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RESUMO

A jabuticaba (Plinia sp.) € uma fruta nativa do Brasil, cuja polpa é consumida fresca ou na
forma de geleias, bebidas e sobremesas. Suas cascas de cor roxo escuro a preto sdo
usualmente descartadas. Os objetivos gerais deste trabalho foram produzir e caracterizar
farinhas de casca de jabuticaba (FCJ), visando o aproveitamento e a conservacdo desse
residuo rico em fibras alimentares e compostos bioativos. Foram produzidas FCJ a partir de
vinte e oito lotes de jabuticabas de diferentes origens. A caracterizacdo foi realizada por
técnicas convencionais e por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR). Foram avaliados composi¢do centesimal; fibras alimentares sollveis e insollveis;
conteldos totais de antocianinas, carotenoides, fenolicos extraiveis e ndo extraiveis; e teores
de cianidina-3-glicosideo, delfinidina-3-glicosideo e acido elagico. Modelos de regressdo por
minimos quadrados parciais (PLS), empregando dados de FTIR, foram construidos para
prever a concentracdo de compostos. Pectinas foram obtidas a partir de farinha de casca de
jabuticaba por extracdo assistida por ultrassom e aquecimento a baixa temperatura (cerca de
40 °C) por micro-ondas, com e sem o auxilio de enzimas e, também por banho de agua.
InteracOes entre os polifenois extraiveis de farinha de casca de jabuticaba com fibra alimentar
total e pectina extraidas da propria farinha, além de celulose comercial, foram investigadas em
digestdo simulada. Foi observada alta variabilidade na composicao das cascas de jabuticaba.
Os modelos PLS previram satisfatoriamente a concentracéo de fibras, fendlicos e antocianinas
totais, cianidina-3-glicosideo, delfinidina-3-glicosideo e 4acido elagico, com resultados
semelhantes aos métodos analiticos convencionais. Foram obtidas quatro pectinas com bom
desempenho emulsificante e elevada capacidade de intumescimento. Ap6s a digestdo
simulada, o conteudo de cianidina-3-glicosideo livre reduziu e o de &cido elagico livre
aumentou. Todas as fibras apresentaram aumento da capacidade antioxidante pds-digestdo,

indicando a adsorc¢éo de polifendis.

Palavras-chave: jabuticaba; infravermelho; antioxidantes; antocianinas; fibras alimentares;

emulsificante.



ABSTRACT

Jabuticaba (Plinia sp.) is a fruit native to Brazil, whose pulp is consumed fresh or in the form
of jams, drinks and desserts. Their dark purple to black peels are usually discarded. Jabuticaba
peel flours were produced as a strategy to use and conserve this residue, which is rich in
dietary fiber and bioactive compounds. The general objectives of this study were to produce
and characterize jabuticaba peel flours (JPF), aiming at the use and conservation of this
residue rich in dietary fiber and bioactive compounds. JPF were produced from twenty-eight
lots of jabuticabas from different origins. Characterization was performed by conventional
techniques and by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). The tests performed were
proximate composition; soluble and insoluble dietary fiber; total contents of anthocyanins,
carotenoids, extractable and non-extractable phenolics; and cyanidin-3-glycoside, delphinidin-
3-glycoside and ellagic acid contents. Partial least squares (PLS) regression models,
employing FTIR data, were constructed to predict the concentration of compounds. Pectins
were obtained from jabuticaba peel flour by ultrasound-assisted extraction and heating at low
temperature (about 40 °C) by microwave, with and without the aid of enzymes, and also by a
water bath. Interactions between extractable polyphenols from jabuticaba peel flour with total
dietary fiber and pectin extracted from the flour itself, in addition to commercial cellulose,
were investigated in simulated digestion. High variability was observed in the composition of
jabuticaba peels. The PLS models satisfactorily predicted the concentration of fibers,
phenolics and total anthocyanins, cyanidin-3-glucoside, delphinidin-3-glucoside and ellagic
acid, with results similar to conventional analytical methods. Four pectins with good
emulsifying performance and high swelling capacity were obtained. After simulated digestion,
the free cyanidin-3-glucoside content reduced and the free ellagic acid content increased. All
fibers showed increased post-digestion antioxidant capacity, indicating the adsorption of

polyphenols.

Keywords: jabuticaba; infra-red; antioxidants; anthocyanins; dietary fiber; emulsifier.
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1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

A jabuticaba (Plinia spp.) é uma fruta nativa do Brasil, do bioma Mata Atlantica. Em
2017 foram produzidas cerca de 3,5 toneladas da fruta no Brasil (IBGE, 2017), sem incluir a
producdo para consumo interno e comércio informal. A jabuticaba é uma fruta pequena; com
casca fina; de cor roxo escuro a preto e polpa branca, doce e ligeiramente 4cida. E consumida

fresca ou na forma de geleias, sobremesas e bebidas (SALOMAO et al., 2018).

As cascas sdo o principal residuo do processamento da jabuticaba (30% a 40% da
massa da fruta) e caracterizam-se por apresentar altos niveis de compostos bioativos e
quantidades significativas de fibras alimentares (BATISTA et al., 2017; QUATRIN et al.,
2019). Diferentes compostos antioxidantes, incluindo varios polifenois e alguns tocoferois ja
foram identificados em cascas de jabuticaba (ALBUQUERQUE et al., 2020; DE ANDRADE
NEVES et al., 2021; QUATRIN et al.,, 2019). Além disso, esse tipo de residuo de
processamento de frutas apresenta propriedades interessantes relacionadas a saude, incluindo
atividades antioxidante, anti-inflamatdria, antiproliferativa e antimicrobiana. Extratos de casca
de jabuticaba ja mostraram atuar na prevencdo de distirbios metabdlicos e hepaticos
associados a obesidade, diabetes e envelhecimento (ALBUQUERQUE et al., 2020;
CALLONI et al., 2020; LAMAS et al., 2018; LENQUISTE et al., 2019; PLAZA et al., 2016).

A recuperacdo de compostos bioativos de residuos de frutas pode ser caracterizada
pelas seguintes etapas, considerando que os alvos de recuperagdo sdao micromoléculas de alto
valor agregado: pré-tratamento macroscopico; separacdo de macro e micromoléculas;
extracao; isolamento e purificacdo; e formacéo do produto (GALANAKIS, 2012). No entanto,
a exploracédo lucrativa de residuos de frutas pode ser realizada com processamento minimo,
empregando apenas uma a duas dessas etapas quando o alvo é a recuperacdo de
macromoléculas, como fibra alimentar e compostos biologicamente ativos associados (por
exemplo, polifendis). Assim, o preparo de farinhas a partir de cascas de jabuticaba pode ser
uma estratégia para seu aproveitamento, conservacdo e aplicacdo. O uso de farinhas,
diferentemente do extrato, permitird o consumo de fibras alimentares além dos antioxidantes.
Além disso, a conversdo de cascas de jabuticaba em farinhas reduzird o contetudo de agua
livre, evitando reag¢fes quimicas e microbiologicas indesejaveis, aumentando a vida util e a

seguranca do produto como ingrediente alimentar. Ademais, a desidratacdo ira concentrar o
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conteudo de compostos bioativos e fibra alimentar do produto final (LEAO et al., 2017;
SOQUETTA et al., 2016).

Entre as fibras alimentares, a pectina é uma fibra sollvel de importancia para a
industria de alimentos, por ser usada como agente emulsificante, espessante, intensificador de
viscosidade, modificador de textura e estabilizante. Frutas citricas sdo as principais fontes de
pectinas utilizadas pela industria e também podem ser extraidas de cascas de jabuticaba, como
ja demonstrado por Benvenutti et al. (2020) e Nascimento et al. (2020). Contudo, a
composicdo e, consequentemente, as propriedades das pectinas variam conforme a fonte e 0s
métodos de extracdo. Até 0 momento, a caracterizagdo de pectinas de cascas de jabuticaba
extraidas por métodos alternativos ao de aquecimento convencional, tal como ultrassom,

micro-ondas e a combinacdo com enzimas, ainda nédo foi divulgada.

Todavia, devido a interacdo entre as fibras alimentares e os compostos antioxidantes,
estudos de bioacessibilidade de polifendis de residuos de jabuticaba demonstraram que a
maior parte desses compostos ndo é acessivel para absorcdo pelo intestino delgado. Inada et
al. (2020) determinaram a porcentagem de bioacessibilidade geral dos compostos fendlicos de
um p6 produzido a partir de cascas e sementes de jabuticaba em 47%. E Quatrin et al. (2020)
observaram que a bioacessibilidade das antocianinas de um pdé de cascas de jabuticaba foi de
apenas 0,08 a 2,3%. Contudo, Inada et al. (2020) e Quatrin et al. (2020) também observaram
que os polifendis que permaneceram no material ndo digerivel foram extensivamente
metabolizados por bactérias intestinais a metabdlitos fenolicos que também apresentam
atividades biologicas. Portanto, existe um campo de investigacdo das interagdes entre 0s
polifendis e os diferentes componentes das fibras alimentares de cascas de jabuticaba. O
conhecimento dessas integracdes pode ajudar a prever o comportamento dos compostos em
matrizes com diferentes composicdes de fibras alimentares e compostos fendlicos, uma vez
que Phan et al. (2017) demonstraram que polissacarideos especificos apresentam diferentes

capacidades de interagdo com polifendis.

A variabilidade da composicdo de cascas de jabuticaba €, portanto, um fator
importante de conhecimento, visto que a composicdo de espécies selvagens varia muito
conforme a origem. Diferencas na composicédo fendlica entre espécies de jabuticaba ja foram
observadas (NEVES et al., 2021; QUATRIN et al., 2019). Mas a variabilidade da composicao

centesimal, bem como dos tipos de fibra alimentar, além dos antioxidantes, de amostras de



18

cascas de jabuticaba de diferentes lotes disponiveis para consumo, seja no comeércio e em

propriedades privadas, ainda € desconhecida.

Contudo, considerando a complexidade inerente dos produtos alimenticios, a maioria
das técnicas instrumentais empregadas para andlise de composi¢cdo (como métodos
cromatograficos) demanda tempo, tem custo elevado e envolve uma quantidade consideravel
de trabalho manual. Portanto, tem havido um interesse crescente em métodos analiticos mais
simples e rapidos para avaliar a composicdo de alimentos, principalmente técnicas
espectroscopicas. Esses métodos tém sido amplamente empregados para a analise de produtos
alimenticios, uma vez que exigem prepara¢cdo minima ou nenhuma das amostras, e fornecem
analise rapida e tem o potencial de executar varios testes em uma unica amostra (ou seja, ndo
destrutiva) (FRANCA; NOLLET, 2017). Como exemplo, Hu et al. (2016) quantificaram e
predisseram a capacidade antioxidante, o contetdo fendlico total e a concentracdo de
catequina de chocolates por FTIR associado ao modelo quimiométrico de regressdo de
minimos quadrados parciais (partial least squares - PLS). As andlises foram realizadas em um
curto espaco de tempo sem qualquer pré-tratamento da amostra, com previsdes precisas pelos
modelos. Chylinska et al. (2016) caracterizaram o contedo de fibra alimentar de diferentes
tipos de frutas usando FTIR, com previsGes satisfatorias dos contetidos de celulose,

hemiceluloses e pectinas nas paredes celulares das frutas.

Portanto, os objetivos deste estudo foram investigar a composicdo quimica
(centesimal, fibras alimentares e antioxidantes) de diferentes lotes de farinhas de casca de
jabuticaba, por técnicas convencionais e FTIR, e avaliar a viabilidade de desenvolver modelos
de predicdo para que, por simples analise de FTIR, possa-se direcionar a farinha de casca de
jabuticaba para uma aplicacdo adequada. Além de avaliar o potencial de extracdo de pectina
de farinha de casca de jabuticaba pela combinacdo dos métodos de ultrassom, micro-ondas
e/ou enzimas. E investigar as interacfes entre fibras alimentares e polifendis extraidos de

casca de jabuticaba em um sistema de digestdo in vitro.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Jabuticaba e cascas de jabuticaba
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A jabuticaba ou também grafada como “jaboticaba” é a fruta da jabuticabeira, &rvore
da familia Myrtaceae (Figura 1). O nome “jabuticaba” ¢ de origem indigena, formado pela
juncdo das palavras “jabuti” (referente ao réptil) e “caba” (que significa “lugar”); assim, a
palavra “jabuticaba” origina-se de “lugar onde se encontra jabuti” e faz referéncia a presenga
desses animais proximos a jabuticabeiras, por se alimentarem de seus frutos (SALOMAO et
al., 2018).

Figura 1- Jabuticabeira e frutos de jabuticaba maduros

Fonte: A autora.

Botanicamente, “jabuticaba” ¢ o nome usado para diferentes espécies da fruta, sem um
consenso quanto a essa classificagdo. De acordo com Saloméo et al. (2018), existem nove
espécies de jabuticaba, entre essas, Plinia jaboticaba (Vell.) Kausel, popularmente conhecida
como “jabuticaba Sabara” e Plinia cauliflora (DC.) Kausel, cujo nome popular é “jabuticaba
Paulista”. Ja de acordo com a plataforma de consultas The Plant List (2013), elaborada com
apoio do Royal Botanic Garden Edinburgh, The New York Botanical Garden, Missouri
Botanical Garden e outros colaboradores, Plinia jabuticaba (Vell.) Kausel € um sinénimo de

Plinia cauliflora (Mart.) Kausel, o nome oficialmente aceito e registrado.
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De acordo com a plataforma "Flora do Brasil”, a jabuticaba é uma espécie endémica
do Brasil, nativa da mata atlantica e encontrada nos estados brasileiros do Sudeste, mais
Bahia, Pernambuco e Parana. A maior parte da producéo de jabuticabas é doméstica e, ainda,
parte do consumo é de frutas nativas de matas ciliares a margem de rios, onde o extrativismo
é praticado. Apenas uma pequena parcela das frutas consumidas € oriunda de plantio
comercial que, de acordo Salomao et al. (2018), € inviabilizado pela falta de cultivares
melhorados, pelo longo periodo juvenil e pelo curto periodo de colheita e conservagdo pés-
colheita. Segundo Alezandro et al. (2013), as espécies popularmente conhecidas por Sabara e
Paulista sdo as mais comuns e cultivadas para uso comercial, enquanto as demais espécies tém
cultivo apenas doméstico ou se desenvolvem naturalmente em seu habitat original. De acordo
com os dados da CONAB (2015), em 2014 foram comercializadas 3,35 mil toneladas de
jabuticaba fresca. Contudo, esse valor deve ser consideravelmente maior, visto que grande
parte da comercializacdo da fruta € feita pelo mercado informal em feiras livres e a margem

de rodovias.

