis sdo os flavonodides mais abundantes nos alimentos, com quercetina,
caempferol e mircetina sendo os trés mais comuns (YAO et al., 2004). Segundo Soto-Vaca et
al. (2012), as flavanonas sdo encontradas principalmente em frutas citricas; as flavonas em aipo;
os flavondis, representadas pelas catequinas, em chas verde e preto, e no vinho tinto; as
antocianinas em morangos; e as isoflavonas séo quase exclusivamente encontradas em
alimentos de soja.

Os flavondides sdo um componente corante do florescimento das plantas, que sdo
encontrados em todos os alimentos vegetais e sdo geralmente responsaveis pela cor, sabor,

prevencdo de oxidacdo de gordura e protecdo de vitaminas e enzimas (HAMINIUK et al.,
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2012). Porém os niveis de flavondides individuais e totais nos alimentos séo influenciados por
fatores genéticos como a espécie, condi¢fes ambientais, tais como luz, maturacdo e tratamentos
pos-colheita tais como processamento (YAO et al., 2004).

Segundo Haminiuk et al. (2012), o termo flavonoide ou bioflavonoide geralmente é
usado para descrever uma ampla colecdo de produtos naturais que incluem um quadro de
carbono C6-C3-C6 ou mais precisamente, a funcionalidade fenilbenzopirano, e que constituem
a maior parte do amarelo, vermelho e azul em frutas. Para estes autores, esses fitoquimicos
revelaram-se muito eficazes eliminadores de radicais livres em ensaios in vitro e séo
importantes antioxidantes por causa do seu elevado potencial redox e sua capacidade de quelar
metais.

Além de sua relevancia em plantas, flavondides sdo importantes para a saide humana
por causa de sua alta atividade farmacologica como eliminadores de radicais. O recente
interesse destas substancias tem sido estimulado pela gama de beneficios para a saude
decorrentes das atividades antioxidantes destes compostos polifendlicos. Como um
componente alimentar, flavondides sdo pensados para ter propriedades promotoras de salude
devido a sua elevada capacidade antioxidante, tanto in vivo como em sistemas in vitro. A
funcionalidade na satude humana é suportada pela capacidade dos flavonoides para induzir
sistemas de enzimas humanas de protecéo, e por um nimero de estudos epidemioldgicos que
sugerem efeitos protetores contra doencas cardiovasculares, canceres e outras doengas
relacionadas a idade (YAO et al., 2004).

Além disso, foram relatados que muitos flavonodides possuem propriedades
antibacterianas e antifangicas (SANTAS; ALMAJANO; CARBO, 2010). Isto tem aumentado
0 interesse da industria de alimentos em utilizar esses compostos naturais como componentes
para melhorar a estabilidade de alimentos contra agentes de deterioracdo microbioldgica. A
protecdo de alimentos de organismos patogénicos e deteriorantes tem sido tradicionalmente
conseguida através de métodos quimicos, mas nos ultimos anos, tem havido um aumento no
interesse dos consumidores por alimentos que contém um baixo nivel ou sdo livres de
conservantes quimicos, além disso, o surgimento de agentes patogénicos que sao resistentes a
conservantes classicos também criou uma necessidade urgente de encontrar alternativas como
agentes antimicrobianos (SANTAS; ALMAJANO; CARBO, 2010). Em consequéncia, a
industria de alimentos esta interessada no desenvolvimento de componentes naturais para a

substituicdo total ou parcial dos agentes antimicrobianos sintéticos.
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Muitos estudos estdo sendo realizados com esse objetivo. Um exemplo foi o
experimento realizado por Santas, Almajano e Carbo (2010) que estudaram a atividade
antimicrobiana de flavonoides encontrados na cebola e verificaram que a quercetina e o

caempferol apresentaram eficiente inibi¢ao contra bactérias Gram-positivas.
3.3.1 Rutina

A rutina (3-o-rutinosideo-quercetina) é um flavonol e foi detectada primeiramente na
Rutagraveolens (arruda) em 1842, e isolada posteriormente da Capparisspinosa (alcaparra)
como &cido rutinico, denominacédo essa empregada devido a solubilidade em solugdes alcalinas,
sendo, portanto, parcialmente solivel em agua (PEDRIALLI, 2005). Em 1896, foi estabelecida
a formula definitiva da rutina (C27H30016) com a descoberta da ligagdo dos agucares glicose e
ramanose na molécula da quercetina (FIGURA 9) e atualmente existe um grande interesse por
parte das indUstrias cosméticas e farmacéuticas devido as suas propriedades (VELASCO et al.,
2008). A rutina foi identificada como um pigmento amarelo na forma de cristais em agulha
(NISHIKAWA et al., 2007). Ela apresenta uma importancia terapéutica em virtude de
determinar a normalizacdo da resisténcia e permeabilidade das paredes dos vasos capilares,
além de inibir o processo de formag&o de radicais livres em vérios estagios (PEDRIALI, 2005).

Figura 9 - Formacdo da rutina a partir da quercetina (pertencentes a subclasse dos flavonois).
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Fonte: Pedriali (2005)

Apesar dessa substancia ser relativamente distribuida nas plantas, somente um pequeno
namero dessas fontes contém quantidades suficientes para a extracdo pelas inddstrias. As
principais fontes de rutina sdo Sophora japonica L., fabaceae, uma arvore encontrada no norte
e centro da China (de seus botfes e flores sdo extraidos 15 a 20% de rutina) e Fagopyrum

esculentum Moench, F. tataricum (L.), Gaertn, Polygonaceae, o trigo sarraceno (suas folhas
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apresentam 2-8% de rutina dependendo de suas varia¢es) e no Brasil a principal fonte € a
Dimorphandra mollis Benth, o fruto do faveiro, que contém rutina na propor¢do de 8 g para
100 g de pericarpo (PEDRIALI, 2005). O faveiro € uma espécie arbdrea nativa do Brasil
pertence a familia Ceaesalpinaceae, encontrada em regides de cerrado nos estados do Par3,
Goias, Mato Grosso, Minas Gerais, Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul e na caatinga nordestina
(CHAVES; USBERT, 2003). Segundo Yao et al. (2004) a rutina também pode estar presente
em cebolas, cerejas, couve, brdcolis, tomate, cha, vinho tinto, macas e outras frutas.

Estudos estdo sendo realizados com a finalidade de comprovar algumas propriedades
desse flavonoide e identificar novas fontes.

Rodrigues et al. (2003) avaliaram a suplementacéo nutricional de rutina e o efeito na
concentracdo de colesterol-HDL. Utilizaram 12 ratos Wistar, machos, adultos, com peso inicial
médio de 200 g. Os animais foram pesados semanalmente e a ingestdo alimentar foi
determinada diariamente no mesmo horério (9-10h). Os animais foram divididos em dois
grupos. O grupo (A) foi considerado controle, enquanto os ratos do grupo (B) foram tratados,
duas vezes por semana, com solucdo aquosa de rutina (Sigma-Aldrich) (60 mg/kg, 0,9 mL/rato),
durante 15 dias. Apds duas semanas de tratamento e apds 12 horas de jejum, foi realizado o
teste de toleréncia a glicose, entre outras analises como: proteinas totais, glicose, colesterol,
colesterol-HDL, e triacilglicerdis. Os resultados mostraram que a administragdo de rutina ndo
induziu variacdo na glicemia de jejum e no teste de tolerancia a glicose. Embora ndo tenham
sido observadas mudancas significativas nas concentracGes séricas de lipoperdxidos,
triacilglicerdis, colesterol-LDL e proteinas totais, a suplementacdo nutricional com rutina
demonstrou importante papel na prevencao da aterosclerose, pois induziu elevacao significativa
da lipoproteina de alta densidade (colesterol-HDL de 35,82 + 2,31 mg/dL para 44,40 + 3,11
mg/dL). Esses autores concluiram que os efeitos antioxidantes deste flavonoide, podem estar
relacionados com a destrui¢do do radical superéxido (O%). Segundo eles, este trabalho vem
contribuir para o estudo de antioxidantes naturais.

Stojkovi¢ et al. (2013) realizaram um estudo com &cido p -cumarico, acido caféico e
rutina puros, compostos que ocorrem naturalmente nas plantas, com particular interesse em usa-
los como conservantes de alimentos. Esses autores inocularam 108 UFC/mL de Staphylococcus
aureus em um caldo de frango, adicionaram concentragdes de 0,10 a 1,87 mg/mL dessas
substancias, incubaram em duas temperaturas distintas (4 °C e 25 °C) e realizaram a contagem
de células no tempo 0, 24, 48 e 72 h. Observaram que ap6s 24 horas uma concentracao de 0,90

mg/mL de rutina inibiu 100% o crescimento de S. aureus na temperatura de 4 °C e 43,3% na
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temperatura de 25 °C. E uma quantidade de 1,87 mg/mL de rutina inibiu 100% o crescimento
na temperatura de 25 °C. Concluiram que € possivel a utilizagdo potencial de compostos
fenolicos, que sdo comuns na natureza, como conservantes na industria de alimentos.

Souza (2009) avaliou efeito antimicrobiano de quercetina e rutina, e observou que
ambos flavonoides inibiram o crescimento de bactérias fitopatogénicas. Os flavonoides
(quercetina e rutina) agiram sobre o DNA bacteriano, mudando suas propriedades estruturais e
consequentemente a replicacdo bacteriana. Contudo nenhum efeito foi observado sobre
Salmonella enterica Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus que séo bactérias patogénicas.

Arima, Histoshi e Danno (2002) estudaram a atividade antibacteriana de diversos
flanovonoides, entre eles a rutina. Todos os compostos foram adquiridos de empresas
especializadas, apresentando um excelente grau de pureza. Inicialmente, esses autores
avaliaram a atividade antibacteriana através do método do disco de papel e em seguida,
determinaram a concentracdo inibitoria minima frente as bactérias Bacillus cereus e Salmonella
Enteretidis. Analisando o didmetro do halo de inibi¢do para a S. Enteritidis, observaram que
alguns flavondides quando aplicados combinados com outros apresentavam um diametro
maior. Por exemplo, quando se empregava somente a quercetina (100 pg/disco) obtinha-se um
didmetro de inibicdo em torno de 8 mm, porém combinando a quercetina e a quercetrina (100
pg/disco) o halo de inibicdo apresentava didametro em torno de 14 nm. E a quercetrina (100
pg/disco) sozinha ndo apresentava halo de inibicdo. O mesmo comportamento foi observado
para a rutina, esta ndo apresentou inibicdo bacteriana, porém quando combinada com a
quercetina, aumentava o halo de inibicdo da mesma. Para a concentracdo inibitéria minima
(CIM), observaram que ao combinar rutina com todos os outros flavonoides estudados havia
uma reducdo dessa concentracdo. Quando empregavam somente quercetina a CIM foi 250
pug/mL para S. Enteretidis e 350 pg/mL para B. Cereus, porém quando combinava com rutina,
a CIM reduzia para 100 e 200 pg/mL, respectivamente. Eles relataram que ocorreu um efeito
sinérgico entre os flavonoides em estudo e afirmaram que a vantagem de tal efeito sinérgico tal
ndo é apenas uma atividade mais forte, mas também uma reducédo na quantidade do agente.

