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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar a estrutura quimica e investigar a
atividade antioxidante in vitro e in vivo de fracbes polissacaridicas extraidas dos subprodutos do
processamento da acerola, abacaxi, caju, manga e maracujd. Utilizando a extracdo aquosa
exaustiva, um maior rendimento em massa foi obtido para a fracdo extraida do subproduto da
manga (20%) que foi superior ao apresentado pela aguela proveniente do abacaxi e acerola em 96
e 87%, respectivamente. Os espectros de infravermelho apontaram atribuicGes de grupos
quimicos tipicos de polissacarideos, tais como OH (3000 - 3500 cm™), CO (1034 cm™), C-O-C
(1150 cm™) e C1-H (1079, 929 e 858 cm™). Sinais de "*C-RMN em & 100 e 170,6, presentes em
todos os materiais, indicaram a presenca de acido galacturbnico e urdnico, respectivamente,
evidenciando a natureza péctica dos mesmos. Maior massa molar foi atribuida para a fracdo
obtida do subproduto da manga (1,54 x 10° g/mol) seguido do maracuja (3,69 x 10° g/mol),
acerola, abacaxi e caju (~10* g/mol). O contetido de proteinas variou de 0,25 (abacaxi) a 0,68%
(caju), concordando com o evidenciado pelo espectro de infravermelho que é 1242 cm™ para
estas moléculas. Maior atividade antioxidante total e menor I1Csy foi verificado para a fracdo
polissacaridica proveniente do caju (147 + 4,1 p Trolox/g e 0,03 mg/mL, respectivamente). As
fracdes obtidas da acerola, abacaxi, maracuja (ICso = 0,05 mg/mL) e manga (ICso = 0,33 mg/mL)
também apresentaram baixo ICsy indicando a eficiéncia desses materiais na eliminacdo dos
radicais de ABTSe«+ em baixas concentra¢fes. O ensaio com 0 MTT indicou a ndo toxicidade das
fracOes poliméricas estudadas mesmo quando avaliados em concentragdes de 100%. A atividade
antioxidante in vivo demonstrou que os materiais provenientes da acerola, abacaxi e caju foram
eficientes (p < 0,05) na manuteng&o dos niveis de GSH e reducdo de MDA na mucosa géstrica de
ratos estressados com etanol 50%. As fracdes polissacaridicas da manga e maracuja apresentaram
o0s resultados menos satisfatorios nos dois testes antioxidantes, o que pode ser atribuido a sua
elevada massa molar e viscosidade. Em conjunto, os resultados apresentados na presente
pesquisa, apontaram que as fracGes polissacaridicas extraidas dos subprodutos estudados
apresentaram natureza péctica em associagcdo com proteinas, sendo evidenciada principalmente
para aquelas extraidas da acerola, abacaxi e caju, efetiva acdo antioxidante in vitro e in vivo,

sugerindo sua possivel aplicacdo como antioxidantes naturais.

Palavras-chave: Subprodutos de frutas, ABTS«+, MTT, GSH, MDA



ABSTRACT

The aim of this work was to characterize the chemical structure and investigate the
antioxidant activity in vitro and in vivo of polysaccharide fractions extracted from by-products of
acerola, pineapple, cashew, mango and passion fruit processing. Using the exhaustive aqueous
extraction, a greater mass yield was obtained for the polysaccharide fraction extracted of the
mango by-product (20%) which was higher than that from the pineapple and acerola at 96 and
87%, respectively. The infrared spectra showed typical assignment of polysaccharides chemical
groups such as OH (3000 - 3500 cm™), CO (1034 cm™), C-O-C (1150 cm™) and H-C1 (1079, 929
and 858 cm™). *C-NMR signals at & 170.6 and 100, present in all material, indicated the
presence of uronic and galacturonic acid, respectively, showing the nature of such pectin. High
molecular weight was assigned to the fraction obtained of mango by-product (1.54 x 10° g/mol)
followed by passion fruit (3.69 x 10° g / mol) and acerola, pineapple and cashew (~10* g/ mol).
The protein content ranged from 0.25 (pineapple) to 0.68% (cashew), agreeing with the
evidenced by the infrared spectrum which is 1242 cm™ for these molecules. Major total
antioxidant activity and minor 1Cso were observed for the polysaccharide fraction of cashew (147
+ 41 uM Trolox/g and 0.03 mg/mL, respectively). The fractions obtained from acerola,
pineapple, passion fruit (ICsp = 0,05 mg/mL) and mango (ICsp = 0.33 mg/mL) also had low ICs,
indicating the efficiency of these materials in the elimination of ABTSe+ radical in low
concentrations. The MTT assay indicated that no toxicity of the polymeric fractions studied even
when evaluated at concentrations of 100%. The total antioxidant activity in vivo showed that
materials prevenient of acerola, pineapple and cashew were efficient (p <0.05) in maintaining the
levels of GSH and MDA reduction in gastric tissue of rats stressed with ethanol 50%. The
polysaccharides fractions of mango and passion fruit exhibited less satisfactory results in both
antioxidants tests, which may be assigned to its high molecular weight and viscosity. Together,
the results presented in this study, showed that the polysaccharide fractions extracted from by-
products studied had pectic nature in association with proteins, which highlighted, especially for
those taken from the cherry, pineapple and cashew, effective antioxidant action in vitro and in

vivo, suggesting their possible application as natural antioxidants.

Key-words: By-products of fruit, ABTSe+, MTT, GSH, MDA
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1 INTRODUCAO

O aumento do consumo de frutas processadas é uma realidade atual, que se deve
principalmente a conveniéncia que oferecem ao consumidor. A produgdo de subprodutos do
processamento de frutos € crescente, uma vez que, a cada dia que passa, as pessoas estdo mais
conscientes quanto a importancia de agregar a dieta diaria, produtos provenientes de fontes
naturais e que ao mesmo tempo lhe oferecam conveniéncia e rapidez a alimentacéo.

Os subprodutos de frutas sdo materiais organicos, de constituicdo complexa, podendo
se apresentar como uma mistura de peles, sementes e fracfes de polpa, das matérias-primas que
Ihes deram origem. Tais materiais podem apresentar diferentes formas e tamanhos e sao
normalmente desperdicados pela industria processadora. Visto sua complexidade em composicéo,
diversos estudos buscam destina-los de forma segura e econdmica, caracterizando suas
constituicBes quimicas e os convertendo em produtos comerciais ou matérias-primas para
processos secundarios.

Muitos estudos tém proposto a utilizacdo de subprodutos como fontes de substancias
de interesse, como é caso dos fendlicos, carotenoides e algumas macromoléculas, por exemplo.
Dentre as macromoléculas, os polissacarideos tém recebido destaque, gracas as suas propriedades
tecnoldgicas e bioldgicas, além da vasta escala de aplicacdo e a facilidade de obtencdo no reino
vegetal, sendo estes constituintes de cascas, sementes, exsudatos e em frutos (CUNHA et al.,
2009; STEPHEN et al., 2006).

As principais classes de polissacarideos encontrados em vegetais sdo as celuloses,
hemiceluloses e pectinas, que se encontram intimamente relacionadas na estruturagdo da parede
celular, fato que inicialmente dificulta o processo de extragdo dos mesmos em sua forma pura.
Em frutos, a maioria dos relatos presentes na literatura enfatiza a presenga de pectinas, sendo
estes distinguidos pela sua composicdo de acucar e quantidade de acido urénico. Esta classe de
polissacarideos apresenta uma estrutura quimica extremamente heterogénea com variacGes entre
espécies, tecidos e até mesmo entre as diferentes partes do fruto (WILLATS et al., 2006).

A estrutura e a bioatividade de polissacarideos tém sido extensivamente estudadas, e
sua aplicacdo em terapias esta se tornando cada vez mais frequente (WANG; FANG, 2004). De
fato, diferentes propriedades bioldgicas e fisicas de polissacarideos tém sido reportadas
(BORCHERS et al., 2004) sendo atribuidos a algumas dessas moléculas a capacidade de modular
a proliferacdo e ativacdo de células imunocompetentes (KIM et al., 2003; LEUNG et al., 2006),
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aumentar a expressdo de citocinas (HAUER; ANDERER, 1993), acdo como agentes anti-
tumorais (WASSER, 2002; LI et al., 2011), anti-virais (ZHANG et al., 2004; LI et al., 2011) e
anti-inflamatorios (ZHANG et al., 2004).

Diferentes doencas do homem moderno tém sido atribuidas a acdo deletéria de
radicais livres. Alguns polissacrideos tém mostrado eficiéncia como antioxidantes naturais, como
é 0 caso daqueles extraidos de frutos como o Zizyphus jujuba (LI et al., 2011) e Mangifera
pajang (AL-SHERAJI et al., 2012) e de algumas plantas como Dendrobium nobile Lindl (LUO et
al., 2010) e Bryopsis plumosa (SONG, et al., 2010).

A elucidacdo da complexa estrutura dos polissacarideos pode ser adotada a fim de se
compreender melhor suas efetivas acbes em sistemas bioldgicos. Neste caso, diferentes técnicas
podem ser aplicadas a fim de se compreender a atividade destas macromoléculas. A ressonancia
magnética nuclear (RMN), a espectroscopia na regido do infravermelho e a cromatografia de
permeacao de gel (GPC) sdo exemplos de técnicas bastante aplicadas a caracterizacdo estrutural
de macromoléculas (SITTIKIJYOTHIN et al.,, 2005). A caracterizacdo estrutural de
polissacarideos estd diretamente relacionada ao entendimento da acdo bioldgica dos mesmos.
Neste contexto a composicdo monossacaridica, tipo e configuracdo da ligacdo glicosidica,
tamanho dos pontos de ramificagcdo e peso molecular, sdo parametros estruturais relacionados as
propriedades antitumorais, antivirais e anti-inflamatérias, por exemplo (WASSER, 2002; YANG;
ZHANG, 2009; ZHANG et al., 2004 ).

As perspectivas atuais trabalham em cima de solucdes que venham a diminuir o
desperdicio de alimentos, em especial de alimentos processados, como é o caso dos subprodutos.
Desde modo muitos investimentos sdo realizados a fim de se trabalhar com materiais
provenientes do processamento de alimentos que ndo apresentem valor comercial, para se obter o
maximo de suas potencialidades. Na literatura existem muitos estudos que se destinaram a
caracterizar a composi¢do dos subprodutos bem como sua aplicacdo em preparados alimenticios e
verificagdo das propriedades farmacologicas dos mesmos. Entretanto, estudos relativos a extracdo
e ao potencial biologico de polissacarideos extraidos destes materiais sdo preliminares, tornando

necessario maiores estudos neste sentido.



24

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem por objetivo geral caracterizar a estrutura quimica de fragdes
de polissacarideos extraidos dos subprodutos do processamento da acerola, abacaxi, caju, manga

e maracuja e avaliar sua atividade antioxidante in vitro e in vivo.

2.2 Objetivos especificos

1. Extrair polissacarideos a partir do subproduto da acerola, abacaxi, caju, manga e
maracuja utilizando extracdo aquosa exaustiva;

2. Purificar os polissacarideos dos diferentes subprodutos utilizados;

3. Avaliar os rendimentos dos polissacarideos provenientes dos diferentes
subprodutos estudados;

4. Caracterizar a estrutura quimica dos polissacarideos purificados utilizando as
técnicas de ressonancia magnética nuclear (RMN **C), espectroscopia na regi&o do infravermelho
(FT-IR), massa molar por cromatografia de permeacdo em gel (GPC) e dosagem proteica pelo
método de Bradford;

5. Estudar a atividade antioxidante dos polissacarideos in vitro pelo ensaio com
radical livre ABTSe+;

6. Verificar a citotoxicidade dos polissacarideos estudados através do método do
MTT;

7. Investigar a atividade antioxidante dos polissacarideos in vivo utilizando o modelo

de lesdo gastrica induzida por etanol.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Fruticultura brasileira

O Brasil produz frutas tropicais, subtropicais e temperadas, gracas a fatores como sua
extensdo territorial, posicdo geografica, condi¢des climaticas e ao solo, tornando-o o 3° lugar
dentre os maiores produtores de frutas no mundo, atras apenas da China e da India. Estima-se que
sejam produzidos cerca de 42,6 milhdes de toneladas de frutas em 2,2 milhdes de hectares
distribuidos pelo pais (BRAZILIAN FRUIT, 2015).

De acordo com o Olic (2013), em 2003 o Brasil produziu cerca de 40 milhdes de
toneladas de frutas e, apesar disso, exportou pouco mais de 2% da sua producdo de frutas in
natura ocupando o 20° lugar entre os paises exportadores. Em 2004, o pais exportou cerca de 850
mil toneladas de frutas frescas, representando um aumento de quase 10% com relacdo ao volume
exportado em 2003.

Dados recentes apontam um continuo aumento das areas plantadas no pais e este fato,
esta elevando a produtividade e incrementando o volume de producdo, o que resulta em uma
colheita com mais qualidade. Na ultima década, a producédo brasileira de frutas foi ampliada em
22,49%. Os numeros oficiais do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) mostram
gue em 2001 a colheita se situava em 36,699 milhdes de toneladas, levando-se em conta as 20
principais espécies acompanhadas pelo referido 6rgdo. No ano de 2011, o resultado alcan¢ado foi
de aproximadamente 45 milhGes de toneladas, representando um crescimento de 6,77% na
colheita realizada em 2011 quando comparado com o ano de 2010 (ANUARIO, 2013;
BRAZILIAN FRUIT, 2015; OLIC, 2013).

De acordo com Anuario Brasileiro de Fruticultura (2013) o pais exporta 25 espécies
de frutas frescas. As vendas de culturas representativas, como meldes, bananas, uvas, macas e
laranjas, tiveram os volumes reduzidos em 4,64%, 21,14%, 2,32%, 46,43% e 11,93%,
respectivamente. Por outro lado, outras frutas obtiveram desempenhos positivos, como é o caso
do limé&o (5,39%), da melancia (3,63%) e do mamao (6,52%). Os maiores volumes negociados
foram alcancados com meldes (169.575 toneladas), mangas (126.430 toneladas), bananas
(110.053 toneladas) e limdes (66.457 toneladas).

Cerca de 30% das frutas frescas e processadas produzidas no Brasil sdo exportadas
para diversas partes do mundo, principalmente para Europa, que representa 85% do mercado
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importador. Dentre os paises europeus, a Holanda é aquele que recebe maior parcela desses
produtos (39,28%) por ser um polo de distribuicdo para os outros paises do continente. Em 2010
a Holanda importou 263.745 toneladas de frutas frescas do Brasil; Reino Unido 119.790
toneladas; Espanha 92.658 toneladas; Argentina 46.161 toneladas; Estados Unidos 43.771
toneladas e Uruguai 38.262 toneladas. Os demais importadores, por ordem decrescente, foram
Alemanha, Portugal, Itdlia, Franca, Irlanda, Canada, Poldnia, Bangladesh e Dinamarca. O
mercado exportador brasileiro visa ainda paises do Oriente Médio devido as suas limitacGes na
producdo e a China, que mesmo apresentando elevados indices de producdo, carece quanto a
disponibilidade de agua e espaco fisico para plantio (ANUARIO, 2008).

A fruticultura brasileira esté relacionada com as caracteristicas tipicas de cada regido
produtora. Assim as condic@es climaticas de cada Regido propicia o desenvolvimento de culturas
especificas.

No Sul ha o predominio da producdo sazonal de frutas tipicas de clima temperado,
como magcd, uva, péssego, marmelo e morango, sendo o Estado do Rio Grande do Sul, o principal
produtor de péssegos tanto para consumo in natura quanto para processamento (ANTUNES,
2002; MARODIN; SARTORI, 2000). A fruticultura do Centro-Oeste brasileiro destaca-se pela
producdo de abacaxi e maracuja, enquanto o Norte é representado pela producdo de frutas
exoticas como o0 acai, murici e cupuacu (RUFINO, 2010).

Especificamente no Nordeste brasileiro, o incremento da fruticultura tropical e
subtropical foi alavancado pelo macico investimento em sistemas de irrigacdo, tornando possivel
a producdo de diversas frutas durante o ano, destacando-se o abacaxi, abacate, banana, caju, coco,
mamao, manga, maracuja, acerola e goiaba que séo utilizadas na elaboracdo de derivados, como
polpas, sucos e doces, além de serem consumidas in natura. Somando este fato a logistica de
distribuicdo, acredita-se que os Estados do Rio Grande do Norte e Ceara, tém grande potencial de
aumento da producdo fruticola, tanto quantitativa como qualitativamente, 0 que garantira
vantagens competitivas nestes Estados, além do desenvolvimento de novas agroindustrias nestas
regides (AGRIANUAL, 2000; ANUARIO, 2008; LOUSADA JUNIOR et al., 2006). Em adig&o,
Nascimento (2001) enfatiza que o clima caracteristico nordestino (seco e com um alto nivel de
exposicao solar), permite uma boa produtividade e prevencao natural de muitas doencas, devido a

baixa umidade que predomina em grande parte do ano.
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3.2 Subprodutos agroindustriais

O Brasil é reconhecido como um grande produtor mundial no seguimento de frutas o
que leva a um intenso crescimento das atividades agroindustriais. Um dos resultados paralelos
desta ascensdo € um aumento proporcional de subprodutos agroindustriais oriundos das
atividades de processamento (OLIVEIRA et al., 2002)

Segundo o Decreto n° 6268 de 22 de novembro de 2007, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e do Abastecimento (MAPA), subproduto é o que resulta do
processamento, da industrializagdo ou do beneficiamento econémico de um produto vegetal
(BRASIL, 2007).

No cenario mundial atual, existe uma tendéncia para o mercado de produtos
processados e buscando atender esse novo segmento, as inddstrias alimenticias vém se
especializando no setor. O resultado disso € um aumento desordenado na producdo de
subprodutos. Por questdes sanitarias, a deposicdo desses materiais deve ser realizada em locais
distantes da unidade de processamento, o que além de gerar um custo adicional para industria,
provoca problemas ambientais. Inclusive, € a preocupagdo ambiental um dos principais fatores
que impulsionam a viabilizacdo de projetos que promovam a sustentabilidade do sistema de
producdo ao contrario do que acontecia no passado, quando residuos eram dispostos de forma
indevida. Nesta realidade os conceitos de minimizacdo, recuperacdo e aproveitamento de
subprodutos estdo cada vez mais difundidos (LAUFENBERG et al., 2003; LOUSADA JUNIOR
et al., 2005; LOUSADA JUNIOR et al., 2006; VIEIRA et al., 2009).

Segundo Martins e Faria (2002) calcula-se que, do total de frutas processadas, sejam
gerados, na producdo de sucos e polpas, entre 30 a 40% de subprodutos. Como a quantidade
destes materiais podem chegar a muitas toneladas, é de interesse econémico e ambiental agregar
valor a esses produtos, 0 que faz necessario a investigacédo cientifica e tecnoldgica para que haja
possibilidade de sua utilizacdo de forma eficiente e segura.

Em vérios paises as cascas e sementes sao avaliadas para que novas possibilidades de
utilizacdo sejam levantadas. Dessa maneira, a atencdo mundial esta focada na possibilidade de
aproveitamento maximo dos recursos alimenticios disponiveis, buscando associar uma melhoria
do valor nutritivo da dieta das populacbes e a reducdo dos subprodutos das industrias de

alimentos, sobretudo aquelas que processam frutas e hortalicas (LAUFENBERG et al., 2003;
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LOUSADA JUNIOR et al., 2005; LOUSADA JUNIOR et al., 2006; PEREIRA et al., 2003;
VIEIRA et al., 2009).

Na Tabela 1, constata-se que a depender da fruta, os principais residuos gerados sao:
casca, carogo ou sementes e bagaco. A principal forma de aproveitamento destes materiais € seu
uso para a elaboracédo de racdo animal, sendo que poderiam ser perfeitamente utilizados para a
obtencdo de outros produtos de potencial biotecnoldgico ou para a extragdo de compostos, uma
vez que possuem em suas composicdes vitaminas, minerais, fibras e compostos antioxidantes
importantes para as funcdes fisioldgicas. Além disso, por apresentarem baixo custo sua utilizacao
minimizaria o desperdicio de alimentos e geraria uma nova fonte alimentar (ROGERIO et al.,
2007; SOUSA et al., 2011).

Tabela 1 — Tipo e rendimento médio de subprodutos oriundos do processamento de frutas.