De acordo com Salomado et al. (2018), a jabuticabeira da espécie Sabara tem cerca de 6
a 9 metros de altura e sua fruta é uma baga globosa; com menos de 3 cm de didmetro; casca
de cor preta, fina e fragil, quando madura; de polpa branca, gelatinosa e muito doce, quando

madura, contendo de 1 a 4 sementes.

A jabuticaba é consumida em sua forma natural ou em receitas de sorvete, iogurte,
vinho e geleia, sendo esta seu principal produto. Na fabricagdo desses alimentos, cascas e
sementes sdo, geralmente, descartadas, gerando volumes consideraveis de residuos, visto que
as cascas representam em média 33% da massa das frutas da espécie Paulista e 43% da Sabara
(LIMA et al., 2008). As cascas de jabuticaba sdo conhecidas fontes de fibras e compostos
bioativos. Inada et al. (2015) encontraram mais fibras alimentares (38,89/100g) e contetdo de
compostos fendlicos (2252 mg/100 em base seca) nas cascas de jabuticaba que em sua polpa,
sementes e no fruto inteiro. A cor preta das cascas indica a presenca de grande quantidade de
antocianinas, que foi confirmada por diferentes trabalhos (BATISTA et al., 2014; NEVES et
al., 2021; LENQUISTE et al., 2015; QUATRIN et al., 2019; SERAGLIO et al., 2018).
Assim, considerando a importancia nutricional das cascas de jabuticaba, destaca-se que esse

residuo apresenta caracteristicas promissoras para ser aproveitado para a alimenta¢do humana.

Os efeitos para a saude das cascas de jabuticaba tém sido investigados e apresentam
resultados promissores. Em estudo in vitro e experimental, Leite-Legatti et al. (2012)
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identificaram efeitos antiproliferativos contra a leucemia de um extrato polar de cascas de
jabuticaba, sem provocar danos no DNA e efeitos mutagénicos em camundongos. Alezandro,
Granato e Genovese (2013) observaram reducdo de 32% do colesterol total e 50% do
trialciglicerol, além do aumento da atividade antioxidante plasmatica em 2 e 2,5 vezes, em
ratos diabéticos alimentados por 40 dias com 1,0 e 2,0 g de casca de jabuticaba (peso seco) /
kg de peso corporal. Batista et al. (2014) induziram a obesidade por dieta hiperlipidica em
ratos e notaram a reducdo da peroxidacdo lipidica no figado e no cérebro, além de aumento
das defensas antioxidantes, com a ingestdo de 1, 2 e 4% de cascas de jabuticaba liofilizadas.
Em um estudo clinico piloto, Plaza et al. (2016) observaram maior capacidade antioxidante
sérica e reducdo serica da insulina, 4 horas ap6s a ingestdo de uma segunda refei¢do contendo
27,6 g de po de casca de jabuticaba liofilizada, em individuos saudaveis. Reducdo da
resisténcia a insulina periférica e preservacdo de funcbes cognitivas, que sdo prejudicadas por
esta, além de reducdo do ganho de peso, também foram observadas por Batista et al., (2018)
em camundongos com obesidade e resisténcia a insulina induzidas por dieta hiperlipidica, que
receberam uma dieta com 4% de cascas de jabuticaba. Em outro estudo, um extrato de cascas
de jabuticaba demonstrou melhora da sensibilidade a insulina, reducdo do colesterol total e
LDL, melhora do HDL e reducdo da esteatose hepética e inflamacdo em camundongos
envelhecidos, alimentados com alto teor de gordura, conforme descrito por Lamas et al.
(2018). Extratos de cascas de jabuticaba também preveniram a obesidade e altas
concentracbes de glicose sérica de jejum, além de atenuar a hiperinsulinemia, em
camundongos alimentados com dieta rica em sacarose, especialmente um extrato com altas
concentragOes de taninos, conforme relatam Moura et al. (2018). Efeitos no sistema
imunolégico de ratos com diabetes mellitus induzida também foram observados pela
administracdo de extrato de casca de jabuticaba, que impediu a reducdo da contagem total de
leucacitos e linfocitos (CALLONI et al., 2020). Em estudo clinico, o extrato fendlico de casca
de jabuticaba presente em uma bebida a base de proteina de soro de leite aumentou a
capacidade antioxidante plasmatica de atletas de futebol, auxiliando na atenuacdo do estresse
oxidativo em individuos treinados (FERREIRA et al., 2020).

Esses beneficios observados com a ingestdo das cascas de jabuticaba ou de seus
extratos foram atribuidos, principalmente, aos compostos fendlicos (proantocianidinas,
elagitaninos, antocianinas e outros) e, também, as fibras alimentares. Aos compostos fendlicos

sdo atribuidas atividades de inibicdo de enzimas digestivas e de transportadores de glicose da
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membrana intestinal, além de atividades fora do intestino, quando seus metabdlitos sdo
absorvidos (PLAZA et al.; 2016; MOURA et al.; 2018).

Pelos diferentes beneficios encontrados nas cascas de jabuticaba, a incorporacao
dessas a alimentagdo humana precisa ser mais investigada. Uma etapa importante é a
avaliacdo das propriedades tecnoldgicas das cascas de jabuticaba, bem como de alimentos
enriquecidos com elas. Baldin et al. (2016) usaram extrato de casca de jabuticaba como
corante natural com atividades antioxidante e antimicrobiana em salsichas e observaram que
nas concentracfes de 2 e 4%, os extratos reduziram a oxidagdo lipidica durante 15 dias de
armazenamento e diminuiram a contagem de micro-organismos; sendo que a concentracao de
2% ndo prejudicou os atributos sensoriais de textura e aceitacdo global, apresentando apenas
ligeira reducdo na aceitacdo da cor. E Oliveira, Alencar e Steel (2018) incorporaram po de
casca de jabuticaba em cereais matinais extrusados a base de milho e observaram que a
propor¢cdo de 10% conferiu cor e sabor, sem prejudicar as caracteristicas tecnoldgicas do

produto, que teve a aceitabilidade geral aumentada pelo acréscimo das cascas.

Contudo, em uma revisdo sobre a composicao e os beneficios da jabuticaba, Wu, Long
e Kennelly (2013) destacaram a necessidade de investigacfes sobre os metabdlitos
secundarios da fruta, pesquisas com outros tecidos da planta, mais estudos clinicos,
desenvolvimento de aprimoramento dos métodos de armazenamento e melhoramento genético
e uso de ferramentas gendmicas para a melhoria da cultura, a fim de que a fruta, que é

bastante perecivel, possa ser amplamente consumida e reconhecida no mundo.

2.2 Fibras alimentares

De acordo com o Codex Alimentarius (2008, 2009), fibras alimentares sdo polimeros
de carboidratos ndo hidrolisaveis pelas enzimas endogenas do intestino delgado que, se
derivadas de plantas, podem incluir, fracdes de lignina e/ou outros compostos associados aos
polissacarideos na parede celular, desde que estes ndo sejam extraidos e reintroduzidos nos

alimentos.

O conceito de fibra alimentar vem evoluindo ao longo do tempo e pode apresentar

diferencas de acordo com autores e as legislacdes dos paises. Mas um fator comum é que as
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fibras sdo formadas, principalmente, pelos carboidratos da parede celular das plantas. Nos
vegetais, a parede celular é importante para o suporte mecanico, estrutura e forma, atuando
como uma barreira de defesa. E formada por polissacarideos complexos em quantidades que
variam conforme a espécie vegetal e a funcdo da célula, incluindo celulose, hemiceluloses e
polissacarideos pécticos (WROLSTAD, 2012).

Assim, 0s compostos que podem ser encontrados nas fibras alimentares sdo:
polissacarideos ndo amido (celulose, hemiceluloses, pectinas, gomas e mucilagens); lignina;
carboidratos analogos (amido resistente e maltodextrinas resistentes); oligossacarideos
(frutanos); compostos associados aos polissacarideos (fendlicos, carotenoides, fitosterdis,
proteinas da parede celular, ceras, cutina e suberina) e fibras de origem animal (quitosana,
quitina, colageno e condroitina) (DHINGRA et al., 2012).

As fibras alimentares sdo classificadas de diferentes maneiras, a mais classica é de
acordo com a solubilidade em um tampdo e pH definidos e quanto ao seu poder de
fermentacdo em uma solucdo aquosa de enzimas correspondentes as humanas, sendo
divididas em: sollveis, quando solGveis em agua e mais fermentadas (pectinas, algumas
hemiceluloses e gomas e mucilagens) e insollveis, quando insollveis em agua e menos

fermentadas (celulose, parte das hemiceluloses e lignina) (DHINGRA et al., 2012).

A celulose € o principal componente da parede celular dos vegetais e trata-se de um
homopolimero linear, de elevada massa molecular, formado por unidades repetidas de 3-D-
glicopiranosil, unidas por ligacdes glicosidicas B (1—4) (Figura 2 (A)). Devido a sua natureza
plana e linear, as moléculas de celulose associam-se umas as outras por ligacdes de
hidrogénio em extensas zonas, formando macos fibrosos e policristalinos; zonas amorfas

separam e conectam as zonas cristalinas (WROLSTAD, 2012).

As hemiceluloses sdo formadas por unidades de monossacarideos (glicose e outros
como xilose, galactose, manose e arabinose também podem estar presentes) ligados por
ligagdes 1—4, geralmente com cadeias ramificadas, porém menores que a celulose. Entre as
hemiceluloses, as xiloglucanas (Figura 2 (B)) sdo as mais abundantes em frutas e hortalicas,
sdo formadas por ligagdes de glicose B (1—4), e trés de cada quatro glicoses tém uma xilose
ligada na posi¢do C-6, formando cadeias laterais. Galactose, fucose e outros monossacarideos
também podem ser encontrados nas cadeiras laterais de xiloglucanas (WROLSTAD, 2012).
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Figura 2- Estrutura de celulose e de xiloglucana
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Fonte: Adaptado de WROLSTAD (2012).

As pectinas sdo encontradas nas paredes celulares e nas camadas intercelulares dos
vegetais, cuja estrutura principal e fundamental é uma cadeia linear de unidades de acido
galacturonico, intercaladas com ramnose, podendo conter cadeias laterais com outros
monossacarideos. Comumente, a pectina € extraida dos vegetais para utilizacdo pela industria
alimenticia na producéo de geleias e sucos e para melhorar a textura de hortalicas congeladas
e enlatadas. As propriedades e composigédo das pectinas variam conforme sua fonte, processo
de extragdo e tratamentos dados e, por esse motivo, “pectina” se refere a um grupo de
compostos (WROLSTAD, 2012; DHINGRA et al., 2012). Dada sua importancia para a

industria de alimentos, um subitem foi destacado para sua discussao.

Diferentes métodos estdo disponiveis na literatura para a analise de fibras alimentares.
Esses métodos vém sendo modificados, conforme se atualiza o conceito de fibra alimentar e
novas técnicas sdo incorporadas ao mercado. Sendo que 0 método enzimatico gravimetrico de

analise de fibra alimentar, que simula as condi¢bes de digestdo do organismo humano é o
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mais indicado para este tipo de anélise. Mas, mesmo ele, apresenta diferentes versdes. Os
métodos classicos analisavam apenas as fibras de alta massa molecular, calculando fibra
alimentar total ou suas fracdes insoltvel e sollvel. O avanco foi o desenvolvimento de
métodos que também avaliam as fibras de baixa massa molecular (como inulina e fruto-
oligossacarideos, por exemplo). Porém, ainda h&a muitas discussdes em torno desses métodos,
devido a sobreposic¢des de técnicas e esfor¢os tém sido feitos para aperfeigoar as analises. No
entanto, os compostos bioativos ligados a carboidratos, ainda ndo sdo considerados pelos
métodos usuais de determinacdo de fibra alimentar, embora os muitos estudos relatem sua
importancia (MACAGNAN; BENDER; SPERONI, 2018).

As fibras alimentares sdo importantes para a saude humana. Entre muitas funcdes,
contribuem para as sensacdes de saciacdo e saciedade por promoverem distensdo abdominal e
retardarem o esvaziamento gastrico; contribuem para reducdo do colesterol plasmatico,
devido sua capacidade de adsorcdo de compostos; fornecem substrato para microbiota,
promovem sua modulacao; fornecem &cidos graxos de cadeia curta, que sdo substratos para as
células da parede intestinal, a partir de sua fermentacdo; e diminuem a exposicao a produtos
toxicos (DHINGRA et al., 2012). Efeitos metabolicos como controle glicémico e melhora da
sensibilidade a insulina devido as func@es das fibras alimentares ja foram reportados (MAO et
al., 2021).