Silva et al. (2009) quantificaram rutina e outros flavondides em diferentes géneros da
especie Eriocaulaceae (plantas floriferas) utilizando a cromatografia de alta eficiéncia e
estudaram a atividade antimicrobiana, através do método de microdiluicdo, de extratos
metanolicos dessas plantas contra os microrganismos Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella setubal, Saccharomyces cerevisiae e a Candida
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albicans. Observaram que o0s extratos metandlicos inibiram o crescimento de todos
0s micro-organismos testados e que C. albicans (CIM = 1,25 mg/mL), foi o mais sensivel,
enquanto que E. coli foi 0 microrganismo mais resistentes (CIM = 10 mg/mL). Eles sugeriram
que essa atividade antimicrobiana era devido ao efeito sinérgico dos diferentes flavonoides
presentes nos extratos e concluiram que as plantas estudadas podem ser uma fonte promissora
de compostos para produzir fitoterapicos naturais, devido ao seu contetdo de flavondides.

Singh et al. (2008) identificaram flavonoides, incluindo a rutina, da P. Vittata, uma
espécie de samambaia, por meio de HPLC e testaram o efeito antimicrobiano do extrato
metandlico aquoso dessa planta em trés concentracbes (70, 80, e 90%) contra oito micro-
organismos intestinais. O extrato 70% de concentracdo mostrou atividade potente contra
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae e concluiram que a presenca de rutina pode
ser, em parte, responsavel pela atividade antimicrobiana.

Diante do exposto, observa-se que a rutina tem sido objeto de estudo em diversas areas
por apresentarem inUmeras atividades biolGgicas, entre elas a antimicrobiana. Podendo
futuramente contribuir para o tratamento de enfermidades e para a conservacdo natural de

alimentos.

3.4 Nanotecnologia

A nanotecnologia tem como objetivo a caracterizacdo, fabricacdo e manipulacdo de
estruturas, bioldgicas e ndo-bioldgicas, de tamanhos nanométricos (WEISS; TAKHISTOV e
MCCLEMENTS, 2006). As nanoparticulas possuem grande area superficial e, frequentemente,
exibem propriedades mecanicas, Opticas, magnéticas e quimicas distintas de particulas
macroscopicas (QUINA, 2004, CHAU; WU; YEN, 2007).

O uso da nanotecnologia predomina na biomedicina, sendo recentemente desenvolvidos
estudos para utiliza-la na area de alimentos. Essa técnica proporciona para compostos, tais como
vitaminas, antimicrobianos, antioxidantes, aromatizantes, corantes e conservantes, protecdo
contra condi¢cdes ambientais desfavoraveis, melhoria da solubilidade, reducédo da deterioracéo,
reducdo da perda de matérias volateis e a remocao de sabores e odores indesejaveis. (ASSIS et
al., 2012; FATHI; MOZAFARI; MOHEBBI, 2011). Os processos mais utilizados para
encapsulacdo na area de alimentos sdo extrusdo, bocais, atomizacao, discos rotativos, pan

coating, leito fluidizado, liofilizacdo, spray cooling e spray chilling, coacervacdo simples,
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coacervacgdo complexa, lipossomas, particulas lipidicas slidas (FAVARO-TRINDADE et al.,
2008).

Turchiuli et al. (2005) relataram que a nanocapsulacdo age como uma barreira que pode
conferir protecdo contra a agua, oxigénio e/ou luz, além de permitir uma liberacéo controlada
do ingrediente retido e evitar interacdo entre substancias.

As nanoparticulas e/ou nanocéapsulas sdo formadas por um invélucro polimérico
disposto ao redor de um nucleo. Logo, uma substancia sensivel (ntcleo) é protegida dentro da
capsula ou na parede da mesma, sendo isolada do meio ambiente, sendo os involucros
normalmente polimeros (amidos, gomas, gelatinas) (ASSIS et al., 2012).

Goma de cajueiro € um exsudato da Anacardium occidentale e é um 4cido
heteropolissacarideo de cadeia ramificada de baixa viscosidade produzido nas células epiteliais
da planta (LIMA et al, 2007). Quando esse exsudado, ainda liquido, atinge
as imediacOes externas, atraveés de um corte (feito de forma natural ou ndo), seca por
evaporacao da agua, tornando-se uma resina mais firme, que quando purificada da origem a
goma (TORQUATO et al., 2004).

Esse polimero é utilizado como espessante para sucos e refrescos, emulsificante para
molhos e saladas, suporte para microcapsulas e ainda como agente depressor de minério
(MOTHE, 2000; SAHOO; PARVEEN; PANDA, 2007).

Estudos que gerem novos mercados para a utilizacdo da goma do cajueiro nos diversos
segmentos da industria, principalmente na inddstria de alimentos, sdo uma forma de agregar
valor a cajucultura (CUNHA; PAULA e FEITOSA, 2009).
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4 METODOLOGIA

4.1 Matéria-prima

Acerola (Malpighiae marginata, D.C.), manga (Mangifera indica, L.), goiaba (Psidium
guajava) e cajd-umbu (Spondias spp.) adquiridas no comércio local do municipio de Fortaleza-
Ce, foram levadas ao Laboratorio de Processamento de Frutas e Hortalicas do Departamento de
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Ceara e lavadas com detergente de grau
alimenticio e sanificadas com solucdo de hipoclorito de sédio a 200 ppm de cloro residual livre
durante 15 minutos.

As acerolas e as goiabas foram despolpadas utilizando um multiprocessador doméstico
(Philips), obtendo separadamente a polpa e o subproduto. As mangas e 0s cajas-umbu foram
descascados manualmente com o auxilio de uma faca e retirada a polpa. Para a manga
considerou-se como subproduto apenas as cascas.

Os carocos de cajas-umbu foram secos em estufa com circulacdo de ar a 37 °C por 48
horas e, posteriormente, triturados em um moinho de serras de aco (Modelo Star FT-100 —
Fortinox) e as cascas foram secas na mesma temperatura por 24 horas e trituradas em um

liquidificador doméstico. Em seguida, foram misturados e utilizados para as analises.

4.2 Caracterizacao quimica e fisico-quimica da matéria-prima

A caracterizacdo das polpas e dos subprodutos de acerola, manga, goiaba e caja-umbu
foi realizada em triplicata para cada amostra.

4.2.1 pH

O pH foi determinado através de leitura direta, em potencidmetro de marca WTW,
modelo 330i/SET, calibrado com solu¢des tampéo de pH 4,0 e 7,0, conforme IAL (2008).
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4.2.2 Sélidos sollveis totais (SST)

As determinacgdes dos solidos soluveis totais (SST) foram realizadas em refratbmetro
digital (ATAGO PR-1010) com escala de 0 a 45 °Brix, através de leitura direta. Os resultados
foram expressos em °Brix, de acordo com IAL (2008).

4.2.3 Acidez total titulavel (ATT)

Para determinagcdo da acidez total titulavel (ATT), inicialmente foram pesados
aproximadamente 1 grama de polpa ou subproduto, adicionados 50mL de &gua destilada e 2 a
3 gotas de fenolftaleina. Em seguida, foi feita a titulacdo com solucdo de NaOH 0,1 M até
mudanca de cor para roseo claro. Os resultados foram expressos em percentagem de acido

citrico, segundo metodologia descrita pelo 1AL (2008).

4.2.4 AcUcares soluveis totais

Os agUcares soluveis totais foram determinados através da técnica que utiliza o reagente
DNS (4cido 3,5-dinitrosalicilico), conforme metodologia descrita por Miller (1959).
Aproximadamente, 1 grama de cada amostra foi diluida em 40 mL de agua destilada. A mistura
foi submetida a tratamento térmico em banho-maria a temperatura de 60 a 70 °C por 5 minutos.
As amostras foram transferidas individualmente para baldo volumétrico de 100 mL, o qual foi
aferido com &gua destilada, sendo realizada homogeneizacéo e filtracdo em papel de filtro
qualitativo. Retirou-se uma aliquota de 25 mL do filtrado, adicionou-se 2 mL de &cido cloridrico
em cada amostra e levou-se ao banho-maria entre 70 a 80°C por 30 minutos, seguindo de
imediato resfriamento em banho de gelo. Apos esse procedimento, a solucdo foi neutralizada
utilizando NaOH 20% ou HCI 1:1 com auxilio de papel de pH. A amostra foi transferida para
baldo volumétrico de 50 mL e aferido com agua destilada, obtendo-se 0 extrato de agUcar total.
Em tubos de ensaio, foram adicionados 1 mL do extrato, 1 mL do reagente DNS, seguido de
agitacdo e aquecimento em banho-maria a 100 °C por 5 minutos e imediato resfriamento em
banho de gelo. Foi adicionado a cada tubo 7,5 mL de 4gua destilada e a leitura foi realizada em
espectrofotdmetro de marca Shimadzu, modelo UV-1800, no comprimento de onda de 540 nm,

sendo obtida a absorbancia para cada amostra, que foi inserida em uma curva padréo de glicose,
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obtendo-se a concentragcdo de acUcar. As concentracBes obtidas foram utilizadas para
determinacdo dos teores percentuais de aglcares solUveis totais, através da equagéo:

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

4.2.5 Polifendis extraiveis totais

Os polifendis extraiveis totais foram determinados atraves de metodologia descrita por
Larrauri et al. (1997) a qual utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu e acido galico como padréo.
Inicialmente, preparou-se um extrato a partir da polpa ou subproduto utilizando de 1 a 12,5
gramas de amostra (dependendo da quantidade de polifendis extraiveis totais esperada em cada
fruta), em seguida foi adicionado 20 mL de solucdo de etanol 50%. A mistura obtida foi
homogeneizada e deixada em repouso por 1 hora para extracdo. Em seguida, a mistura foi
centrifugada a 10.000 rpm por 15 minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante obtido foi
filtrado e colocado em um baldo de 50 mL. Ao precipitado foi adicionado 20 mL de uma solugéo
de acetona 70%, ficando em repouso por mais 1 hora. Em seguida a mistura foi centrifugada a
10.000 rpm por 15 minutos. O segundo sobrenadante obtido foi misturado ao primeiro no
mesmo baldo de 50 mL, o qual foi aferido com agua destilada, obtendo-se assim o extrato para
determinacdo dos polifendis extraiveis totais. Todo o processo foi realizado ao abrigo da luz.
Em tubos de ensaio foram adicionadas aliquotas variando de 30 a 100 pL dos extratos
(dependendo da polpa ou subproduto) e adicionada dgua destilada para completar o volume de
0,5 mL. Foram entdo adicionados 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau (1:3), 1,0 mL de soluc¢éo
de NaCO3 20% e 1,0 mL de &gua destilada. Os tubos de ensaio foram agitados em agitador
vortex para homogeneizagdo e deixados em repouso protegidos da luz, por 30 minutos.
Decorrido o tempo, a leitura foi realizada em espectofotdmetro de marca Shimadzu, modelo
UV-1800 a 700 nm, usando como referéncia a curva padrdo de acido galico. Os resultados

foram expressos em mg de equivalente de acido galico (EAG)/100 g de polpa ou subproduto.

4.2.6 Antocianinas totais

Foram determinadas segundo a metodologia descrita por Francis (1982). Pesou-se
aproximadamente 1 grama de amostra e adicionou-se solucéo extratora (HCI 1,5 N e etanol
85%), e em seguida o contetdo foi transferido para um baldo volumétrico de 50 mL ao abrigo

da luz e aferido com solugdo extratora. Transferiu-se o material para um frasco ambar e o
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sistema foi submetido a 13 horas de repouso sob refrigeracdo e na auséncia de luz. Apos esse
periodo o extrato foi filtrado e submetido a leitura em espectofotdmetro de marca Shimadzu,
modelo UV-1800 a 535 nm. Os resultados foram expressos em mg de antocianinas totais/100
mL e calculados através da equacao:

Antocianinas totais (mg/100 mL) = (absorbancia x dilui¢do x 100) / peso x 98,2.