Rendimento Médio (%)

1

Fruta Subproduto Subproduto“ Polpa2
Abacaxi Casca, coroa e miolo 30-40 50
Acerola Casca e sementes 15-41 70
Banana® Casca 65-85 26
Caju Pelicula e fibra 15-30 80
Goiaba Casca e sementes 5 90
Graviola Casca e sementes 35 65
Manga Casca e carogo 37-50 50
Maracuja Casca e sementes 65-70 45
Meldo Casca e sementes 45 60
Tamarindo Casca e sementes 50-65 25

Fonte: Adaptado de *Moretti e Machado (2006); “Sebrae (1999); *Sousa et al. (2012) e *Vasconcelos et al. (2002).

De um modo geral, pode-se obervar que a geracdo de subprodutos é inerente a
qualquer setor produtivo. Conforme citam Pelizer et al. (2007) o aumento da conscientizagdo
ecologica, iniciado no final do Século XX, deixou claro que o grande desafio da humanidade para
as proximas décadas € equilibrar a producdo de bens e servigos, crescimento econdmico,
igualdade social e sustentabilidade ambiental.

Existe, entretanto uma consciéncia mundial em que parte significativa da populacao
encontra sérias dificuldades diariamente para conseguir alimento, sendo, inconcebivel que uma
atividade agroindustrial continue desperdicando materiais que poderiam ser potencialmente

utilizados como matéria-prima em outros processos industriais (MORETTI; MACHADO, 2006).
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3.2.1 Origem dos subprodutos

3.2.1.1 Processamento de polpas e sucos

A populacdo, cada vez mais consciente quanto a importancia de se ter uma
alimentacdo saudavel, busca equilibrar sua dieta cotidiana com produtos naturais como frutas e
seus derivados. Segundo Maia et al. (2007) o aumento na demanda por sucos tem promovido o
desenvolvimento na capacidade de producdo e processamento, 0 que vem a assegurar a oferta
desses produtos no mercado.

O volume de material descartado pelas industrias na obtencdo do suco é, em média,
de 45% em massa dos frutos. Este residuo apresenta grande potencial para ser usado como
matéria-prima de excelente qualidade para as inddstrias farmacéutica, alimenticia e de racGes
(VILAS BOAS et al., 2001). A seguir serdo abordadas algumas frutas processadas no setor de
polpas e sucos, enfatizando o montante final de rendimento a nivel de subprodutos.

Para o abacaxi (Ananas comosus L. Merril), Rogério et al. (2007) apontam que as
cascas, talos, coroas e cilindros deste fruto sdo considerados rejeitos pela inddstria de polpas e
sucos 0 que representa um total de 71% de subprodutos gerados na atividade. Barbosa et al.
(2012) verificaram uma variacdo de 64,89 % a 68% no total de material solido gerado no
processamento do abacaxi. Neste contexto, Botelho et al. (2002) afirmam que um dos principais
desafios para a industria processadora do abacaxi € encontrar alternativas viaveis para que este
total de rejeitos gerados seja revertido de forma econdmica a industria.

No processamento da acerola (Malpighia emarginata), apos a extracdo do suco, 0
subproduto gerado corresponde a semente triturada e polpa, o que segundo Vasconcelos et al.
(2002), corresponde de 15 a 41% do volume total de toda acerola processada. Avaliando trés
diferentes cultivares de aceroleiras, Carpentieri-Pipolo et al. (2002) determinaram que em média
24% da fruta correspondem a subproduto, valor semelhante ao estimado por FolegAATI e
Matsuura (2003) que foi de 25%.

Segundo Sacramento e Souza (2000), os frutos da cajazeira (Spondias mombin L.),
mesmo apresentando uma fina camada de polpa, apresentam um rendimento final alto devido a
baixa densidade do caro¢o, embora volumoso. De acordo com 0s mesmos autores as proporcoes

de casca e endocarpo variam de 8,4 a 18,7% e de 15,7 a 31,1%, respectivamente podendo o
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rendimento de polpa chegar a 80%. Em contrapartida, Pinto et al. (2003) e Bosco et al. (2000)
verificaram um rendimento médio de polpa igual a 49,96% e 51,63% respectivamente o que
significa que mais da metade dos frutos processados representou subprodutos.

O caju (Anacardium occidentale L.) mesmo apresentando grande potencialidade do
pseudofruto como matéria prima, cerca de 90% da sua producdo é descartada todos os anos,
principalmente pelo fato de que a comercializagdo da améndoa é a principal atividade a ser
considerada. Este total descartado corresponde a aproximadamente 1,5 milhdes de toneladas
(PAIVA et al., 2000). Considerando o pseudofruto como matéria-prima para o processamento de
polpas, Ferreira et al. (2004) estimaram que 40% do total considerado correspondem a rejeitos
industriais.

Segundo Lima (2001) no processamento de polpa de goiaba (Psidum guajava) ha o
descarte das sementes que junto, com parte da fracdo da pele e da polpa ndo separada no processo
fisico de despolpamento compdem o subproduto que usualmente é descartado pela agroindustria.
Entretanto, de acordo com as pesquisas de Mantovani et al. (2004), os subprodutos gerados na
atividade é basicamente composto por sementes, que apds o despolpamento e a lavagem com
agua clorada, corresponde a 8% da massa total dos frutos beneficiados.

Apo6s o processamento industrial da manga (Mangifera indica L.) quantidades
consideraveis de subprodutos sdo inutilizados pela industria, 0 que equivale a 40 e 60% de
matéria-prima, sendo esta constituida de 12 a 15% de cascas e 15 a 20% de sementes (KAUR et
al., 2004). Considerando a contribuicdo individual para o peso do fruto, Barbosa et al. (2012)
verificaram que as cascas representam de 17,3 a 19,05% do peso dos frutos e as sementes de
10,82 a 15,31%.

3.2.1.2 Processamento minimo de frutas

O comércio de produtos minimamente processados ganhou grande impulso no
cenario atual devido ao crescente interesse dos consumidores por produtos que além de
apresentarem um apelo saudavel, apresentem elevada qualidade, praticidade e seguranca. Moretti
(2001) afirma que este aumento também pode ser atribuido ao fato da maior participacdo da
mulher no mercado de trabalho, do envelhecimento das populagdes e do aumento na importancia

das refeigdes coletivas.
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De acordo com Russo (2012) os produtos que passam por esse tipo de processo
tornam-se convenientes pela reducdo do tempo de preparo, melhor padronizagdo e reducdo de
perdas pos-colheita.

Segundo Miguel et al. (2008) um dos principais problemas que limitam o
desenvolvimento da inddstria de processamento minimo de frutas e hortalicas no mundo esta
associado a significativa quantidade de subprodutos organicos que sdo gerados como produto da
atividade. Laufenberg (2003) em seus estudos observou que 0s processos empregados no
processamento minimo carecem de melhoria expressiva, principalmente no que diz respeito a
eficiéncia do aproveitamento industrial do produto em sua totalidade, o que gera uma quantidade
significativa de subprodutos agroindustriais. De acordo com 0 mesmo autor, atualmente existem
poucas possibilidades para a utilizacdo ou reciclo da maior parte desses produtos, sendo estes
utilizados basicamente para alimentacdo animal ou como matéria prima para compostagem.

A seguir serdo abordadas algumas frutas processadas no setor e o rendimento em
nivel de subproduto gerado.

Sarzi (2002) verificou que do processamento minimo de abacaxi 'Pérola’ e de mamao
'Formosa' (Carica papaya L.) aproximadamente 38% e 34%, respectivamente, correspondiam a
materiais de ndo interesse no processo. O mesmo autor ainda salientou que o rendimento final é
influenciado pelos diferentes cortes que irdo caracterizar o produto e que de um modo geral,
cortes menores resultam em maiores percentagens de subprodutos. Para 0 maméo, Vilas Boas
(2002) verificou que como resultado desta atividade o total de subprodutos gerado foi de 50%,
onde 34% corresponderam a cascas e sementes, e 12% as aparas de corte do fruto.

A pesquisa de Diniz (2009) apontou que a banana (Musa paradisiaca) submetida ao
processamento minimo apresentou rendimento medio de 52%, sendo 48% da matéria-prima
eliminada na forma de cascas, pontas e partes impréprias ao processo. No mesmo contexto, Vilas
Boas (2002) determinou que em média 30% em massa do fruto sdo descartados na forma de
rejeitos. Avaliando a porcentagem de massa de casca de bananas que se tornaram lixo organico
em 2008 e 2009, Barbosa et al. (2012) encontraram valores de 39,7 e 49,3% para 0s respectivos
anos.

No processamento minimo do meldo (Cucumis melo L.), Pinto (2002) verificou um
rendimento médio correspondente a 40% em massa fresca dos frutos inteiros. Isso significa que

60% da matéria-prima foram descartadas como subproduto. O mesmo autor, também avaliou o
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rendimento do processamento minimo para os frutos de melancia e constatou que 57% do peso

total do fruto corresponderam as cascas.

3.2.2 Composicéo quimica dos subprodutos agroindustriais

Recentemente estudos tém demonstrado que as frutas séo ricas em muitos nutrientes e
compostos antioxidantes, e que esses tais compostos se concentram em sua maioria nas cascas e
sementes (ABRAHAO et al., 2010). Varios autores tém associado os efeitos benéficos, a sadde
do homem, do consumo regular de frutas, vegetais e grdos a presenca de substancias
antioxidantes, como os compostos fendlicos, a vitamina C e os carotendides (KIM et al.,2007;
PIENIZ et al., 2009).

A composicao dos residuos do processamento de alimentos € extremamente variada e
depende tanto da natureza da matéria-prima como da técnica de producdo empregada
(MACHADO; MORETTI, 2006). A composic¢do fisico-quimica de alguns subprodutos pode ser

verificados na Tabela 2.

Tabela 2 — Composicdo fisico-quimica de alguns subprodutos provenientes do processamento de frutas tropicais.

Subproduto
Componente - - -
Goiaba Acerola Abacaxi Graviola
Cinzas (%) 0,72 0,55 0,53 0,48
Proteinas (%) 2,82 1,65 1,05 1,09
Lipideos (%) 2,94 3,59 0,69 2,28
Celulose (%) 37,20 35,07 25,07 -
Hemicelulose (%) 18,8 17,17 40,65 -
Antocianinas (ng/100 g) 3,2 8,84 - 8,66
Flavondides (ng/g) 1,06 1,04 0,9 1,03
Vitamina C (mg/100g) 75,9 89,55 40,83 64,35
Fenolicos Totais (mg/100g) 24,63 247 8,6 18,6

Fonte: Adaptado de Lousada Junior et al. (2006) e Sousa et al. (2011); ~ N&o avaliado no estudo

Os compostos bioativos mais comumente encontrados em frutas e hortalicas sdo as
substancias fenolicas, vitaminas C e E, e carotendides, os quais sdo conhecidos como potentes
antioxidantes e antagonistas naturais de patogenos (CHINNICI et al., 2004). Estas substancias

encontram-se nos vegetais na forma livre ou ligadas a acUcares, proteinas e polifendis
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(CATANEO et al., 2008). Deve-se atentar que as evidéncias desse alto potencial antioxidante ndo
estdo restritas a polpa de frutas, tendo sido demonstrado que tal atividade é frequentemente
superior em cascas, pelo fato destas possuirem teor elevado de compostos fendlicos
(LEONTOWICZ et al., 2003).

Galembeck et al. (2009) citam que a composicao desses residuos é lignoceluldsico, os
quais sdo 0s recursos renovaveis mais abundantes na natureza, sendo estes constituidos,
principalmente de trés componentes, celulose, hemicelulose e lignina.

As cascas sdo constituidas basicamente por carboidratos, proteinas e pectinas, o que
possibilitaria seu aproveitamento para fabricacdo de doces, podendo-se tornar uma alternativa
viavel para resolver o problema da eliminagdo dos residuos, alem de aumentar seu valor
comercial. As sementes constituem uma parte significativa dos residuos gerados no
processamento de alguns frutos, como é o caso do meldo, podendo ser consumidas como petiscos
a exemplo das sementes de abobora, as quais necessitam, para 0 seu processamento, apenas de
uma secagem e tempero com sal (MORETTI; MACHADO, 2006).

O conhecimento da composicdo dos residuos € primordial para se determinar o
tratamento e tipo de aproveitamento o qual seréa destinado. A composicao quimica de cada tipo de
residuo é Unica, no entanto os residuos alimentares geralmente sdo compostos por carbono,
hidrogénio e oxigénio, o nitrogénio também pode estar presente. Muitos contém carboidratos,
celulose e cinzas. Estes contém um significativo conteldo de energia metabolizavel pelo
organismo humano e animal (CARIOCA; ARORA, 2000).

3.2.3 Principais destinos dos subprodutos

Pesquisas tém demonstrado que em média 30% dos alimentos comprados (cascas,
talos, folhas e sementes de verduras, legumes e frutas) sdo desperdicados principalmente por falta
de informac&o sobre o valor nutricional e a forma correta de preparo. Os residuos podem conter
muitas substancias de alto valor alimenticio. Com uma tecnologia adequada, este material pode
ser convertido em produtos comerciais ou matérias-primas para processos secundarios sendo que
varias sdo as possibilidades de seu uso, inclusive como aditivo alimentar (PELIZER et al., 2007).

Observa-se que grande atencdo vem sendo dada aos processos que visam a
minimizacdo ou reaproveitamento dos materiais sdlidos gerados nos diferentes processos

industriais. Tais materiais provenientes da industria processadora de frutas como mencionado
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anteriormente, se constituem de casca, carogo ou sementes e bagaco que além de fonte de matéria
organica, sdo fontes de compostos importantes a manutencdo das func@es fisiologicas. Proteinas,
enzimas, carboidratos, lipideos, vitaminas, minerais, fibras e compostos antioxidantes podem ser
recuperados e aproveitados em diferentes segmentos industriais, como na inddstria de racdes,
cosmeéticos e, principalmente, na alimentacdo humana (SOUSA et al., 2011).

Os subprodutos agroindustriais podem ser utilizados como fontes alternativas de
fibras, uma vez que cascas, folhas e talos possuem altas concentracdes de fibras dietéticas, que
atuam na prevencao de doencas cardiovasculares e gastrointestinais (PEREIRA et al., 2003). E de
conhecimento que as fibras alimentares apresentam efeitos fisiol6gicos importantes, e uma
alternativa ao aumento de seu consumo pela populacdo é a utilizacdo destes materiais como
matéria-prima para a producao de alimentos enriquecidos (OLIVEIRA et al., 2002). A Tabela 3

apresenta a aplicacdo de alguns subprodutos resultantes no processamento de frutos.

Tabela 3 - Destino de alguns subprodutos agroindustriais.

Subproduto Destino
Abacaxi Extracdo de bromelina da casca
Obtencéo de etanol da casca

Banana 3 .

Elaboracédo de doces e farinha
Goiaba Extracdo de pectina e fibras dietéticas da casca
Laranja Extracdo de pectina, flavondides, fibras solaveis, 6leos

essenciais;

Elaboracéo de farinha da casca;

Maméio Sementes secas podem ser utilizadas em substituicdo da

pimenta;
Extracdo de pectina e papaina.

Fonte: Adaptado de Moretti (2006).
3.3 Polissacarideos

Polissacarideos sdo polimeros naturais, 0s quais podem ser constituidos de um unico
ou de diferentes tipos de monossacarideos ligados entre si por ligagdes glicosidicas. O termo
“polissacarideo” refere-se a estruturas compostas por mais de 20 unidades de monossacarideos
que podem se unir centena de vezes para compor esta macromolécula. Esses polimeros se fazem
presentes em todos 0s organismos vivos exercendo fungbes como elementos estruturais de

paredes celulares, material de reserva suprindo o metabolismo energético, na matriz extracelular
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fornecendo protecdo e suporte para células e tecidos, entre outras. Celulose, alginato e goma
arébica sdo exemplos de homo-, co-, e hetero- polissacarideos, respectivamente (CUNHA et al.,
2009).

3.3.1 Polissacarideos presentes em vegetais

A parede celular ¢ um componente importante da biomassa da planta sendo
constituido principalmente por polimeros de acucar. Essa estrutura é altamente organizada,
apresentando muitas classes de polissacarideos diferentes, que sdo divididas em pectinas,
hemiceluloses e celulose. A forma, composicdo e estrutura da parede celular vegetal sdo
continuamente alteradas ao longo da vida celular em resposta ao crescimento, diferenciacéo,
ambiente e atividades da célula (CARPITA; MCCANN, 2000; SOMERVILLE et al., 2004).

Segundo Dey et al. (1997) a composi¢do da parede celular priméaria das dicotileddneas
(FIGURA 1), apresenta em média 33% celulose, 20% hemicelulose, 28% material péctico e 7,5%
proteinas, existindo também propor¢bes menores de compostos fendlicos. Ja a parede celular
secundaria, que se encontra entre a primaria e a membrana plasmatica da célula, e confere rigidez
aos tecidos vegetais, sendo consideravelmente mais espessa que a parede primaria, corresponde
em média a 43% de celulose, 25% de hemicelulose, 23% de lignina contendo apenas tracos de
pectina. Essa composicao, entretanto, conforme Hazen et al. (2003), varia significativamente de
um tipo de célula para a outra, existindo também diferenciacdo quando se considera diferentes
espécies.

A heterogeneidade dos polissacarideos constituintes das paredes celulares de plantas
é reconhecida desde as primeiras analises quimicas realizadas com isolados de parede celular, e
provavelmente € maior que a relatada, devido a dificuldade de extracdo desses polissacarideos
(BURTON; GIDLEY; FINCHER, 2010).

Pesquisas como as de Collins et al. (2010), Fernandes et al. (2011) e Thomas et al.
(2013), objetivaram de um modo geral avaliar a composicdo da parede celular de diferentes
vegetais. Como conclusdo a respeito do conteddo dessas pesquisas € possivel afirmar que a
extracdo, caracterizacdo da estrutura quimica e a conformacdo das cadeias dos polissacarideos
ndo é uma tarefa facil, sendo, entretanto, importantes para o entendimento de suas atividades
bioldgicas (YANG; ZHANG, 2009).
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Figura 1- Estrutura da parede celular vegetal.
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Fonte: Nascimento, 2013.

Pesquisas como as de Collins et al. (2010), Fernandes et al. (2011) e Thomas et al.
(2013), objetivaram de um modo geral avaliar a composicdo da parede celular de diferentes
vegetais. Como conclusdo a respeito do conteddo dessas pesquisas € possivel afirmar que a
extracdo, caracterizacdo da estrutura quimica e a conformacdo das cadeias dos polissacarideos
ndo é uma tarefa facil, sendo, entretanto, importantes para o entendimento de suas atividades
bioldgicas (YANG; ZHANG, 2009).

3.3.1.1 Celuloses

A celulose (FIGURA 2) € o carboidrato mais abundante na natureza, estando presente
em uma quantidade média que corresponde a 30% da matéria seca de todas as plantas superiores.
Sua estrutura quimica € caracterizada por cadeias lineares que contém trés a cinco mil
monossacarideos (D-glicose) unidos entre si por ligagoes B-(1—4). Este polissacarideo constitui
o0 arcabouco esquelético que confere suporte as outras moléculas da parede celular priméria. Pode

ser encontrada nas formas amorfa e cristalina sendo esta tltima livre de lignina e hemicelulose.
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Devido a sua linearidade e a sua natureza estereoregular, as moléculas de celulose podem se
associar formando grandes fibras de policristalinos denominadas de microfibrilas, que sdo unidas
através de pontes de hidrogénio intra e intermoleculares (ALBERT, 1983; VAN SOEST, 1982).

Figura 2 - Estrutura quimica da celulose.
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Fonte: Junior et al., (2006)
3.3.1.2 Hemicelulose

As hemiceluloses sdo polissacarideos intimamente associados com a celulose,
especialmente em tecidos lignificados. A principal funcdo desta macromolécula em tecidos
vegetais € unir microfibrilas de celulose, fortalecendo assim a parede celular (ASPINAL, 1973,
COSGROVE, 2005).

Séo hemiceluloses as seguintes macromoléculas: xilanas (homoxilanas, heteroxilanas
neutras e &cidas), glucomananas, mananas, galactomananas, glucuronomananas, xiloglucanas,
calose (B-glucanas com ligagGes 1—3), B-glucanas (1—3), (1—4) ligadas e arabinogalactanas
tipo Il (ASPINALL, 1980). Este ultimo tipo de polissacarideo também pode estar presente em
fragbes pécticas, como visto no item anterior, associado a moléculas de RG-I (CARPITA;
GIBEAUT, 1993).