2.2.1 Pectina

Quimicamente, a pectina é um polissacarideo aniébnico composto principalmente por
unidades de acido d-galacturénico covalentemente ligadas por a-1,4. Faz parte da estrutura de
vegetais e constitui aproximadamente um terco das paredes celulares de plantas
dicotileddneas e algumas monocotiledéneas. Pode ser encontrada em trés formas poliméricas
chamadas de dominios (CHAN et al., 2017; DRANCA; OROIAN, 2018; MARIC et al.,
2018):

1. Homogalacturonana (HG): um polimero linear de acido galacturénico (GalA) ligado
por a- (1-4);
2. ramnogalacturonana | (RG-I): um dissacarideo de repeti¢do de a-1,2-ligado-L-

ramnose-a-1,4-p-GalA com varias cadeias laterais do L-ramnosil que pode ser
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substituido por agucar neutro (galactose, arabinose, glicose , manose, fucose e xilose)
e acido glucurdnico;

3. ramnogalacturonana Il (RG-II): uma estrutura homogalacturonana de cerca de nove
unidades GalA ligadas por a-1,4 com quatro cadeias laterais de monossacarideos

diferentes, incluindo agUcares raros, anexados.

Os residuos de acido galacturénico na cadeia continua de poli (GalA) de HG podem ser
metilesterificada (em C-6) e/ou O-acetil-esterificada (em O-3 e / ou O-2). Na Figura 3 podem
ser vistas as formas de GalA encontradas na pectina e uma ilustracdo dos principais dominios

encontrados na maioria das pectinas.

Figura 3 — Acido galacturdnico e dominios pécticos
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A. Formas de acidos galacturdnicos (GalA) encontrados na pectina: (i) GalA, (ii) GalA metilado e (iii) GalA O-

acetilado. B. Cadeia de pectina com

ligagdes covalentes de (i) homogalacturonana (HG), (ii)

ramnogalacturonana | (RG-I) e (iii) ramnogalacturonana Il (RG-I1).

Fonte: Adaptado de Chan et al. (2017).
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Pectinas com alto teor de metoxila (high methoxyl pectins - HMP) sdo pectinas que
apresentam grau de metilesterificacdo (degree of methyl-esterification - DM) maior ou igual a
50% e formam géis em altas concentracGes de agucar (55-75%) e sistemas acidos (pH 2,50-
3,50); e pectinas com baixo teor de metoxila (low methoxyl pectins - LMP) sdo aquelas com
DM menor que 50% e formam géis na presenca de ions divalentes como o Ca?*, em uma
ampla faixa de pH (2-6). As pectinas obtidas na industria de alimentos sdo principalmente
HMPs; as LMPs ocorrem naturalmente nos vegetais, mas geralmente sdo obtidas a partir de
HMP por desesterificacdo acida, alcalina e/ou enzimatica (CHAN et al., 2017; DRANCA;
OROIAN, 2018; MARIC et al., 2018).

Pectina com alto teor de metoxila é usada como agente gelificante, emulsificante,
espessante e estabilizador na producdo de geleias. E pectina com baixo teor de metoxilas e,
geralmente, usada como substituto de gordura em sorvetes e preparagéo de frutas para iogurte,
por exemplo; na formacdo de géis em produtos isentos de sacarose; e também em embalagens
comestiveis e encapsulamento (CHAN et al., 2017; KUMAR et al., 2020; MARIC et al.,
2018).

2.3 Compostos bioativos antioxidantes

Compostos bioativos antioxidantes compreendem compostos de varias classes, que
atuam na promocéo da saude e na prevencao e, também, no controle de doencas. De origem
vegetal, em grande maioria, sdo compostos produzidos pelo metabolismo secundario dos

vegetais, responsaveis por seu sistema de defesa.

Os compostos fenolicos sdo uma grande classe de compostos formados por anéis
fendlicos desprovidos de qualquer grupo funcional a base de nitrogénio. De acordo com
Quideau et al. (2011), os polifendis sdo antioxidantes de quebra de cadeia, uma vez que atuam
interferindo na etapa de propagacdo radicalar, em que o grupo funcional fenol tem a
capacidade de doar um atomo de hidrogénio ou um elétron Unico para um radical livre. Os
polifendis podem ser flavonoides (flavonas, flavononas, flavonoldis, isoflavonas, flavondis e
antocianinas) (Figura 4); acidos fendlicos, lignanas, proantocianidinas, taninos hidrolisaveis e

outros.
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Os flavonoides sdo substancias amplamente encontradas nos vegetais, com uma
variedade muito grande de compostos, sendo milhares de ocorréncia natural. As antocianinas
sdo um subgrupo dos flavonoides conhecidas por conferir cores como roxo, violeta, magenta,
vermelho e alaranjado as plantas. A cor depende da presenga e do nimero de substituintes
ligados a molécula. A estrutura basica das antocianinas é o esqueleto C6-C3-C6 (céation
flavilio), consistindo em uma antocianidina (unidade de aglicona) ligada a um agucar,
geralmente na posicao 3 no anel C, e grupos metoxila e hidroxila. Na Figura 5 (A) pode ser
vista a estrutura da cianidina-3-glicosideo. As antocianinas diferem entre si pelo nimero de
grupos hidroxila e/ou nos grupos metoxi, nimeros, tipos, sitios de ligacao dos agUcares e tipos
e numeros de acidos alifaticos ou aromaticos ligados aos aglcares presentes na molécula. A
glicose € o monossacarideo mais comuns nas moléculas de antocianinas, mas arabinose,
galactose, ramnose e rutinose também ja foram identificadas. Entre as 23 antocianidinas de
ocorréncia natural ja registradas, cianidina, delfinidina, pelargonidina, peonidina, malvidina e
petunidina sdo as comumente encontradas em alimentos. Em relacéo as antocianinas, mais de
500 ja foram identificadas em vegetais, sendo que as plantas podem conter misturas delas,
com proporcdes que variam conforme o tipo de cultivo e maturidade (CASTANEDA-
OVANDO et al., 2009; FERNANDES et al., 2014; MOHAMMADALINEJHAD; KUREK,
2021).

Figura 4 - Estruturas de flavonoides
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Figura 5 - Estruturas de antocianina, proantocianidina e caroteno
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As proantocianidinas (taninos condensados) sdo outro grupo de compostos fenolicos.
Estruturalmente sdo oligo ou polimeros de flavan-3-6is monoméricos. Na Figura 4(B) pode
ser vista a estrutura da proantocianidina C1. Compostos de duas a oito unidades interagem
com proteinas, conferindo adstringéncia aos alimentos. A formacdo de complexos tanino-
proteina tem sido associada a fator antinutricional quando os taninos se encontram em
quantidades mais elevadas. Contudo, outros estudos também tém apontado efeitos benéficos
das proantocianidinas para a salde, como antioxidante,
anticancerigeno, antidiabético , neuroprotetor e antimicrobiano (DIXON; SARNALA, 2020;
RAUF et al., 2019; YU et al., 2020a).

Os carotenoides sdo outra classe de compostos bioativos antioxidantes e parte deles
exerce funcdo de pro vitamina A, como o B-caroteno. Sdo importantes pigmentos cujas cores

variam do amarelo ao vermelho. Os carotenoides sdo divididos em dois grupos: carotenos,
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formados por cadeia de hidrocarboneto (como a-caroteno, 3-caroteno e licopeno) e xantofilas,
gue sdo compostos oxigenados (exemplos sdo a luteina e zeaxantina). Mais de 750 estruturas
ja foram identificadas em produtos naturais. Geralmente, os carotenoides sao tetraterpenoides
C40, compostos de 8 unidades isoprenoides, ligados de tal forma que a molécula € linear e
simétrica. Algumas estruturas contém grupos ciclicos terminais e outras, uma ou nenhuma
ciclizagdo. Na figura 5(C) esta representada a estrutura do -caroteno. Como antioxidantes, os
carotenoides sdo conhecidos por desativar o oxigénio singleto, que é uma espécie altamente
reativa de oxigénio produzido na presenca de oxigénio, luz e fotossensibilizadores. Desse
modo, os carotenoides sdo importantes protetores dos vegetais contra danos oxidativos
celulares. Além disso, os carotenoides ainda inibem a peroxidacdo lipidica sob baixas
pressbes de oxigénio. (ELVIRA-TORALES; GARCIA-ALONSO; PERIAGO-CASTON,
2019; SAINI; NILE; PARK, 2015).

2.4 Relagédo entre fibras alimentares e compostos antioxidantes

Saura-Calixto (1998) propds que materiais ricos em fibras alimentares e antioxidantes
naturais a elas associados constituem um novo produto, a que chamou de “fibras alimentares
antioxidantes”. O termo foi bem aceito e bastante citado na literatura. A compreensdo de que
compostos antioxidantes interagem com os polissacarideos das paredes celulares e, assim,
atingem o célon junto delas, expandiu o conceito para a possibilidade de uma nova

classificacdo das fibras alimentares.

O conceito de fibra alimentar proposto pelo Codex Alimentarius (2008 e 2009)
considera 0os compostos naturalmente associados aos polissacarideos da parede celular como
constituintes das fibras. Esse conceito ndo apenas chama a atencdo para interacdes entre
compostos antioxidantes e fibras, mas, principalmente, considera esses compostos como parte

das fibras alimentares.

Entre os compostos antioxidantes que interagem ou fazem parte das fibras, se
destacam os polifendis. Originalmente, eles podem estar presentes no interior das células
vegetais ou na parede vegetal. De acordo com Quirds-Sauceda et al. (2014), os compostos
fenolicos possuem anéis aromaticos hidrofébicos e grupos de hidroxilas hidrofilicos, que tém
a capacidade de se ligarem a polissacarideos e proteinas em diferentes locais da superficie da

parede celular. A interacdo entre fenolicos e polissacarideos pode ocorrer também durante o
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processamento dos alimentos e no processo gastrointestinal. Assim, fenolicos que
originalmente estiverem no interior das células, com o rompimento destas durante o
processamento ou na digestdo, poderdo também se associar aos polissacarideos da parede
celular (RENARD; WATRELOT; LE BOURVELLEC, 2017).

Gofii et al. (2009) demonstraram que os polifendis associados aos polissacarideos
podem corresponder a significativos valores de massa das fibras alimentares. Analisando
frutas e hortaligas em diferentes formas de preparo, os autores encontraram de 1,4 a 50,7% do
peso seco da fibra alimentar insolGvel constituidos pelos fendlicos. E, ainda, de 2,9 a 62,8%
da fibra soltvel em bebidas comuns. Esses valores sdo bastante significativos e tém sido

desprezados nas avaliacdes de fibras alimentares (MACAGNAM et al., 2016).

Os taninos sdo os principais grupos de polifendis associados a parede celular. Sua
associacdo com proteinas € alvo de discussdes sobre perda de qualidade nutricional. Todavia,
a compreensdo sobre sua ligacdo com os polissacarideos abriu espaco para outras discussoes.
Pérez-Jiménez, Diaz-Rubio e Saura-Calixto (2013) destacaram a importancia dos chamados
polifendis ndo extraiveis. Esses compostos correspondem a macromoléculas fendlicas, como
as proantocianidinas de alta massa molecular, que ndo s&o obtidos em extragOes
convencionais com solventes quimicos e que, ligados a parede celular atingem o célon e
sofrem acé@o da microbiota, sendo metabolizados a compostos menores, que sao absorvidos ou
atuam como antioxidantes in loco. Anteriormente, outras funcdes bioldgicas dos fenolicos
associados as fibras alimentares ja& haviam sido descritas, Saura-Calixto (2011) ja havia
discutido a importancia dos polifendis na modulagdo da microbiota intestinal, um assunto de

grande interesse atual, envolvendo a prevencao e tratamento de diferentes doencas.

As interagdes entre compostos antioxidantes e os polissacarideos da parede celular
foram, entdo, avancando e trabalhos passaram a investigar compostos especificos. Como o
estudo de Celik e Gokmen (2014), que identificaram a interacdo entre antioxidantes ligados a
fibra alimentar insoltvel e antioxidantes extraiveis, demonstrado que estes podem aumentar a
capacidade antioxidante das fibras. E de Phan et al. (2017), que investigaram a seletividade de
polifendis e componentes da parede celular, tendo observado que a catequina tem preferéncia
por se ligar a celulose em detrimento de xiloglucana e arabionoxilana; e que a pectina
carregada negativamente apresenta mais ligagcbes com cianidina-3-glicosideo carregada

positivamente e menos com &cido ferdlico carregado negativamente.
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Embora os diferentes esforcos de pesquisa na area, Renard (2017), em uma revisdo
sobre 0 assunto, ainda aponta para a necessidade de se pesquisar mais essas interagfes, uma
vez que as paredes celulares apresentam diferencas de constituicdo entre os vegetais e 0s
estados de desenvolvimento da planta, citando, ainda, a escassez de estudos sobre a
porosidade das paredes celulares e as transformacdes dessas com os diferentes

processamentos dos alimentos.

Renard (2017), porém, conclui que a primeira década do seculo XXI presenciou uma
maior conscientizacdo das interacOes existentes entre os antioxidantes e a parede celular. E
resume 0s estudos das interacOes descrevendo que essas podem ocorrer durante o
processamento dos alimentos, quando a parede limita a capacidade de extracdo dos
antioxidantes; durante a digestdo, quando os polissacarideos das paredes celulares limitam a
bioacessibilidade ou durante a fermentacdo no célon, quando ambos sofrem modificacdes
pela microbiota intestinal e pode ocorrer absorcéo e protegéo.

2.6 Espectroscopia em infravermelho

A espectroscopia no infravermelho tem ampla aplicacdo e vem sendo bastante
utilizada na caracterizacdo de alimentos. A energia infravermelha corresponde a regido do
espectro eletromagnético na faixa de 14000 a 200 cm™, que é dividia em trés: infravermelho
proximo (14000 a 4000 cm™ ou 714 a 2500 nm), médio (4000 a 400 cm™ ou 2500 a 25000
nm) e distante (400 a 10 cm™ ou 25000 a 1 x 10° nm) (BUREAU; COZZOLINO; CLARK,
2019).