4.2.7 Flavonéides amarelos

Foram determinadas segundo a metodologia descrita por Francis (1982). O
procedimento foi o mesmo utilizado para a determinagdo de antocianinas totais, exceto o
comprimento de onda que foi de 374 nm. Os resultados foram expressos em mg de flavonoides
amarelos/100 mL e calculados através da equacao:

Flavonoides amarelos (mg/100 mL) = (absorbéncia x diluicdo x 100) / peso x 98,2.

4.2.8 Atividade antioxidante total

A atividade antioxidante total foi determinada pelo método da captura do radical 2,2"-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), conforme metodologia readaptada
por Rufino et al. (2010). Inicialmente, preparou-se um extrato semelhante ao utilizado na
determinacéo de polifendis extraiveis totais. Em seguida, em tubos de ensaio, foram preparadas
trés diluicdes diferentes, em triplicata. Em ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota de 30
pL de cada diluigdo do extrato para tubos de ensaio com 3,0 mL do radical ABTS-+ e
homogeneizou-se em agitador de tubos. Realizou-se a leitura em espectofotometro de marca
Shimadzu, modelo UV-1800 a 734 nm ap6s 6 minutos da mistura.

Os resultados foram expressos como TEAC - Capacidade Antioxidante Equivalente ao

Trolox (acido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano), em puM/g de amostra.

4.3 Precipitacdo da goma do cajueiro

A precipitagdo da goma do cajueiro foi realizada segundo metodologia descrita por
Rodrigues, Paula e Costa (1993), com algumas adaptacdes. A partir de 50 g de exsudado
triturado, adicionou-se 500 mL de agua destilada e deixou-se sob agitagdo por 2 h. Em seguida,

a solucédo foi filtrada e o filtrado obtido adicionou-se etanol na propor¢do 1:4 v/v
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(filtrado/etanol), para promover a precipitacdo da goma. Esse sistema foi deixado por 12 h, sob
refrigeracdo, a fim de obter uma precipitacdo mais eficiente. Decorrido esse periodo, parte do
alcool sobrenadante foi removido e o precipitado foi separado por filtracdo a vacuo, em funil
de vidro de placa sinterizada. No sistema a vacuo o precipitado foi lavado com duas por¢des de
100 mL de etanol para remocao de possiveis tracos de gorduras, ou outras impurezas sollveis
neste solvente. A goma purificada foi transferida para almofariz e seca com o auxilio de um

secador manual. A goma seca foi armazenada em frasco fechado, a temperatura ambiente.

4.4 ldentificacdo e quantificacdo de rutina

4.4.1 Extracdo de rutina

A solubilidade da rutina em &gua é da ordem de 0,125¢/L, sendo dessa forma,
considerada parcialmente sollvel, apresentando o0 mesmo comportamento em alcool etilico
absoluto, enquanto que em metanol ela é solivel (PEDRIALLI, 2005).

Com isso, testaram-se trés metodologias de extracdo, a fim de obter uma quantificacao
mais eficiente. Para a realizagdo dos testes iniciais escolheu-se apenas uma amostra, polpa de
acerola, por apresentar um maior teor de polifendis extraiveis totais.

Primeiramente, utilizou-se a metodologia descrita por Lee, Yoo e Patil (2010) com
adaptacdes. Uma grama da amostra previamente liofilizada foi misturada com 50 mL de uma
solucdo de etanol 70% e homogeneizada usando um homogeneizador Ultra Turrax (marca IKA,
modelo T-18) a 11000 rpm por um minuto e por trinta minutos. Em seguida, filtrou-se com
papel de filtro qualitativo, centrifugou-se a 6000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi
submetido a evaporacdo em evaporador rotativo a vacuo a 60 °C. A amostra concentrada foi
armazenada em frasco de vidro, ao abrigo de luz.

Segunda metodologia descrita por Wang et al. (2003) com modificacGes, a partir de uma
grama da amostra previamente liofilizada foi adicionado 35 mL de uma solugédo de etanol 70%
em um baldo volumétrico de 50 mL e submeteu-se a um banho sonicador por 45 minutos. Em
seguida, completou-se o volume com a solucdo hidroalcoolica 70%, centrifugou-se a 12000
rpm por 2 minutos e filtrou-se com papel qualitativo. O filtrado foi submetido a rotaevaporacéo
a 60 °C.

A terceira metodologia foi adaptada de Wach; Pyrynska e Biesaga (2007). Em um

béquer de 250 mL, pesou-se, aproximadamente, 5 gramas de amostra, previamente liofilizada,
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e adicionou-se 100 mL de metanol. A mistura foi submetida a aquecimento a 45-50 °C por 15
minutos sob agitagdo. Apos este periodo o extrato foi filtrado utilizando um papel de filtro
qualitativo. O processo de extracdo foi repetido mais duas vezes, os extratos foram combinados,

filtrados novamente e evaporados a 60 °C.

4.4.2 Quantificagéo de rutina

O teor de rutina foi determinado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
por comparagdo dos tempos de retencdo e também a partir da co-injecdo da amostra e padrao,
para confirmacéo. Para obtencdo do padréo foi utilizado rutina obtida da Sigma-Aldrich.

Antes de serem injetados no CLAE, todos os extratos foram filtrados através de um
filtro para seringa de 0,45 um.

Depois de quantificado o teor de rutina na polpa de acerola através das trés
metodologias, escolheu-se a que apresentou uma melhor extragéo, e entdo as outras amostras

foram submetidas ao mesmo procedimento.

4.4.3 Condicdes do CLAE

As analises foram conduzidas em um CLAE marca Shimadzu, controlado pelo Software
LC Solution, injetor manual com pump de volume 20 plL, bomba modelo LC-20DA e
temperatura de 40 °C ajustada através de forno modelo CTO-20A e detector de UV-VIS modelo
SPD-20A. A detecgéo da rutina foi realizada a 350 nm.

Foi utilizada uma coluna Luna Cis (Phenomenex, 25cm; 150mm x 4,6mm). A fase
movel utilizada foi preparada com agua grau MilliQ acidificada com acido fosférico 0,1%
(H3POg) até pH 2,8 (Solucdo A) e acetonitrila (solugéo B), na proporcéo 80A:20B. A vazdo foi
de 1,0 mL/minuto com tempo de corrida de 15 minutos e volume injetado de 20 puL. As inje¢Oes
foram realizadas em triplicata.

A quantificacdo foi realizada por padronizacdo externa (RIBANI et al., 2004). A curva
de calibracdo foi construida pela injecdo em triplicata de solu¢es padrdes de rutina em dez
concentracgdes diferentes, cobrindo a faixa de concentracdo esperada das amostras.

O limite de detecgéo foi definido como o menor pico detectado com altura trés vezes
maior do que a linha de base. O limite de quantificagdo foi definido como a concentracdo do

composto que pode ser menor determinada com a curva de calibracao.
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4.5 Obtencao das nanoparticulas

A partir dos extratos metandlicos das polpas e dos subprodutos preparados para a
quantificacdo de rutina, foi escolhido os dois que apresentaram 0S maiores teores desse
flavondide. Eles foram concentrados em um evaporador a vacuo a 70°C e em seguida, foi
determinado o teor de polifendis extraiveis totais (este parametro foi utilizado para a elaboracéo
das nanoparticulas).

A obtencdo das nanoparticula consistiu, em principio, na formacdo de uma emulséo
estavel do material do ndcleo (extrato da polpa e/ou do subproduto da fruta) com a solugdo do
material de parede (goma do cajueiro). Dessa forma, em uma solucdo de goma de cajueiro a
10% gotejou-se o extrato a ser encapsulado, na proporcdo de 10:1 (material de parede: ndcleo).
Esse gotejamento ocorreu em um homogeneizador Turratec (marca TECNAL, modelo TE-102)
a 15500 rpm, em seguida deixou-se por mais 4 minutos na mesma rotacdo. A emulsao foi
submetida ao processo de liofilizacdo em um equipamento modelo Beta 1-8 LD plus (CHRIST,
Alemanha). Os produtos obtidos foram acondicionados em embalagens de plastico envolvidas
com papel aluminio e armazenados sob refrigeracdo e ao abrigo de luz.

Foram elaboradas também nanoparticulas de rutina padrdo (Sigma-Aldrich) e como

controle, nanoparticulas contendo apenas goma do cajueiro.
4.5.1 Caracterizacdo das nanoparticulas
4.5.1.1 Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho (FTIR)

As nanoparticulas foram analisadas utilizando pastilha de KBr (brometo de potassio
para espectroscopia), no equipamento FT-IR 8300 (SHIMADZU) com resolugdo de 4 cm™ e
10 varreduras na faixa de 4000 a 400 cm™.
4.5.1.2 Tamanho e distribuicdo

O tamanho das nanoparticulas, bem como a sua distribuicdo de tamanho, foram

verificados utilizando um analisador de tamanho de particulas Zetasizer Nano, modelo ZS 3600,

Malvern, sendo a 4gua 0 meio dispersante e temperatura de 25 °C. Os resultados obtidos no
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analisador de tamanho de particula foram mostrados em forma de gréaficos de volume como

funcdo do tamanho das particulas produzidas em cada amostra.

4.5.1.3 Potencial Zeta

Conforme o item 4.5.1.2.

4.5.1.4 Anélise Termogravimétrica (TGA)

O comportamento térmico das amostras foi determinado em uma termobalanga
Shimadzu modelo TGA 50, usando uma rampa de aquecimento de 10 °C/min entre 25 a 600

°C em atmosfera de ar sintético, com fluxo de 50 mL/min.

4.5.1.5 Polifendis extraiveis totais

Conforme o item 4.2.5.

4.5.1.6 Quantificacdo de rutina

As nanoparticulas dos extratos das polpas e/ou subprodutos de frutas foram dissolvidas
em agua miliQ e as nanoparticulas de rutina padrdo foram dissolvidas em solucdo metandlica
50%. As amostras dissolvidas foram filtradas e injetadas no CLAE seguindo as mesmas

condigdes descritas nos itens 4.4.2 e 4.4.3.

4.5.1.7 Atividade Antioxidante Total

A atividade antioxidante total das nanoparticulas foi determinada através de
metodologia descrita por Rufino et al. (2010) com modificacdes. Uma determinada quantidade
de massa foi pesada e dissolvida em agua. Em tubos de ensaio, foram preparadas trés dilui¢cGes
diferentes, em triplicata. Em ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota de 90 uL de cada
diluicdo para tubos de ensaio e acrescentou-se 270 pL de agua destilada. Em seguida,
adicionou-se 2,7 mL do reagente FRAP, que é composto por um tampdo acetato 0,3 M, solucao
de 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) 10 mM e solugéo de cloreto férrico 20 mM. Os tubos
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foram homogeneizados em agitador de tubos e mantidos em banho-maria a 37 °C por 30
minutos. A leitura a 595 nm foi realizada imediatamente ap0s a saida dos tubos do banho-maria
em espectrofotdmetro de marca Shimadzu, modelo UV-1800. Foi utilizado o reagente FRAP
como branco. A partir das absorbancias obtidas, plotou-se graficos com a absorbancia do eixo
Y e a diluicdo (mg/L) no eixo X, determinou-se a equacdo da reta e calculou-se a atividade
antioxidante total através da substituicdo da equacdo da reta a absorbancia equivalente a 1000
KM do padréo sulfato ferroso, previamente calculada.