As xilanas correspondem aos biopolimeros mais abundantes, depois da celulose,
sintetizados pelas plantas (JOSELEAU et al., 1992) e sdo os principais polissacarideos nédo
celulésicos das paredes celulares de angiospermas, gramineas e cereais.

A estrutura quimica genérica das xiloglucanas (FIGURA 3A) de reserva consiste de
uma cadeia principal celuldsica de unidades de D-glucose, as quais podem estar substituidas em
O-6 por unidades a-D-xilopiranose; essas uUltimas, por sua vez podem estar substituidas por
unidades de 3-D-galactopiranose (STEPHEN et al. 2006).
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Galactomananas (FIGURA 3B) sd&o hemiceluloses obtidas principalmente de
endosperma de plantas. Sua estrutura consiste de uma cadeia principal de unidades de a-D-
manose, com substitui¢do de unidades simples de a-D-galactose na posicdo do carbono 6 da
manose. A propor¢cdo de manose (M) e galactose (G) nestes polissacarideos €, respectivamente
3:1 (STEPHEN et al. 2006).

Figura 3 — (A) Estrutura da xiloglucana e (B) da galactomanana de razdo 3:1 (manose:galactose).
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Fonte: (A) — Sousa et al. (2009); (B) - Merce et al. (2001).

O grau de ramificacdo por galactose costuma ser descrito pela proporcdo M : G e
pode variar de acordo com as espécies vegetais relacionadas e a metodologia empregada para sua
extracdo (BUCKERIDGE et al., 1992; GANTER et al., 1994). Em geral, 0 grau de substituicdo
ou ramificagdo das galactomananas de sementes varia de 20 a 100%. A massa molar, o contetudo
e a distribuicdo destas unidades de galactose irdo afetar as propriedades para aplicacbes das
galactomananas (GAMAL-ELDEEN et al., 2007).

Esses polissacarideos sdo utilizados em diversas aplica¢cBes tanto na inddstria
alimenticia como na farmacéutica e cosmética (SITTIKIJYOTHIN et al., 2005).

Na industria alimenticia, as aplicac@es das galactomananas sdo em produtos lacteos,
produtos em po, pdes, produtos dietéticos, formulacbes de leite infantis, temperos, molhos e
sopas (CERQUEIRA et al., 2011).
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As espécies de maior utilizacdo industrial, principalmente em alimentos, sdo as

extraidas de Cyamopis tetragonolobus (goma guar) e de Ceratonia siliqua (alfarroba) (STEPHEN

et al. 2006). Mais informacdes sobre a aplicacao destas moléculas estdo presentes na Tabela 4.

Tabela 4 — Algumas aplicacdes industriais das galactomananas.

Origem

Aplicacao

Referéncia

Mimosa scabrella

Matriz para isolamento de lectina
Matriz para liberacéo de farmaco
Antiviral: febre amarela

Bezerra et al. (2006)
Vendruscolo et al. (2001)
Ono et al. (2003)

Adenanthera pavonina

Filmes
Liberacdo de farmaco

Figueiro et al. (2004)
Abreu et al. (2006)

Leucena leucocephala

Micropropagacéo plantas
Filmes finos
Antiviral: febre amarela

Lucyszyn et al. (2006)
Sierakowski et al. (2002)
Ono et al. (2003)

Caesalpinia pulcherrina

Filmes para revestimento de frutos Cerqueria et al. (2006)

Fonte: Adaptado de Cunha et al., (2009)
3.3.1.3 Pectinas

As pectinas podem ser definidas como hidrocoléides naturais presentes em plantas
superiores, formando um grupo heteromolecular de polissacarideos estruturais encontrados na
parede celular primaria das células vegetais e nas camadas intercelulares (lamela média). Tais
desempenham diversas fungdes no crescimento, na morfologia, no desenvolvimento, na defesa da
planta. Os polissacaridos pécticos formam géis hidrofilicos que determinam a regulacdo do
estado de hidratacdo e de transporte de ions, definem o grau de porosidade, rigidez e controle da
permeabilidade da parede. Estas caracteristicas sdo definidas pela estrutura quimica das pectinas,
em particular com o grau padréo de ramificacdo, a presenca de agucares neutros e o grau padrao
de esterificacdo e de acetil - e metil-, o que pode levar a uma rigidez ou afrouxamento da parede
celular (MOHNEN, 2008; GOULAO, 2010; WILLATS et al., 2001).

Segundo Yapo (2011), as pectinas (FIGURA 4) podem ser compostas por até 17
diferentes monossacarideos, dos quais o acido D-galacturénico (D-GalpA) é o mais abundante,
seguido por D-galactose e L-arabinose. Entretanto, estruturalmente as pectinas ndo séo

claramente definidas, sendo um grupo extremamente heterogéneo com variagGes entre as espécies
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de vegetais, entre tecidos e até mesmo entre partes de um mesmo fruto. Este fato pode ser endossado
por estudos realizados com materiais pécticos de diferentes vegetais onde se pode constatar a
complexidade e diversidade estrutural destes compostos (BURTON et al., 2010; MOHNEN,
2008; YAPO, 2011).

Figura 4 - Estrutura quimica da cadeia de pectina

Fonte: Pectin, 2013.

Observa-se que essas macromoléculas sdo constituidas por uma cadeia principal
linear de unidades repetidas de D-GalpA unidas por ligagdes a (I — 4), onde parte dessas
unidades pode apresentar-se esterificada (TROMP et al., 2003). Inicialmente esse polimero foi
descrito como uma triade dos homopolimeros, homogalacturonana (HG), arabinana e galactana,
sendo posteriormente demonstrado que acUcares neutros como, L-ramnose, L-arabinose, D-
galactose e D-xilose podem ser incorporados em macromoléculas de galacturonanas aumentando
a complexidade dessas estruturas. Ramnogalacturonanas tipo | e Il (RG, tipo | e IlI)
xilogalacturonanas (XGA\) e arabinogalactanas (AG, tipo | e I1), também s&o estruturas que fazem
parte da composicdo das pectinas (CARPITA; GIBEAUT, 1993; MOHNEN, 2008; BURTON et
al., 2010; YAPO, 2011).

As homogalacturonanas (HG), também referidas como galacturonanas lineares, acido
poligalacturonico, poligalacturonidios ou ainda como regides lineares (smooth regions) de
pectinas complexas, sdo polimeros constituidos por unidades de D-GalpA ligadas (1—4),
independentemente da origem vegetal. Os mon6meros de D-GalpA podem ser parcialmente
metil-esterificadas no C6 e acetil-esterificadas variando nas posi¢fes O-2 e O-3, conforme a
origem do vegetal. Este grau de metil-esterificacdo e de acetilacdo das HGs é que ira determinar o

poder de geleificagdo das pectinas. Essas moléculas exercem fungdes importantes no controle da
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porosidade da parede celular, na integridade, na rigidez relativa, nas propriedades mecénicas, na
adesdo intercelular e no ambiente i6nico e representa o principal elemento estrutural de pectinas
da parede celular, o que corresponde de 55 a 70% da quantidade total de pectinas (WILLATS et
al., 2006; YAPO, 2011).

Ramnogalacturonanas tipo | e 1l (RG) séo outro grupo de estruturas importantes que
constituem as pectinas. A principal diferenca entre os dois tipos esta no fato de que o primeiro é
uma estrutura altamente ramificada constituido por repeticdes de L-ramnose (L-Rhap) e D-GalpA
( [—2)-a-L-Rhap-(1—4)-a-D-GalA-(1—] ), podendo ocorrer substituicdo parcial no O-4 e/ou O-
3 nas unidades de L-Rhap por uma unidade neutra glicosil ou por cadeias laterais poliméricas de
diferentes tipos, tais como a-L-arabinanas, B-D-galactanas, arabinogalactanas tipo | e Il e
também por galactoarabinanas. As cadeias laterais das RG-1 relativamente longas e numerosas
sdo muitas vezes chamadas de regifes cabeludas (hairy regions) das pectinas (MOHNEN, 2008;
YAPO, 2011). No caso das ramnogalacturonanas tipo Il, observa-se que estas possuem a cadeia
linear constituida por unidades de a-D-GalpA (1—4) ligadas e com aproximadamente com 11 a
12 diferentes tipos de unidades glicosil, que por sua vez sdo interligados por mais de 20
diferentes ligacGes glicosidicas, resultando finalmente em macromoléculas altamente complexas
(YAPO, 2011).

As pectinas sdo polissacarideos muito utilizados industrialmente, principalmente em
produtos alimenticios, aos quais sdo adicionados em pequenas quantidades. Atuam como
geleificantes e estabilizantes em diversos produtos alimenticios, confere firmeza, atua na retencéo
de sabor e aroma, além de possuirem efeitos positivos na sadde humana e diversos usos
biomédicos (MOHNEN, 2008; GOULAO, 2010; SANTOS et al., 2010; WILLATS et al., 2001).

3.3.1.4 Polissacarideos de frutos

A maioria dos relatos presentes na literatura sobre polissacarideos presentes em frutas
enfatizam a presenca de compostos pécticos. Como discutido anteriormente (Subitem 3.3.1.3)
estes polissacarideos sdo dotados de imensa complexidade estrutural e desempenham importantes
funcBes no tecido do vegetal, com destaque para a morfologia, crescimento e protecéo.

Diferentes agrupamentos de pectinas podem ser distinguidos pela sua composicéo de

acucar e quantidade de &cido urdnico, podendo sua estrutura quimica ser extremamente
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heterogénea, apresentando variagfes entre espécies, tecidos e até mesmo entre as diferentes
partes do fruto (WILLATS et al., 2006).

A literatura aponta diferentes concentracdes de acidos urdnicos em pectinas extraidas
de diferentes frutas. Para a polpa de cupuacu (Theobroma grandiflorum), Vriesmann e Petkowicz
(2009) reportaram valores de 65% de acidos urénicos; para os frutos de pitaya, Ramirez-Truque
et al. (2011) citaram valores de 32,2% e para laranja uma quantidade de 78% de &cido urdnico
foram apontadas por Prabasari et al. (2011). Entretanto que o método de extracdo em questdo
pode promover grande variacdo do contetudo de acidos urdnicos. Silva et al. (2012) realizaram
extracdo agquosa a quente do maracuja e encontraram menor propor¢do de &cidos urdnicos
(44,2%) do que aquela encontrada por Yapo e Koffi (2006) ao realizar extragdo com solucéo de
acido nitrico (75,2%).

Frutas como o cacau, mamao, banana, abacate, caju e alguns citricos, a maior parte de
unidades de é&cido galacturbnico de pectinas, € normalmente encontrada nas regides de
homogalacturonanas, o que enfatiza a presenca de regides de HG sobre aquela de RG-I
(VRIESMANN et al., 2011; YAPO, 2011).

Para a polpa de gabiroba (Campomanesia xanthocarpa Berg), Santos et al. (2010)
verificaram um consideravel grau esterificacdo, sendo verificado a presenca de &cidos urénicos,
arabinose, galactose e ramnose como constituintes principais do polissacarideo. Para os frutos de
araca (Psidium cAATleianum) Vriesmann et al. (2009) identificaram fragdes pécticas sollveis em
agua contendo 30% de acido urdnico e 50,3% de arabinose que juntamente com a galactose
formaram cadeias laterais caracteristicas da referida macromolécula.

Para a polpa de cupuacu Vriesmann et al. (2009) identificaram uma estrutura péctica
cujas fracOes apresentaram uma variagdo na concentracdo D-GalpA de 40-48 % (mol). O teor de
acido urdnico foi de 20% e a principal caracteristica da estrutura investigada foi a presenca nas
cadeias laterais de galactose como monossacarideo predominante e baixa porcao de arabinose. A
estrutura identificada apresentou ainda grau de esterificacdo variando de 39 a 53% para as fragdes
pécticas avaliadas.

Os estudos de lacomini et al. (2005) realizados com a polpa do caja (Spondias
cytherea L.), caracterizaram uma RG-I com ramificacbes de AG-I; Para o extrato da polpa de
péssego (Prunus persica L.) Simas-Tosin et al. (2012) isolaram uma HG e uma AG-Il; Na polpa



43

da manga espada (Mangifera indica L.) e do maracujé (Passiflora edulis F.) foram caracterizadas
uma HG e uma RG-1 (IAGHER et al., 2002; SILVA et al., 2012).

3.3.2 Polissacarideos de vegetais: Atividade biologica

Tem-se observado que os polissacarideos de plantas tém atraido grande atencdo por
representarem uma classe de moléculas bioativas e seguras, com efeitos adversos pouco
pronunciados. Muitas destas macroestruturas derivadas de plantas superiores sdo relativamente
atdxicas ndo sendo observados efeitos colaterais quanto sua aplicagdo, 0s quais constituem uns
dos maiores problemas associados com polissacarideos isolados de bactérias e compostos
sintéticos. Aliado a esse fato propriedades como a biodegradabilidade, a abundancia na natureza e
versatilidade de aplicacdes fazem destas macromoléculas amplamente utilizadas na engenharia,
biotecnologia e medicina (EIRAS et al., 2007; INNGJERDINGEN et al., 2007).

As atividades bioldgicas dos polissacarideos de plantas estdo correlacionadas a
inimeros parametros estruturais, como composi¢cdo monossacaridica, tipo e configuracdo da
ligacdo glicosidica, tamanho dos pontos de ramificacdo e peso molecular (YANG; ZHANG,
2009).

Muitos polissacarideos extraidos de plantas ou fungos possuem uma ampla variedade
de propriedades bioldgicas e fisicas benéficas (BORCHERS et al., 2004). Alguns deles sdo
capazes de modular a proliferacdo e ativacdo de células imunocompetentes (LEUNG et al.,
2006), aumentando a expressdo de citocinas (HAUER; ANDERER, 1993), além de atuarem
como agentes anti-tumorais (WASSER, 2002; LI et al., 2011), anti-virais (ZHANG et al., 2004;
LI et al., 2011) e anti-inflamatdrios (ZHANG et al., 2004).

Tem-se percebido atualmente que o estresse oxidativo causado por radicais livres vém
sendo responsavel por diferentes doengcas no homem moderno tais como céncer, doengas
cardiacas, aterosclerose, inflamacéo, carcinogénese, mal de Parkinson e de Alzheimer e
envelhecimento. Alguns polissacarideos quando incluidos na dieta atuam podem atuar como
antioxidantes, sendo encontrados em algumas frutas, tais como, Zizyphus jujuba (LI et al., 2011)
e Mangifera pajang (AL-SHERAJI et al., 2012) e em algumas plantas, por exemplo, Dendrobium
nobile Lindl (LUO et al., 2010) e Bryopsis plumosa (SONG, et al., 2010) e atuam também como
reguladores intestinais (KOROPATKIN et al., 2012).
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Testes utilizando lesBes gastricas in vivo apontaram um efeito protetor dos
polissacarideos extraidos de raizes de Lupleurum falcatum (YAMADA et al., 1991), folhas de
Panax Ginseng (KIYOHARA et al., 1994), a alga marinha Capsosiphon fulvescens (HWANG et
al., 2008), por exemplo. O principal mecanismo de acdo comumente atribuido aos polissacarideos
esta relacionado ao aumento da produgdo de muco, conforme verificado em animais tratados com
polissacarideos (YANG et al., 2012). Mellinger-Silva et al. (2011) verificaram que o0s
polissacarideos extraidos da cana-de-agUcar incrementaram a producdo de muco em 70%, o que
resultou num aumento da citoprotecdo, com reducdo da Ulcera gastrica em 50%. Outros
mecanismos de acdo também tém sido investigados, como o aumento da glutationa, observado
para os polissacarideos da alga comestivel Hizikia (CHOI et al., 2009), bagaco de cana-de-agUcar
(MELLINGER-SILVA et al., 2011).

3.3.3 Principais métodos de andlise para polissacarideos

As propriedades tipicas dos polissacarideos estdo diretamente relacionadas com as
caracteristicas quimicas, fisicas e estruturais de cada polimero. Massa molar (nimero de unidades
por molécula), configuracdo anomérica (a ou B), conformagdo (linear, ramificada, helicoidal,
agregacdo entre cadeias), presenca de grupamentos (carboxila, entre outros), tipo e grau de
substituicdo dos mondmeros, posicdo das ligacBes glicosidicas entre os residuos sdo exemplos de
analises para identificar a estrutura destas moléculas. Neste contexto a caracteriza¢do quimica se
faz necessaria para o direcionamento de suas aplica¢des industriais (PAZUR, 1994; MACEDO et
al., 2002).

A ressonancia magnética nuclear (RMN) unidimensional de H, *C e bidimensional,
tais como COSY, HMQC, HMBC, TOCSY e NOESY sdo técnicas amplamente utilizadas na
determinacdo da composicao e estrutura das unidades repetitivas dos polissacarideos. As técnicas
de RMN estdo entre as principais técnicas capazes de revelar todas as caracteristicas e mudancas
estruturais (MONDAL et al., 2004)

A RMN ¢é uma técnica que se baseia na observacdo em que nucleos magnéticos tais
como 'H, B°C, *P e N podem absorver energia em frequéncias caracteristicas, quando
colocados em um campo magnético forte. Esta frequéncia de ressonancia de um nucleo particular
é expressa como deslocamento quimico (8) e é sensivel ao ambiente quimico da molécula. Cada

molécula tem um espectro de RMN caracteristico que pode ser usado para identificar cada
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molécula, como se fosse uma impressdo digital (“fingerprint”) da mesma. A Tabela 5 traz os
principais deslocamentos quimicos caracteristicos de polissacarideos comumente presentes em
espectros RMN de C*.

Outra grande vantagem da referida técnica € seu carater ndo destrutivo néo
implicando na degradacdo ou modificagdes das moléculas. Além disso, é possivel obter
informagdes quanto aos tipos de ligacOes existentes entre 0s monossacarideos que constituem
determinado polissacarideo, o que a torna uma das primeiras técnicas escolhidas para
caracterizacdo estrutural (PESRISLIN; CASU, 1982).

Tabela 5 - Deslocamentos quimicos representativos dos grupos presentes nos polissacarideos em espectros de RMN
13
C

°ct 3 (ppm)
CHsC ~15
CHsCOH 20-23
CH1CO, 20-23
CH,C 38
CH,0 55-61
CH(NH) 58-61
CH,OH 60-65
C-2aC-5 65-75
C-x° 80-87
C-1 (ax-0, red) 90-95
C-1 (eg-O, red) 95-98
C-1 (ax-0, glic) 98-103
C-1 (eqg-O, glic) 103-106
C-1 furanosil 106-109
COOH 174-175
C=0 175-180

®ax= axial; eq= equatorial; red= redutor; glic= glicosidica; ;" °*C ndo anomérico envolvido em ligagéo glicosidica.

Fonte: Pesrislin e Casu (1982).

A espectroscopia na regido do infravermelho é outro método que tem sido empregado
na andlise de polissacarideos. Através deste procedimento sdo identificados 0s grupos presentes e
a ocorréncia de ligacdo quimica entre os constituintes, que levardo a identificacdo da estrutura
dos materiais. A configuracdo das ligacdes glicosidicas, a presenca de acido uronico, através do
sinal caracteristico da carboxila e, até mesmo, a presenca de proteina sdo identificados através da
técnica (KRCMAR et al., 1999). Frequéncias na regido do infravermelho, caracteristicas dos

polissacarideos sdo registradas na Tabela 6.
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A cromatografia de permeacdo de gel (GPC) é uma técnica utilizada para a
determinacdo da massa molar dos polissacarideos. Neste caso, por meio de um detector sensivel a
concentracdo (como os de indice de refracdo e ultravioleta) a fracdo molar (ou a concentracao) do
polimero eluido através de uma coluna é mensurada. O resultado obtido pela aplicacdo da técnica
é geralmente o volume de eluigdo ou o tempo de retencdo, a partir do qual s&o utilizados calculos
simples para determinacdo da massa molar. Essa transformacéo é realizada utilizando uma curva
de calibracdo com polimeros de massas molares conhecidas e de caracteristicas estruturais
semelhantes aquelas da amostra analisada. A analise da amostra deve ser realizada conforme o

mesmo procedimento de preparo e obtengdo da curva de calibracdo (CAEL et al., 1980)

Tabela 6 - Principais atribuicdes das bandas de absor¢do no infravermelho caracteristicas de polissacarideos.