Uma vez que a radiacdo infravermelha possui maior comprimento de onda que a
radiacdo ultravioleta, ela possui menor energia, que € suficiente para provocar alteracdes
vibracionais ou rotacionais nas moléculas, sem provocar danos nem transicdes eletronicas. As
alteracdes vibracionais podem ser de deformacdo axial (ou estiramento) e deformacdo
angular. Na deformacao axial, a ligagdo entre os &tomos sofre estiramentos ou compressdes e
pode ser simétrica ou assimétrica. Na deformacdo angular, ocorrem mudangas nos angulos
entre as ligagdes e, nesse caso, é chamada de deformacdo angular no plano; quando a
mudanca ocorre no angulo entre o plano em que estéo as ligacdes e um plano de referéncia, €
chamada de deformacéo angular fora do plano (BARBOSA, 2007).
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Na regido do infravermelho médio, adotado neste trabalho, normalmente séo
observadas bandas de absorcdo e ndo linhas, o que acontece porque, para cada mudanca de
nivel vibracional, estdo associadas varias transicdes rotacionais. Assim, um espectro de
infravermelho médio é constituido por bandas, representadas em um gréafico de porcentagem
de transmitancia ou valores de absorbancia versus o nimero de onda em cm™. Sendo o

numero de onda o inverso do comprimento de onda em cm (BARBOSA, 2007).

Um espectro de infravermelho pode ter varias bandas e a interpretacdo de todas nem
sempre é possivel. Mas por conter muita informacdo sobre os compostos presentes em um
material, a técnica pode ser usada para a analise qualitativa de grupos funcionais, cujos modos
caracteristicos de vibracdo culminam em bandas em frequéncias especificas, mas que podem

ser influenciadas pela presenca de grupos organicos proximos (ROHMAN; MAN, 2010).

A analise de espectroscopia em infravermelho € realizada em um espectrofotbmetro no
infravermelho. Os equipamentos mais modernos sdo os espectrofotdmetros no infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR, a sigla em inglés), que possuem como componente
Optico bésico o interferdbmetro de Michelson, que sdo dois espelhos planos, perpendiculares
entre si, sendo um fixo e outro moével. Um terceiro espelho, chamado separador de feixes, fica
alinhado com a fonte de radiacdo que, quando o atinge, metade dela é transmitida para o
espelho movel e a outra metade ¢é refletida no espelho fixo. Os dois raios, entdo, sdo refletidos
e retornam ao separador de feixes, onde se recombinam e sofrem interferéncia. Metade dessa
radiacdo é refletida a fonte. O raio que sai do separador em dire¢do a amostra, e depois segue
para o detector, é a radiacdo transmitida. Uma diferenca de caminho Optico é produzida pela
movimentacdo do espelho mdvel e trata-se do retardo Optico, que ocorre porque a radiacao
precisa percorrer uma distancia até o espelho e outra para retornar a posi¢do inicial do
espelho. Para uma analise do tipo, primeiramente, é feito um background (fundo), que é um
interferograma sem amostra. Entdo, a amostra deve ser colocada entre o detector e 0
interferdbmetro. A amostra, entdo, absorvera alguns comprimentos de onda que terdo a
intensidade diminuida. A transformacdo de Fourier, um processamento de matematico, €
aplicada nos interferogramas, transformando-os em espectros no dominio de frequéncia
comumente trabalhada. O espectro do background €, entdo, subtraido do espectro da amostra,
gerando o espectro de trabalho (BARBOSA, 2007). Na Figura 5 esta representado um

esquema do espectrofotdometro FTIR.
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Os espectros podem ser obtidos por transmissdo ou reflectancia. Os de reflectancia séo
Uteis para amostras de dificil preparo, como os alimentos. Com os diferentes tipos de
acessorios de reflectancia disponiveis no mercado, € possivel analisar as mais diferentes
matrizes por técnicas simples, que ndo envolvem preparo trabalhoso das amostras. A
reflectancia total atenuada (ATR, sigla em inglés) tem sido bastante usada e consiste em uma
técnica em que a radiagdo ndo é guiada através da amostra, mas de um cristal com alto indice
de refracdo, que estd em contato com a amostra. Com essa técnica, a reprodutibilidade é
aumentada, uma vez que as dimensdes da amostra ndo afetam o caminho dptico (MELLING,;
THOMPSON, 2002).

Pela revisdo de Bureau et al. (2019), € possivel notar a importancia da espectroscopia
FTIR de comprimento médio para a analise de vegetais. Muitos estudos tém sido feitos nos
altimos anos valendo-se da técnica para identificacdo de adulteracdo, caracterizacdo e
quantificacdo de compostos em uma ampla gama de alimentos. A quimiometria tem sido
mostrada como uma importante ferramenta aliada para esses estudos. Entre as vantagens
desses testes estdo a rapida obtencdo de resultados, custos reduzidos, dispensa de solventes e

ndo geracdo de residuos.

Figura 6 - Esquema de um espectrofotdmetro FTIR
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Fonte: Adaptado de Barbosa (2007).
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2.5 Quimiometria

De acordo com a definicdo original da Sociedade de Quimiometria, citada por
FERREIRA (2015), “a quimiometria € a aplicacao de ferramentas matematicas e estatisticas
a quimica”. Para a IUPAC ([s.d.]) (traduzido), “quimiometria é a aplicacdo de estatistica
para a analise de dados quimicos (de quimica organica, analitica ou medicinal) e o

planejamento de experimentos quimicos e simulagfes”.

A analise multivariada dos dados quimicos por meio da quimiometria tem sido
ferramenta importante na andlise de alimentos. Sem a quimiometria muitas informacdes
ficariam perdidas no grande amontoado de dados, sem que Se conseguisse extrair associacfes

e respostas.

Dentro deste universo de analises, a quimiometria pode ser usada para analises
qualitativas e quantitativas. Conforme exemplificam Granato et al. (2018), identificar a
origem geogréafica de uma amostra com base em espectros de RMN é um exemplo tipico
de andlise qualitativa. E a avaliacdo da correlacdo entre o teor de um composto e a atividade
antioxidante de uma dada amostra representa uma andlise quantitativa. Dada essa separacao,
0s métodos estatisticos multivariados podem ser divididos em meétodos exploratorios (analise
de componentes principais — PCA, sigla usada em inglés; e analise de agrupamentos por
métodos hierdrquicos — HCA, sigla usada em inglés); de classificacdo (soft independent
modeling by class analogies — SIMCA,; analise discriminante linear — LDA, sigla usada em
inglés; método dos k-ésimos vizinhos mais proximos — KNN, sigla usada em inglés; e analise
discriminante pelo método de quadrados minimos parciais — PLS-DA, sigla usada em inglés)
e de calibracdo (regressdo pelo método dos quadrados minimos classico — CLS, sigla usada
em inglés; regressdo pelo método dos quadrados minimos inverso — ILS, sigla usada em
inglés; regressdo pelo método das componentes principais — PCR, sigla usada em inglés, e
regressdo pelo método dos quadrados minimos parciais — PLS, sigla usada em inglés)
(FERREIRA, 2015 & GRANATO et al., 2018).

A analise exploratoria de dados é usada para identificar as semelhancas e diferencas de
um conjunto de amostras. Para tanto, sdo usados métodos de reconhecimento de padrdes, por
meio dos quais € possivel identificar tendéncias. A partir dos padrdes obtidos, pode-se
interpretar os resultados e tomar decisdes. Os métodos podem ser supervisionados, quando as

amostras sdo de classes pré-estabelecidas e essa informacdo € utilizada, ou néo


https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/spectrum
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/chlorogenic-acid
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/antioxidant-activity
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/antioxidant-activity
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supervisionados, quando ndo ha informagdes prévias sobre a classificacdo das amostras. De
qualquer forma, ambos se baseiam nas seguintes condicdes: sdo semelhantes as amostras de
mesmo tipo; diferentes tipos de amostras apresentam diferencas significativas; e é possivel
identificar essas diferencas e semelhangas por meio do conjunto de medidas disponiveis
(FERREIRA, 2015).

A PCA ¢é um método que projeta dados multivariados em um espago de menor
dimensdo, sem que as relagOes entre as amostras sejam alteradas. Desse modo, as informacodes
mais importantes sdo separadas e ampliadas, tornando-se evidentes a uma inspecéao visual, o
que ndo seria possivel sem esse arranjo de dados. Assim, é possivel identificar, visualizar e
interpretar diferencas existentes entre variaveis e analisar as relagfes que podem ocorrer entre
0s objetos de analise. O método permite, ainda, identificar amostras anémalas (outliers), que
demonstram um comportamento atipico, uma vez que se tornam evidentes com a projecéo dos
dados (FERREIRA, 2015).

A PCA é uma técnica de projecdo. Tomando-se uma matriz de dados X (I x J),
considera-se que todos os dados estejam contidos em um espacgo J-dimensional, cada linha da
matriz serd um ponto desse espaco. Os dados sdo, entdo, projetados ortogonalmente em um
subespaco de menor dimensionalidade, respeitando as correlagbes significativas entre as
variaveis do conjunto de dados. Assim, um nimero menor de novas variaveis, capazes de
descrever quase toda a informacg&o contida nos dados originais, é identificado. A reducdo do
nimero de variaveis ¢ chamada de “compressio de dados” e ¢ obtida por meio de
combinac@es lineares das variaveis originais, agrupando as de informacdes semelhantes. As
variaveis com propriedades desejaveis e especificas do novo conjunto sdo chamadas de
“componentes principais” (PC, sigla em inglés). As PCs ndo sdo correlacionadas e sao
ortogonais entre si, de modo que a informacdo contida em uma ndo estd na outra. As
informacdes estdo contidas de forma decrescente entre as PCs, assim, a PC1 é definida pela
direcdo que descreve a maxima variancia dos dados; a PC2 tem a direcdo da maxima
variancia dos dados no subespaco ortogonal a PC1 e assim sucessivamente. A informacéo que
ndo e descrita é chamada de residuo (FERREIRA, 2015).

Os dados para uma PCA séo colocados em uma matriz (X), que é decomposta em duas
matrizes menores (T e P) e uma matriz de residuos (E): X = TPT + E. A equacéo basica de
uma PCA também pode ser escrita da seguinte forma: X =t p1' + t2 p2" + ... + tr pr' + E; em

que: X é uma matriz de dados; T sdo os escores; P sdo os pesos (loadings); E sdo os residuos e
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R, 0 nimero de componentes principais usadas. Uma PC ¢ definida por um par de vetores
pesos e vetores escores (trpr). Os escores descrevem as relacfes entre 0s objetos e 0s pesos,
entre as variaveis. Na projecdo dos dados no espaco J-dimensional, os escores sdo as
projecdes das amostras na direcdo de PC e 0s pesos sdo 0s cossenos dos angulos entre cada

variavel e cada PC.

Para a quantificacdo de propriedades de interesse por meio de analise multivariada de
dados, pode-se adotar o modelo PLS, que é o mais utilizado para tal finalidade. Trata-se de
um modelo de carater empirico, uma vez que resulta de observacdes e medidas quantitativas,
obtidas em alta quantidade e qualidade para a montagem de modelos funcionais e
algoritmicos. Assim, um conjunto de amostras tem determinada propriedade avaliada por um
método de referéncia e essas mesmas amostras também sdo submetidas a analises de outra
natureza, como por exemplo, espectroscopicas. Porém, o que um espectrofotbmetro fornece é
apenas a intensidade de luz medida pelo seu detector, que ndo é a medida quantitativa de
interesse, que por sua vez € a concentracdo medida pelo método de referéncia. O que se faz é
relacionar a intensidade da luz e a concentracdo de interesse conhecida para que seja feita uma
calibracdo, de modo que, as amostras possam ter a concentracdo predita apenas por meio da
anélise espectrofotométrica e os célculos da calibracdo (FERREIRA, 2015).

Assim, para a constru¢do do conjunto de calibragdo sdo usados dois conjuntos de
dados, um é formado pelas respostas obtidas pelos métodos de referéncia, é o bloco Y,
chamado de variaveis dependentes; o outro é formado pelas medidas instrumentais que néo
contém a informacdo de interesse, é o bloco X, chamado de variaveis independentes ou
preditoras. Para a construcdo de um conjunto de calibracdo é importante a escolha de amostras
que representem bem o conjunto a ser avaliado e que as analises pelos métodos de referéncia
sejam muito bem executadas. Para a obtencdo de um modelo de calibracdo, além do conjunto
de calibracdo, um conjunto de validacdo também é necessario, para testar o modelo

construido.

Um modelo PLS € construido aplicando-se a PCA nas duas matrizes de dados (X e Y)
simultaneamente. O objetivo é reduzir o espaco das medidas originais, direcionando a matriz
X para uma solucdo cujo alvo é a propriedade de interesse. Ha um compromisso entre a
explicacdo da variancia em X e a busca pela correlagdo com Y. Ocorre, entdo, uma leve
rotacdo no eixo da PC a fim de aumentar a correlagdo com Y e, por isso, PC passa a se

chamar variével latente (VL). Uma ou mais variaveis dependentes podem ser preditas em um
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modelo PLS, mas apenas é recomendado usar mais de uma quando essas variaveis
dependentes sdo correlacionadas entre si. O nimero de VL € escolhido por meio da validacao
cruzada, em que parte das amostras € retirada do modelo e calculam-se os erros de previsdo
utilizando diferentes nimeros de VL; 0 processo € repetido para outras amostras até que todas
tenham sido retiradas alguma vez. Modelos com nimero reduzido de VL deixam informagéo
importante fora do modelo e modelos com excesso de VL estdo sobreajustados e incluem
informacdo irrelevante. O desempenho do modelo € avaliado pelos erros de predicdo (Root
Mean Square Error of Prediction — RMSEP) e calibracdo (Root Mean Square Error of
Calibration — RMSEC). O RMSEP ¢ usado para o conjunto de validacdo e o RMSEC para o

conjunto de calibracdo. Os erros sdo calculados pelas seguintes equagdes:

RMSEP = ;M
\ n (1)
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Em que: yp € o valor predito; yr € o valor real; n € o nimero de variaveis do conjunto de
validacdo e v € o numero de graus de liberdade perdidos = n° de VL+ 1, para dados centrados

na média.