Os resultados foram expressos em UM de sulfato ferroso/g de nanoparticula.

4.6 Atividade antimicrobiana

4.6.1 Preparo dos inéculos

As cepas utilizadas foram Escherichia coli ATCC 11775, Salmonella Enteritidis 1AL
1132 (bactérias Gram-negativas); Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Listeria
monocytogenes ATCC 19115 (Gram-positivas).

As cepas liofilizadas foram submetidas ao protocolo, conforme recomendado pelo
fabricante Microbiologics, para obtengéo das culturas.

A partir de um cultivo de E. coli, S. Enteritidis e S. aureus em &gar tripticase de soja
(Becton Dickinson, USA), e um cultivo de L. monocytogenes em agar tripticase de soja + 0,6%
de extrato de levedura (Becton Dickinson, USA), de 24 horas de incubacdo a 35 °C foi
selecionada uma colbnia bem isolada de 2 mm de didmetro de E. coli e de S. aureus e uma
col6nia de 1 mm de diametro de S. Enteriditis e L. monocytogens. As colonias isoladas foram
inoculadas, separadamente, em tubos de ensaio contendo 5 mL de caldo infusao cérebro coracédo
(Becton Dickinson, USA), exceto para a L. monocytogenes que foi em 5 mL de caldo tripticase
de soja (Becton Dickinson, USA);

As culturas foram incubadas a 35 °C durante 24 horas. Em seguida, foram diluidas em
agua peptonada 0,1% até 107 e plaqueadas em agar Palcam (L. monocytogenes), agar Baird-
Parker (S.aureus), agar Entérico de Hektoen (S. Enteritidis) ou agar Levine Eosina Azul de
Metileno (E. coli) para realizacdo da contagem de coldnias viaveis.

Esse procedimento foi realizado varias vezes a fim de padronizar a quantidade de células

presente.
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Para a determinacao da atividade antimicrobiana da rutina pelo método de difusdo em
agar utilizou-se a diluicdo correspondente a 108 UFC/mL e para a determinacéo da concentragéo
inibitéria minima e da concentracdo bactericida minima a diluicdo correspondente a 10°
UFC/mL.

4.6.2 Determinagéo da atividade antimicrobiana da rutina

Atividade antimicrobiana da rutina foi determinada pelo método de difusdo em agar
como descrito pelo NCCLS (2003a), com adaptacoes.

Foram testadas dez concentragdes diferentes de rutina: 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0;
6,0; 8,0 e 10,0 mg/mL. Devido a baixa solubilidade da rutina em agua, utilizaram-se trés
maneiras diferentes de solubiliza-la: 1. Metanol; 2. Agua destilada estéril e um processo de
sonicacdo; e 3. Uma solucdo composta por 3% de DMSO, 2% de tween 20, 15% de etanol e
80% de &gua destilada estéril. O processo de sonicagdo foi realizado em um equipamento
ultrassom (Sonifier modelo W-450D Branson) de alta frequéncia (equipamento de sonda ultra-
sbnica), na amplitude de 50% por 1 minuto, pulso 1s on/1s off, em banho de gelo.

Foram utilizadas culturas bacterianas na concentragdo de 108 UFC/mL. Com o auxilio
de “swabs” estéreis, as suspensdes bacterianas foram semeadas em trés direcdes na superficie
do &gar Mueller-Hinton a fim de se obter um crescimento confluente e homogéneo. Ap6s 5
minutos, foram realizados po¢os de 5 mm, utilizando um perfurador estéril. Em cada poco foi
aplicado 25 pL das diferentes concentracdes de rutina. O antibi6tico comercial amicacina (250
mg/mL, Laboratério Teuto) foi utilizado como controle positivo e o diluente da rutina em
estudo como controle negativo. Incubou-se a 35 °C por 24 horas e com o auxilio de um
paquimetro, realizou-se a leitura dos halos de inibicdo. Todos os testes foram realizados em

triplicata.



47

4.6.3 Determinacao da concentragéo inibitoéria minima (CIM) e da concentragéo bactericida
minima (CBM) da rutina

4.6.3.1 Método de macrodiluicdo em caldo

A determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) e da concentracdo bactericida
minima (CBM) da rutina foi realizada segundo Kim, Marshall e Wei (1995) e Ham (2006) com
modificacdes. A CIM e CBM foram determinadas duas vezes e em duplicata.

As solugdes e concentrag@es de rutina testadas foram as mesmas utilizadas no método
anterior (item 4.6.2), exceto para a solugdo metandlica, pois este inibe o crescimento bacteriano.

Em tubos de ensaio contendo 3,95 mL de caldo infusdo cérebro coracgéo para E. coli, S.
Enteritidis e S. aureus e caldo tripticase de soja para L. monocytogenes foram adicionados 0,050
mL da suspensdo bacteriana em concentragdo de 10° UFC/mL. A seguir foi adicionado 1 mL
da solucdo de rutina em diferentes concentragdes. Os tubos foram incubados a 35 "C por 24
horas sob agitacdo a 200 rpm em incubadora de bancada (CT712/Cientec). Antibiotico
comercial (amicacina) foi utilizado como controle positivo e o diluente das solucdes de rutina
em como controle negativo.

Apo6s incubagdo, foi verificado em cada tubo se ocorreu crescimento através da
observacao de turbidez. A menor concentragao na qual ndo ocorreu crescimento foi considerada
como a concentracdo inibitéria minima (CIM). A partir das concentracbes em que ndo
ocorreram turbidez, foram inoculadas 0,100 mL da cultura em placa de agar Palcam (L.
monocytogenes), agar Baird-Parker (S.aureus), agar Entérico de Hektoen (S. Enteritidis) e agar
Levine Eosina Azul de Metileno (E. coli) e espalhado com alga de Drigalski. As placas foram
incubadas a 35 “C por 24 horas e observadas a presenca de crescimento. A menor concentracio
na qual ndo ocorreu crescimento foi considerada como a concentracdo bactericida minima
(CBM).

4.6.3.2 Método da microdiluicdo em caldo

Seguindo metodologia adaptada de NCCLS (2008b), as suspensdes bacterianas foram
diluidas a fim de se obter uma concentracido de aproximadamente 10° UFC/mL. Foram
utilizadas microplacas de 96 pogos a qual foram adicionados 100 uL de caldo BHI ou caldo

TSB, 80 pL da solugdo de rutina e 20 pL de inoculo correspondente a dilui¢do que apresentar
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10° UFC/mL. Pocos contendo meio de cultura, diluente utilizado na preparacdo das
concentracOes e indculo dos micro-organismos em estudo serviram como controle negativo.
Pocos contendo meio de cultura, um agente antimicrobiano de uso comercial (amicacina) e
indculo serviram de controle positivo. Em seguida, as microplacas foram submetidas a leitura
em espectrofotdbmetro Anthos Zenyth 200rt a 490 nm e incubadas a 35 °C por 24 horas, sendo
entdo realizada nova leitura espectrofométrica, utilizando o mesmo comprimento de onda. A
menor concentracdo de solucéo de rutina que apresentou a diferenca entre as leituras menor ou
igual a 0,05 foi considerada a concentracdo inibitéria minima (CIM). Nos pocos contendo a
CIM e as trés concentra¢des seguintes, retirou-se uma aliquota de 50 pL e colocou-se em &gar
Palcam (L. monocytogenes), agar Baird-Parker (S. aureus), agar Entérico de Hektoen (S.
Enteritidis) e agar Levine Eosina Azul de Metileno (E. coli) e espalhou-se com alca de
Drigalski. As placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas e observadas a presenca de
crescimento. A menor concentracdo na qual ndo ocorreu crescimento foi considerada como a

concentracdo bactericida minima (CBM).

4.6.4 Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) e da concentracgao bactericida

minima (CBM) dos extratos e das nanoparticulas

Os dois extratos que apresentaram 0s maiores teores de rutina foram liofilizados para
retirada total do solvente metanol. Estes extratos, as nanoparticulas dos mesmos e de rutina,
foram testados quanto a seu poder antimicrobiano através da técnica de microdiluicdo em caldo,
semelhante a utilizada para a rutina (item 4.6.3.2).

Para os extratos de polpa de acerola e subproduto de caja-umbu e suas respectivas
nanoparticulas foi determinada a quantidade de polifendis extraiveis totais (conforme item
4.2.5) e a partir desse teor foram elaboradas solu¢cdes com concentracdes variando de 100 a
10000 pg/mL. Para as nanoparticulas de rutina, utilizou-se as mesmas concentra¢des testadas

no item 4.6.2.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizagdo quimica e fisico-quimica da matéria-prima

5.1.1 pH, acidez total titulavel, solidos sollveis totais e agUcares totais

A tabela 2 mostra os valores de pH, acidez total titulavel, sélidos sollveis totais e

acucares totais das polpas e subprodutos de acerola, manga, goiaba e caja-umbu.

Tabela 2 — Teores de pH, acidez total titulavel, sélidos solUveis totais e aglcares totais das
polpas e subprodutos de acerola, manga, goiaba e caja-umbu.

Acerola Manga Goiaba Caja-umbu
pH Polpa 351+0,01 4,75+£0,01 3,97 £ 0,01 2,60 £ 0,01
Subproduto  3,72+0,01 5,36 +0,01 4,04+ 0,01 2,70+ 0,01
Acidez total  Polpa 1,08+£0,07 0,44 0,04 0,76 £ 0,05 1,14 +0,13
titulavel
(g de 4cido Subproduto  0,51+0,02 0,17 £0,01 0,48 £ 0,05 1,84 £ 0,03
citrico /100g)
Sélidos Polpa 530+£0,00 2527+0,06 11,00£0,08 12,70+0,10
solaveis totais
(°Brix) Subproduto  7,23+0,21 2530+0,00 10,63+0,81 3,20+0,00
Acucares totais Polpa 1,80+0,19 1650+0,50 4,90+0,09 8,31+0,23
(9/1009)
Subproduto 0,56 +0,04 11,42+0,80 359+0,80 3,58+0,35

Resultados expressos em Média + desvio padrdo

Para os teores de pH (TABELA 2), pode-se observar que para todas as frutas analisadas
as polpas apresentaram valores inferiores aos respectivos subprodutos, apresentando assim, um
carater mais acido. Esse comportamento pode ser justificado pelo fato das substancias
responsaveis pela acidez no fruto, os acidos organicos, estarem mais presentes na polpa do que
no subproduto (SANTOS et al., 2013; CHITARRA; CHITARRA, 2005; KLEIN, 2009).
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Na polpa de acerola observou-se um valor de pH de 3,51; superior ao encontrado por
Dantas et al. (2010), que foi de 3,09, e inferior ao encontrado por Silva et al. (2012a) que foi
de 3,73. A polpa de manga apresentou valor de pH de 4,75, superior ao encontrado por Akhatar
et al. (2010) que obtiveram pH de 3,81. Benevides et al. (2008), analisando polpa de manga
‘Ub&’, obtiveram valores de pH variando entre 4,12 a 4,29, valores inferiores ao encontrado
nesse estudo. O subproduto de manga, que foi composto pelas cascas, apresentou valor de pH
de 5,36, superior ao encontrado na polpa, semelhante ao observado na acerola.

Machado et al. (2007) encontraram valores de pH variando entre 3,72 a 4,20 para polpas
de goiaba, estando o valor encontrado no presente estudo (3,97) dentro da faixa obtida pelos
autores acima. Uchoa et al. (2008) obtiveram valor de pH para subproduto de goiaba de 4,60
sendo superior ao encontrado nesse trabalho (4,04).