Comprimento de onda (cm™) Atribuicbes

3000-3400 v O-H
2930 v C-H
1650 Vs COO
1420 vs COO’
1145 v C-O-C (éter da ligacéo glicosidica)
1070 v C1-H (carbono anomérico)
1025 v C-0 (alcool primario)
930 8 C1-H (carbono anomérico em configuracdo o)
850 8 C1-H (carbono anomérico em configuracao f3)

Fonte: Gonzaga (2006)

A determinacdo da composicdo em monossacarideos também é fundamental a
compreensdo da natureza estrutural das macromoléculas. A redugdo das unidades monoméricas é
realizada atraves de hidrolises, em condi¢es controladas de tempo e temperatura, a fim de se
evitar a destruicdo das unidades glicosidicas e/ou a formagdo de produtos indesejaveis. Os
monossacarideos tambem podem ser identificados na forma de seus alditOis-acetatos, 0s quais sao
preparados nas etapas sequenciais de hidrolise (utilizando acido trifluoroacético, TFA), reducao
(com uso de boroidreto de sodio) e por fim acetilagdo (através de reacdo com piridina e anidrido
acético) (MONDAL, et al., 2004).
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4 PARTE EXPERIMENTAL

12 ETAPA - EXTRACAO E PURIFICACAO DE POLISSACARIDEOS PRESENTES EM
SUBPRODUTOS AGROINDUSTRIAIS DO PROCESSAMENTO DA ACEROLA,
ABACAXI, CAJU, MANGA E MARACUJA

Nesta etapa da pesquisa foi realizada a extragdo, purificacdo e céalculo dos
rendimentos finais das fracdes polissacaridicas extraidas dos subprodutos do processamento de
acerola, abacaxi, caju, manga e maracuja.

As andlises abordadas foram realizadas no Laboratério de Frutos e Hortaligas do
Departamento de Tecnologia de Alimentos do Centro de Ciéncias Agrérias da Universidade

Federal do Ceara.
4.1 MATERIAL

4.1.1 Matéria-prima

Os subprodutos agroindustriais utilizados no presente experimento foram obtidos do
processamento diario de uma industria produtora de polpas de frutas localizada em Fortaleza
(CE- Brasil), sendo provenientes do processamento do abacaxi, acerola, caju, manga e maracuja e
constituidos basicamente por peliculas, cascas, sementes e residuos de polpa. Os subprodutos
foram transportados para o Laboratorio de Frutas e Hortalicas da Universidade Federal do Ceara,
congelados a -50° C e liofilizados.

Apdbs completa secagem, cada material foi pulverizado (FIGURA 5) em liquidificador
industrial até a obtencdo de farinhas finas, sendo armazenados sob-refrigeracdo (12° C) em potes

de polietileno sem contato com umidade.

Figura 5 — Subprodutos de acerola (A) e abacaxi (B) liofilizados e pulverizado
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4.2 METODOLOGIA
4.2.1 Extracdo aquosa exaustiva

A extracdo das fraces polissacaridicas presentes nos subprodutos de frutas tropicais

ocorreu conforme o fluxograma descrito na Figura 6.

Figura 6 — Fluxograma da extracao das fra¢des polissacaridicas presentes em subprodutos de frutos tropicais.

e mmm e oo = . Subprodutos
I Congelamento (-50°C) | d
] R o L
| Liofilizagdo |
L ___ .Euivgri_za_gﬁ_o_ -t f Suspensdo
aquosa(100°C/10 horas) | ST T T T T T
I Centrifugacéo 1
I (13552 xg /10 minutos ) :
[ Precipitacdao lmm -
Solucdo: Etanol (1:3) |
- /"~ "25ml de etanole !
Lavagem ———— acetona (11200 xg/10
/ AR min) __ __ !
L f Secagem
| Solucdo de Polissacarideo : (40°C - Banho de areia)
| 1% (m/v) X
e e e e e o
E....................:I. ...... :""""".""""; 50|ubi|iza§ao ) 's POLISSACARIDEO
Filtracdo PURIFICADO
Congelamento (-50°C)
Liofilizagao

A partir do material pulverizado descrito no item 4.1.1, foram preparadas suspensoes
aquosas cujas concentracdes, como mostra a Tabela 7, variaram de 1 a 5% em rela¢do & massa de
subproduto e volume de agua destilada. Os sistemas elaborados para cada subproduto
permaneceram sob agitacdo e aquecimento constante (100° C) por dez horas seguidas, a fim de se
promover uma extracdo efetiva das fracbes polissacaridicas solGveis. Apos este periodo, a
suspensdo foi centrifugada (Rotina 380R — HETTICH) utilizando rotacdo de 13552 xg por 10

minutos sendo em seguida filtrada para remog&o de quaisquer residuos.
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Tabela 7 — Concentracdo das solugdes aquosas preparadas com os subprodutos agroindustriais para a extrago das

fracOes polissacaridicas soluveis.

Concentracao da solugéo

Subprodutos aguosa (% miv)
Abacaxi 5
Acerola 5

Caju 5
Manga 3
Maracuja 1

As fracBes presentes no extrato filtrado foram precipitadas utilizando-se etanol na
proporcao 1:3 (extrato/ etanol) sob agitacdo moderada (FIGURA 7A). O precipitado foi separado
do meio alcodlico por centrifugacdo (11200 xg/10 min). Para evitar a eventual presenca de tracos
lipidicos, o precipitado foi novamente centrifugado (11200 xg/10 min) na presenca de 25mL de
alcool P.A e posteriormente 25 mL de acetona (P.A). O precipitado obtido foi seco a 40° C e
pesado (FIGURA 7B).

Figura 7 — (A) Fracéo polissacaridica extraida do subproduto da manga precipitado com etanol (1:3); (B) Secagem da

fracdo polissacaridica extraida do subproduto da manga em banho de areia a 40°C.

A fim de se trabalhar apenas com a fragdo soluvel, os materiais secos foram
reidratados em agua (solucdo a 1% de polissacarideos) utilizando novamente aquecimento e
agitacdo (50°C por 16 horas). Uma nova centrifugacdo (11200 xg/10 min) foi necessaria para
remover os polissacarideos ndo solubilizados. O residuo insoltvel ocorre, provavelmente, devido

a agregacdo de parte dos polissacarideos isolados durante a etapa de secagem. Finalmente o
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extrato final foi filtrado, congelado (-50° C) e liofilizado, obtendo-se o polissacarideo seco e
purificado.

4.2.2 Estudo do rendimento

Para o célculo do rendimento final levou-se em consideracdo quantidade de
subprodutos liofilizados utilizados na preparacdo da suspensdo aquosa inicial e o peso final das
fracdes polissacaridicas secas e purificados sendo os valores ajustados de acordo com a Equacéo
1.

Equacédo 1 — Calculo do rendimento das fragdes polissacaridicas extraidas dos subprodutos de acerla, abacaxi, caju,
manga e maracuja.

Polissacarideo purificado ()
Rendimento (%) = X 100

Peso dos subprodutos
secos utilizados para a
extracéo (g)

Fonte: Vijayanand e Kulkarni (2010).

Foram realizadas trés extracdes para cada material, e os resultados apresentados em

% (m/m) expressos em média e desvio padrao.
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22ETAPA - CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE FRACOES POLISSACARIDICAS
EXTRAIDAS DOS SUBPRODUTOS DO PROCESSAMENTO DA ACEROLA,
ABACAXI, CAJU, MANGA E MARACUJA

Esta etapa foi realizada no Departamento de Quimica Orgéanica e Inorgénica do
Centro de Ciéncias da Universidade Federal do Ceard e na Embrapa Agroindustria Tropical do
Ceara. As microfotografias foram realizadas em parceria com a Central Analitica da

Universidade Federal do Ceara.

4.1 METODOLOGIAS

4.1.1 Morfologia externa

As morfologias externas dos polissacarideos extraidos dos subprodutos do
processamento de acerola, abacaxi, caju, manga e maracuja foram determinados utilizando
microscopia eletrdnica de varredura (MEV) Inspect 50 (DSEM 926 — ZEISS) a 10-20 kV.

Para o processo, fragmentos de cada polissacarideo foram fixados em “stubs”
aderidas com o uso de uma fita condutora de carbono de dupla face e entdo metalizadas com ouro
para garantir a condutividade elétrica da superficie de varredura do material. Foram coletadas
imagens com amplitudes de 87 a 112 vezes tal que permitiram a andlise da fina estrutura

superficial

4.1.2 Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho (FT-IR)

Para a analise de espectroscopia do infravermelho, amostras dos polissacarideos
estudados foram preparadas em pastilhas de KBr (2 mg de acido humico + 200 mg KBr seco),
sendo a leitura realizada em espectrémetro de infravermelho com transformado de Fourier FT-IR
8300 (SHIMADZU) utilizando bandas de leitura no intervalo de 400 a 4000 cm™.

Para os calculos com espectros de infravermelho e plotagem dos graficos utilizou-se

o0 programa Origin 6.0 (Origin Lab Data Analysis and Graphing Software).
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4.1.3 Ressonancia magnética nuclear (*3C - RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos em um equipamento AGILENT DD2 de 600
MHz e equipado com uma sonda One Probe de 5 mm de diametro interno (H-F/15N-31P) de
deteccao inversa e gradiente de campo no eixo “z*.

As amostras foram preparadas dissolvendo-se 2 mg de cada polissacarideo em 2 mL
de 6xido de deutério. Os espectros de **C foram adquiridos com um tempo de espera entre cada
aquisicdo de 1 s, ganho de 30, aquisicdo de 10 a 25k de transientes, uma janela espectral de 260

ppm e 16 k de nimero de pontos.

4.1.4 Estimativa da massa molar por cromatografia de permeacédo em gel (GPC)

Massas de aproximadamente 2 mg dos polissacarideos purificados foram
solubilizadas em 2,0 mL de solucdo de NaNO3 0,1 M, sendo em seguida filtradas em membrana
de acetato de celulose com poros de 0,45 um. As solucdes foram injetadas (20 uL), com fluxo de
1 mL/min, em coluna PolySep Linear de 7,8 x 300 mm da Phenomenex, sendo utilizada, como
fase mdvel, solucdo de NaNO3; 0,1 M a temperatura ambiente. O tempo de corrida foi de 15
minutos. Para a analise a curva de calibracdo foi construida utilizando-se de padr6es de pululana
com massas molares em intervalo de grandeza de 10% a 10° g/mol. As deteccdes das fragdes dos
polissacarideos foram realizadas utilizando-se um cromatégrafo LC-20AD (SHIMADZU), com
detectores de indice de refracdo (RID-10A) e ultravioleta (UV-VIS SPD-10AV).

4.1.5 Dosagem de proteinas solaveis

4.1.5.1 Obtencg&o do extrato

Inicialmente foram pesados aproximadamente 100 mg de cada fracdo dos
polissacarideos que foram diluidos em 10 mL de tampdo fosfato de potassio 0.1M (pH 7,0),
contendo acido etilenodiamino tetra-acetico (EDTA) 0,1mM, sendo em seguida centrifugados a
11000 RPM por 30 minutos a 4 °C, com base na metodologia adaptada de Yang, Zheng e Cao
(2009).
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4.1.5.2 Dosagem de proteinas sollveis totais

Para a dosagem de proteinas sollveis totais utilizou-se a metodologia proposta por
Bradford (1976) que se baseia na ligacdo do corante “Coomassie brilliant blue” BG-250 com
macromoléculas de proteinas que contém aminoécidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas.

O reagente de Bradford foi elaborado a partir da dissolucéo de 100mg de “Coomassie
Brilliant Blue BG-250” em 50mL de etanol 95% e, sendo em seguida adicionado 100mL de acido
fosfdrico 85%. A solucdo obtida foi avolumada para 1L com agua deionizada. Apds filtracdo em
papel de filtro quantitativo (Whatman n°1), a solucdo foi mantida refrigerada (15°C). Como
padrdo utilizou-se solucdo de albumina sérica bovina — BSA (SIGMA), com concentracfes
variando de 0, 50, 100, 150, 200 a 250ug/mL para a construcao da curva de calibracdo (FIGURA
8).

Figura 8 — Curva de calibracdo para a dosagem de proteinas solUveis totais em fracfes polissacaridicas extraidas de

subprodutos de frutos tropicais pelo método de Bradford (1976)

1,2
y = 0,0043x + 0,0208

?=0,9959

0.8 A
0,6

0 50 100 150 200 250 300

Para a quantificacdo de proteinas utilizaram-se aliquotas de 0,1 mL de cada extrato
obtido, sendo a estes adicionado 1 mL do reagente de Bradford com posterior homogeneizagéo
utilizando agitador de tubos tipo Vortex. Apos 30 minutos de reacdo, as leituras das absorbancias

foram realizadas em espectrofotdmetro (Pharmacia, modelo Biotech Ultrospec 2000) a 595 nm.
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As andlises foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos % (m/m) e

apresentados em media e desvio-padrao.

4.1.6 Tratamento estatistico

Para os calculos e plotagem dos gréaficos, nesta secdo, utilizou-se o programa Origin
6.0 (Origin Lab Data Analysis and Graphing Software. OriginLab Corporation — Northampton,
MA 01060 USA).

32 ETAPA - ENSAIOS DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE FRACOES
POLISSACARIDICAS EXTRAIDAS DOS SUBPRODUTOS DE ACEROLA, ABACAXI,
CAJU, MANGA E MARACUJA

O ensaio antioxidante in vitro foi realizado no Laboratério de Frutas e Hortalicas do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Ceara do Centro de
Ciéncias e o ensaio in vivo realizado no Departamento de Morfologia da Universidade Federal do

Ceara.

4.1 METODOLOGIA

4.1.1 Ensaio antioxidante in vitro com a radical livre ABTS:+

A atividade antioxidante total (AAT) foi determinada através do ensaio com o radical
livre ABTSe+, conforme Rufino et al. (2010) com modificagoes.

Solugdes aquosas foram preparadas pesando-se aproximadamente 0,1 gramas de cada
fracdo polissacaridica, sendo entdo os mesmos solubilizados em agua, com agitacdo e leve
aquecimento (30°C), até a total solubilizagdo dos mesmos. O radical ABTS++ foi gerado através
da reacdo de 5 mL de solugdo aquosa de ABTS«+ (7 mM) e 88 pL de solucdo de persulfato de
potassio a 140 mM (2,45 mM concentracdo final). A mistura permaneceu no escuro por
aproximadamente 16 horas, sendo posteriormente sua absorbancia ajustada para 0,7 £ 0,05, em
um comprimento de onda de 734 nm usando um espectrofotébmetro (SHIMADZU, modelo UV-

1800). Foram utilizados 12, 20 e 30 pL do extrato aquoso de polissacarideos, obtendo-se
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concentragdes respectivas de 10.000, 6.600 e 4.000 ppm. Tomou-se como referéncia o Trolox
(&cido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano) e o decréscimo da absorbancia a 734
nm foi medido depois de 6 min.

Para se determinar a taxa de eliminacédo do radical ABTSe+, utilizou-se a formula TE
(%) = (1 — A/Ap) x 100 conforme indicacdo de He et al. (2014), onde A, é a absorbancia da
solucgéo de radical ABTSe+ sem a amostra e A, a absorbancia da solucdo de radical ABTSe«+ com
a amostra. Adotou-se 3 concentracdes de solucdes aquosas das fracGes polissacaridicas (0,012;
0,02 e 0,03 mg/mL). Nestas condi¢es, fixou-se a concentracdo de 0,03 mg/mL, para calcular a
reducdo da absorbancia inicial da solugdo de ABTSe«+ (700 nm) pelas fragbes polissacaridicas.

O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados para a AAT foram expressos como
TEAC (Atividade Antioxidante Equivalente ao Trolox) em pM de Trolox/g de fracédo

polissacaridica seca. Os resultados foram apresentados em média e desvio padréo.

4.1.2 Citotoxicidade das fracdes polissacaridicas frente a células epiteliais humanas

A citotoxicidade das fracBes polissacaridicas foi determinada segundo o descrito por
Mossman (1983) utilizando o MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-brometo de tetrazolio].
Enzimas desidrogenases mitrocondriais tém a capacidade de clivar o anel tetrazolio do corante
utilizado, formando um cristal insoltvel de formazan de cor roxa. Apos a solubilizacdo com
DMSO (dimetil-suféxido), obtém-se uma solucdo cuja absorbancia pode ser medida, sendo que a
intensidade da cor mensurada seré diretamente proporcional a quantidade de células viaveis.

Para o procedimento, 200 pL da suspenséo celular (aproximadamente 20000 células -
cultura IEC 6) foram incubadas em placas na estufa de CO, pelo periodo de 24 horas. Passado a
incubacdo o meio de cultura foi removido e as células foram tratadas com 100 pL das solugdes
contendo as fragdes polissacaridicas (concentracGes de 50 e 100%) e o controle positivo (toxina
A do Clostridium difficile), sendo incubadas em estufa de CO,, por mais 24 horas e posterior
remoc¢do do meio de cultura. Os pocos da placa foram lavados 2 vezes com PBS estéril e a cada
um, foram adicionados 100 pL da solugdo de MTT (5 mg/mL) em meio de Krebs. O sistema
permaneceu em repouso durante 20 min, a 37°C, no escuro. Apos a incubacéo, a solucdo de MTT
foi removida, e foi adicionado 1 mL de isopropanol-acido para dissolver os cristais de
"formazan". Finalmente foi adicionado a todos os pogos 100uL de DMSO puro, sendo a placa
agitada por 5 minutos com espera de mais 5 minutos para a estabilizacdo da cor. As amostras
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foram colocadas em cubetas de 1,5 mL e a abserobéncia lida a 570 nm no espectrofotometro,
usando como branco uma solugédo preparada com 0,5 mL de MTT (0,5 mg/mL) e 1 mL de
isopropanol-acido.

Os resultados das absorbancias obtidas foram submetidos ao teste de comparacéo

multipla de Bonferroni's e os resultados expressos em média e desvio padréo.

4.1.3 Ensaio antioxidante in vivo utilizando o modelo de lesdo géastrica induzida por etanol

4.1.3.1 Animais

No presente trabalho, foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando entre 200 e 250
g. Os animais foram acondicionados em caixas plasticas e mantidos em a uma temperatura de 22
+ 2°C num ciclo de 12h luz/12h escuro. Os animais foram privados de alimento por 24h antes dos
experimentos, tendo acesso livre a dgua. Os ratos foram fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal do Ceara — UFC e pelo Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia - UFC. Os protocolos experimentais estdo de acordo com os padrdes de uso de
animais experimentais e esse trabalho foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa Faculdade
de Medicina de Universidade Federal do Ceara (UFC) sob nimero de protocolo é 078/14.

4.1.3.2 Efeito das fracGes polissacaridicas extraidas dos subprodutos de frutos no modelo de

lesdo gastrica por etanol em ratos

Para a presente analise os animais foram divididos nos seguintes grupos:

1) Grupo néo lesionado com etanol 50% (naive): Animais tratados apenas com
solugéo salina (1%) por gavagem;

i) Grupo controle: Animais tratados com solucédo salina 1% por gavagem e apos 30
minutos com etanol 50% (4 mL/Kg) também por gavagem;

iii) Grupos testes: Animais tratados com soluc6es aquosas de fracfes polissacaridicas
obtidas da acerola, abacaxi, caju, manga e maracuja (1mg/Kg) por gavagem, e apés 30 minutos

administrado etanol 50% (4 mL/Kg), também por gavagem.
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Os animais foram sacrificados 1 hora depois por deslocamento cervical e o0s
estbmagos foram removidos e abertos ao longo da grande curvatura (KO; CHO, 1998). Em
seguida as amostras foram retiradas, pesadas e congeladas a - 80 °C, para determinacdo das
dosagens de grupos sulfidrilas (GSH), malonaldeido (MDA).

No presente experimento, foram utilizados pelo menos seis animais para cada grupo,

e no caso do grupo teste seis animais para cada grupo de polissacarideo.

4.1.3.2.1 Determinacdo da concentracdo de glutationa (GSH) na mucosa géstrica de ratos
tratados com fracGes polissacaridicas extraidas de subprodutos de acerola, abacaxi, caju,

manga e maracuja no modelo de lesdo géstrica por etanol em ratos

A dosagem de GSH foi realizada através da determinacdo dos grupos sulfidrilicos ndo
protéicos (glutationa), de acordo com a metodologia descrita por Sedlak e Lindsay (1968) nas
amostras de tecidos gastricos de camundongos submetidos aos tratamentos anteriormente citados.
A determinacdo do GSH baseia-se na reacdo do DTNB (5,5 -dithio-bis -2- acido nitrobenzdico),
com o tiol livre originando o 4cido 2-nitro-5-tiobenzdico.