Contudo, anteriormente a construcdo de modelos PCA ou PLS, muitas vezes, é
necessario fazer um pré-tratamento dos dados. O objetivo é reduzir as variagBes indesejaveis
que poderiam influenciar os resultados finais. Mas devem ser feitos de tal modo a néo
distorcer nem comprometer os resultados. Os pré-tratamentos podem ser aplicados as
amostras (linhas da matriz de dados) e nesse caso sdo chamados de transformacdo ou nas
variaveis (colunas da matriz de dados) e nesse caso sao chamados de pré-processamento de
dados. Nas transformac6es de dados, cada amostra é pré-tratada individualmente, mas usando
a mesma regra para todas. Sdo exemplos de transformacao as derivadas (usadas para correcao
de linha de base de dados espectrais) e a padronizagdo normal de sinal (SNV, sigla em inglés).
A primeira derivada corrige o deslocamento constante da linha de base, no eixo das
ordenadas; e a segunda derivada corrige variacdo sistematica quando o espectro apresenta
uma inclinagdo da linha de base a medida que decresce o nimero de onda. O SNV corrige
efeitos aditivos e multiplicativos, indicada para remover interferéncias de espalhamento e de
tamanho da particula sélida. O pré-processamento € um processamento de rotina em

quimiometria. A centragem dos dados na média e o autoescalamento sdo exemplos de pré-
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processamentos. Para centragem dos dados na média, a média de cada coluna é subtraida dos
dados, transladando os dados da origem natural para a origem na média, preservando a
estrutura deles. Para o autoescalamento, os dados passam pela média e sdo divididos pelo
desvio padrdo de cada coluna; é usado quando as variaveis possuem diferentes naturezas e/ou

distribuicGes e 0 objetivo é dar a mesma importancia a todas as variaveis.

A quimiometria tem sido bastante usada para a analise de alimentos, seja na analise
exploratoria de dados, na predicdo de concentracbes de compostos, na identificacdo de
adulteracdes ou para outras finalidades. Modelos PLS tém sido adotados como alternativas
econbmicas e mais sustentaveis para analises de rotina e ha diferentes exemplos na literatura.
Como para a analise de antocianinas em vinhos (SORIANO et al., 2007); de carotenoides em
tomates (RUBIO-DIAZ; FRANCIS; RODRIGUEZ-SAONA, 2011); da atividade antioxidante
e do contetdo total de fendlicos e flavonoides em vinho do tipo Moscatel (SILVA et al.,
2014), da atividade antioxidante e conteudo de catequina em chocolates (HU et al., 2016), de
fibras (celulose, hemicelulose e pectina) em frutas (CHYLINSKA et al., 2016) e de 4cidos
graxos em azeites (PORTARENA et al., 2019).
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO DE FARINHAS DE CASCAS DE JABUTICABA
(Plinia spp.) DE DIFERENTES LOTES E PREDICAO DE COMPOSTOS
POR ANALISE DE FTIR



41

INTRODUCAO

As cascas de jabuticaba correspondem a quase metade da massa da fruta e muitas
vezes ndo e aproveitada (LIMA et al., 2008). No entanto, diferentes pesquisas tém destacado
importantes propriedades bioldgicas das cascas de jabuticaba, como aumento da capacidade
antioxidante sérica, melhora do perfil de colesterol e da resisténcia a insulina, entre outras.
Beneficios esses atribuidos aos elevados teores de antocianinas e outros compostos fenélicos,
além das fibras alimentares (PLAZA et al., 2016; BATISTA et al., 2018, LAMAS et al.;
2018; MOURA et al., 2018).

Por seu potencial nutricional, entende-se que as cascas de jabuticaba estejam sendo
subutilizadas. De acordo com Ayala-Zavala et al. (2011), subprodutos agroindustriais de
frutas exoticas sdo ricos em compostos bioativos com propriedades antioxidantes que podem
auxiliar na melhor conservacao dos alimentos e, ainda, contribuir com efeitos na promocéo da
salde. Subprodutos de frutas podem ser aproveitados na forma de farinhas a serem utilizadas

como ingrediente alimenticio, agregando valor a diferentes produtos.

Para estimular o melhor aproveitamento desses residuos, sua caracterizacdo detalhada
€ muito importante. No entanto, a variabilidade da composi¢cdo de um grande numero de
amostras de cascas de jabuticaba disponiveis para consumo e de diferentes origens ainda é
desconhecida. Outra lacuna é a de estudos que correlacionem os diferentes parametros
quimicos entre si nessas amostras. As relacdes entre os conteudos de fibra alimentar e de
diferentes classes compostos antioxidantes em cascas de jabuticaba ainda ndo foram
discutidas. O conhecimento dessas relacfes é importante, uma vez que 0S COMPOStOS
antioxidantes interagem com as fibras alimentares, estando diretamente ligados a elas ou,
quando dispersos no meio, se ligam e sdo transportados para o célon, o que implica na
bioacessibilidade e biodisponibilidade desses compostos (GONI et al., 2009; RENARD,
2017).

Desse modo, discute-se a importancia da producéo e caracterizacdo de farinhas a partir
de cascas de jabuticaba como uma alternativa sustentavel ao descarte desses residuos e ao uso
do produto por longo tempo, dada a conhecida perecibilidade dos frutos (DE SA et al., 2014),
oferecendo a industria de alimentos e & populagdo, meios de enriquecer receitas e melhorar o

conteddo nutricional de produtos alimenticios.
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Associado a isso, métodos de andlise instrumental que também sejam mais
sustentaveis e praticos sdo desejados para analises de rotina e podem ser construidos por meio
de andlises quimiométricas e espectroscopia FTIR. O que permite que por simples analise de
FTIR, sem necessidade de preparo de amostra e utilizacdo de reagentes, possa-se direcionar
uma aplicacio adequada para as farinhas de casca de jabuticaba (CHYLINSKA et al., 2016;
FRANCA; NOLLET, 2017; HU et al., 2016)

Assim sendo, 0s objetivos desse trabalho foram produzir farinhas de cascas de
diferentes lotes de jabuticaba e investigar a composi¢do quimica dessas farinhas por técnicas
convencionais e FTIR, e avaliar a viabilidade do desenvolvimento de modelos de predicdo
baseados em dados de FTIR; além de verificar possiveis correlacfes entre quantidades de

fibras alimentares e de compostos antioxidantes.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Vinte e oito amostras de jabuticaba de dezenove municipios do Estado de Minas
Gerais, Brasil, foram adquiridas por doacdo. Os 19 municipios fazem parte de 3 das 12
mesorregides e de 9 das 66 microrregides do estado de Minas Gerais, conforme classificacdo
do IBGE, disponivel no site do GOVERNO DO ESTADO DE MINAS GERAIS. Um mapa
dos municipios de origem das amostras de jabuticaba no contexto das mesorregides do Estado
de Minas Gerais esta disposto na Figura | 1. E a relagdo das amostras por origem geografica
dos frutos e as quantidades utilizadas estdo descritas na Tabela | 1. As amostras utilizadas no
estudo estdo cadastradas no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado — SISGEN sob o nimero AD3B16E. Os produtos
quimicos alfa amilase, reagente Folin-Ciocalteu, acido galico, pancreatina e pepsina foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Brasil). Os demais reagentes analiticos foram

obtidos da empresa Neon (S&o Paulo, Brasil).
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Figura | 1 — Mapa dos municipios de origem das amostras de frutos de jabuticaba

MUNICIPIOS DE ORIGEM DAS
AMOSTRAS NO CONTEXTO
DAS MESORREGIOES DO
ESTADO DE MINAS GERAIS

CENTRAL
MINEIRA '

METROPOLITANA
DE BELO HORIZONTE

1& |
” Municipios 10- Lagoa Dourada
1- Belo Horizonte 11-Luz
' 2- Bom Jesus do Amparo  12- Mariana
3- Desterro de Entre Rios 13- Mateus Leme
4- Entre Rios de Minas 14- Nova Era
5- Florestal 15- Resende Costa
6- Inimutaba 16- Rio Piracicaba
7- Itabira 17- Sabara
8- Itabirito 18- S&o Gongalo do Rio Abaixo

CAMPO 9- Jeceaba 19- S0 José da Lapa
DAS VERTENTES Legenda Fontes

Municiplo IBGE - Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica
&P Mesorregido IBGE Fp . Fundagao Joo Pinheliro.

Fonte: Mapa desenvolvido pelo geégrafo Rafael Militdo para este trabalho.

Tabela I 1 - Relacé@o das amostras de jabuticabas utilizadas no estudo

Origem geografica dos frutos Frutos
Amostras = - —

Municipio Microrregido (kg)
Al Belo Horizonte — Bairro Itapoa Belo Horizonte 1,56
A2 Belo Horizonte — Bairro Serrano Belo Horizonte 4,23
A3 Entre Rios de Minas — Comunidade Rural Camapud de Cima | Conselheiro Lafaiete 3,20
Ad Mateus Leme — Bairro Santa Barbara Belo Horizonte 2,70
A5 Mateus Leme — Bairro Centro Belo Horizonte 3,55
Ab Florestal Para de Minas 1,86
A7 S&0 Jose da Lapa Belo Horizonte 3,16
A8 Entre Rios de Minas — Comunidade Rural Agua Limpa 1 Conselheiro Lafaiete 2,10
A9 Entre Rios de Minas — Bairro Centro Conselheiro Lafaiete 2,13
A10 Mariana Ouro Preto 2,14
All Luz Bom Despacho 2,40
Al2 Mateus Leme — Comunidade Rural Sitio Novo Belo Horizonte 2,41
Al3 Rio Piracicaba Itabira 1,36
Al4 S&o Gongalo do Rio Abaixo Itabira 1,25
Al5 Bom Jesus do Amparo Itabira 1,38
Al6 Entre Rios de Minas — Comunidade Rural Agua Limpa 2 Conselheiro Lafaiete 2,59
Al7 Desterro de Entre Rios Conselheiro Lafaiete 2,64
Al8 Lagoa Dourada S&o Jodo del Rei 2,44
Al19 Sabara 1 — Bairro Paciéncia Belo Horizonte 1,38
A20 Entre Rios de Minas — Bairro Castro Conselheiro Lafaiete 2,19
A2l Resende Costa Sao Jodo del Rei 1,04
A22 Jeceaba Itaguara 1,78
A23 Sabara 2 Belo Horizonte 1,67
A24 Itabirito Ouro Preto 1,48
A25 Itabira Itabira 1,69
A26 Nova Era Itabira 1,66
A27 Mateus Leme - Bairro Santa Barbara 2 Belo Horizonte 1,22
A28 Inimutaba Curvelo 1,14
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2.2 Métodos

2.2.1 Producao das farinhas de cascas de jabuticaba (FCJ)

Os frutos passaram por um processo de triagem para separa¢do daqueles em estadio
maduro de maturacdo horticultural, caracterizado pela cor preta das cascas. Os demais foram
descartados. Os frutos selecionados foram lavados em agua corrente, sanitizados em solucéo
de hipoclorito de sédio 0,2%, por 10 minutos e enxaguados em agua potavel. As cascas foram
separadas manualmente da polpa e sementes, sendo dispostas em estufa com circulagéo de ar,
em bandejas de ago inoxidavel, a 60 °C por 20 horas. Apo6s a secagem, as amostras foram
trituradas em moedor de café (marca Cadence, modelo MDR301) e peneiradas em tamis para
selegdo de particulas com didmetro menor ou igual a 425 um. As farinhas foram estocadas em
embalagem plastica de polietileno de baixa densidade, ao abrigo de luz, a -18°C. Os frutos
inteiros, as cascas e as farinhas produzidas tiveram as massas aferidas para célculos da

proporcao de cascas nos frutos e rendimento da producéo das farinhas.

2.2.2 Anélise de cor

Por meio de um colorimetro HunterLab Colorflex 45/0, modelo tristimulus, angulo de
observacdo de 10° e iluminante D65, foram analisados os pardmetros L* (luminosidade),
coordenada a* (contetdo de vermelho a verde) e coordenada b* (contetdo de amarelo a azul).
Os parametros h° (tonalidade — angulo Hue) e C* (intensidade da cor - cromaticidade) foram

posteriormente calculados pelas equagdes 3 e 4:
h* = arc tan b*/a* (3)

C* =[(a*)?*+ (b*)] * )

3.2.3 Composi¢ao quimica
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A andlise de composigdo centesimal seguiu 0s métodos propostos pela AOAC (2012).
Umidade foi determinada por gravimetria, em estufa com circulacdo de ar a 105 °C (método
950.46). Lipidios totais foram analisados pelo método Soxhlet, pela submissdo das amostras
em contato com refluxo de éter de petréleo (método 925.38). Proteinas totais foram
determinadas pelo método Kjeldahl (920.152), seguindo as etapas de digestdo com é&cido
sulfarico, destilacdo com hidroxido de sédio 40% (m/v) em acido borico 2% (m/v) e titulacdo
com &cido cloridrico 0,1 mol/L, tendo sido adotado 6,25 como fator de conversdo de
nitrogénio para proteina. O teor de cinza foi determinado por meio da carbonizagdo em mufla
(método 940.26). Carboidratos totais foram calculados por diferenca, subtraindo-se de 100 os

teores em base seca de lipidios, proteinas e cinzas.

Os conteudos de fibra alimentar (soluvel e insoluvel) foram determinados nas
amostras secas e desengorduras, pelo método enzimatico gravimétrico proposto por Asp et al.
(1983), que consiste na digestdo das amostras com as enzimas a-amilase, pepsina e
pancreatina, em condicdes ideais de temperatura e pH, com posterior filtracdo das amostras
para separacdo das fibras insolUveis e precipitacao das fibras solliveis com etanol (seguida de
filtracdo), finalizando com a incineracdo para obtencéo das cinzas e célculo indireto das fibras
alimentares. Analise complementar de proteina, pelo método Kjeldahl (AOAC, 2012) foi
realizada para desconto da fracdo ndo digerivel, conforme orientam Asp et al. (1983). Para a

analise de fibras alimentares, as amostras foram secas e desengorduradas.