A polpa de caja-umbu apresentou valor de pH de 2,60 semelhante ao encontrado por
Lira Junior et al. (2005) que encontrou valores entre 1,75 e 2,57 para diferentes genotipos de
caja-umbu.

Em relacéo a acidez total titulavel (TABELA 2), dentre as polpas de frutas estudadas, a
polpa de caja-umbu apresentou o0 maior teor de acidez total titulavel que foi de 1,14%,
semelhante ao encontrado por Silva et al. (2011) que obtiveram valores entre 0,87 e 1,48%,
seguido da polpa de acerola que apresentou 1,08% e da polpa de goiaba que apresentou 0,76%.
A polpa de manga apresentou valor de acidez de 0,44% semelhante ao encontrado por
Benevides et al. (2008) que obtiveram valores variando de 0,44 a 0,68% para polpa de manga
“Uba”.

O subproduto de caja-umbu apresentou 0 maior teor de acidez das amostras testadas
(1,84%), seguido do subproduto de acerola e do subproduto de goiaba, que foram 0,51% e
0,48%, respectivamente.

Pode-se observar que um comportamento inversamente proporcional quando se
compara os teores de pH e de acidez total titulavel para as frutas acerola, manga e goiaba, como
esperado.

Conforme Fontes (2005) e Borges, Pereira e Lucena (2009), os dois métodos mais
comumente utilizados para determinar a acidez dos alimentos, séo a ATT e o pH. O primeiro
representa todos 0s grupamentos acidos encontrados (acidos organicos livres, na forma de sais
e compostos fendlicos), enquanto que o segundo determina a concentracao hidrogenidnica da

solugéo.
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Para os solidos solUveis totais (TABELA 2), a polpa de acerola apresentou 5,30 °Brix,
valor inferior ao encontrado por Silva et al. (2011) que obtiveram valores entre 6,11 a 8,43
°Brix para diferentes polpas de acerola comercializadas em Uberaba-MG. Silva et al. (2012b)
encontraram valor de °Brix de 2,17 para o subproduto de acerola seco, inferior ao encontrado
no presente trabalho que foi de 7,23. Essas diferengas podem ser devido a diferentes tempos de
maturacdo na qual a fruta se encontrava no momento da colheita, ja que os teores de solidos
sollveis totais tendem a aumentar com a maturacdo do fruto (MANICA et al., 2001;
CHITARRA; CHITARRA, 2005; CRUZ, 2010).

Os sdlidos solUveis totais encontrados na polpa de manga (TABLEA 2) foram de 25,27
°Brix, superior ao valor obtido por Faraoni, Ramos e Stringheta (2009) que foi de 19,3 °Brix
para manga organica cultivar ‘Uba’. Damiani et al. (2009) encontraram valor de 16,73 °Brix
para a polpa e 13,33 °Brix para o subproduto (cascas), valores também inferiores ao
encontrado no presente estudo, que para o subproduto de manga foi de 25,30 °Brix. As
diferencas nos valores de sdlidos solUveis totais encontradas, ou outro constituinte quimico,
podem ser justificados, entre outros fatores, por variaces das condi¢des de cultura.

A polpa de goiaba apresentou 11,00 °Brix, valor inferior ao encontrado por Faraoni et
al. (2012) que foi 7,10 °Brix e ao encontrado por Oliveira et al. (2012) que foi 6,9 °Brix.
Uchoa et al. (2008) obtiveram valor de 10,48 °Brix para o subproduto de goiaba semelhante
ao encontrado no presente estudo que foi de 10,63°Brix.

O valor médio dos solidos solUveis totais da polpa de caja-umbu foi de 12,70 °Brix,
aproximando-se do valor obtido por Melo (2007) que foi 12,00 °Brix e do obtido por Carvalho
et al. (2008) que variou de 7,2 a 14,0 °Brix para polpas de caja-umbu do estado da Bahia. O
subproduto dessa fruta apresentou um valor (3,20°Brix) bem inferior ao encontrado na polpa.

Em relacdo aos teores de acUcares totais, a Tabela 2 mostra que as polpas de acerola e

manga apresentaram valores de 1,80% e 16,50%, respectivamente, teores inferiores aos
relatados por Dantas et al. (2010) e Silva et al. (2012a) que foram 2,80-3,34% e 31,29% para
polpas de acerola e manga, respectivamente. Faraoni, Ramos e Stringheta (2009) relataram
valor de 10,5% de acUcares totais para polpa de manga, valor inferior descrito nesse estudo.

Evangelista e Vieites (2006) obtiveram valores de 4,21 a 9,30% para agUcares totais,

estudando polpas de goiaba comercializada na cidade de S&o Paulo, teor semelhante ao
encontrado nesse estudo que foi de 4,90 %.
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A polpa de caja-umbu apresentou valor de 8,31% de agUcares totais, levemente superior
ao reportado por Santos et al. (2010) que foi 7,49% ao estudarem a qualidade de frutos de
umbu-caja (Spondias tuberosa X S. mombin) provenientes do Recdncavo Sul da Bahia.

Dentre os subprodutos estudados, o de manga apresentou o0 maior teor de agUcares totais
(11,42%) teor similar ao relatado por Damiani et al. (2009) que foi de 11,30%. Em seguida,
tem-se o subproduto de goiaba (3,59%) que apresentou valor inferior ao reportado por Uchoa
et al. (2008) que foi de 5,31%. Diferencas nos teores de acucares totais estdo relacionadas com
0 gendtipo, ambiente e manejo de cultivo. E um fator importante para a indUstria, pois permite

um melhor rendimento no processamento (FERREIRA et al., 2009).

5.1.2 Polifendis extraiveis totais

Na tabela 3 verifica-se que a polpa de acerola apresentou o maior teor de polifendis
extraiveis totais (1337,34 mg EAG/100g) dentre as amostras em estudo, valor superior ao
relatado por Kuskoski et al. (2006) que foi 580,10 mg de EAG/100g e inferior ao relatado por
Silva et al. (2012a) que foi 1956,53.

Tabela 3 — Teores de polifendis extraiveis totais nas polpas e subprodutos de acerola, manga,
goiaba e caja-umbu.

Amostra Polifendis extraiveis totais (mg EAG*/1009)
Polpa Subproduto
Acerola 1337,34 + 34,20 717,78 £ 30,13
Manga 69,93 + 10,73 892,07 + 97,42
Goiaba 261,22 + 4,46 429,52 + 23,87
Caja-umbu 116,05 +0,91 380,28 + 31,07

Resultados expressos em Média + desvio padrdo. *EAG = equivalente de &cido gélico

As polpas de goiaba e de manga apresentaram teores de polifendis extraiveis totais de
261,22 e 69,93 mg EAG/100g, respectivamente. VValores superiores ao relatado por Oliveira et
al. (2011) que foram de 159,80 e 59,80 para as polpas de goiaba e de manga, respectivamente.
Por outro lado, Kuskoski et al. (2006) encontraram teor consideravelmente maior de polifendis

para polpa de manga (544,9 mg EAG/100g).
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A polpa de cajd-umbu apresentou valor de 116,05 mg EAG/100g, dentro da faixa
encontrada por Moreira et al. (2012), que foi 110,61 a 188,86 mg EAG/100g quando estudava
diferentes gendtipos de polpas dessa fruta.

Os teores de polifendis totais encontrados para os subprodutos de acerola e goiaba foram
717,78 mg EAG/100g e 429,52 mg EAG/100g, respectivamente. Sousa et al. (2011) obtiveram
valores consideravelmente inferiores aos relatados que foram 247,62 e 24,63 mg de EAG/100g,
respectivamente. Podemos observar que 0s subprodutos de manga, goiaba e caja-umbu
apresentaram maiores teores de polifenois totais comparado com suas respectivas polpas. Este
resultado mostra a grande quantidade de compostos bioativos, que possuem propriedades
benéficas para a salde, nos subprodutos, onde na maioria das vezes sao desperdicados. Silva et
al. (2014) encontraram comportamento semelhante para as frutas abacaxi, goiaba e caju.

Além disso, diversos autores relatam que 0s compostos bioativos estdo,
majoritariamente, presentes nas cacas de sementes (ABRAAO et al., 2010; MELO et al., 2008;
SOUSA et al., 2011).

5.1.3 Antocianinas totais

A Tabela 4 mostra os teores de antocianinas totais em mg/100g de amostra presentes
nas polpas e nos subprodutos de acerola, manga, goiaba e caja-umbu.

Tabela 4 - Teores de antocianinas totais nas polpas e subprodutos de acerola, manga, goiaba e
caja-umbu.

Amostra Antocianinas totais (mg/100g)
Polpa Subproduto
Acerola 7,15+0,10 20,65+ 1,77
Manga 1,07+ 0,04 4,10+ 0,64
Goiaba 0,28+0,12 0,35+ 0,00
Caja-umbu 0,85+ 0,27 0,53 +0,03

Resultados expressos em Média + desvio padrdo

Em relagdo a andlise de antocianinas totais, o subproduto de acerola apresentou o maior
teor com 20,65 mg/100g, seguida da polpa de acerola com 7,15 mg/100g e do subproduto de
manga com 4,10 mg/100g. Brito et al. (2007) pesquisaram 0s teores de antocianinas totais em

polpa acerola, obtendo uma média de 48,00 mg/100g, valor superior ao encontrado nesse estudo.
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Enquanto que Sousa et al. (2011) encontraram 0,0032 mg/100g para subproduto de goiaba e
0,0084 mg/100g para o subproduto de acerola, valores bastante inferiores aos relatados nesse
estudo, que foram de 0,35 e 20,65 mg/100g, respectivamente.

As antocianinas sdo pigmentos que sofrem degradacéo facilmente, sob acdo da vitamina
C, oxigeénio, temperatura, pH do meio, entre outros. Dessa forma, podem ser destruidas durante
0 processamento e estocagem dos alimentos (LIMA et al., 2003).

Os subprodutos das frutas acerola, manga e goiaba apresentaram teores superiores aos
encontrados nas respectivas polpas. Isto se deve ao fato das antocianinas estarem concentradas
principalmente na casca, com excecao de algumas variedades cuja polpa também é pigmentada
(PASTRANA-BONILLA, et al., 2003).

5.1.4 Flavonéides amarelos

A Tabela 5 mostra os teores de flavondides amarelos presentes nas polpas e nos

subprodutos de acerola, manga, goiaba e caja-umbu.

Tabela 5 — Teores de flavondides amarelos nas polpas e subprodutos de acerola, manga, goiaba
e caja-umbu.

Amostra Flavondides amarelos (mg/100g)
Polpa Subproduto
Acerola 2,92+0,51 9,29 +1,05
Manga 3,21+0,42 22,19 + 3,02
Goiaba 1,07 +£0,12 2,66 £ 0,43
Caja-umbu 2,94 +0,99 19,83 +1,35

Resultados expressos em Média + desvio padrdo

No caso dos flavondides amarelos, a polpa que apresentou o maior teor foi a de manga
com 3,21 mg/100g, seguido da polpa de caja-umbu (2,94 mg/100g) e da polpa de acerola (2,92
mg/100g). Todos os subprodutos analisados apresentaram teores maiores aos encontrados para
suas respectivas polpas, destacando-se o subproduto de manga e o de caja-umbu que
apresentaram os maiores teores de flavonoides amarelos das amostras testadas, com 22,19 e

19,83 mg/100g, respectivamente.
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5.1.5 Atividade Antioxidante Total

Conforme a Tabela 6, a polpa de acerola apresentou a maior atividade antioxidante total,
com 91,33 UM de Trolox/g. Sendo esse valor superior ao encontrado por Kuskoski et al. (2006)
que foi de 53,20 uM de Trolox/g e inferior ao reportado por Vieira et al. (2011), que obtiveram
um valor de 3690,00 UM de Trolox/g. Para a polpa de goiaba, Kuskoski et al. (2006)
encontraram 5,9 uM de Trolox/g, valor bastante inferior ao obtido no presente estudo que foi
16,25 uM de Trolox/g. Entretanto, Bof et al. (2012) obtiveram maior teor (27,00 uM de
Trolox/g) para essa mesma polpa de fruta.