Inicialmente, 50-100 mg da mucosa gastrica foi homogeneizado em EDTA 0,02 M (1
mL/100 g de tecido) gelado. A uma aliquota de 400 pL do homogenato foi adicionado 320 pL de
agua destilada, e 80 pL de &cido tricloroacético (TCA) a 50%. Em seguida o material foi
centrifugado a 1200 xg por 15 minutos, seguido de agitacdo e filtracdo. Depois de centrifugado,
400 pL do sobrenadantes foram misturados a 800 uL de tampéo Tris 0,4 M (pH 8.9) e, por fim,
foram adicionados 20 uL de DTNB a 0,01M. O material foi entdo agitado durante 3 minutos e a
absorbéancia foi determina a 412 nm, em espectrofotdmetro. A concentragdo de GSH/g de tecido
foi determinada a partir de uma curva padrdo de glutationa reduzida, processada de maneira

semelhante. Os resultados foram expressos em pg de NPSH/g de tecido.

4.1.3.2.2 Determinacdo da concentracdo de malonaldeido (MDA) na mucosa géstrica de ratos
tratados com fracGes polissacaridicas extraidas de subprodutos de acerola, abacaxi, caju,

manga e maracuja no modelo de lesdo géstrica por etanol em ratos
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O método empregado foi baseado na reacdo com o acido tiobarbitarico (TBA). Nesta
reacdo, duas moléculas de TBA reagem estequiometricamente com uma molécula de MDA para
formar uma solucéo de cor rosa, que tem absorbancia maxima em pH acido em 532 a 535 nm. Os
niveis de malonaldeido na mucosa gastrica foram determinados pelo método de Uchiyama e
Mihara (1978). Fragmentos da mucosa gastrica de camundongos submetidos aos tratamentos
citados anteriormente foram homogeneizados com KCI gelado 1.15% para obtencdo de um
homogenato a 10%. Meio mililitro (0,5mL) do homogenato foi pipetado dentro de um tubo de
centrifuga de 10 mL, contendo 3 mL de H3PO, (1%) e 1 mL de uma solucdo aquosa de &cido
tiobarbiturico aquoso (0,6%). Posteriormente, os tubos foram aquecidos, por um periodo de 45
minutos, em um banho de &gua fervendo e a mistura reacional foi, entdo, resfriada em um banho
de 4gua gelada, seguida da adicdo de 4 mL de n-butanol. Apds a adi¢cdo de n-butanol, as amostras
foram agitadas por 40 segundos em um misturador "vortex", e depois centrifugados a 1200 xg,
por um periodo de 10 minutos. O sobrenadante foi mensurado a uma absorbancia de 520 e 535
nm, em espectrofotdmetro, sendo o conteldo de MDA calculado pela diferenca entre as duas

absorbancias. Os resultados foram expressos em nmol/g de tecido gastrico.

4.1.3.2 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada empregando o teste de andlise de variancia
(ANOVA). Quando houve diferenca significativa entre os grupos, foi realizado o teste de
comparagGes multiplas de Newman-Keuls. Os resultados foram expressos ou como média *
E.P.M (varidaveis com distribuicdo normal) ou pela mediana + desvio padrdo (variaveis sem
distribuicdo normal), sendo as diferencas consideradas estatisticamente significativas quando
p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

12 ETAPA - EXTRACAO E PURIFICACAO DE FRACOES POLISSACARIDICAS
PRESENTES EM SUBPRODUTOS AGROINDUSTRIAIS DO PROCESSAMENTO DA
ACEROLA, ABACAXI, CAJU, MANGA E MARACUJA

Mediante a heterogeneidade e entendimento do termo “subprodutos” e a escassez de
referéncias quanto a extracdo de polissacarideos de alguns materiais aqui estudados, foram
realizadas comparagdes com polissacarideos provenientes de diferentes subprodutos e fontes
vegetais. Salienta-se que mesmo sendo matérias-primas distintas um confronto de resultados se
faz necessario para avaliar parametros comuns, como a técnica de extracdo e perfil quimico, por

exemplo.

5.1 RENDIMENTOS

Os rendimentos observados para as fracBes polissacaridicas extraidas dos

subprodutos da acerola, abacaxi, caju, manga e maracuja, estdo presentes na Tabela 8.

Tabela 8 — Rendimento (%) das fragGes polissacaridicas extraidas a partir dos subprodutos do processamento de
acerola, abacaxi, caju, manga e maracujd, utilizando extragdo aquosa exaustiva.

Polissacarideos Rendimento (%)"
Acerola 2,54 + 0,67
Abacaxi 0,8+0,13

Caju 7+1,02
Manga 20+£48
Maracujé 8+2,09

'Rendimento (%m/m) considerando-se a massa do polissacarideo purificado e a massa do subproduto utilizado para a

extracao agquosa.

Os dados apresentados na Tabela 8 apontaram que dentre os materiais estudados, a
fracdo extraida do subproduto de manga, apresentou rendimento maior que os demais, superando
em 87, 96, 65 e 60% o rendimento daqueles extraidos do subproduto da acerola, abacaxi, caju e

maracuja respectivamente. Rendimentos proximos foram observados para os materiais extraidos
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do caju e do maracuja (7 e 8% respectivamente), sendo 0 menor rendimento aquele apresentado
para o subproduto do abacaxi (0,8%).

Para os polissacarideos extraidos da casca do maracuja, Silva et al. (2012) apontaram
um rendimento igual a 34,9% (m/m) sendo este rendimento 77% superior ao verificado na
presente pesquisa para a fragdo extraida do mesmo subproduto. No entanto, rendimentos iguais a
13,4 e 14,8 % foram reportados por Yapo e Koffi (2006) e Vijayanand e Kulkarni (2010)
respectivamente, para 0 mesmo material, estando estes resultados proximos aos reportados na
presente pesquisa, considerando neste caso a particularidade de constituicdo destes materiais.

Para o polissacarideo extraido da polpa de manga, rendimento de 10% foi indicado
por lagher et al. (2002). Em comparagdo com o presente estudo, observou-se que o subproduto do
mesmo fruto, apresentou um rendimento 50% superior em relacao a polpa.

Para os frutos de mirtilo (Myrtus communis L.) e physalis (Physalis alkekengi L.)
foram obtidos rendimentos de 3 e 0,71% respectivamente (CHIDOUH et al., 2014; TONG;
WANG, 2008). Para os frutos da amoreira, 100 gramas de amostra seca resultaram em 0,2
gramas de polissacarideos (LEE et al., 2013) e para os frutos do tamarilho (Solanum betaceum),
cujos os rendimentos das diferentes fragbes analisadas variaram de 0,05 a 0,52%
(NASCIMENTO, 2013).

Além dos citados anteriormente, a literatura faz referéncia a diferentes rendimentos
para polissacarideos extraidos fontes vegetais, como para o araga, 1 - 3,8% (VRIESMANN et al.,
2009) beterraba, 5,1 — 16,2% (YAPO et al., 2007); bagaco de macd, 5 — 16,8 % (MARCON et
al., 2005) e gabiroba 2,11 - 5,98% (SANTOS et al., 2010).

Levigne et al. (2002) reportaram que a condi¢do de extragdo tem efeitos ndo apenas
na estrutura quimica do material extraido mas também no seu rendimento final. De fato a
literatura discorre que diferentes técnicas de extracdo estdo associadas a variagdes no rendimento.
A extracdo acida, por exemplo, oferece maiores rendimentos (até 20%) em pectina de alta
metoxilacdo (LEVIGNE el al., 2002) sendo esta situacdo, por vezes, preferivel e mais usada
pelos pesquisadores, por ndo estd relacionada a mudangas profundas na fina estrutura do
polissacarideos o que permite uma caracterizacdo mais confidvel (JOYE; LUZIO, 2000).
Entretanto, tem-se observado que a reducdo extrema do pH pode ser desfavoravel, visto que pode
acelerar a degradacdo do polimero e a desesterificacdo da pectina (YAPO et al., 2007; CHO;
HWANG 2002).
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Estudando os efeitos da extracdo &cida no rendimento de polissacarideos da casca de
maracuja, Vijayanand e Kulkarni (2010), detectaram valores de 3,84; 5,07; 9,02 e 7,49% para pH
1; 1,5; 2,3 e 2,5 respectivamente. Os autores concluiram que em pH 1 e 2,5 os rendimentos nao
foram significantes, sendo o rendimento em pH 2 apresentando o melhore resultado. Resultados
semelhantes foram obtidos por Yinhua e Huifang (2003) para os polissacarideos extraidos dos
frutos do kiwi (Actinidea deliciosa).

Diferencas quanto a técnica de extracdo, foram estudadas por Vriesmann et al.,
(2009) para os frutos de araca, obtendo rendimentos iguais a 3,8, 1 e 0,6% para os polissacarideos
extraidos utilizando agua, EDTA e KOH, respectivamente. Os resultados verificados pelos
autores apontaram que um maior rendimento foi obtido utilizando a extracdo com agua. Tal fato
pode ser endossado por Petkowicz e Vriesmann (2009) que para os frutos de cupuacu, obtiveram
um maior rendimento utilizando extracdo aquosa em temperatura igual a 25°C.

Wang, Liu e Hu (2014) estudaram macicamente parametros que oferecessem as
melhores respostas para extracdo e consequente rendimento de polissacarideos extraidos de
Trametes robiniophila, as principais conclusfes sdo descritas a seguir:

a) Estudando os efeitos na concentracdo da solucdo, temperatura e ultrassom na
extracdo de polissacarideo de Trametes robiniophila os autores verificaram que quanto maior a
proporcdo de agua utilizada para extracdo do polissacarideo, maiores serdo 0s rendimentos
obtidos, até determinado ponto, onde o rendimento tende a diminuir. Para este caso, Xu et al.
(2014) explicaram que quanto maior a proporcdo de agua menor serd a concentracdo e
viscosidade do solvente de extracdo. Neste caso, moléculas de polissacarideos podem se dissolver
em maior proporgao na dgua o que resulta em um maior rendimento;

b) Temperaturas elevadas podem estar relacionadas a um maior rendimento dos
polissacarideos. Os autores consultados apontaram que 0 aumento da temperatura promove um
aumento do coeficiente de difusdo o que resulta em uma maior solubilizagdo no solvente de
extracdo. No entanto, foi observado, que um aumento consecutivo da temperatura pode resultar
em uma queda drastica no rendimento dos polissacarideos, sendo este fato atribuido a uma
degradacdo da estrutura da macromolécula. Temperaturas no intervalo de 50 a 70°C foram
reportadas como sendo as mais adequadas a extragdo dos polissacarideos, estando estas proximas

as adotadas na presente pesquisa;
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¢) Utilizando ultrassom como técnica de extragdo, os autores reportaram uma relacdo
proporcional entre aumento da extracdo e aumento da poténcia do ultrassom. Entretanto,
verificaram que poténcias acima de 60W podem promover uma queda no rendimento. Esse fato é
explicado por Zhang et al. (2013) que citam que a alta poténcia causa hidrdlise de polissacarideos
e agregacéo, levando a um aumento da viscosidade da solucdo e causando consecutivamente a

reducéo do rendimento de extrag&o.

22ETAPA- CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DAS FRACOES POLISSACARIDICAS
EXTRAIDAS DOS SUBPRODUTOS DO PROCESSAMENTO DA ACEROLA,
ABACAXI, CAJU, MANGA E MARACUJA

5.1 Morfologia externa

Observou-se que as fracdes polissacaridicas extraidas dos subprodutos de acerola
(FIGURA 9A), abacaxi (FIGURA 9B), caju (FIGURA 9C), manga (FIGURA 9D) e maracuja
(FIGURA 9E), apresentaram semelhanca entre si, sendo predominante o aspecto esponjoso e
compacto dos mesmos.

As analises morfoldgicas obtidas por MEV sinalizaram que os materiais da acerola,
abacaxi e caju, sdo semelhantes. De um modo geral, observou-se que 0s materiais apresentaram
uma superficie irregular, compacta e pouco enrugada, sendo indicativo de que a temperatura de
extracdo e secagem utilizadas na extracdo, ndo comprometeram suas estruturas. Nao foram
observados inchagos em nenhuma das fragdes. Os parametros relacionados as microfotografias
observados na Figura 9 estdo presentes na Tabela 9.

As fracOes polissacaridicas extraidas da manga e maracuja apresentaram estruturas
filamentosas lineares com uma pequena proporcao de ramificacfes. Esta observacéo é endossada
por Zhang et al. (2014), que obtiveram imagens semelhantes para os polissacarideos isolados do
Lycium barbarum, indicando uma estrutura enredada entre as cadeias constituintes através de
interacdes intermoleculares.

A utilizacdo de solventes basicos e/ou acidos, e a aplicacdo de técnicas de extracédo
que combinem temperatura e pressdo, por exemplo, podem levar a uma maior grau destruicdo da
parede celular dos materiais vegetais resultando em polissacarideos enrugados e inchados (LUO

et al.,, 2014), em contra partida maiores rendimentos sdo obtidos utilizando técnicas mais
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destrutivas. Xu et al. (2014) ao comparar 0 uso de calor e ultrassom para extragdo de
polissacarideos de cascas de grapefruit, observaram que no primeiro caso a estrutura das
macromoléculas permaneceu intacta e compacta apds o0 processo, entretanto no segundo a
macromolécula foi visivelmente alterada, apresentando porosidade, microfraturas e aberturas

ocas.

Tabela 9 — Amplitude e resolucdo das microfotografias das fragbes polissacaridicas extraidas dos subprodutos de

acerola, abacaxi, caju, manga e maracuja.

Fracao polissacaridica Amplitude (x) Resolucéo
Acerola 100 500 um
Abacaxi 87 500 um

Caju 100 1 mm
Manga 109 500 pm
Maracuja 112 500 pm

Segundo Chemat et al. (2011) a estrutura porosa dos polissacarideos, gquando
extraidos utilizando pressfes elevadas, é causada por forcas de cavitacdo que liberam grande
quantidade de energia. CombinacOes de temperatura e pressdo promovem a formacédo de bolhas
de colapso sobre a superficie do tecido da planta que sdo capazes de destruir o material da parede
celular. Ao analisar microfotografias dos polissacarideos extraidos do pericarpo dos frutos de
logan (Dimocarpus longan Lour) utilizando ultrassom e aquecimento, Yang et al. (2008)
constataram que ap0s o processo (120 W, 25°C e 20 min) houve o surgimento de particulas
menores e de estrutura complexa devido a degradacéo e agregacdo promovidas pelo tratamento.
A andlise das microfotografias permitiu avaliar as intensas alteracBes nas caracteristicas
morfolégicas dos polissacarideos ao se aplicar ultrassom. Estas modificacdes podem contribuir
para modificacdes no peso molecular e nas propriedades quimicas das macromoléculas (YANG
et al., 2008).

Microfotografias semelhantes as obtidas na presente pesquisa foram obtidas de
grapefruit. O mesmo foi determinado por Luo et al. (2014) e Minjares-Fuentes et al. (2014) ao
extrairem pectinas de folhas de Catharanthus roseus e bagaco de uva, respectivamente.

A microscopia de varredura eletrénica torna-se uma ferramenta util, de um modo

geral, para elucidacdo das caracteristicas morfoldgicas de polissacarideos bem como a verificacéo
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das modificacBes estruturais que eventualmente podem ocorrer quando se utiliza métodos de

extracdo que ocasionem maiores danos as estruturas da parede celular da matéria-prima utilizada.
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Figura 9 — Microscopia de varredura eletronica (MEV) das fragdes polissacaridicas isoladas dos subprodutos de acerola (A); abacaxi (B); caju (C); manga (D); maracuja (E)
extraidos sob aquecimento exaustivo.
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5.2 Espectroscopia de absorc¢ao na regido do infravermelho (FT-IR)

A Figura 10 apresenta os espectros infravermelhos das fracbes polissacaridicas
extraidas a partir dos subprodutos estudados. Para valores mais especificos em relacédo a estrutura

dos polissacarideos, utilizou-se espectros de infravermelho entre 4000 e 400 cm ™.

Figura 10 - Espectros infravermelho das fragdes polissacaridicas isoladas dos subprodutos dos frutos caju (A) acerola
(B), manga (C), maracuja (D) e abacaxi (E) em pastilha de KBr.
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Os espectros infravermelhos das fragdes polissacaridicas extraidas dos subprodutos
de acerola, abacaxi, caju, manga e maracuja apresentaram similaridade entre si, conforme o
evidenciado na Figura 10. As atribuicGes das principais absorcdes sdo caracteristicas das
estruturas glicosidicas (TABELA 10) relacionadas com o estiramento dos grupos OH (3000 -
3500 cm™), CO (1034 cm™), éter da ligacdo glicosidica C-O-C (1150 cm™) e carbono anomérico
C1-H (1079, 929 e 858 cm™) (BRONDSTED; HOVGAARD; SIMONSEN, 1995). A indicag4o
de que se tratam de polissacarideos é fundamentada pelas frequéncias proprias citadas
anteriormente bem como suas intensidades. A essas informagdes somam-se 0s valores de massa
molar determinados por GPC, apresentados no item 5.4, os quais sdo caracteristicos de

macromoléculas.

Tabela 10 - Atribui¢des das frequéncias das principais bandas das fragdes polissacaridicas isoladas dos subprodutos
dos frutos caju, acerola, manga, maracuja e abacaxi.

N° de onda (cm™) Atribuicdes
3396 v (O-H) e (N-H)
2930 v (C-H)
1653 vas (COQ) carboxila
1411 vs (COO) carboxila
1242 Proteina ndo ordenada
1150 v (C-O-C) éter da ligacéo glicosidica
1079 v (C1-H) carbono anomérico
1034 v (C-O) élcool primério
929 8 C1-H em configuracéo o
858 8 C1-H em configuracdo

Verificou-se na presente pesquisa que 0s estiramentos para os grupos hidroxilas (O-
H) apresentaram vibracdes em torno de 3396 cm™, estando estes valores semelhantes aos
verificados para Zhang et al. (2014) e Santos et al. (2010) que estudaram respectivamente as
propriedades antioxidantes dos polissacarideos extraidos dos frutos da goiabeira de gabiroba
(Campomanesia pubescens), e verificaram picos iguais a 3400 cm™ para o referido grupamento.
Estiramento de 3407 cm™ para o referido grupo quimico foi relatado por Yang et al. (2006) para

os frutos de lichia (Litchi chinensis Sonn).
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As ligagdes C-H s@o predominantes em carboidratos e para tais atribuicOes
observaram-se estiramentos iguais a 2930 cm™. Os sinais detectados na presente pesquisa estao
de acordo com o determinado por Zhang et al. (2014), que verificaram um sinal idéntico para a
referida atribuicdo e préximos ao verificado Yang et al. (2006), que reportaram estiramento de
2931 cm™ para o referido grupo. Por sua vez, Santos et al. (2010) determinaram um pico de 2922
cm™ e o atribuiram a grupamentos alquila.

A presenca de carbonos anoméricos foi evidenciada pelos estiramentos 1079, 929 e
858 cm™ (TABELA 10). Bandas semelhantes foram reportadas para polissacarideo extraido da
goiaba, estudado por Zhang et al. (2014), que verificaram estiramentos de 1073, 898 e 873 cm™
para v-(C1-H) a-(C1-H) e B-(C1-H) respectivamente. Lv et al. (2014) detectaram para 0 v-(C1-H),
valores idénticos ao reportados na presentes pesquisa. Os mesmos autores Vverificaram
estiramentos de 855 cm™ para a-(C1-H) e 929 cm™ para p-(C1-H).

Segundo Kac urakova et al. (2000) a presenca de “regides anoméricas” em
polissacarideos, esta relacionada a areas de ligacdes com diferentes monossacarideos. A literatura
reporta que estiramentos, iguais e/ou préximos aos detectados na presente pesquisa para o v-(C1-
H) (1079 cm™) estdo relacionados & presenca de unidades de piranose (KAC'URAKOVA et
al.,2000; ZHAO et al., 2005) . Vibracdes no intervalo de 762 - 855 cm™ para a-(C1-H) estéo

relacionados a presenca predominante de ligacGes o — piranose (JIA et al., 2014) e por sua vez,

vibraces em torno de 929 cm™ para B-(C1-H) associados a deformacdes de ligagdes C-H em
anéis de piranose (COIMBRA et al., 1998).