O conteudo de solidos soluveis de solu¢Bes aquosas das farinhas (1g/mL) foi medido
com o auxilio de um refratbmetro digital e registrado em grau Brix. Para o preparo das
solucdes, as farinhas foram misturas com agua destilada (1:1) e agitadas em incubadora
orbital a temperatura ambiente, por 30 minutos e, posteriormente, foram centrifugadas por 3
minutos, a 3500 rpm. O pH dessas solucdes foi analisado com o auxilio de um potenciémetro

digital. Foram feitas trés leituras de solidos soltveis e de pH.

2.2.4 Analises de fenolicos totais extraiveis, fendlicos ndo extraiveis (proantocianidinas),

antocianinas, carotenoides e clorofilas
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Os compostos fendlicos foram extraidos de acordo com o método descrito em
Resende, Franca e Oliveira (2019). As amostras (0,1 g) foram homogeneizadas com solu¢édo
de metanol 50% (m/v) (4 mL) e deixadas em repouso por 1 hora a cerca de 6°C; ap0s
centrifugacédo (3.500 rpm por 15 minutos), o sobrenadante foi recolhido e o procedimento
repetido com acetona 70% (m/v). Os sobrenadantes foram combinados e o volume final foi

completado para 10 mL com agua destilada. Os extratos foram feitos em triplicata.

Os extratos preparados foram entdo utilizados no mesmo dia para a analise dos
compostos fendlicos totais (fragdo extraivel) pelo método Folin-Ciocalteu, descrito por
Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventds (1999), com algumas adaptagdes. Um mililitro de
uma diluicdo de cada extrato (1:10) foi misturado a 5 mL de solucdo do reagente Folin-
Ciocalteu 10% (m/v), seguida por mistura a 4 mL de solugdo de carbonato de sodio 7,5%
(m/v). A solucédo final foi deixada em repouso por 2 horas, em temperatura ambiente, na
auséncia de luz. A absorbancia das solugdes a 765 nm foram lidas em espectrofotdmetro UV-
Vis (marca Micronal, modelo AJX 1900). Uma curva de calibracdo foi construida usando
acido galico. A quantidade de compostos fenolicos totais (fracdo extraivel) foi expressa em

equivalentes de acido gélico (EAG).

O método descrito avalia a capacidade de compostos antioxidantes presentes nas
amostras teste (principalmente, mas ndo exclusivamente, de natureza fendlica) reduzirem uma
mistura dos &cidos fosfomolibidico e fosfotunguistico (reagente Folin-Ciocalteu) a 6xido de
tungsténio e 6xido de molibdénio, compostos azuis, cujo maximo de absor¢do da luz ocorre a
765 nm, permitindo a quantificacdo da concentracdo das substancias redutoras (NACZK;
SHAHIDI, 2004).

As proantocianidinas (non-extractable proanthocyanidins - NEPA) (ou polifendis ndo
extraiveis) foram quantificadas a partir dos residuos da extracdo dos compostos fenolicos
extraiveis, de acordo com o método proposto por Zurita, Diaz-Rubio e Saura-Calixto (2012),
com poucas adaptagdes. O método consiste em submeter as amostras a uma butandlise em
meio &cido para liberar as proantocianidinas de baixo peso molecular de proantocianidinas

poliméricas e dos complexos carboidrato-proteina-proantocianidina.

Para tanto, os residuos da extracdo dos compostos fendlicos extraiveis foram secos a
40°C por 16 horas e tratados com solugdo de acido cloridrico (HCl)/butanol (5:95 v/v),
contendo 0,7 g/L de cloreto de ferro Il (FeCl3), a 100°C por 1 hora. As amostras foram

centrifugadas (3.500 rpm por 10 minutos) e os sobrenadantes recolhidos. Foram feitas duas



47

lavagens com a solugdo de HCl/butanol/ FeCl3, os sobrenadantes foram combinados e o
volume final acertado para 10 mL com a solucdo de butanol. As absorbancias das solugdes a
450 nm e 555 nm foram lidas no espectrofotbmetro UV-Vis. Foi utilizada a curva de
calibracdo feita com concentrado polimérico de proantocianidinas isolado de vagem de
alfarroba (Ceratonia siliqua L.), conforme recomendam Zurita et al.(2012).

O conteddo de antocianinas monomeéricas totais (AMT) foi analisado pelo método pH
diferencial, conforme descrito por Giusti e Wrolstad (2001) para amostras de pequena massa,
com poucas adaptagOes. Inicialmente, para a extracdo das antocianinas, as amostras foram
diluidas em &gua, 10% (m/v), e misturadas com solucdo de acetona 70% (v/v) acidificada com
0,01% de HCI. As amostras foram centrifugadas (3.500 rpm por 3 minutos) e 0s
sobrenadantes recolhidos. Foram feitas mais trés lavagens com a solucdo de acetona
acidificada e os sobrenadantes foram combinados. A eles adicionou-se cloroférmio (1:1) e
misturou-se suavemente. A mistura foi centrifugada (3.500 rpm por 5 minutos) e a parte

aquosa foi recolhida e composta com agua destilada a volume conhecido.

Para a quantificagdo das antocianinas, a solugdo aquosa (extrato) foi misturada, em
tubos distintos, a solu¢des tampdes de cloreto de potassio (pH=1) e acetato de sédio (pH=4,5).
Apos estabilizacdo das solucdes (cerca de 15 minutos), foram feitas as leituras de absorbancia
a 510 nm (absorbancia maxima observada por varredura e correspondente a cianidina-3-
glicosideo) e a 700 nm para corre¢do de dispersdo da luz. Antocianinas monoméricas totais

foram calculadas pela equacéo 5:
Antocianinas monomeéricas totais (mg/L) = (A x MM x FD x 1000)/(g x 1) (5)

Em que: A é a absorbancia das amostras diluidas (equacdo 6); MM € a massa molecular da
cianidina-3-glicosideo; FD ¢é o fator de diluicdo dos extratos nos tampfes (volume

final/volume inicial) e € é a absortividade molar da cianidina-3-glicosideo.
A = (As10— A700)pH 1.0 — (Asi0— A700)pH 4.5 (6)

Carotenoides (C), clorofila a (Ca) e clorofila b (Cp) foram analisados pelo método
descrito por Lichtenthaler e Buschmann (2001), com pequenas adaptacdes. Carotenoides e
clorofilas foram extraidos com acetona pura, em uma propor¢do de 0,3 g de amostra para 5
mL de acetona. Cem miligramas de oOxido de magnésio (MgO) foram inicialmente
acrescentados as amostras para neutralizar os acidos vegetais e evitar a formacao de feofitina.

A mistura em acetona foi centrifugada (3.500 rpm por 5 minutos) e o sobrenadante foi
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recolhido para leitura das absorbancias em equipamento de UV-Vis a 661, 664 e 470 nm. Os

compostos foram quantificados por meio das equacgdes 7 a 9, sendo A = absorbancia.

Ca (ng/ml) = 11,24 Ags1 — 2,04 Apas (7)
Cb (ng/ml) = 20,13 Aess — 4,19 Age1 (8)
C (ng/mL) = (1000 A470 -1,90ca — 63,14c¢,)/214 9)

2.2.5 Analise de espectroscopia em infravermelho (FTIR)

As amostras foram analisadas em espectrofotdmetro no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), modelo IRAffinity-1 (Shimadzu, Japdo), com detector
Deuterated Triglycine Sulfate Dopedwith L-Alanine (DLATGS). Foi utilizado um acessorio
de amostragem (MIRacle), com cristal de seleneto de zinco para as medidas de reflectancia
total atenuada (ATR). Foram gerados espectros entre 4000 a 600 cm™, com 20 scans e
resolucdo de 4 cm™. As analises foram feitas em atmosfera seca, a 20 °C. Foi realizado um
background com ar ambiente antes de cada leitura e foi feita correcdo atmosférica (gas
carbonico e agua) dos espectros pelo software IRSolution. Amostras com tamanho de
particula < 0,15 mm foram utilizadas para as analises por apresentarem melhor qualidade

espectral (maior intensidade e menor interferéncia de ruido).

2.2.6 Andlise estatistica

A excecdo da analise de lipidios, todas as demais foram feitas em triplicatas e
calculou-se média e desvio padrdo. Foi feita analise de variancia (ANOVA) e o teste de
comparacdo de médias Tukey, a 5% de significancia. Essa parte das analises estatisticas foi

feita no software IBM SPSS Statistics, versao 19.

O software MATLAB, versdo R2009b (MathWorks, Natick, MA, EUA) e o PLS

Toolbox versdo 4.0 (Eigenvector Technologies, Wenatchee, WA, EUA) foram empregados
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para analise de Componentes Principais (PCA) e de Minimos Quadrados Parciais (PLS). Os
dados espectrais foram centrados na média e os dados ndo espectrais foram autoescalados
para a analise de PCA, enquanto que para PLS todos os dados foram centrados na média. Os
dados espectrais foram submetidos a técnicas de pré-processamento para compensar variacdes
nas condigdes experimentais e melhorar os resultados. As técnicas empregadas foram:
correcdo de linha de base (por minimos quadrados ponderados ou segunda derivada com
suavizacdo de Savitzky-Golay) e padronizacdo normal de sinal (SNV) para correcdo de
interferéncia de tamanho de particula sélida. Para os modelos PLS, o algoritmo Kennard-
Stone foi usado para a selecdo de amostras para conjuntos de calibragdo e validacdo. O
namero de variaveis latentes (VL) foi selecionado por meio da validagdo cruzada leave one
out, de acordo com baixo valor do Root Mean Square Error of Cross-Validation (RMSECV).
O desempenho do modelo foi avaliado pelos erros quadraticos médios da raiz para calibracéo
(RMSEC) e validagdo (RMSEP).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Preparacdo da farinha e composi¢ao quimica

Foi observada alta variabilidade na composicdo das cascas de jabuticaba. As
quantidades de cascas nos frutos de jabuticaba variaram de 28,2% (m/m) (A23) a 48,8% (A8)
(Tabela I 2). Os valores estdo de acordo com o relatado por (LIMA et al., 2008) em amostras
de jabuticaba das variedades Paulista (33%) e Sabara (43%). As amostras utilizadas neste
estudo foram adquiridas diretamente do mercado e de produtores locais, sem identificagéo de
variedades ou procedéncias especificas, refletindo uma amostragem a que os consumidores
teriam acesso, considerando assim a variabilidade natural dos frutos. Os rendimentos das
farinhas produzidas variaram de 8,2 a 18,2% (Tabela | 2). Todas as farinhas preparadas
apresentaram teores de umidade abaixo do limite recomendado de 159/100 g para farinhas, de
acordo com a legislacdo brasileira para controle de qualidade do produto (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2005) (Tabela | 2).

Imagens das farinhas de jabuticaba produzidas podem ser vistas na Figura | 2. Os
valores de luminosidade (L*) variaram de 19,78 (A5) a 40,23 (A28) (Tabela I 2). Os valores
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de luminosidade sdo baixos em comparacdo com outras farinhas produzidas a partir de
residuos de frutas, como a farinha de residuo de pequi (epicarpo e mesocarpo) (45,2 a 55,2) e
farinha de casca de buriti (55,1 a 62,4) (LEAO et al., 2017; RESENDE; FRANCA;
OLIVEIRA, 2019). No entanto, farinhas escuras (baixa luminosidade) podem ser adicionadas
a produtos de panificacdo integrais que também sdo escuros e tém reivindicacGes de
funcionalidade. Farinhas de casca de jabuticaba também podem ser adicionadas a produtos
que apresentam cor semelhante. Para tanto, devem ser observados os valores de angulo Hue
(h°). Todas as amostras apresentaram tonalidade avermelhada (angulo Hue de 8,58 a 21,47 -
Tabela | 2). A intensidade da cor (C*) variou de 16,19, correspondendo a amostra menos

vivida (Ab), até 26,40, correspondendo a mais vivida (Al).