As polpas de manga e caja-umbu apresentaram menores teores de atividade antioxidante
que foram de 3,84 e 4,93 uM de Trolox/g, respectivamente. Entretanto, seus respectivos
subprodutos apresentaram valores maiores do que as polpas, 8,72 e 16,36 UM de Trolox/g,
respectivamente. Comportamento semelhante aconteceu com o subproduto de goiaba (21,77
MM de Trolox/g). Esses resultados comprovam a riqueza de compostos bioativos existentes nos

subprodutos da industria beneficiadora de polpa de frutas.

Tabela 6 - Atividade antioxidante total das polpas e subprodutos de acerola, manga, goiaba e

caja-umbu.
Amostra Atividade antioxidante total (ABTS)
(uM de Trolox g*)

Polpa Subproduto
Acerola 91,33+£9,99 51,62 + 5,68
Manga 3,84+0,19 8,72+0,77
Goiaba 16,25 + 2,00 21,77 +£1,91
Caja-umbu 4,93 +1,58 16,36 + 2,33

Resultados expressos em Média + desvio padréo.

5.2 Identificagédo e Quantificagdo de rutina

A rutina foi detectada a 350 nm com tempo de retengcdo de aproximadamente 3,93
minutos. O limite de detecgéo foi de 0,0205 pug/mL e o de quantificacdo foi de 0,041 pug/mL. A
Figura 10 mostra o cromatograma da rutina padrao (Sigma-Aldrich), destacando seu pico no
respectivo tempo de retencdo. Esse valor serviu de referéncia para a identificacdo e

quantificacdo dessa substancia nas polpas e nos subprodutos das frutas estudados.
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Figura 10 - Cromatograma da rutina padréo (Sigma).
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A Tabela 7 apresenta os teores de rutina encontrados na polpa de acerola analisados
através das metodologias adaptadas por Lee, Yoo e Patil (2010), Wang et al. (2003) e Wach,
Pyrynska e Biesaga (2007). Como pode ser verificada na tabela abaixo, a metodologia proposta
por Wach, Pyrynska e Biesaga (2007) que utilizou aquecimento e como solvente o metanol, foi
a que apresentou um maior teor de rutina (184,66 pg/g) para a amostra em estudo. Dessa forma,

essa metodologia foi utilizada para as demais amostras.

Tabela 7 - Teores de rutina na polpa de acerola correspondente as trés metodologias testadas.

Metodologia Teor de rutina (ug/g)*
Lee, Yoo e Patil (2010) 1 minuto — 67,44 + 0,58
30 minutos — 92,56 + 17,07
Wang et al. (2003) 73,36 £5,19
Wach, Pyrynska e Biesaga (2007) 184,66 + 12,40

Médias + desvio padrédo de trés repeti¢des.*lg/g de peso seco

As Figuras 11 e 12 mostram os cromatogramas referentes a quantificacdao da rutina na
polpa de acerola e seu subproduto, respectivamente, e a confirmacdo da presenca dessa
substancia através da dopagem com o padrdo. E possivel perceber o aumento da intensidade do
pico quando é acrescentado o padrdo, assegurando que a rutina esta presente na polpa e no

subproduto de acerola.
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Figura 11 - Cromatograma referente a quantificacdo de rutina em polpa de acerola (A) e
confirmacéo através da co-injecdo da amostra mais o padrao (B).
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Figura 12 - Cromatograma referente a quantificacdo de rutina em subproduto de acerola (A) e
confirmacéo através da co-inje¢do da amostra mais o padréo (B).
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A Figura 13 mostra os cromatogramas das polpas e dos subprodutos de manga, goiaba
e caja-umbu. Como pode ser verificado, a polpa e o subproduto de caja-umbu apresentaram
picos referente a rutina com maior intensidade, portanto, apresentam o maior teor de rutina

dentre as amostras representadas nessa figura.
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Figura 13 - Cromatogramas referentes a quantificacdo de rutina em polpa de manga (A),
subproduto de manga (B), polpa de goiaba (C), subproduto de goiaba (D), polpa de caja-umbu
(E) e subproduto de caja-umbu (F).
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A Tabela 8 mostra o teor de rutina nas polpas e subprodutos de acerola, manga, goiaba
e caja-umbu. Os teores de rutina encontrados variaram de 9,41ug/g a 1852,40 pg/g. A amostra
que apresentou o maior teor foi o subproduto de caja-umbu (1852,40 ug/g), seguido da polpa
de acerola (184,66 Lg/g). Apesar da polpa de acerola ter apresentado o maior teor de polifendis
extraiveis totais (1337,34 mg/100g), ndo resultou em um maior teor de rutina.

Medina-Remon et al. (2011) elaboraram um extrato a partir de quatro espécies de frutas
citricas, onde os frutos foram esmagados, fermentados, ultracentrifugado, concentrados em
evaporador a 80°C e realizaram a identificacdo e quantificacdo de alguns flavondides. Esses
autores encontraram teores de rutina entre 1166,00 e 2563,30 ug/g, valores bem superiores aos
obtidos no presente estudo para o subproduto de caja-umbu. Lee, Yoo e Patil (2010), obtiveram

valores de rutina variando de 5220,00 a 7420,00 pg/g em aspargos verde, valores
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consideravelmente maiores ao encontrados no estudo atual. Deve-se ressaltar que, podem-se
encontrar diferengas nos teores de uma substancia em estudo, devido as diferentes condic¢oes

possiveis na cromatografia.

Tabela 8 - Média dos teores de rutina nas polpas e subprodutos de acerola, manga, goiaba e
caja-umbu.

Amostra Concentracéo de rutina (Lg/g*)
Polpa Subproduto
Acerola 184,66 + 12,40 120,85 + 2,37
Manga 9,41 +0,74 12,10+ 1,01
Goiaba 28,20 £ 2,16 14,33 £0,21
Caja-umbu 120,43 + 1,86 1852,40 + 12,01

Médias + desvio padrédo de trés repeti¢des. *ug/g de peso seco

5.3 Nanoparticulas

Foram preparadas nanoparticulas de goma do cajueiro com o0s extratos das duas
amostras que apresentaram os maiores teores de rutina, que foram polpa de acerola e subproduto
de caja-umbu. Além disso, foram formuladas nanoparticulas com a rutina padrdo e somente

com a goma do cajueiro, como o0 branco (controle).

5.3.1 Caracterizacao das nanoparticulas

5.3.1.1 Espectroscopia de absor¢éo na regido do infravermelho (FTIR)

Na Figura 14, as bandas observadas em 3386 cm™ e 2930 cm™ podem ser atribuidas as
vibrac6es de estiramento O-H e C-H, respectivamente, caracteristicos da goma do cajueiro; o
pico correspondente a 1645 cm™ é devido & vibragao de O-H de moléculas de 4gua e as bandas
em 1150, 1070 e 1030 cm® correspondem ao estiramento de C-O-C e deformagéo dos grupos
O-H das unidades glicosidicas (PAULA; GOMES; PAULA, 2002; MOURA, 2009).
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Figura 14 - Espectro na regido do infravermelho correspondente a nanoparticulas da goma do
cajueiro (branco).
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O espectro apresentado da Figura 15 mostrou bandas de absorcéo caracteristicos dos
grupos funcionais da estrutura quimica da rutina. As bandas em 3424 e 2936 cm sdo atribuidas
ao estiramento da hidroxila fendlica e a deformacdo axial da ligacdo C-H de aromaéticos,
respectivamente; o pico correspondente a 1658 cm™ foi atribuido ao estiramento da carbonila
(C=0); absorcdes em 1601 cm™, 1502 cm™ e 1457 cm™ correspondem ao estiramento do anel
fenil (C=C); banda de absorcdo em 1294 cm™ foi atribuida ao estiramento C=C-O-C e a 1060
cm! esté relacionada & deformagc&o angular no plano da ligagio C-H do anel aromatico (JIN et
al., 2007; MENDES, 2009).

Figura 15 - Espectro na regido do infravermelho correspondente a rutina padréo.
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Na Figura 16, observam-se os picos 3386 e 2932 cm™ caracteristicos da goma do
cajueiro (PAULA; GOMES; PAULA, 2002; MOURA, 2009) e as bandas em 1652 cm™ e 1457
cm?, tipicos da rutina, comprovando que as duas substancias estdo presentes (JIN et al., 2007;

MENDES, 2009).

Figura 16 - Espectro na regido do infravermelho correspondente as nanoparticulas de goma do
cajueiro com rutina padrao.
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As Figuras 17 e 18 mostram o0s espectros na regido do infravermelho para as
nanoparticulas do extrato de polpa de acerola e do subproduto de caja-umbu, respectivamente,
nelas observam-se picos caracteristicos das substancias presentes (goma do cajueiro e
compostos fenolicos). A Figura 16 mostra os picos 1084 e 1038 cm (caracteristicos da goma
do cajueiro) correspondentes ao estiramento C-O-C e deformacdo da ligacdo O-H, como citado
anteriormente, e picos caracteristicos de compostos fendlicos, como os 1414 e 1372 cm

referentes aos estiramentos do anel fenil (C=C) (NUNES, 2008).
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Figura 17 - Espectro na regido do infravermelho correspondente as nanoparticulas de goma do
cajueiro com extrato de polpa de acerola.
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Figura 18 - Espectro na regido do infravermelho correspondente as nanoparticulas de goma do
cajueiro com extrato de subproduto de caja-umbu.

3389
1084
1038

2931

0,5

Absorbéncia

0,6

0,4 -

T T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 s00

Comprimento de onda (cm™)
5.3.1.2 Tamanho e distribuicéo

As medidas de tamanho (diametro hidrodinamico) e polidispersdao (PDI) das
nanoparticulas sdo indicativos de estabilidade em suspensdo. O PDI esta relacionado com a
distribuicdo de tamanho das nanoparticulas e, normalmente, valores menores que 0,2 para
suspensoes coloidais sdo considerados bons indicadores de estabilidade (MELO et al., 2010).

A Tabela 9 mostra os diametros das nanoparticulas e seus respectivos PDIs. Observa-
se que as nanoparticulas de goma do cajueiro e de rutina apresentaram diametros
consideravelmente inferiores aos das nanoparticulas de extrato de polpa de acerola e de
subproduto de caja-umbu. Weiss, Takhistov e Mcclements (2006) relataram em seu estudo que
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a nanotecnologia tem como objetivo a caracterizagéo, fabricacdo e manipulacéo de estruturas
bioldgicas e ndo-bioldgicas, que possuam tamanhos inferiores a 100 nm, j& Schaffazick et al.
(2003) afirmaram que nanoparticulas apresentam diametros inferiores a 1 um, ou seja, 1000
nm. Existem muitas controvérsias ao respeito da classificacdo das nanoparticulas em relacao ao
didmetro, principalmente porque depende do objetivo de aplicacdo, isto é, para cada area de
utilizacdo das nanoparticulas, estas podem ter tamanhos distintos.