A comparacdo das bandas de absorcdo dos carbonos anoméricos das fracOes
polissacaridicas extraidas dos subprodutos do processamento da acerola, abacaxi, caju manga e
maracuja, estdo dentro dos intervalos citados nos textos consultados, sendo possivel afirmar que
0S mesmos apresentaram em suas estruturas ligagdes com piranose.

A presenca do grupamento carboxila (COQ") nas fracdes estudadas (TABELA 10)
indicou que estes materiais apresentam carater acido, podendo estes grupos ser provenientes de
acido urénico (LEE et al., 2013). Para os polissacarideos extraidos dos frutos da amoreira (Morus
alba L.) Lee et al. (2013), verificaram bandas iguais a 1621 e 1416 cm™ para grupamentos
carboxila (COQO") assimétricos e simetricos respectivamente, sendo seus valores iguais aos
reportados na presente pesquisa. Vriesmann e Petkowicz (2009) verificaram a presenca de bandas

de 1600-1630 cm™ relativas ao grupamento COO" para os polissacarideos extraidos de cupuacu
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(Theobroma grandiflorum). Para os frutos de gabiroba, Santos et al. (2010) reportaram
intervalos de bandas de 1739 a 1747 cm™ que foi atribuida aos grupos carboxilicos dos &cidos
urdnicos esterificados e 1618 a 1629 cm™ que foi atribuida a aos grupos carboxilicos livres. Ao
comparar 0s estiramentos verificados pelos autores com os presentes neste trabalho, pode-se
concluir que as fracGes polissacaridicas provenientes dos subprodutos apresentaram em sua
estrutura grupos COQ" livres (TABELA 10).

Picos de absorcéo entre 1000 e 1200 cm™ sdo especificos para cada polissacarideo,
sendo este intervalo caracterizado por vibracdes sobrepostas de anéis, com estiramentos
referentes a alcoois (C-OH) e agrupamentos éter (C-O-C) (SANTOS et al., 2010; ZHAO et al.,
2005). As fracdes caracterizadas na presente pesquisa apresentaram em sua constituicdo
agrupamentos C-OH e C-O-C com estiramentos respectivos de 1034 e 1150 cm™ na banda
glicosidica, concordando com os valores referenciados na literatura.

Igualmente ao verificado na presente pesquisa, Lee et al. (2013) atribuiram banda nas
regides entre 948 a 1150 cm™' como correspondentes & vibracdes de grupamentos C-O-C, C-O e
C-C em polissacarideos. Kac urakova et al. (2000) atribuiram ao intervalo das vibra¢fes dos
grupamentos quimicos anteriormente mencionados a estiramentos que podem ser procedentes de
alguns aglicares como é o caso de 1150 - 948 cm™ para ramnogalacturonana tipo 1 (RG1), 1093
— 1045 cm™ para arabinana e 1074 cm™ para galactana.

Os espectros apresentados na Figura 10 também revelaram a presenca de proteinas
evidenciadas pelas bandas em 1653 e 1411 cm™ (CAREY, 1992; GROSEV, BOZAC E
PUPPELS, 2001), que podem ser atribuidas a vibracdo de grupos amida e também a ions
carboxilatos. Em amoras, Lee et al. (2013) detectaram bandas relativas a proteinas de 1651 e
1538 cm™ para aos grupos amida | e II, respectivamente. Vibracdes de deformacéo de NH,
também relativas a protefnas, absorvem frequentemente em 3400 cm™ (SILVESTEIN,
BASSLER E MORRILL, 1994), entretanto conforme observado na Tabela 10, estes sinais podem
estar mascarados pela banda larga em torno de 3396 cm™, atribuida também aos grupos hidroxila.
A anélise dos espectros obtidos para as macromoléculas estudadas (FIGURA 10) torna evidente a
presenca de proteinas ndo ordenadas, sendo estas representadas pela banda caracteristica em 1242
cm™ (CAREY, 1992). Portanto, as atribuicBes sugerem uma associagdo entre carboidratos e
proteinas, com destaque para 0S expressivos registros relativos aos polissacarideos, indicando a

predominancia dessas substancias em todas as amostras analisadas.
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Diferentes modelos de extracdo e purificagdo podem estar relacionadas a diferencas,
mesmo que sensiveis, no espectro de vibracao de polissacarideos obtidos da mesma fonte vegetal.
Essa afirmativa é corroborada por Lv et al. (2014), por exemplo, que ao identificarem a
estrutura de polissacarideos extraidos de Polygonum multiflorum Thunb utilizando para
purificacdo solucdo tampdo de fosfato (método a) e solucdo salina (método b), obtiveram
estiramentos para grupo OH de 3420 e 3404 cm™ respectivamente. Em relacio os grupos C-H os
autores observaram uma sensivel variacio de 2927 e 2928 cm™ para o método a e b,
respectivamente. No mesmo contexto, Jia et al. (2014), verificaram varri¢bes vibracionais de
3300 a 3500 cm™ para grupos OH, ao extrairem polissacarideos de folhas de cha “falcdo”
utilizado diferentes variagdes de tempo e temperatura (TABELA 11).

Tabela 11 - ModificagBes na frequéncia de algumas atribuicdes de polissacarideos extraidos de vegetais analisadas
por espectroscopia no infravermelho

Variagdes de estiramento (cm™)

Atribuicbes
Presente estudo Lv etal. (2014) Jiaetal. (2014) Lee et al. (2013)
O-H 3396 3421 - 3404 3300 - 3500 2500- 2700
C-H 2930 1383 - 1411 2929 - 2989 nv
CoO 1653* - 1411° (1635 - 1637) * (1600 - 1650) * nv
C-0 1034 nv nv 1232
Proteinas 1242 - 3396 nv nv 1538 - 1651

NOTA: ® Assimétrico; * simétrico; nv: N4o verificado.

Modificacdes e tratamentos quimicos também estdo relacionados a alteragdes no
espectro de absorcdo do infravermelho dos grupamentos quimicos de polissacarideos. Lee et al.
(2013) utilizaram etanol acidificado para lavagem do polissacarideo extraido da amora,
verificaram mudancas nos estiramentos do grupo COO™ a0 compararem a amostra tratada com a
inicial (sem a lavagem). Os autores justificaram a modificacdo de absor¢éo devido a passagem do
grupo COQO" para sua forma protonada (COOH) levando o desaparecimento das bandas 1621 e
1416 cm™ e surgimento das bandas 1740 e 1232 cm™ que foram associadas a vibracdes de C=0 e
C-O respectivamente.

Estudos especificos foram desenvolvidos por Kac urakova et al. (2002) utilizando as
vibragdes no infravermelho, para a identificacdo especifica de compostos presentes na molécula
polissacaridica. Tratando-se de pectinas, os autores determinaram que vibragbes em torno de
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1070 cm™ podem estar relacionadas & presenca de ramnogalacturonanas e B-galactanas. Na
presente pesquisa detectou-se uma banda préxima (1079 cm™). Para ligagdes a-arabinanas 0s
autores detectaram uma vibragdo maxima de 1039 cm-' ¢ a para B- galactoarabinanas bandas de
1074 e 1045 cm™. No estudo de hemiceluloses, vibracdes de 1034 cm™, iguais s detectadas na
presente pesquisa, foram atribuidas & glucomananas e bandas em torno de 1078 cm™ a galactana.
Para monossacarideos, vibragdes em 1078 e 1046 cm™ podem esta relacionado a presenca de
lixose e ribose.

A anélise dos polissacarideos extraidos dos subprodutos estudados revelaram diversas
caracteristicas sobre a estrutura destes materiais, fazendo referéncias a materiais pecticas. Tal
técnica é amplamente aplicada para a analise da parede celular de vegetais (KAC"'URAKOVA et
al., 2000) permitindo o monitoramento do desenvolvimento e variacbes de suas composicdes,
bem como propriedades fisicas e interagdes com outros biopolimeros, como proteinas,
verificados na presente pesquisa (NODA; DOWREY; MARCOTT, 1999).

5.3 Ressonancia magnética nuclear - **C -RMN

Os espectros obtidos na presente pesquisa sdo similares e demonstram o alto grau de
complexidade de todas as fracBes polissacaridicas estudadas, entretanto, maior semelhanca foi
percebida para os materiais obtidos da acerola (FIGURA 11A), abacaxi (FIGURA 11B) e caju
(FIGURA 11C) quando comparados com espectros da manga (FIGURA 11D) e maracuja
(FIGURA 11E).

Em todas as amostras a presenca de acido a-D-galacturénico pode ser bem
evidenciada nos deslocamentos caracteristicos de carbono anomérico em 6 100,32, 100,391,
100,35, 100,360 e 100,33 para os polissacarideos de acerola, abacaxi, caju, manga e maracuja,
respectivamente.

Ao estudarem a pectina extraida do maracuja, Silva et al. (2012) apresentaram um
espectro de *C-RMN semelhante aos dos polissacarideos aqui estudados, com destaque para a
presenca de acido galacturénico com sinais em 100 ppm.

Sinais bem caracteristicos em & 170,60 foram observados nos espectros dos materiais
isolados da acerola caju, manga e maracuja, sendo este sinal referente ao C-6 do acido a-
galacturdnico. Estes deslocamentos foram idénticos aos reportados por lagher et al. (2002) ao

estudarem pectinas da polpa de manga. Sabe-se que sinais em torno de 170,00 ppm séo
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caracteristicos de grupos carboxilicos (VRIESMANN, 2008) que, para 0os materiais em estudo,
estdo relacionados ao &cido presente. Estes grupos podem se encontrar metil-esterificados,
registrados em torno de 170,60 ppm ou na forma livre observado em torno de 174,00 ppm
(VRIESMANN, 2008). Indicacdo da presenca de grupos carboxilicos livres pode ser observada
na fracdo isolada da acerola, em sinal em torno de 174,87 ppm e do abacaxi em 173,82 ppm.

Baseado em estudos de Vriesmann (2008), outra indicagdo da presenga de metil-ester
do é&cido carboxilico (COOCHS3), é o registro do deslocamento em torno de 52,80 ppm,
igualmente apresentados pelos espectros de RMN-'3C das fracSes da acerola, caju, manga e
maracuja, estando o verificado para o abacaxi também proximo a este valor (6 53,17). A analise
de infravermelho também detectou a presenca deste grupamento quimico nos polissacarideos
estudados. Westereng et al. (2008) e lagher et al. (2002) encontraram valores semelhantes, 0s
quais atribuiram a pectinas isoladas do repolho branco e de manga, respectivamente.

Os deslocamentos claros para o acido galacturénico reforcam a ideia de que o0s
materiais aqui analisados apresentam carater péctico.

Além dos carbonos anoméricos tipicos para o acido galacturdnico, foram verificados
outros deslocamentos proprios de regides anoméricas para os polissacarideos obtidos de acerola,
abacaxi e caju (6 106,4 - 107,44, 107,92 e 107,47), respectivamente. Estes sinais séo indicagdes
de unidades de a-arabinose furanosidica, segundo resultados apresentados por CHIDOUH et al.
(2014).

Para fracOes polissacaridicas isoladas do abacaxi, acerola e caju foram observados
sinais proximos em ¢ 104,40 (C-1), 6 77,00 (C-4), & 74,00 (C-5), 6 73,00 (C-3), 8 72,00 (C-2) ¢ &
69,00 (C-6) atribuidos as unidades de galactose piranosidica, B-D-Galp (1—4) ligadas
(VRIESMANN, 2008)

Nas fragdes polissacaridicas do abacaxi a presenca das unidades de P-galactose
piranosidica foi refor¢ada pelo registro de forte sinal de carbono anomérico na faixa 6 102,76 —
104,682 caracteristicos (CIPRIANI et al., 2004; DELGOBO et al., 1998; TISCHER, et al., 2002).
Estes sinais ndo foram evidenciados nos espectros de **C-RMN dos polissacarideos provenientes
da manga e maracuja, podendo ser indicativo de uma menor complexidade da estrutura destes
dois materiais, dado que pode contribuir para explicar suas semelhangas, tais como aquelas

verificadas em solucdo, com destaque para as altas viscosidades.
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Foram observados deslocamentos em o 61,05, 61,49 e 61,06, correspondentes ao C-6
de unidades de hexose ndo-substituidas neste carbono nos polissacarideos da acerola, abacaxi e
caju, respectivamente (BELESKI-CARNEIRO et al., 1999; DONG; FANG, 2000). Para o
abacaxi um sinal em 0 63,23 foi observado sendo este caracteristico de unidades de pentoses nao-
substituidas em C-5 (DONG e FANG, 2000).

Cipriani e colaboradores (2004) atribuem a grupamentos —CH3z um sinal em torno de
d 17, assim como Vriesmann (2008), que para o polissacarideo extraido do cupuagu apontou um
sinal em 6 16,70 para o mesmo grupamento. Tal grupamento ¢ encontrado na estrutura da
ramnose. Entre os materiais analisados na presente pesquisa, 0 proveniente da acerola apresentou
sinal de RMN-'3C tipico deste grupamento (8 16,5), o que pode indicio da presenca de ramnose
constituindo as fragfes polissacaridicas isoladas.

Os resultados encontrados enfatizaram a presenga de acido a-D-galacturdnico,
reforcando a ideia de que os materiais aqui analisados apresentam carater péctico e possivelmente
apresentam arabinose, ramnose e galactose em suas constituicbes. Entretanto, a andlise da

composicdo em monossacarideos, ainda nao concluida, confirmara tais indicacoes.
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Figura 11 — Espectros de ressonancia **C-RMN dos polissacarideos extraidos dos subprodutos da acerola(A), abacaxi (B), caju (C), manga (D) e maracujé (E)

(A) EHERE (B) ©)

s3.172
TN z0.s13

107.441
107.073
100.322
99.372
83.962
82.268

106.843
106.337
81,203
80.751
80.092

G

~109.433

170.598
Y8950
16.497
— E LS
“—170.859

104.682

174.867

). ““‘“‘“‘“““‘ ; i ) A “x’iv. H T R TN \! [\ 41 ‘ I l“ i ,M{U‘ hf .‘l‘,u:.‘l“

""““J“""““‘“ T L 4o T i Hi l ; ] 1 TR VIR | O T AT " A PR MR TN,
230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 ppm 230 220' 210 200 190 180 170 1§ 50]140 130' 120 110 100 ‘|< 80 70 60 '50 40 [30 120 10 (lo ppm 230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 200 %0 80 70 60 50 40 30 20 10 0 ppm
o
b
csrrawn e
EEER R i
(D) ggssess (E) R
| J 1] a%ar
”//// st
oY 5 E |
|
oR FF [
e Yy
1 \\::\\ E
: : :
g - : :
5 | H °
-
Joit it w,uLMiJ |;.J TR n...A.uﬂIdh.MJA ’ L WP .\LJ‘L ]'L‘ dLil .v, 4.\ L

b jis S B SR IR 1 T

230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60

SVa6 S B 1870 'pp, 230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 ppm



75

5.4 Estimativa de massa molar por cromatografia de permeacéo em gel (GPC)

A partir dos valores dos logaritmos das massas molares dos padrbes de pululana e
seus respectivos tempos de retencao, foi possivel construir a curva de calibracdo para essa analise
(FIGURA 12).

Figura 12 - Gréfico da curva padrdo de pululana.
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Os cromatogramas para as fracdes polissacaridicas isoladas dos subprodutos dos
frutos estudados sdo apresentados na Figura 13.

Como observado nos cromatogramas (FIGURA 13), todas as fracGes estudadas
presentaram mais de um evento de distribuicdo molar, com destaque para o material obtido da
manga que revelou trés eventos. Também podem ser constatados eventos com a presenca de
ombros, nas amostras obtidas do caju e acerola, 0 que indica a presenca de moléculas com massas
molares diferentes, porém de valores proximos, cujas condi¢des da técnica aplicada néao
possibilitaram a separacéo.

As massas molares de pico para as fragOes isoladas foram estimadas a partir da
equacdo da reta obtida da curva padrdo. O céalculo das massas molares somente foi possivel
apenas para o primeiro evento das fracdes isoladas do caju, acerola, maracuja e abacaxi e, para 0s
dois primeiros eventos da manga, pois estdo registrados dentro dos limites da curva padrdo de

pululana utilizada. Para obtengéo dos valores de massa molar dos demais eventos registrados nas
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amostras é necessario o uso de uma curva com fragmentos padrbes de menores massas molares.

Figura 13 - Cromatogramas de massa molar das fragcdes polissacaridicas isoladas dos subprodutos dos frutos (A)

caju; (B)acerola; (C) manga; (D) maracuja e (E) abacaxi
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A Tabela 12 apresenta os valores de massa molar de pico em g/mol e

polidispersividade para os eventos registrados nos cromatogramas.

Tabela 12 - Massas molares de pico e polidispersividade para as fraces polissacaridicas isoladas dos subprodutos
dos frutos caju, acerola, manga, maracuja e abacaxi.

] Massas molares de pico (g/mol) Polidispersividade (Mw/Mn)
Polissacarideos
1° Evento 2° Evento 12 Evento 2° Evento
Caju 8,86 x 10* * 8,90 1,13
Acerola 2,80 x 10* * 6,14 1,07
Manga 1,54 x 10° 1,14 x 10* 1,73 1,56
Maracuja 3,69 x 10° * 6,11 -
Abacaxi 3,60 x 10* * 5,37 1,24

(-) Nao considerado; () Evento registrado fora do intervalo de tempo da curva padréo de pululana utilizada.

Os valores das massas molares, para todas as amostras analisadas, sdo tipicos de
macromoléculas, ou seja, apresentam grandeza igual ou superior a 10°. Esse dado reforca a
indicacdo do isolamento de polissacarideos, quando considerados os resultados apresentados nas
analises de infravermelho (item 6.2), quando foram observadas frequéncias tipicas desses
materiais.

As maiores massas molares apresentadas para as frac6es isoladas dos subprodutos da
manga e maracuja (Tabela 12), com grandezas de 10° e 10°, respectivamente, podem justificar as
maiores viscosidades, experimentalmente observadas nas etapas de extracdo e analises desses
materiais. Tal comportamento possivelmente pode ter comprometido a quantificacdo da atividade
antioxidante destes polissacarideos, como sera discutido adiante.

Uma amostra homogénea ndo deve apresentar polidispersividade de valor superior a
uma unidade (SILVA et al., 2006). Com base nessa informagdo pode-se afirmar que o primeiro
evento registrado para as fracfes polissacaridicas isoladas do caju, acerola, maracuja e abacaxi,
considerando seus valores de polidispersividade, representam materiais heterogéneos em massa
molar. O expressivo valor para a amostra isolada do caju, 8,90, é concordante com o aspecto de
distribuicdo do evento relacionado, apresentado no cromatograma, onde se observa um largo
registro com a presenca de um ombro. Este fato, segundo Vriesmann e Petkowicz e (2009) sugere

que este polissacarideo seja constituido por uma mistura de diferentes outros, conforme
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verificaram para o polissacarideo extraido do cupuagu. Para a amostra isolada da acerola, a
menor polidispersividade em relacdo a amostra isolada do caju, apesar do ombro registrado, é
decorrente da maior definicdo do pico do evento.

Massas molares heterogéneas também foram reportadas por Pinheiro (2007), Santos
(2010) e Marcon (2004) para fraces de polissacarideos da casca do maracuja amarelo, polpa do
araca e bagaco da macd, respectivamente, demonstrando que dificilmente se obtém um
polissacarideo (em todos os casos mencionados anteriormente pectinas) puro a partir de
substratos vegetais.

O valor de 1,73 registrado para a amostra isolada da manga lhe confere menor
heterogeneidade, a qual é, certamente, constituida de fragmentos moleculares com pequenas
variacdes nas suas grandezas. Entretanto, estudando fragbes de pectinas extraidas da polpa do
mesmo fruto, lagher et al. (2002), apontaram valores diferentes aos reportados na presente
pesquisa, caracterizando o polissacarideo como heterogéneo (alta polidispersividade) devido a
presenca de diferentes fragmentos de polimeros acidos, o que endossa a diferenca entre as fracdes
polissacaridicas obtidas de diferentes partes do mesmo fruto.

O estudo das grandezas moleculares de polissacarideos extraidos de vegetais €
frequente na literatura.