Figura | 2- Imagens das FCJ produzidas
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Fonte: A autora.
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Tabela | 2- Proporcéo de cascas, rendimento, umidade e parametros de cor das FCJ

Amostras nggfarsg?&) ()je Ren?(:/rsento L(Jg?llgggf L* Cc* h°

Al 42,6 13,6 9,94 + 0,191 29,71 + 0,18% 26,40 + 0,122 | 14,35+0,18%
A2 34,7 17,5 11,15 £ 0,057 | 23,92 +0,29™ | 20,37 + 0,277 | 10,20 + 0,041K
A3 45,7 12,3 11,25 + 0,047 | 27,93 + 1,17%f0 23,84 + 0,85 | 11,56 +0,30%"
A4 34,6 11,8 9,93 + 0,05 25,15 + 0,319k | 19,99 +0,14" | 10,15 + 0,46
A5 36,2 8,3 14,99 + 0,042 19,78 + 0,69 16,19 +0,52' | 11,46 + 0,329
A6 32,7 12,5 9,02 +0,13' 21,84 +0,32m° 18,98 + 0,291 9,51 +0,23'
A7 39,7 8,4 14,42 £ 0,08 | 23,68 + 0,24iKmn 18,75+ 0,29% | 13,93 +0,28%
A8 48,8 9,2 12,35 + 0,03« 28,98 + 0,65 24,74 +0,37° | 16,45+ 0,05°
A9 47.4 8,2 14,83 £ 0,152 21,53 + 0,08™ 17,77 £0,04¢ | 13,39 + 0,51
Al10 48,1 10,8 11,24 + 0,04¢fhi 35,59 + 1,28° 20,04 +0,45" | 21,18 +0,16°
All 36,2 15,7 13,39 + 0,6 25,98 + 0,459k | 20,76 +0,23%%" | 858+ 0,27
Al2 31,4 16,9 11,91 + 0,01%f 22,84 + 0,73 20,16 + 0,599 | 10,97 + 0,16"i
Al3 37,8 13,4 10,76 £ 0,03% | 23,40 +0,08<™ | 20,06 +0,54" | 11,11 +0,07"
Al4 35,4 10,6 12,27 +0,07¢ 26,20 + 0,39fnik | 19,81 + 0,30" 10,68 +
Al5 47,7 8,2 14,57 + 0,382 26,10 + 0,879k | 20,18 + 0,46% | 14,57 + 0,35%
Al6 31,5 17,0 11,68 + 0,03d¢ | 24,98 + 1,33"iKl 19,76 £0,74" | 9,98 + 0,204
Al7 449 11,4 10,29 + 0,05" 29,20 + 1,220 23,85+0,28° | 11,15+0,31"
Al8 41,2 16,1 12,10 + 0,09%f 31,40 +1,62¢ 21,90 + 0,50°%f 9,54 + 0,28
Al9 38,8 18,2 10,68 + 0,699 | 24,05 + 0,55/KImn 19,05 + 0,215 | 12,24 + 0,339
A20 43,4 16,0 10,20 + 0,631k 30,29 + 0,44 21,77 +0,13%f | 1522 +0,21%
A21 40,7 14,4 12,03 £ 0,04%f | 2459 +0,210Km | 2219+0,17°% | 9,67 +0,14'
A22 34,1 12,4 12,07 £0,10%f | 26,30 +£0,72f"i | 23,19 + 1,58 10,70 +
A23 28,2 18,2 10,28 + 1,25" 25,75 + 0,599nik 18,76 + 0,09 | 16,01 + 0,12
A24 36,4 13,6 10,43 £0,11" | 24,31 +0,32Km | 2209 +0,67% 9,75 +0,23'
A25 33,7 15,3 12,32 +0,15¢ 27,44 +0,58%fM | 1931 +0,37% | 15,15 + 0,35
A26 34,9 12,8 11,54 £ 0,36%% | 27,82 +1,19%f" | 2138 +0,74%%" | 1551 +0,47°
A27 29,1 16,1 11,65 + 0,35%f | 27 30 + 0,50 19,55+ 0,521 | 14,18 +0,19¢
A28 40,0 10,8 9,17 + 0,204 40,23 + 2,672 19,50 £ 0,121 | 21,47 +0,58?

1Em que: L* = Luminosidade; h° = tonalidade; c* = intensidade. 2 Médias seguidas de mesma letra, em uma mesma coluna,

ndo diferem entre si a 5% de significancia; (n=3).

Os valores determinados para a composicdo centesimal das farinhas da casca de

jabuticaba estdo apresentados na Tabela | 3 (base seca). Os teores de lipidios foram baixos

para todas as farinhas preparadas, como esperado para a farinha de frutas. Apenas trés

amostras (A6, A20 e A23) apresentaram teores lipidicos acima de 4 g/100 g. Os niveis de

proteina variaram de 3,81 g/100 g (A3) a 7,27 g/100 g (Al5) e os conteudos de cinzas
variaram de 3,34 /100 g (A16) a 7,87 g/100 g (A28). E importante observar a alta

variabilidade nos teores de cinzas e que a maioria das amostras apresentou teores de cinzas

acima da faixa relatada na literatura para cascas de jabuticaba: 3,2 - 4,0 g/100 g (GURAK et

al., 2014; INADA et al., 2015). Isso é atribuido ao fato de que neste estudo empregou-se uma
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grande variedade de amostras de jabuticaba, enquanto a maioria dos estudos publicados focou

em amostras de uma origem especifica.

Tabela I 3- Composicéo centesimal das FCJ (base seca)

Lipidios totais Proteinas Cinzas Carboidratos
Amostras (9/100g) totais (g/100g) (9/100g) totais (g/100g)
Al 3,03 5,30 + 0,41bcde 5,50 + 0,620 86,17
A2 3,08 4,71 + 1,05b0 5,23 + 0,890def 86,98
A3 2,57 3,81 +£0,19¢ 5,41 + 0,37¢ 88,21
Al 2,40 4,87 + 0,770 6,43 + 0,65« 86,30
A5 1,04 5,12 + 0,630cd 5,25 + 0,61 60f 88,59
A6 5,12 4,44 + 0,50 6,57 + 0,63 83,87
A7 2,09 4,68 + 0,130cd 5,35 + 0,570 87,88
A8 1,81 5,20 + 0,20bcde 6,11 + 0,53% 86,88
A9 1,76 5,07 + 0,41bcde 6,61 + 0,213 86,56
Al0 1,75 4,87 + 0,5500% 5,27 + 0,560 88,11
All 2,08 4,64 + 0,910 7,48 +1,08% 85,80
Al2 2,53 4,15 +0,78%¢ 5,14 + 0,69°0f 88,18
Al3 1,86 4,67 + 0,885 5,75 + 0,26 87,72
Al4d 2,16 5,74 + 0,38 6,24 + 0,69% 85,86
Al5 0,84 7,27 £ 0,228 6,00 + 0,212bcd 85,89
Al6 0,99 4,61 + 1,030 3,34 + 0,09 91,06
Al7 0,77 6,38 + 0,28% 6,23 + 0,343 86,62
Al8 0,99 5,24 + 0,3600% 5,42 + 0,36 88,35
A19 1,76 4,85 + 0,400 3,49 + 0,11 89,90
A20 5,19 5,60 + 0,6430cde 5,02 + 0,419%f 84,19
A21 1,99 3,96 + 0,40% 6,39 + 1,473 87,66
A22 2,68 5,15 + 0,47bcde 6,76 + 0,55 85,41
A23 4,06 4,30 + 1,06%® 5,60 + 0,73° 86,04
A24 1,77 3,98 + 0,56% 5,62 + 0,910« 88,63
A25 0,96 5,56 + 0,223bcde 4,99 + 0,120f 88,49
A26 1,35 4,45 +0,17%¢ 5,18 + 0,1200f 89,02
A27 0,72 5,39 + 0,48bcde 7,13 +0,65%° 86,76
A28 2,14 5,95 + 0,26%°¢ 7,87 £1,028 84,04

Médias seguidas de mesma letra, em uma mesma coluna, ndo diferem entre si a 5% de

significancia.

Os teores de fibras alimentares insoluveis, solUveis e total, em matéria seca e

desengordurada, estdo dispostos na Tabela | 4. Fibras alimentares insolGveis variaram de
26,99 ¢/100g (A1l) a 46,33 g/100g (A28). E fibras alimentares solUveis variaram de 4,41
g/100g (A6) a 9,27 g/100g (A21).



Tabela | 4-Teores de fibra alimentar das FCJ (base seca)

Amostras FAI (g/100g) FAS (g/100g) FAT (g/100g) FAI/FAS
Al 41,43 +1,82%¢ 5,45 % 0,75¢fn 46,87 7,61
A2 29,40 + 0,739Ni 5,90 + 0,48bcdefan 35,30 4,98
A3 33,97 + 1,43%fh | 6 50 + 1,460cdefh 40,47 5,23
A4 29,94 + 1,517N | 7,00 + 0,25%cdefoh 36,93 4,28
A5 32,66 + 0,36 cfoni 4,80 +0,83% 37,46 6,80
A6 34,79 + 6,10%f0 4,41 1,01 39,20 7,89
A7 35,12 + 2,27°%f8 | 6 72 + 0,9]2bcdefgh 41,84 5,23
A8 33,62 + 3,32¢foh 6,01 + 0,79bcdefoh 39,62 5,59
A9 33,563 + 3,16°9" | 6,69 + 0,492bcdefon 40,22 5,01

A10 41,97 +0,65% 7,81 + 0,97 7bcde 49,78 5,37
All 26,99 + 0,71) 8,68 + 0,69% 35,67 311
Al2 31,77 + 0,36°Mi 5,56 + 0,63¢defon 37,33 5,72
Al3 31,78 + 1,92¢foni 8,21 + 0,8717bcde 39,98 3,87
Al4 36,31 + 1,98Pcdef 8,35 + 1,80%° 44,66 4,35
Al5 34,14 + 1,49%f" | 22 + 0 g5Pcdefo 40,37 5,49
Al6 30,69 + 0,80%feMi | 6,77 + 0,532bcdefoh 37,45 4,53
Al7 33,38 + 0,85°0Mi 8,35 + 0,56% 41,73 4,00
Al8 36,71 +0,59°% | 7,08 + 0,4220cdefgh 43,79 5,19
Al19 27,17 + 3,081 6,16 + 0,37bcdefoh 33,33 4,41
A20 40,03 + 0,912 4,91 +0,80f" 44,94 8,16
A21 27,93 + 0,33" 9,27 +1,78° 37,20 3,01
A22 32,69 + 0,46°9Ni | 7,49 + 0,39%0cdefy 40,18 4,37
A23 29,36 + 1,139Mi 7,25 + 0,3230cdefg 36,61 4,05
A24 33,02 + 1,51°f0ni 7,76 + 0,4020cde 40,78 4,26
A25 35,11 + 0,42 | 7,42 + 1 0630cefo 42,53 4,73
A26 35,07 + 1,11°df 7,66 + 0,8620cdef 42,73 4,58
A27 33,38 + 2,86°Mi 5,51 + 0,959%fn 38,89 6,06
A28 46,33 + 2,157 6,46 + 1,34abcdefgh 52,79 7,17

1IEm que: FAI = fibra alimentar insollvel; FAS = fibra alimentar; FAT = fibra alimentar

total. 2Médias seguidas de mesma letra, em uma mesma coluna, ndo diferem entre si a 5%

de significancia; (n=3). soltvel.
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Os resultados encontrados foram, em média, superiores a maioria outros descritos na

literatura. Leite-Legatti et al. (2012) descreveram um pd produzido a partir de cascas de

jabuticaba liofilizadas com cerca de 20,00 g/100g de fibras insollveis e 5 g/100g de fibras

soluveis; investigadas pelo mesmo método enzimatico gravimétrico usando neste estudo (ASP
et al.,1983). Alezandro et al. (2013), pelo método enzimatico gravimétrico AOAC 991.43,

encontram 17,0 g/100g de fibras insoluveis e 2,30 g/100g de fibras sollveis em cascas de

jabuticaba Sabara e 16,1 g/100g de fibras insollveis e 1,80 g/100g de fibras sollveis na

espécie Paulista. Batista et al. (2017), também pelo método da AOAC, obtiveram resultados

mais proximos ao presente estudo com cascas de jabuticaba secas em estufa convectiva, tendo

encontrado 25,34 g/100g de fibras insoltveis e 8,49 g/100g de fibras solGveis.

Usando o
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método AACCI 32-07.01, Oliveira, Alencar e Steel (2018) calcularam 24,12 g/100g e 6,87
9/100g de fibras insoluveis e solUveis, respectivamente, em um po produzido com cascas de
jabuticaba Sabara. As diferencas encontradas, principalmente no presente estudo, em que o
mesmo método de analise foi empregado para todas as amostras, refletem a grande
variabilidade do conteudo de fibras alimentares em cascas de jabuticaba, em uma dimenséo
que ainda ndo tinha sido relatada na literatura. Portanto, fica demonstrado que cascas de
jabuticaba maduras apresentam grande variabilidade no conteddo de fibras alimentares e que

esses teores podem ser bastante superiores aqueles descritos até entdo.

Outro aspecto importante em relagéo as fibras alimentares € a proporcao entre as fibras
insollveis e sollveis, que interfere nas propriedades tecnoldgicas dos produtos alimenticios e
também em parametros de saide. Oh, Bae e Lee (2014) observaram comportamentos distintos
de bolos com diferentes proporcdes de fibras sollveis e insolGveis para propriedades de
hidratacdo, volume, dureza e indice glicémico. Burton-Freeman et al. (2017), em um estudo
clinico com mulheres com excesso de peso, destacaram a importancia da incorporacao de
maior proporcdo de fibras sollveis para mais beneficios metabdlicos e controle de apetite e
ingestdo caldrica. No entanto, é sabido que, em geral, os alimentos possuem maiores
quantidade de fibras insollveis que solUveis e que, alimentos com menor razdo entre fibras
insollveis/solUveis sdo importantes para o acréscimo das fibras solUveis na dieta. As farinhas
de cascas de jabuticaba produzidas neste estudo tém proporc¢édo de fibras insolUveis/soluveis
que variam de 3,01 (A21) a 8,16 (A20); valores que se destacam entre outros encontrados na
literatura para amostras semelhantes. Marques et al. (2013) apresentam dados de fibras
alimentares de farinhas de bagaco e sementes de acerola, com razbes entre fibras
insollveis/soluveis de 3,27 e 15,89, respectivamente. Trabalhando com maracuja, as razdes
entre fibras insolUveis/solUveis dos dados encontrados por Lépez-Vargas et al. (2013) séo de
2,69 para um pé produzido a partir do albedo e 9,17 para uma amostra produzida com a polpa
e as sementes. Em um estudo clinico de intervengcdo sobre componentes da sindrome
metabdlica, Urquiaga et al. (2015) utilizaram uma farinha de bagaco de uva de vinho tinto,
cuja proporcdo entre as fibras insoltveis/soluveis era de 12,48. Ressalta-se, portanto, que as
farinhas de cascas de jabuticaba apresentam proporcGes de fibras insolGveis/sollveis
proximas ou melhores que as referéncias descritas na literatura. Portanto, de modo geral,
farinhas de cascas de jabuticaba sdo boas fontes de fibras alimentares sollveis, mas o

contetdo pode variar significativamente entre as mais diversas amostras disponiveis.
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Os solidos soluveis sdo uma medida dos solidos dissolvidos em uma solugdo aquosa.
A escala Brix é uma escala numeérica de indice de refracdo, calibrada em gramas de sacarose
contidos em 100 g de solucdo. Os valores de sdlidos solUveis das solucdes aquosas das
farinhas produzidas variaram de 5,1 °Brix (A28 e Al13) a 6,3 °Brix (A2) (Tabela | 5). Apesar
das farinhas terem sido produzidas a partir de cascas de jabuticaba, parte da polpa aderida as
cascas também foi processada. Embora todas as frutas estivessem maduras (cascas pretas),
foram identificadas variacdes no teor de actcar. O pH das solucdes de farinhas de casca de
jabuticaba variou ligeiramente de pH = 3,09 (A8) a pH = 3,44 (A27) (Tabela 1 4).