Vaérios estudos tendam avaliar os principais fatores que afetam o didmetro das particulas
de sistemas nanoestruturados, entre eles cita-se 0 método de preparacdo das nanoparticulas, a
natureza do material a ser encapsulado e as diferencas de viscosidades, hidrofobicidade ou
tensdo interfacial das substancias empregadas (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Tabela 9 - Didmetro das nanoparticulas de goma do cajueiro (PGC), goma do cajueiro e rutina
padrdo (PRP), goma do cajueiro e extrato de polpa de acerola (PPA) e goma do cajueiro e
extrato de subproduto de caja-umbu (PSC).

Amostra Diametro (nm)* PDI
PGC 174,20 + 20,60 0,369
PRP 205,70 + 22,05 0,327
PPA 907,60 *+ 60,23 0,744
PSC 722,05 + 50,28 0,708

*média de 10 repeticoes.

O PDI (TABELA 9) das nanoparticulas mostra que elas ndo apresentam boa estabilidade
em suspensdes coloidais, ja que apresentaram valores superiores a 0,2. Sendo as nanoparticulas
de extrato de polpa de acerola e de subproduto de caja-umbu as mais instaveis.

A estabilidade das nanoparticulas poderia ser melhorada com o uso de goma do cajueiro
reticulada ou mudando o método de secagem de liofilizacdo para o spray-drying, pois a
secagem por este método possibilita a obtencdo de uma amostra mais uniforme e de boa
retencdo, ja que se trata de uma secagem rapida (MENDES, 2012).

Alguns autores obtiveram tamanhos medios de particula inferiores a 100nm,
principalmente quando utilizavam a secagem por spray-drying, além de obterem uma melhor
homogeneidade de tamanho e estabilidade. Paula et al. (2009) ao formularem nanoparticulas
de goma de angico e quitosana contendo 6leo essencial de Lippia sidoides encontraram um

tamanho de particula médio variando de 10 a 60 nm. O método de encapsulacédo utilizado por
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estes autores também foi a homogeneizacdo seguida da secagem em spray-drying, 0 que

demonstra que este método é eficiente na producdo de compostos de dimensdes nanométricas.

5.3.1.3 Potencial Zeta

De acordo com a Tabela 10, observa-se que 0s potenciais zeta variaram bastante entre
si, de -1,28 a -12,80 mV e que apresentam valores consideravelmente inferiores a 30 mV,
portanto, ndo apresentam boa estabilidade. Nota-se que ao adicionar a rutina e 0 extrato de
polpa de acerola & goma do cajueiro, houve um aumento no valor do potencial zeta, por outro
lado, quando se adicionou o extrato de subproduto de cajad-umbu, ocorreu uma reducao.

O potencial zeta também ¢é um indicativo de estabilidade das nanoparticulas em
suspensdes. Ele refere-se a carga ou potencial de superficie das particulas, sendo influenciado
pela composic¢do da amostra, meio dispersante, pH e forca idnica. Um valor de potencial zeta
relativamente alto (em maodulo), proximo a £ 30 mV, é importante para uma boa estabilidade
fisico-quimica da suspensao coloidal, pois grandes forcas repulsivas tendem a evitar a
agregacao em funcdo das colisdes ocasionais de nanoparticulas adjacentes (SCHAFFAZICK et
al., 2003; MELO et al., 2010).

Paula et al. (2012) encontraram potencial zeta de -8,1 mV para a goma do cajueiro, valor
superior ao obtido no presente estudo, que foi de -5,03 mV. E ao encapsular nesse polimero,
o6leo essencial de Moringa oleifera, obteve um potencial variando de +7,5 a 9,7 mV, mostrando
a grande interferéncia que o nacleo (material a ser encapsulado) apresenta no valor desse

parametro.

Tabela 10- Potencial Zeta das nanoparticulas de goma do cajueiro (PGC), goma do cajueiro e
rutina padrdo (PRP), goma do cajueiro e extrato de polpa de acerola (PPA) e goma do cajueiro
e extrato de subproduto de caja-umbu (PSC).

Amostra Potencial Zeta (mV)*
PGC -5,03 £ 0,99
PRP -12,80 + 1,05
PPA -11,00 + 1,02
PSC -1,28 £ 0,23

*média de 10 repeticdes.
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5.3.1.4 Anélise Termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica objetiva analisar a perda ou a agregacdo de massa em
temperaturas variadas. Como o calor retirado ou fornecido provoca mudancas em todos 0s
materiais, € desejavel industrialmente avaliar esse comportamento, pois seréa possivel identificar
os limites de temperatura que esses produtos podem ser submetidos sem comprometer as suas
propriedades, sendo importante no controle de qualidade e na pesquisa de produtos industriais
(farmacos, minerais, polimeros) (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

O estudo termogravimétrico das nanoparticulas apresentou um comportamento térmico
com trés etapas de decomposicdo (FIGURA 19 e TABELA 11). A primeira etapa que ocorreu
entre 27,00 a 210,30°C pode ser atribuida a eliminacdo de agua adsorvida na matéria prima. O
segundo evento que ocorreu entre 220,03 a 450,06 °C pode estar relacionado a decomposicédo
do polissacarideo. Observou-se que ao adicionar os extratos de polpa de acerola e subproduto
de caja-umbu em goma do cajueiro, houve uma reducdo de perda de massa nesse evento.
Enquanto as nanoparticulas de goma do cajueiro (controle) e rutina padrao apresentaram perda
de massa de 71,90% e 72,02%, respectivamente. As nanoparticulas de polpa de acerola e
subproduto de cajd-umbu obtiveram uma perda de massa de 43,09% e 52,80%,
respectivamente.

No terceiro evento, notou-se que as nanoparticulas de polpa de acerola e subproduto de
caja-umbu apresentaram uma temperatura mais elevada no término do mesmo, comparado as
nanoparticulas de goma do cajueiro e rutina padrao. Isso pode ser justificado, devido a presenca
de alguns compostos fendlicos nos extratos, que necessitam de uma temperatura mais elevada

para se decomporem.
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Figura 19 - Curvas de TGA das nanoparticulas de goma do cajueiro (A), goma do cajueiro e
rutina padréo (B), goma do cajueiro e extrato de polpa de acerola (C) e goma do cajueiro e

extrato de subproduto de caja-umbu (D).

@
=]

Perda de massa (%)
&
1

T T T
300 400 S00 GO0

Temperatura (" C)

(B)

o
=]
1

@
=]
1

Perda de masa (%)
&
1

100 -
20 |
£
[
2 oe0
[
=
1]
=
g 404
i
o
20 |
o T T T
o 100 200 200 400
Temperatura (°C)
(A)
100 -
20
3
a
9 60 4
[
=
(1]
=l
o 40 4
=i
i}
o
20
o T T T
o 100 200 300 400

Temperatura (°C)

Q

T T T
300 400 500 GO0

Temperatura (" C)

(D)



67

Tabela 11 - Valores de perda de massa das nanoparticulas de goma do cajueiro (PGC), de rutina
padrdo (PRP), de extrato de polpa de acerola (PPA) e de extrato de subproduto de caja-umbu
(PSC).

Amostra Intervalo de Temperatura (°C) Perda de massa (%0)

36,50 — 115,01 11,67
225,02 — 402,50 71,90

PGC
415,00 - 520,03 15,92
27,50 — 150,30 10,74
PRP 220,03 - 401,20 72,02
410,02 — 520,60 16,71
27,00 — 210,30 20,75
220,05 — 450,06 43,09

PPA
460,30 — > 600,00 25,26
28,90 — 202,30 12,33
PSC 210,50 — 409,03 52,80
415,20 - 580,60 33,31

5.3.1.5 Quantificagéo de rutina

A Tabela 12 mostra que a naoparticula do extrato de subproduto de caja-umbu
apresentou um maior teor de rutina (2737,92 ug/g) comparado a nanoparticula do extrato de
polpa de acerola (160,70 ug/g). Apesar de PPA ter apresentado maior teor de polifendis totais

que a PSC, o mesmo ndo foi observado quanto o teor de rutina.
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Tabela 12 - Teor de rutina das nanoparticulas de goma do cajueiro (PGC), goma do cajueiro e
rutina padréo (PRP), goma do cajueiro e extrato de polpa de acerola (PPA) e goma do cajueiro
e extrato de subproduto de caja-umbu (PSC).

Amostra Concentracao de rutina
(g/g™)
PGC -
PRP -
PPA 160,70 + 14,37
PSC 2737,92 + 78,78

Médias + desvio padrédo de trés repeticdes. *lug/g de peso seco

5.3.1.6 Polifendis extraiveis totais e Atividade Antioxidante Total

Na Tabela 13, observa-se que a nanoparticula de extrato de polpa de acerola apresentou
uma quantidade bastante superior de polifendis totais comparado a nanoparticula de extrato de

subproduto de caja-umbu. O mesmo foi observado na polpa de acerola in natura.

Tabela 13 - Polifendis extraiveis totais e atividade antioxidante total das nanoparticulas de goma
do cajueiro (PGC), goma do cajueiro e rutina padrdo (PRP), goma do cajueiro e extrato de polpa
de acerola (PPA) e goma do cajueiro e extrato de subproduto de caja-umbu (PSC).

Amostra Polifendis extraiveis totais  Atividade Antioxidante Total
(mg EAG*/100g**) (UM de sulfato ferroso/g**)
PGC - -
PRP - 206,43 £ 5,84
PPA 14776,06 + 50,11 1749,88 + 82,19
PSC 742,63 + 17,90 90,16 + 3,90

Resultados expressos em Média + desvio padrdo. *EAG = equivalente de &cido galico; ** peso seco

A atividade antioxidante total das nanoparticulas expressa em uM de sulfato ferroso/g
variou de 90,16 para a nanoparticula de subproduto de caja-umbu, a 1749,88 para a
nanoparticula de polpa de acerola (TABELA 13).

Observou-se que, a nanoparticula de polpa acerola apresentou 0s maiores teores de
polifendis e atividade antioxidante total, j& que estes compostos contribuem para poder

antioxidante das frutas.
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5.4 Atividade Antimicrobiana

5.4.1 Atividade antimicrobiana da rutina

A rutina solubilizada por trés métodos distintos ndo apresentou potencial antimicrobiano
contra Escherichia coli ATCC 11775, Salmonella Enteritidis IAL 1132, Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e Listeria monocytogenes ATCC 19115 nas concentrages de 0,25; 0,5; 1,0; 2,0;
3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 8,0 e 10 mg/m/L. Arima, Ashida e Danno (2002) ao testarem concentracdes
de rutina de até 1000 pg/mL contra Salmonella Enteritidis e Bacillus cereus, também néo
evidenciaram agéo antimicrobiana.

Na Figura 20 é apresentado o resultado obtido da rutina dissolvida em metanol contra

L. monocytogenes, verificando-se a acdo da amicacina como controle positivo.

Figura 20 - Determinacdo do potencial antimicrobiano da rutina solubilizada em metanol frente
a Listeria monocytogenes. S1 = 10 mg/mL; S2 = 8 mg/mL; S3 = 6 mg/mL; S4 =5 mg/mL; S5
=4 mg/mL; S6 =3 mg/mL; S7 =2 mg/mL; S8=1 mg/mL; S9 = 0,5 mg/mL; S10 = 0,25 mg/mL;
Controle (+) = Amicacina; Controle (-) = Metanol.
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Stojkovic et al. (2013) encontraram resultados divergentes ao obtido nesse estudo, ao
avaliarem a atividade antimicrobiana de padrées de acido caféico, &cido cumarico e rutina em
uma sopa de frango contendo diferentes concentragdes dessas substancias contra o
Staphylococcus aureus. Eles obtiveram um percentual de 100% de inibicdo para solucdo de
rutina de 1,87 mg/mL. O potencial antibacteriano da rutina pode ter sido positivo nesse estudo,
devido a presenca de outras substancias na sopa que podem ter influenciado esse resultado.