Estudando pectinas extraidas do maracuja, Silva et al. (2012) determinaram uma
massa molar igual a 6,0 x 10* g/mol, estando estes valores préximos aos valores reportados por
Yapo e Koffi (2006) para o mesmo fruto (6,4 x 10* — 5,1 x 10* g/mol). Fazendo uma analogia,
observou-se que as grandezas molares observadas pelos referidos autores foram 100 vezes
inferiores aquela observada para o polissacarideo extraido do subproduto do maracuja (3,69 x 10°
g/mol) (TABELA 12). A grande diferenca observada, pode ser possivelmente devido as
caracteristicas do subproduto em questdo no que se diz respeito a composicéo, espécie de vegetal
e tempo de maturacéo, por exemplo.

Para os polissacarideos extraidos dos frutos de kumquat (Fortunella margarita
Swingle) Zeng et al. (2015) apontaram uma massa molar de 6,13 x 10™ g/mol. Para diferentes
fracbes dos polissacarideos extraidos de Lycium barbarum e Panax japonicus, Zhang et al.
(2014) e Yang et al. (2014) apontaram iguais variacdes de grandeza na ordem de 107 a 107
g/mol, enfatizando que as técnicas aplicadas para o fracionamento podem resultar em diferentes

pesos moleculares das fracGes obtidas de um mesmo polissacarideo. Mesmo sendo materiais
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boténicos diferentes a massa molar obtida para a fracdo polissacaridica extraida da manga, foi
igual aquela proveniente do cha chinés, determinada por Xu et al. (2014).

Além das grandezas molares anteriormente mencionadas, outras diferentes foram
reportadas para os polissacarideos extraidos de Cedrus deodara (1,53 x 10 g/mol) (JIA et al.,
2014); physalis (10,7 x 10™ g/mol) (WANG et al., 2009); lichia (1,4 x 10™ g/mol) (YANG et
al.,2006); Polygonum multiflorum Thunb (4,8 e 6, 3 x 10 g/mol) (LV et al., 2014); alho (5,59 x
10 g/mol) (GOLOVCHENKO et al., 2012) e pimenta ( 6,2 x 10 g/mol) (POPOV et al., 2011).

Estudos tém demostrado que diferentes fatores como pH, temperatura e tempo
utilizado durante a extracdo dos polissacarideos podem afetar a média final de sua massa molar
(BAGHERIAN et al., 2011; HAPPI-EMAGA et al., 2008; KURITA et al., 2008; LI et al., 2012).

Estudando variacdes de tempo, temperatura e pH para a extracdo de polissacarideos
da casca de banana, Bagherian et al. (2011), verificaram que o pH utilizado durante a extracédo
das macromoléculas apresentou efeitos significantes do peso molecular final do polissacarideo.
Relacionando os parametros estudados, o polissacarideo apresentou maior peso molecular
utilizando a combinacdo de pH = 2, tempo de 1 hora e temperatura de 80°C (molécula de peso
igual a 2,48 x 10 g/mol). Minjares-Fuentes et al. (2014) concordam com a literatura
anteriormente citada, quanto a relacdo do pH durante a extragdo com a massa molar final do
polissacarideo, relacionando um decréscimo do pH a um aumento do valor de massa molar. Em
adicdo Li et al. (2012) relataram um aumento significativo da massa molar de 6 x 10 para 25 x
10™* g/mol das pectinas de polpa de beterraba com o aumento do pH de 1 a 2 e Happi-Emaga et
al. (2008), um aumento de 1,2 x 10® para 1,85 x 10™ g/mol do polissacarideo da cascas de
banana, quando o pH aumentou de 1,5 para 2.

A avaliacdo deste parametro torna-se fundamental no estudo da elucidacdo das
caracteristicas estruturais e bioldgicas de polissacarideos, uma vez que as grandezas aqui
relacionadas caracterizaram 0s materiais extraidos dos subprodutos estudados, de fato, como
sendo polissacarideos. Além disso, muito tem se relacionado a estrutura de polissacarideos, em
especial seu peso molecular, com suas atividades bioldgicas, e como sera visto em secdes
posteriores, estabeleceram-se relagdes significativas entre a massa molar com a atividade

antioxidante in vitro e in vivo dos polimeros aqui avaliados.
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5.5 Dosagem de proteinas solGveis

Na Figura 14 estdo presentes os teores de proteinas presentes nas fragdes
polissacaridicas extraidas a partir dos subprodutos estudados de acerola, abacaxi, caju, manga e

maracuja.

Figura 14 — Teores de proteinas sollveis totais (%) presentes nas fracBes polissacaridicas extraidas dos subprodutos

de acerola, abacaxi, caju, manga e maracuja.
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As proteinas podem corresponder de 5 a 10% do peso total da parede celular de
vegetais, sendo o restante correspondente a celuloses, hemiceluloses e pectinas (DEY,
BROWNLEADER; HARBORNE, 1997). Observa-se que no estudo da estrutura de
polissacarideos a pesquisa de proteinas € frequente estando sua presenca relacionada ao
complexo polissacarideo-proteina comumente presente na parede celular (JIA et al.,, 2014;
VRIESMANN; PETKOWICZ; 2009; YAPO; KOFFI, 2006) sendo muitos polissacarideos
extraidos de vegetais, descritos como materiais proteicos (IAGHER et al., 2002; MARCON,
2004; PINHEIRO, 2007; YAPO; KOFFI, 2006; YAPO et al., 2007).

Para as fragOes polissacaridicas analisadas, observou-se um maior conteudo de
proteinas para as fragdes obtidas do subproduto do caju, que correspondeu a 0,68%, estando bem
préximo ao verificado para a acerola (0,60%). Para as demais fragcdes a quantidade de proteina

seguiu em ordem decrescente: Manga (0,37%) > maracuja (0,29%) > abacaxi (0,25%).
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Diferentes dosagens de proteinas sdo reportadas na literatura para polissacarideos
provenientes de materiais vegetais. As diferencas evidenciadas podem estar relacionadas a
diferentes atribuicdes tais como a metodologia utilizada para a quantificacdo, técnica adotada
para a extracao dos polissacarideos e espécie de material vegetal em questdo. Segundo Jia et al.
(2014) as técnicas de extracédo e purificacdo dos polissacarideos podem promover uma reducéao de
70% (m/m) na quantidade de proteinas presentes no polissacarideo isolado.

Para os polissacarideos extraidos da polpa de manga lagher et al. (2002) apontaram
em média, um teor proteico de 11% (m/m). Considerando-se a similaridade botanica, esse valor
foi 97% superior ao detectado na presente pesquisa para o polissacarideo extraido do subproduto
do mesmo fruto.

Considerando a extracdo de polissacarideos de fontes vegetais, 0s valores obtidos na
presente pesquisa se encontram préximos aos repostados na literatura.

Lee et al. (2013) reportaram para os polissacarideos extraidos dos frutos da amoreira,
valor igual a 0,3% (m/m), que aproximou-se dos resultados aqui constatados para 0s materiais
obtidos do abacaxi, manga e maracuja. Teores proximos foram mensurados para o polissacarideo
isolado de cha de “falcdo” cujas fragdes apresentaram valores de 0,24 e 0,35% (m/m) (JIA et al.,
2013). Os teores de proteinas das fracdes polissacaridicas estudadas na presente pesquisa foram
superiores ao reportado por Yang et al. (2009) para aqueles extraidos da casca de logan (0,1%
m/m) e inferiores aos provenientes do bagaco maca (Malus domestica) que apresentaram para
100 gramas de polissacarideos, 3 gramas de proteinas (MARCON et al., 2005).

Em sua pesquisa com polissacarideo isolado do cupuagu, Vriesmann e Petkowicz
(2009) apontaram um valor de 6 gramas de proteinas para cada 100 gramas de polissacarideo
purificado. Esse valor é aproximadamente 89, 90, 94, 95 e 96% superior para os polissacaridos
isolados do subproduto do caju, acerola, manga, maracuja e abacaxi avaliados na presente
pesquisa respectivamente. Samal e Dangi (2014) detectaram para o polissacarideo do tamarindo
um conteudo de proteina (5,1% m/m) semelhante ao dos autores anteriormente mencionados.

Diferentes técnicas de extracdo estdo relacionadas a diferentes porcentagens proteicas
nos polissacarideos.

Estudando o polissacarideo extraido da casca do maracujd, Silva et al. (2012)
reportaram um conteddo de proteinas de 3 e 4,05% utilizando, respectivamente agua e acido

acetico no processo de extracdo. Para 0 mesmo fruto, Yapo e Koffi (2006) detectaram varia¢des
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de 0,9 a 5,1% no teor proteico de pectinas que foram extraidas com &cido nitrico utilizando
diferentes parametros. Variando tempo, temperatura e concentracdo de acido citrico, Santos et al.
(2010) reportaram uma quantidade de 5,65 a 7,33% (m/m) de proteinas em diferentes fracdes de
polissacarideos extraidos da gabiroba. Segundo Yapo e Koffi (2006) sdo observados maiores
teores de proteinas nos polissacarideos que sdo extraidos utilizando acido, devido uma maior
solubilizacdo dos residuos proteicos, o que ndo é verificado para a extracdo aquosa.

Ao estudarem hemiceluloses extraidas do p6 de guarand, Petkowicz e Dalonso (2012)
obtiveram concentracdes de proteinas que variaram de 1 a 36% (m/m) ao utilizarem extracdo
alcalina. Para os frutos de araca, Vriesmann et al. (2009) reportaram variagdes de 6,2 a 11,1%
(m/m) no conteudo proteico, utilizando a mesma técnica de extracdo. De acordo com Morrison
(2001), a extracdo alcalina € responsavel por causar uma destruicdo da ligacdo covalente presente
na parede celular, causando maior liberacao das proteinas.

De um modo geral, observou-se que a presenca de proteinas em polissacarideos
extraidos de materiais vegetais € comum independente da técnica de extracdo aplicada. Diferentes
métodos de extracdo implicam em uma maior ou menor solubilizacdo de proteinas, estando
relacionados também a modificacbes nas caracteristicas quimicas e no rendimento dos
polissacarideos. Os resultados apresentados nesta se¢do concordam com os estiramentos tipicos
de proteinas apontados na analise de infravermelho apresentados no item 6.1 da mesma secao.

3 ETAPA - ENSAIOS DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE FRACOES
POLISSACARIDICAS EXTRAIDAS DOS SUBPRODUTOS DE ACEROLA, ABACAXI,
CAJU, MANGA E MARACUJA

5.1 Ensaio antioxidante in vitro com a radical livre ABTSe+

Os resultados para o ensaio da atividade antioxidante total (AAT) das fragdes
polissacaridicas extraidas dos subprodutos do processamento de acerola, abacaxi, caju, manga e
maracuja utilizando o radical livre ABTS<+, encontram-se na Tabela 13.

A AAT pelo método do ABTSe+ é frequentemente utilizada na avaliacdo do poder

antioxidante total de compostos naturais, podendo a absorbancia (734nm) ser utilizada tanto em
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solventes organicos como aquosos, sendo um eficiente indice que reflete a AAT dos
polissacaridos extraidos de diferentes substratos vegetais (LUO et al., 2010).

A AAT das fracbes polissacaridicas extraidas dos subprodutos apresentou variagdes
de 8,6 a 147 uM de Trolox/g conforme o apresentado na Tabela 13. Maior AAT foi verificada
para a fracdo extraida do subproduto do caju (147 + 4,1 uM de Trolox/ g) e 0 menor para a
extraida da manga (8,6 + 0,6 uM de Trolox/ g) sendo o primeiro valor superior ao Gltimo em
94,5%. AAT proximas foram detectadas para o abacaxi (79,85 + 0,2 uM de Trolox/ g) e acerola
(78,9 £ 1,52 uM de Trolox/ g).

Tabela 13 — Atividade antioxidante total das fragBes polissacaridicas extraidas a partir dos subprodutos do
processamento de acerola, abacaxi, caju, manga e maracuja, utilizando o radical livie ABTS«+.

. , Atividade antioxidante total/
Polissacarideos

ABTSe+ (uM de Trolox/g)
Acerola 78,9+£1,52
Abacaxi 79,85%0,2
Caju 147 +41
Manga 8,6 0,6
Maracuja 37,9+0,14

O estresse oxidativo aumenta o acimulo de espécies reativas de radicais e diminui a
defesa fornecida pelos antioxidantes (LU et al., 2010) podendo induzir danos celulares por meio
de distorgdes em componentes bioquimicos como enzimas, lipidios, proteinas e DNA (SHARMA
et al., 2012). Também ¢ atribuida a acdo deletéria dos radicais livres, a mediacdo de processos
inflamatorios, doengas cardiovasculares, artrite reumatica e aterosclerose (XU et al., 2009; WU;
HANSEN, 2008).

Polissacarideos extraidos de vegetais e seus conjugados apresentam eficiente acdo na
prevencdo do dano oxidativo, por isso poderiam ser um recurso potencial para a exploracdo de
novos antioxidantes (TSIAPALI et al., 2001; WANG et al., 2009; XU et al., 2009; YUA et al.,
2008). Pode-se dizer de um modo geral, que a atividade antioxidante destas moléculas depende,
principalmente, das suas caracteristicas estruturais, incluindo composicdo de acUcar, peso
molecular, o tipo de ligacdo glicosidica da cadeia principal, o grau de modificacdo de

polissacarideos e flexibilidade das configurac@es das cadeias (LO et al., 2011).
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Wang et al. (2009) relataram que a presenga de &cidos urdnicos em polissacarideos,
podem estar associados ao aumento da AAT, por ativarem o hidrogénio ligado ao carbono
anomérico, sendo uma maior capacidade de ativacdo relacionada a uma maior a capacidade do
hidrogénio doar életrons, o que resulta em uma maior estabilizacdo do radical livre presente.
Segundo Zhang et al. (2014) o peso molecular pode desempenhar um papel importante na
atividade antioxidante de polissacarideos, estando a AAT relacionada a ligagdes intramoleculares
de hidrogénio.

Em seus estudos com polissacarideo extraido do cha “chinés”, Xu et al. (2014)
apontaram que fracdes polissacaridicas de menor grandeza molecular (10 e 10™), apresentaram
resultados mais satisfatorios quanto a AAT do que aquelas de maior grandeza (10 e 10®). O
mesmo foi verificado por Zhang et al. (2014) para o polissacarideos extraido de P. Japonicus. De
acordo com Choi et al. (2009) e Wang et al. (2009) cadeias de polissacarideos de estrutura
compacta, apresentam ligagdes do hidrogénio intramolecular mais fortes e atuam enfraquecendo
a atividade oxidante de radicais livres, devido sua capacidade de doar életrons, o que resulta em
uma menor exposicdo e consequente menor atividade oxidante do radical.

Os resultados apresentados na presente pesquisas estdo de acordo as afirmativas
reporatadas anteriromente, uma vez que, os produtos de acerola, abacaxi e caju que apresentaram
menores grandezas moleculares (10™ g/mol), foram aqueles que apresentaram maiores AAT,
enquando os produtos de manga e maracuja, que apresentaram as maiores massas molares (10° e
10° g/mol, respectivamente), foram aqueles que apresentaram menores AAT.

Uma maneira de se interpretar os resultados de AAT é atrdves da conformacdo da
estrutura da macromolécula que pode ser um dos princiapais fatores que interferem nesta
atividade. De fato, dependendo da disposicao espacial, as moléculas poderdo se apresentar mais
ou menos sollveis e viscosas, podendo existir uma maior ou menor exposi¢do e interacdo do
meio com as estruturas ativas.

A visualizagdo das microfotografias obtidas por MEV (item 6.1) indicaram que as
fragcOess extraidas da manga e maracuja apresentaram uma morfologia semelhante, com poucas
ramificacOes e menor enovelamento que os demais. Estas caracteristicas podem resultar, segundo
lagher et al. (2002), em uma elevada viscosidade do polissacarideo em solugdo. Os mesmos
autores verificaram que o polissacarideo extraido da polpa de manga apresentou elevada

viscosidade e a associaram a conformacéo estrutural do material, onde possivelmente existiria
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uma mistura de diferentes polissacarideos eletricamente carregados, com diferentes densidades de
cargas e interacOes fisicas entre as cadeias da macromolécula. Tal fato permitiria uma maior
capacidade de retencdo de agua por parte dos polissacarideos o que resultaria em uma maior
viscosidade.

Uma afirmativa valida para grande parte dos produtos naturais é que um dos fatores
determinantes para sua eficiéncia antioxidante é a sua alta solubilidade e consequente menor
viscosidade em solucdo (ALVES et al., 2010). Deste modo, a elevada viscosidade das fracdes
polissacaridicas extraidas dos subprodutos da manga e do maracuja, seria um fator que
possivelmente contribuiu para diminuir a AAT destes materiais.

Uma forma atual de se trabalhar a AAT de polissacarideos estd relacionada a
capacidade destes materiais de eliminar radicais livres presentes do meio reativo. Essa capacidade
de eliminacdo pode ser calculada através das absorbancias obtidas nas diferentes concentracdes
das solugdes das fracbes polissacaridicas avaliadas na AAT (0,012; 0,2 e 0,3 mg/mL de
polissacarideos). Na presente pesquisa o0s valores referentes a capacidade das fragdes
polissacaridicas extraidas dos subprodutos de acerola, abacaxi, caju, manga e maracuja, estao
presentes na Figura 15.

Observou-se que todas as fracbes dos polissacarideos estudados apresentaram
relagbes proporcionais concentracdo x taxa de eliminacdo de radicais ABTS«+ (FIGURA 15),
constatando-se uma maior eliminacgdo do radical com o aumento da concentracdo da solucéo. Tal
fato também foi evidenciado nos trabalhos de Hu et al. (2014), Jia et al. (2014) e Wang et al.
(2009). Os resultados aqui apresentados estdo de acordo com o apontado na Tabela 13 para AAT.

Observou-se que dentre os materiais estudados, aquele obtido do caju apresentou uma
maior habilidade em eliminar os radicais de ABTSe+ presentes na solucdo. Os resultados
indicaram que utilizando concentragdes de 0,03, 0,02 e 0,012 mg/mL houve uma eliminacgdo de
46, 35 e 29% dos radicais de ABTSe+ presentes no meio reativo. Estes resultados sdo
considerados elevados, uma vez que uma baixa concentracdo deste material (maximo 0,03
mg/mL) foi suficiente para promover uma reducédo de quase 50% da presenca do radical.

Pela Tabela 13, pode-se observar que mesmo proximos, a AAT da fracdo extraida do
abacaxi, apresentou-se sensivelmente superior ao da acerola. Entretanto, observou-se que na

concentracdo de 0,03 mg/mL o material extraido da acerola, apresentou uma maior capacidade de
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eliminar radicais de ABTSet+ quando comparado com o abacaxi, sendo estes valores
respectivamente 33 e 31%.

O material extraido do maracuja apresentou valores de eliminag¢do do radical ABTSe+
que variaram de 8 a 15,3% e, como esperado, 0 polissacarideo proveniente da manga, apresentou
uma menor capacidade de eliminar radicais livres assumindo valores iguais a 4,5, 3,6, e 2,9% da

maior & menor concentracdo avaliada.

Figura 15 — Taxa de elimina¢do (%) do radical livre ABTSe+ pelas fragBes polissacaridicas extraidas dos

subprodutos do processamento de acerola, abacaxi, caju, manga e maracuja.
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Diferentes taxas de eliminagdo de radicais para diferentes polissacarideos extraidos
de vegetais sdo reportadas na literatura.

Estudando a atividade antioxidante dos polissacarideos extraidos de Panax japonicus,
Yang et al. (2014), determinaram para concentracfes de 5 e 10 mg/mL, taxas de eliminacdo de
ABTSe+ iguais a 54,59 e 85,77% respectivamente. Valores aproximados aos anteriormente
mencionados, foram observados por Jia et al. (2014) para o polissacarideo extraido de Cedrus

deodara, com respectivas taxas de eliminagédo de 37,58 a 86,78% para doses de 0,25 e 4 mg/mL.
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Luo et al. (2010), reportaram uma taxa de eliminacdo de 82,6%, para os polissacarideos extraidos
de Dendrobium nobile Lindl., utilizando uma dose de 2 mg/mL.

Uma baixa concentracdo de polissacarideo para uma alta taxa de eliminacdo de
ABTSe+ foi apontada por Rout e Benerjee (2007) ao estudarem o polissacarideo proveniente da
casca de romé (Punica granatum). Os autores verificaram uma eliminagédo de 88% utilizando
uma concentracdo de 0,04 mg/mL. Avaliando a mesma concentracao, as fraces polissacaridicas
da acerola, abacaxi, caju, manga e maracujd aqui estudados, apresentariam uma taxa de
eliminacdo de 44; 41; 61,33; 20,4 e 10,67% respectivamente.

Visto que, dentre outras alteragdes, o0 método aplicado a extracdo de polissacarideos
estd relacionado a modificacBes estruturais (ver item 5.1), é possivel que diferentes técnicas
conduzam a respostas diferentes quanto a AAT de polissacarideos e, por consequéncia, na sua
capacidade de eliminar radicais presentes no meio. Essa afirmativa pode ser endossada por Wang
et al. (2014) que ao estudarem os polissacarideos extraidos de Phellinus linteus, verificaram para
extracdo com agua, acido e base, diferentes capacidades de eliminar radicais de ABTSe+, sendo
os valores respectivamente 58,6 ,65,5, e 72,1%, sendo atribuido ao 0 meio acido e basico extrair
maior capacidade de extrair acidos urbnicos, que sdo grupos gquimicos associados a uma alta
AAT, como mencionado anteriormente.

Ainda se tratando da capacidade de eliminar radicais livres, fixando-se a maior
concentracdo trabalhada (0,03 mg/mL), foi possivel determinar o quanto cada fracéo estudada foi
capaz de reduzir a absorbancia inicial da solucdo alcodlica de ABTS++ (FIGURA 16), 0 que
corresponde a uma outra forma de apresentar os resultados para a eliminagao de radicais.

A concentracdo de antioxidante requerido para diminuir a concentragédo inicial do
radical a 50% € conhecida como ICs, sendo este um parametro muito utilizado para medir a
atividade antioxidante de diferentes compostos. O [Cs, apresenta relagdo inversamente
proporcional a AAT, ou seja, quanto mais baixo seu valor maior serd a atividade antioxidante e
vice-e-versa (ZHANG et al., 2014).

Na presente pesquisa 0s ICso das fracOes polissacaridicas foram calculados a partir
dos resultados apresentados na Figura 15, sendo as concentragdes que inibiram 50% dos radicais,
identificadas pela extrapolacdo dos valores de inibi¢cdo na concentracdo méxima estudada (0,3

mg/mL de polissacarideos).
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Na presente pesquisa o0s valores do ICsy foram estimados como sendo
aproximadamente de 0,03 mg/mL para o polissacarideo do subproduto do caju, 0,05 mg/mL para
os de acerola, abacaxi e maracuja e 0,33 mg/mL para o de manga, sendo estes valores
considerados elevados, uma vez que baixas concentracGes dos polissacarideos aqui estudados
seriam necessarias para promover a redu¢ao em 50% dos radicais de ABTSe+ presentes no meio

reativo.

Figura 16 — Reducdo (%) da absorbéancia inicial da solugdo alcolica de ABTS<+ pelas fracdes polissacaridicas

extraidas dos subprodutos de acerola, abacaxi, caju, manga e maracuja.
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A literatura apresenta diferentes valores para o 1Csq de polissacarideos extraidos de
vegetais. Valores de ICso maiores do que os apresentados na presente pesquisa foram reportados
por Jia et al. (2014), Cheng et al. (2013) e Xu et al (2014) ao analisarem respectivamente a AAT
dos polissacarideos extraidos de Cedrus deodara (ICso de 0,64 mg/mL), Epimedium
acuminatumde (ICsp de 1,53 mg/mL) e cha “chinés” (ICso de 0,5 mg/mL). O mesmo foi
observado por Yang et al. (2014) e Xu et al. (2014) utilizando o radical livre DPPH [di(phenyl)-
(2,4,6-trinitrophenyl)iminoazanium] para os polissacarideo de Panax japonicus (ICso de 10
mg/mL) e de cha “chinés” (1Cso de 2 mg/mL).



89

Para diferentes fragcbes do polissacarideo extraidos dos frutos de goji (Lycium
barbarum), Zhang et al. (2014) reportaram para o ICsq variagdes de concentragdes de 0,2 a 5,10
mg/mL. Utilizando o radical livre DPPH, os mesmos autores detectaram variacbes de
concentracdo de 1,98 a 18,20 mg/mL. O fracionamento pode atuar reduzindo a massa molar nas
diferentes fragdes do mesmo polissacarideo (ZHANG et al., 2014) o que justifica 0os menores
valores de AAT nas fracgdes estudadas.

Os valores apresentados pela literatura consultada, para ambos radicais, foram
superiores aos detectados na presente pesquisa, indicando a eficiéncia, mesmo em baixas
concentragOes, dos polissacarideos aqui estudados em reduzir em 50% a concentracdo dos
radicais presentes no meio reativo. Tal fato reforca o potencial antioxidante dos polissacarideos

extraidos dos subprodutos aqui estudado.

5.2 Citotoxicidade frente a células epiteliais humanas

Sabe-se que diferentes polissacarideos apresentam atividades farmacologicamentes
ativas (DREYFUSS et al., 2009). Deste modo, a procura de novos compostos, novos alvos e
novas formulagGes passam a ser estudo importante e requerido. O experimento de citotoxicidade
celular utilizados na presente pesquisa objetivou determinar se 0s polissacarideos extraidos dos
subprodutos estudados afetariam a integridade da cultura celular testada.

Através da aplicacdo do teste com o MTT pode-se observar uma correlacdo direta
entre a integridade fisica e funcional da membrana plasmaética e do metabolismo mitocondrial das
células expostas as diferentes concentracdes (50 e 100%) dos materiais estudados. Na Tabela 14,
estdo presentes os resultados encontrados para a porcentagem de células viadveis, apos a
exposicao a fragBes dos polissacarideos estudados.

As densidades Oticas, apresentadas na Tabela 14, refletem a viabilidade das células
frente a exposicdo das mesmas ao controle negativo (células e meio de cultura), controle positivo
(toxina A do C. difficile) e as fragdes dos polissacarideos estudados.

Observou-se que o controle negativo apresentou absorbancia de 0,166 * 0,040,
enquanto o positivo foi de 0,0675 + 0,03, indicando que a toxina empregada causou morte de
60% da cultura celular estudada. Os extratos na concentracdo de 50% para as fracdes da acerola,

abacaxi, caju, manga e maracuja apresentaram absorbancias de 0,3215 + 0,015; 0,2953 + 0,03;
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0,2810 * 0,036; 0,2218 + 0,022 e 0,2398 + 0,028, respectivamente. Na concentragdo de 100%,
foram obtidas absorbancias de 0,3885 + 0,048; 0,3685 + 0,0134; 0,3373 + 0,008; 0,2338 + 0,056
e 0,2935 + 0,04631, na mesma ordem mencionada anteriormente. As duas concentragdes
analisadas apresentaram valores de absorbancia superiores ao controle positivo, o0 que indica que
a ndo inibicdo do crescimento celular e consequentemente, a ndo toxicidade dos polissacarideos
estudados.

Mesmo ndo sendo verificada na presente pesquisa, a literatura discorre sobre ensaios
similares ao aqui apresentado, que detectaram alteracfes nos mecanismos celulares em resposta a
exposicdo de culturas celulares a alguns polissacarideos. Fortes e Novaes (2006) apontaram
atividades citotoxicas de uma B-glucana contra células tumorais humanas, cancer de mama e
sarcoma 180, em experimentos in vivo utilizando ratos. Zhang et al. (2007) sugerem que alguns
polissacarideos podem atuar inibindo a proliferacdo celular através do comprometimento da
importacdo de proteinas nucleares, em um experimento in vitro utilizando células da linhagem
MCF-7 27 (cancer de mama).

Tabela 14 — Absorbancias das culturas celulares expostas aos polissacarideos extraidos dos subprodutos da acerola,

abacaxi, caju, manga e maracuja

) Absorbéancia (570 nm)
Polissacarideo

50% 100%
Acerola 0,3215 £ 0,015 0,3885 + 0,048
Abacaxi 0,2953 + 0,030 0,3685 + 0,0134
Caju 0,2810 + 0,036 0,3373 + 0,008
Manga 0,2218 + 0,022 0,2338 + 0,056
Maracuja 0,2398 + 0,028 0,2935 + 0,04631
Controles Absorbéancia (570 nm)
C() 0,166 + 0,04
CH#) 0,0675 + 0,03

C(-): Controle negativo — Células e meio de cultura; C(+): Controle positivo: Cultura celular e toxina A do
Clostridium difficile; Células epiteliais (cultura IEC 6) expostas a extratos contendo concentragdo de 50 e 100% dos

polissacarideos estudados. Resultados apresentados em média e desvio padrdo pelo teste de Bonferroni's.

Comportamento semelhante ao apresentado na presente pesquisa foi determinado por

Ferreira (2012) para os polissacarideos soluveis extraidos da Artemisia absinthium e Artemisia
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vulgaris, que ndo apresentaram efeitos toxicos na cultura celular testada (Cultura de macro6fagos,
THP-1). O autor observou um aumento da densidade oOtica das culturas expostas aos
polissacarideos quando comparada com o controle negativo, justificando o aumento na
viabilidade celular devido ao estimulo do metabolismo induzido pelos polissacarideos.

Deters et al. (2005) ao estudarem o polissacarideo extraido do fruto Abelmoschus
esculentus L. Moench isolaram, um polimero rico em Rha e GalA, o qual ndo foi citotdxico
frente a cultura de queratindcitos humanos e ainda proporcionou a proliferacdo destas células,
mesmo em baixas concentra¢fes como de 10 pg/mL.

Frag¢des polissacaridicas neutras (0,3 a 1000 pg/mL), ricas em monose e glicose,
obtidas de extracGes aquosas de espécies do género Dendrobium spp. ndo apresentaram efeito
citotoxico em tratamento de 24 h frente a linhagem de macréfagos RAW 264.7. As concentragdes
mais baixas testadas, 0,3 a 30 pg/mL, também promoveram a proliferacdo celular (MENG et al.,
2013).

Estudando os efeitos do polissacarideo extraido de Phyllanthus niruri, Mellinger
(2006) verificou uma reducdo da viabilidade celular de macréfagos peritoneais de camundongos
e sugeriu que a possivel toxicidade de alguns polissacarideos poderia estar relacionada a forma, o
tamanho, a conformacao e/ou a sequéncia de monossacarideos no polissacarideo.

Uma vez que existe uma grande preocupacdo quanto a toxicidade de diferentes produtos
de origem vegetal quando utilizadas para o tratamento de patologias, também é de interesse se avaliar
seu potencial toxico, a fim de se garantir seu uso seguro. Os resultados aqui apresentados, mesmo
preliminares, sugerem uma maior investigacao e estudos, quanto a potencialidade dos polissacarideos
estudados, principalmente pela adocgdo de técnicas mais especificas in vivo e in vitro, que possam

comprovar o potencial biol6gico dos mesmos.

5.3 Ensaio antioxidante in vivo utilizando 0 modelo de lesdo gastrica induzida por etanol

5.3.1 Determinacgdo dos niveis de de malondialdeido (MDA) e dos grupos sufidrilicos néo
protéicos (glutationa — GSH) na mucosa gastrica de camundongos previamente tratados
solucdes de fragBes polissacaridicas extraidas dos subprodutos de acerola, abacaxi, caju,

manga e maracuja na gastropatia induzida por etanol 50%
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A GSH é uma molécula encontrada em altas concentra¢gdes na mucosa gastrica de
ratos e humanos, exercendo um papel muito importante na conservacéo da integridade da mucosa
(BODY et al., 1979; HOPPENKAMPS et al., 1984) sendo um dos principais antioxidantes
hidrossoltveis e reconhecido como o0 mais importante componente endogeno dentre 0s grupos
sulfidrilicos ndo-proteicos do organismo humano (GONZALES et al, 2001; OLIVEIRA et al,
2004; PARK et al, 2000). Observou-se na Figura 17A que o tratamento dos animais com etanol
50% (grupo controle) depletou os niveis de glutaniona reduzida (GSH) da mucosa gastrica em
71% em média, quando comparado ao grupo naive (84, 8 £ 8,73 mg de NPSH/g). Entretanto,
observou-se que o pré-tratamento com as solugdes das fracBes polissacaridicas da acerola,
abacaxi e caju (1 mg/Kg), promoveu um aumento significativo nos niveis de GSH em 66,7, 64 e
62%, respectivamente, ao se comparar 0s valores apresentados no grupo controle. As medias
apontadas para a concentracdo de GSH destas fracdes foram estatisticamente iguais (p < 0,05) ao
grupo que ndo sofreu estresse alcodlico (naive), indicando que estes materiais foram capazes,
mesmo em baixas concentracdes, de manter os niveis de GSH na mucosa gastrica semelhantes ao
observado para 0 grupo naive.

A avaliacdo da mucosa gastrica dos animais tratados com os materiais da manga e
maracuja indicou que estes materiais mantiveram os niveis de GSH em 27,3 e 37,3%,
respectivamente. Estes valores, menores que o0s apresentados pelas demais fragdes, ndo diferiram
estatisticamente (p < 0,05) dos niveis de GSH apresentados pelos animais do grupo controle, o
gue demonstra que os mesmos nao foram eficientes na manutencao dos niveis de GSH da mucosa
gastrica, apds estresse alcodlico.

Segundo Pacheco et al. (2006) o etanol € considerado um agente irritante da mucosa
gastrica, o qual destroi a camada de muco e o bicarbonato, que atuam na prote¢do da mucosa
gastrica contra o acido cloridrico e outros agentes agressores. Além disso, também é atribuido ao
etanol o bloqueio da citoprotecdo gastrica por precipitacdo das proteinas, liberacdo de radicais
livres e redugdo da concentragdo de GSH nas celulas da mucosa.

A presenca de radicais livres em sistemas bioldgicos pela acarretar na formacao de
malonaldeido (MDA) que ocorre pela decomposi¢do dos hidroperdxidos lipidicos, sendo sua
concentragdo utilizada para estimar a intensidade da peroxidacéo lipidica em células e tecidos
(BONNES; GUERIN, 1992). Significa, portanto que presenca de MDA pode ser evitada pela

acao antioxidante promovida pela GSH em sistemas biologicos, sendo o balango entre estes dois
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pardmetros inversamente proporcionais, uma vez que esta ultima molécula acaba sendo

consumida durante o processo de oxidag&o.

Figura 17 - Determinacdo dos niveis e glutationa (A) e malonaldeido (B) no tecido gastrico de camundongos pré-
tratados com (1 mg/kg) de polissacarideos extraidos dos subprodutos no curso da contra lesGes gastricas induzidas

por etanol 50%
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Tratando-se da concentragéo de MDA, observou-se (FIGURA 17B) efeito semelhante
ao apontado anteriormente, frente a relacdo que existe entre sua presenca e os niveis de GSH na
mucosa gastrica. Como era de se esperar, 0 grupo tratado com etanol, apresentou uma maior
concentracdo de MDA (89,22 +£24,43 nmol/g) quando comparado ao grupo naive (18,6 + 4,54
nmol/g), sendo a concentracdo desta substancia no primeiro grupo 79,15% superior ao segundo
grupo.

Dentre os polissacarideos avaliados no grupo teste, aqueles provenientes da acerola,
abacaxi e caju, que foram os mesmos que mantiveram os maiores de valores de GSH na mucosa,

apresentaram menores niveis de MDA, sendo inferirores ao grupo controle em 56,5; 58,1 e
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41,2%, respectivamente n&o diferindo estatisticamente (p < 0,05) do grupo naive. Este fato indica
que estes polissacarideos foram capazes de reduzir a concentracdo de MDA na mucosa lesada a
valores proximos aos estabelecidos para o tecido normal, evitando o consumo de GSH. Este fato
sugere que esses polissacarideos podem exercer acao antioxidante reduzindo a possibilidade de
peroxidacgdo lipidica dos tecidos, que séo sinalizadas mediante a presenca de MDA nos tecidos
lesionados.

Comparando a concentracdo o grupo controle os grupos onde foram administrados os
materiais isolados da manga e do maracuja, observou-se uma reducéo de 23,34 e 10% nos niveis
de MDA. Estes resultados foram distantes do verificado para 0s grupos tratados com os demais
polissacarideos e 0 naive e estatisticamente iguais (p <0,05) aos apresentados para 0 grupo
controle. Estes resultados indicam que estes polissacarideos ndo apresentaram efeito antioxidante
tdo efetivo quanto os demais, uma vez que as concentracfes de MDA foram semelhantes ao
apresentado nos tecidos lesionados com alcool.

Correlagdes podem ser estabelecidas entre os resultados apresentados nesta secéo,
com os verificados para a atividade antioxidante in vitro (AAT) utilizando o radical ABTS«+. No
experimento in vitro, maiores AAT foram atribuidas aos polissacarideos provenientes da acerola,
abacaxi e caju, com destaque para este Ultimo que apresentou a maior AAT e consequentemente
maior capacidade de eliminag&o dos radicais livres e menor ICso. No experimento in vivo, dentre
os trés polissacarideos, maior destaque obteve aquele proveniente na acerola, que foi capaz de
manter os niveis de GSH (acerola: 82,82 + 24,95 mg de NPSH/g; naive: 84, 8 £ 8,73 mg) e
MDA (acerola: 46,4 + 8,6 nmol/g; naive: 21,81 + 8,9 nmol/g) proximos aos verificados para o
tecido em condi¢Bes normais. Ainda assim, tanto o polissacarideo do abacaxi como o do caju,
também apresentaram efeitos satisfatorios semelhantes quanto a reducdo nos niveis de MDA e 0
consumo de GSH associados aos tecidos lesionados.

Semelhanca também foi observada para os materiais da manga e maracuja que em
ambos 0s testes antioxidantes, apresentaram os resultados menos satisfatorios, considerando as
dosagens avaliadas.

Alguns trabalhos demonstraram que diferentes polissacarideos extraidos de fontes
vegetais ou ndo, apresentam atividade gastroprotetora tanto em modelos de lesdo aguda quanto
em modelos cronicos (AUSTARHEIM et al., 2012; SRIKANTA et al., 2010; YANG et al.,

2012). Observa-se que a protecdo proveniente destes polimeros é comumente atribuida ao
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aumento da producdo de muco, conforme verificado em animais tratados com polissacarideos
extraidos de vegetais (YANG et al., 2012). Entretanto, segundo Mellinger-Silva et al. (2011),
além da sintese de muco, alguns polissacarideos podem ser capazes de modular sistemas
antioxidantes, conforme foi verificado pelo autores para uma arabinoxilana.

Os resultados apresentando nesta se¢do para os materiais da acerola, abacaxi e caju,
concordam com verificado por Srikanta et al. (2010), que observaram um aumento dos niveis de
GSH com o tratamento dos animais com o polissacarideo péctico isolado da Decalepis hamiltoni
apos a inducdo de lesdes gastricas por estresse ou por etanol.

Estudando a atividade antioxidante do polissacarideo extraido do Ganoderma
lucidum, Zhonghui et al. (2014), observaram efeitos semelhantes ao reportado na presente
pesquisa, quanto a manutencdo de GSH e reducdo de MDA em figados de ratos tratados com a
solucdo do polissacarideo e apds condigdes de estresse fisico.

Cheng e Kong (2011) ao estudarem a acéo antioxidante do polissacarideo extraido de
Lycium barbarum, verificaram que nos tecidos de figado dos animais tratados com o
polissacarideo, os niveis de GSH foram 23% superiores e 0s de MDA 27% inferiores, quando

comparados com os tecidos nos animais estressados com etanol.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X13000417

6 CONCLUSOES

Os resultados indicaram que as fracdes polissacaridicas extraidas dos subprodutos
da acerola, abacaxi, caju, manga e maracujd apresentaram natureza péctica que foi
evidenciada principalmente pela presenca de unidades de acido galacturénico e urénico em
todas as estruturas. O material obtido da acerola, abacaxi e caju se destacaram quanto aos
parametros antioxidantes avaliados (AAT, GSH, MDA), apresentando valores superiores aos
exibidos pelas fracbes da manga e do maracuja, possivelmente devido a diferenca da grandeza
molecular entre eles. De um modo geral, o avaliado nesta pesquisa pode servir de base para
diferentes estudos que venham verificar aplicacdo destes materiais como potenciais
antioxidantes naturais, por exemplo, ou que ainda possam elucidar os diferentes mecanismos
envolvidos em outras a¢Ges bioldgicas associadas. Soma-se ao exposto até aqui a ndo
toxicidade destes polimeros podendo resultar em diversas aplicages na industria alimenticia

e/ou farmacéutica sem maiores complicacdes.
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