5.4.2 Concentracdo inibitoria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM) da
rutina

Em ambos os métodos utilizados (macrodiluicdo e microdiluicdo) foi observada
presenca de crescimento bacteriano para todos 0s micro-organismos em estudo e em todas as
concentracdes de rutina testadas nos diferentes solventes.

A rutina ndo apresentou atividade antimicrobiana contra os micro-organismos testados,
ndo sendo possivel determinar a sua concentracdo inibitéria minima e bactericida minima.

A Figura 21 mostra o0 método de macrodiluicdo em caldo para Salmonella Enteritidis,
no qual se testou diferentes concentracGes de rutina dissolvida em agua com o processo de
sonicagdo. Pode ser observado turvamento (crescimento microbiano) nos tubos, principalmente

qguando se compara o controle em que néo foi inoculado o micro-organismo com os demais.
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Figura 21 - Método macrodiluicdo em caldo, crescimento da Salmonella Enteritidis em
diferentes concentracfes de rutina dissolvida em agua com o processo de sonicagdo. R10 =
10mg/mL; R8 = 8 mg/mL; R6 = 6 mg/mL; R5 =5 mg/mL; R4 = 4 mg/mL; R3 = 3 mg/mL; R2
= 2 mg/mL; Rl = 1 mg/mL; RO5 = 05 mg/mL; Controles = meio+indculo,
meio+inoculo+diluente, meio+solucdo R10.

A rutina ndo apresentou atividade antimicrobiana contra os micro-organismos testados,

ndo sendo possivel determinar a sua concentragdo inibitéria minima e bactericida minima.

Souza (2009) encontrou resultado semelhante a este estudo ao avaliar o efeito
antimicrobiano de rutina e quercetina (Sigma-Aldrich) contra Salmonella entérica
Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Ele
utilizou o método da microdiluigdo com concentracéo inicial e final de rutina de 15,625 pg/mL
e 1000 pg/mL, respectivamente.

Arima, Ashida e Danno (2002), ao estudarem o efeito antimicrobiano da rutina
adquirida da Wako Pure Chemical Industries (Osaka, Japdo) contra Bacillus cereus e
Salmonella Enteritidis, observaram que esse flavondide ndo apresenta potencial antibacteriano
quando empregado sozinho, porém quando combinado com outros flavondides, este
potencializava a a¢do antimicrobiana. Para o flavonéide morina eles encontraram uma CIM de
150 pg/mL para S. Enteritidis, porém quando combinavam morina e rutina a CIM reduzia para
50 pg/mL.
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5.4.3 Concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracgao bactericida minima (CBM) dos
extratos e das nanoparticulas

Os extratos de polpa de acerola e subproduto de caja-umbu liofilizados apresentaram
teores de polifenois extraiveis totais de 38455,45 mg de EAG/100g (+ 823,21) e 3592,62 mg
de EAG/100g ( £ 215,28), respectivamente. As nanoparticulas de extrato de polpa de acerola e
extrato de subproduto de caja-umbu apresentaram teores de 14776,06 mg de EAG/100g (+
17,90) e 742,63 mg de EAG/100g (x 17,90), respectivamente. A partir desses valores foram
formuladas diferentes solugdes com concentragdes variando de 100pug de EAG/mL a 1500
pg/mL para os extratos e nanoparticulas de subproduto de caja-umbu e de 100ug de EAG/mL
a 10000ug/mL para o extrato e nanoparticula de polpa de acerola.

A Figura 22 mostra a microplaca contendo diferentes concentracdes de extrato de polpa

de acerola (EPA) e de nanoparticula de polpa de acerola (PPA) frente a E. coli.

Figura 22 - Método microdiluicdo em caldo, crescimento da Escherichia coli em diferentes
concentragOes de extrato de polpa de acerola (EPA) e nanoparticula de polpa de acerola (PPA).

Na Tabela 14, observa-se que o extrato de polpa de acerola (EPA) apresentou um CIM
de 8500 pg/mL e 6500 pug/mL para S. aureus e L. monocytogens, respectivamente. Em relacdo
a CBM, foi detectada apenas para a L. monocytogens com 7500 pg/mL de EPA. A nanoparticula

de polpa de acerola (PPA) necessitou de uma concentracdo 1000 pg/mL para o S. aureus e
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7000ug/mL para L. monocytogenes para inibir o crescimento desse micro-organismos. Ja para
as bacteérias E. coli e S. Enteritidis, ambas Gram-negativas, o extrato de polpa de acerola e sua
respectiva nanoparticula ndo apresentaram efeito antimicrobiano. Com isso, 0 extrato e a
nanoparticula de polpa de acerola apresentaram efeito antibacteriano somente contra bactérias

Gram-positivas.

Tabela 14 - Concentracdo inibitéria minina (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM)
em pg/mL referente ao extrato de polpa de acerola (EPA); nanoparticula de polpa de acerola
(PPA); extrato de subproduto de caja-umbu (ESC); nanoparticula de subproduto de caja-umbu
(PSC).

Micro-organismo EPA PPA ESC PSC
cim ¢cBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Escherichia coli nd nd nd nd 800 1500 1000 1500
Salmonella Enteritidis nd nd nd nd 800 1250 1000 1500

Staphylococcus aureus 8500 nd 10000 nd 600 800 1000 1250
Listeria monocytogenes 6500 7500 7000 7500 500 800 1000 1250

nd = ndo detectado.

O extrato de subproduto de caja-umbu foi mais eficiente contra a L.monocytogenes,
apresentando CIM de 500 pg/mL CBM de 800 pg/mL, seguido do S. aureus com CIM de
600ug/mL e CBM de 800 pg/mL. A nanoparticula de subproduto de caja-umbu apresentou a
mesma CIM para 0s quatro micro-organismos em estudo, e para as duas bactérias Gram-
negativas apresentou CBM de 1500 pg/mL e para as duas Gram-positivas CBM de 1250
pug/mL, mostrando que tanto o extrato de subproduto de caja-umbu, como a sua respectiva
nanoparticula foram mais eficientes contra bactérias Gram-positivas. Santas et al. (2010)
também relataram a maior resisténcia das bactérias Gram-negativas aos polifendis, talvez
atribuida ao efeito protetor da camada de lipopolissacarideo.

O potencial antibacteriano dos extratos de polpa de acerola e de subproduto de caja-
umbu e suas respectivas nanoparticulas pode ser devido ao efeito sinérgico entre os varios
compostos fenolicos presentes.

Observou-se que o extrato e a nanoparticula de subproduto de caja-umbu foram mais
eficientes do que o extrato e a nanoparticula de polpa de acerola. Isso pode ser atribuido aos
diferentes tipos de polifendis existentes nas duas amostras (polpa de acerola e subproduto de
caja-umbu). O subproduto de caja-umbu apresentou um teor de rutina mais elevado do que ao

encontrado na polpa de acerola, cerca de mais de 10 vezes. Como citado anteriormente, segundo
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estudo realizado por Arima, Ashida e Danno (2002), a rutina sozinha ndo apresenta efeito
inibidor, porém quando associado a outros compostos fendlicos, potencializa sua acdo
antimicrobiana. O mesmo efeito foi observado por Ultee et al. (2000) no qual o p-cimeno nédo
tem efeito antibacteriano se usado sozinho, mas, quando combinado com carvacrol, ocorre
sinergismo entre os dois. Dessa forma, a rutina presente no subproduto de caja-umbu pode ter
potencializado a acdo de outros polifendis presentes.

Silva et al. (2009) quantificaram flavondides em plantas da espécie Eriocaulaceae
(plantas floriferas) e estudaram seu efeito antimicrobiano. Eles observaram que os extratos
metanolicos que continham, entre outros flavondides, a rutina, apresentaram efeito
antimicrobiano contra S. aureus, E. coli e outros micro-organismos. Para essas duas bactérias,
eles encontraram um CIM de 2,5 e 10 mg/mL, respectivamente, valores bem superiores aos
obtidos para o extrato de subproduto de caja-umbu e sua nanoparticula. Esses autores relataram
o0 possivel efeito sinérgico existente entre os polifendis presentes nos extratos da planta.

Singh et al. (2008) pesquisaram a presenga de rutina em uma planta denominada de
Pteris Vittata L. (uma espécie de samambaia) e estudaram o efeito antimicrobiano de extratos
metanolicos dessa planta contra micro-organismos patogénicos da flora gastrointestinal. Esses
autores encontraram CIM de 0,30 mg/mL para a E. coli e para S. aureus, e CBM de 0,60 mg/mL
para E. coli e 0,30 mg/mL para S. aureus. Essas concentra¢fes foram proximas as encontradas
no presente estudo para as amostras de subproduto de caja-umbu. Os extratos de Pteris Vittata
também foram mais eficientes contra bactérias Gram-positivas.

As nanoparticulas de rutina e goma do cajueiro (controle) ndo apresentaram atividade

antimicrobiana, como ja era esperado, ja que ambas ndo apresentam potencial antibacteriano.
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6 CONCLUSOES

Em relacdo ao potencial antioxidante, a ordem decrescente de concentracdo nas polpas
de frutas foi: acerola, goiaba, caja-umbu e manga; e para os subprodutos foi: acerola, caja-
umbu, goiaba e manga.

Em todas as polpas frutas e subprodutos estudados verificou-se a presencga de rutina. O
subproduto de caja-umbu apresentou a maior concentracao de rutina, sendo, aproximadamente,
dez vezes maior do que a polpa de acerola, enquanto que o teor deste composto na polpa de
caja-umbu foi semelhante ao subproduto de acerola. A polpa e subproduto de goiaba
apresentaram valores de rutina superiores a polpa e subproduto de manga, apresentando a polpa
desta fruta o menor valor deste composto fendlico.

As nanoparticulas de rutina e de extratos de polpa de acerola e subproduto de caja-umbu
em goma do cajueiro apresentaram tamanho medio que as classificam como nanoparticulas,
mostrando-se instaveis em suspensdes coloidais. O potencial antioxidante da nanoparticula do
extrato de polpa de acerola é oito vezes superior ao rutina padrdo, sendo este o dobro do valor
para o subproduto de caja-umbu.

N&o foi observada atividade antibacteriana da rutina e suas respectivas nanoparticulas
pelos métodos de difusdo em agar, macrodiluicdo e microdiluicdo em caldo contra os micro-
organismos Escherichia coli, Salmonella Enteritidis, Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes.

Os extratos de polpa de acerola e subproduto de caja-umbu e suas respectivas
nanoparticulas apresentaram potencial antimicrobiano, sendo mais eficientes contra bactérias
Gram-positivas, sendo extrato de subproduto caja-umbu mais eficiente do que o extrato de
polpa de acerola. A atividade antimicrobiana dos extratos ndo encapsulados com goma do
cajueiro foi mais eficaz do que os encapsulados. Com isso, estes resultados podem servir de

base para a utilizacdo desses extratos como antimicrobianos naturais.
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