Tabela | 5- Teores de sélidos soltveis e pH das FCJ

Amostras | Sélidos soltveis (°Brix) pH

Al 5,4 +0,3ikIm 3,11 + 0,06k
A2 6,3+0,1° 3,40 +0,072¢
A3 5,7 +0,1fhii 3,21 + 0,06¢fahiik
A4 5,6 + 0,1 fanii 3,38 + 0,063
A5 5,6 + 0,1fanik 3,36 + 0,062cd
A6 6,0 + Q,]2abcde 3,41 +0,04%
A7 5,5 + 0,19nik 3,12 + 0,06k
A8 5,8 + 0,]cdefgh 3,09 + 0,06
A9 5,6 + 0,19nik 3,13 + 0,06k
Al0 5,7 +0,1hii 3,19 + 0,07¢foniik
All 6,2 +0,1% 3,41 +£0,03%®
Al2 6,1 + 0,28bcd 3,30 + 0,03abcdefg
Al3 51+0,1m 3,20 + 0,04¢fonijk
Al4 5,3 +0,1km 3,15 + 0,03niik
Al5 5,4 +0,1iK 3,18 + 0,06niik
Al6 6,1 + 0,1 8bcd 3,27 + 0,03bcdefghi
Al7 5,7 + 0,1¢fonii 3,19 + 0,04¢faniik
Al8 5,6 + 0,1 fanii 3,31 + 0,03abcdefg
Al9 5,6 + 0,1anik 3,32 + 0,02abcdef
A20 5,7 + 0,29efonii 3,28 + 0,04bcdefgh
A21 6,1 + 0,12bcd 3,24 + (,03defghij
A22 5,5 + 0,3hiik 3,16 + 0,029nik
A23 5,9 + (,1bedef 3,26 + 0,03cdefgnij
A24 5,8 + 0, cdefhi 3,20 + 0,02¢faniik
A25 5,9 + 0,100 3,29 + 0,09bedefgh
A26 5,8 + 0,]cdefgh 3,09 +0,02%
A27 6,1 +0,1%c 3,44 +£ 0,032
A28 51+0,1m 3,33 + 0,02abcde

Médias seguidas de mesma letra, em uma mesma coluna, ndo diferem
entre si a 5% de significancia; (n=3).



56

3.2 Conteudos de fendlicos totais extraiveis, polifenois ndo extraiveis, antocianinas,
carotenoides e clorofilas

Os teores de fendlicos totais extraiveis (FTE) sdo mostrados na Figura | 3. Uma
avaliacdo dos graficos mostra uma grande variabilidade entre as amostras. Os teores de FTE
variaram de 8,90 g EAG/100 g (A23) a 16,49 g EAG/100 g (A17), uma variacdo de cerca de
85%. Essa variacdo também foi observada para dados da literatura sobre os teores de FTE de
cascas de jabuticaba, que variaram de 3,02 g EAG/100 g (GURAK et al., 2014) a 12,1 g
EAG/100 g (INADA et al., 2015). Embora existam diferengas na quantidade e concentragéo
dos solventes de extracdo dependendo do estudo, os resultados deste trabalho indicam que as
diferengas no conteudo s&o inerentes as amostras. A variedade de compostos fenolicos
também é expressiva, conforme demonstrado por Albuquerque et al. (2020), que identificou
quatorze compostos fendlicos ndo antocianinicos por HPLC em extrato de casca de

jabuticaba.

Figura | 3- Gréfico dos contetdos de fendlicos totais extraiveis das FCJ
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Quando comparadas aos demais residuos do processamento de frutas, as farinhas de
casca de jabuticaba se mostram importantes fontes de compostos fendlicos. Mesmo as
amostras que apresentaram as menores quantidades de fendlicos tém teores elevados em
comparacdo a farinha de bagaco de uva de vinho tinto (4,11 g EAG/100 g) (URQUIAGA et
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al., 2015) e farinha de casca de buriti branqueada (0,93 g EAG/100 g) (RESENDE et al.,
2019). As amostras com maiores valores apresentaram teores fenolicos comparaveis aos da
casca de pequi (epicarpo e mesocarpo) (17,42 g EAG/100 g), valores estes que estdo entre 0s
mais elevados descritos na literatura (LEAO et al., 2017).

Os conteudos totais de polifendis ndo extraiveis variaram de 842,88 mg/100 g (A4) a
1889,06 mg/100 g (Al14) (Figura I 4). Esses valores séo altos em comparacdo a feijao cozido
(591 mg/100 g) e macéd com casca (55 mg/100 g) (ZURITA et al., 2012), bem como cascas de
pequi (216-347 mg/100 g) (LEAO et al., 2017). E importante ressaltar que as concentracdes
de polifendis ndo extraiveis confirmam que a maioria dos compostos fenélicos nao € avaliada
no descarte dos residuos das extragBes. Esses compostos, ligados a fibra alimentar, chegam ao
célon onde, pela agdo da microbiota sobre os polissacarideos, sdo liberados da matriz e
transformados em pequenos metabdlitos que podem ser absorvidos ou permanecer no colon
atuando como antioxidantes (PEREZ-JIMENEZ; TORRES, 2011).

Figura | 4- Gréfico dos contetdos de proantocianidinas das FCJ
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Os conteudos de AMT variaram de 344,00 mg/100 g (A10) a 1304,52 mg/100 g (A5)
(Figura 1 5), uma variacdo de aproximadamente 280%. Esses valores estdo na mesma faixa
dos relatados para cascas de jabuticaba liofilizadas submetidas a diferentes processos de
extracdo: 630,46 mg/100 g [extracdo com metanol 70% (v /v)] e 404,56 mg / 100 g (dgua
fervente) (LENQUISTE et al., 2015). Neste trabalho optou-se pela extragdo com acetona e
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sua particdo com cloroférmio, com a concentracdo das antocianinas na fase aquosa e a
remocao de lipidios, clorofilas e outros compostos insoliveis em &gua, conforme recomendam
Giusti e Wrolstad (2001). As antocianinas sdo 0s compostos de maior destaque na jabuticaba,
sendo responsaveis pela cor das cascas frescas e da polpa processada. As concentraces de
AMT nas farinhas produzidas séo altas em comparacdo com aquelas de tipos semelhantes de
residuos: farinha de bagaco de uva para vinho (149 mg/100 g) (URQUIAGA et al., 2015) e
farinha de arroz preto (Oryza sativa L.) (56,8 mg/100 g) (ROCCHETTI et al., 2017).

Figura | 5- Grafico dos conteudos de antocianinas monomeéricas totais das FCJ
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Quantidades significativas de carotenoides também foram encontradas nas farinhas
produzidas (Figura | 6). As concentracOes de carotenoides totais variaram de 1925,22 ug/100
g (All1) a 4296,41 ng/100 g (Al14), com variagdo de cerca de 123%. Este é o primeiro estudo
gue mostra a variabilidade dos carotenoides totais entre as cascas de jabuticaba. Batista et al.,
(2017) relataram 2870 pg de carotenoides totais por 100 g de cascas de jabuticaba também
secas em estufa convectiva. As concentracdes totais de carotenoides encontradas nas farinhas

produzidas estdo dentro da faixa relatada para outras farinhas feitas com residuos, como de
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pequi (epicarpo e mesocarpo) (3499,03 pg/100 g) (LEAO et al., 2017) e casca de buriti
(1186,7 pg/100 g) (RESENDE et al., 2019).

Figura | 6- Grafico dos conteddos de carotenoides totais das FCJ
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Os contetidos de clorofilas estdo indicados na Figura | 7. Conforme explicam
Lichtenthaler e Buschmann (2001), os conteudos de clorofilas dependem de vérios fatores,
incluindo tipo de vegetal, condi¢bes de crescimento, estadio de maturacdo e processamento
dos alimentos. Desses, apenas as condigdes de crescimento sdo desconhecidas no presente
trabalho, visto serem todas amostras de cascas de jabuticaba, colhidas maduras e processadas
em farinha pelo mesmo método. Os autores citam que durante 0 amadurecimento dos frutos,
que passam de verde a outras cores, a razao entre a soma das clorofilas a e b pelo total de
carotenoides diminui continuamente (Lichtenthaler e Buschmann, 2001). Zude-Sasse; Truppel
e Herold (2002) discutem que o teor de clorofila da casca das frutas fornece a cor de fundo da
fruta, tendo observado redugdo do conteddo de clorofila a durante o desenvolvimento de
macas. As concentragdes de clorofila a variaram de 5607,91 pg/100 g (All) a 14602,40
Hg/100 g (Al7) e de clorofila b de 2422,90 ug/100 g (A15) a 9944,60 pg/100 g (Al7).
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Figura | 7- Graficos dos conteudos de clorofilas das FCJ
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3.3 Andlise de FTIR

Os espectros FTIR de uma amostra de farinha de casca de jabuticaba (Al18) e suas

fragbes FAI e FAS sdo mostrados na Figura | 7. Nos espectros de FAS e FAI, as bandas em
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3600 a 3200 cm™ sdo mais discretas do que na amostra de farinha e correspondem ao
alongamento O-H e podem ser atribuidas a umidade (Barbosa, 2007). As bandas na regido
1760-1650 cm™ sdo caracteristicas de grupos carboxila esterificados e ndo esterificados em
pectinas e estdo presentes nas amostras de FAS e farinha. Outros picos relacionados a pectina
podem ser vistos em FAS: 1440 cm™ (estiramento assimétrico de vibragdo de ésteres
metilicos); 1022 cm™ e 953 cm* (vibracdes do anel) (KACURAKOVA et al., 2000)

No espectro de FAI, 1650 cm™ (deformacdo angular N-H das amidas) e 1760 cm™
(ligacdo carbonila) podem estar relacionados tanto a proteinas ndo digeridas quanto a
enzimas. No espectro de FAI, também podem ser observados picos atribuidos a celulose:
1362 cm? (flexdio CH.), 1160 cm™ (estiramento assimétrico O—C-O) e 1030 cm™
(estiramento C-O, estiramento C—C); e hemicelulose: 1362 cm™ (flexdo CH, xiloglucano),
1064 cm™* (estiramento C-0) e 1041 cm™ (estiramento C-O—C, glicosidico) (CHYLINSKA
etal., 2016).

A presenca de compostos fenolicos foi atribuida a observacdo simultanea de trés
bandas: 3600-3200 cm™ (estiramento O—H), 1410-1320 cm™ e 1260-1180 cm™, resultante da
interacdo da deformacdo angular de O—H e estiramento C-O (BARBOSA, 2007).

Figura | 8- Imagens dos espectros FTIR de FCJ (vermelho) e das fracdes de fibra
alimentar insolavel (verde) e soltvel (azul)
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Os dados FTIR (800-1800 cm™) da FCJ e fragGes de fibra alimentar foram submetidos
a correcdo de linha de base (por minimos quadrados ponderados), SNV e foram centrados na
média. Os dados processados foram usados para analise de componentes principais (PCA).

PC1 explicou 78,11% da variabilidade dos dados e PC2 explicou 15,33% (Figura | 8).
A separacdo das amostras de farinhas (lado positivo de PC1) das fracdes de fibra alimentar
(lado negativo de PC1) pode ser vista ao longo do eixo de PCL1.

Por meio do grafico dos loadings (ndo mostrado) foi possivel identificar quais
numeros de onda mais contribuiram para a separacdo das amostras. No lado positivo do PC1,
0s numeros de onda atribuidos as vibracfes de ligacdo das moléculas presentes nas farinhas
foram identificados como: 1750 cm™ (v(C=0) de 4cidos graxos); 1660 cm™ (v(C=C cis dos
acidos graxos) e 1655 cm™ (v(C=0) + o(N-H) da amida I, em proteinas) (SCHULZ,
BARANSKA, 2007). Do lado negativo de PC1, os numeros de onda mais importantes foram
atribuidos as vibracdes das ligacdes moleculares presentes nas fracdes da fibra alimentar,
incluindo aquelas atribuidas as pectinas: 1107 cm™ (v(CO), v(CC), anel); 1150 cm™ (v(COC),
anel); 1605 cm™ (vss (COO-) (SCHULZ & BARANSKA, 2007); 1093 cm-1 (v (CC) (CO),
anel) (CHYLINSKA et al., 2016); 1146 cm™ (W(O-C-Oas); (SZYMANSKA-CHARGOT;
ZDUNEK, 2013); celulose: 895 cm™ (deformagdo angular C1-H); 1160 cm? (v(COC)
glicosidico) (CHYLINSKA et al., 2016) e 1110 cm™ (v(CC), v (CO) no anel) (SCHULZ &
BARANSKA, 2007); e hemicelulose (xiloglucana): 944 cm™ (vibracdo do anel); 1130 cm™
(V(0-C-Oqs) € 1075 cm™ (v(CC) (CO) no anel) (SZYMANSKA-CHARGOT & ZDUNEK,
2013). PC2 separa as fracbes FAI (lado positivo) de FAS (lado negativo), principalmente. As
amostras FCJ estdo no lado negativo e mais perto do centro. O grafico de loadings de PC2
mostra valores negativos caracteristicos do FAI: 1035 cm™ (v(CO), v(CC), v(CCO) na
celulose); 985 cm™ (OCH?® em celulose); 1655 cm™ (v(C=0) + ® (N-H) da amida I, em
proteinas resistentes a digestdo); 1064 cm™ (v(CO) da hemicelulose) e 1650 cm™ (vibracdes
de compostos aromaéticos). O grafico de loadings de PC2 mostra valores positivos
caracteristicos do FAS: 951 cm™ (§(COH)); 1093 cm™ (v(CC) (CO)anet) € 1146 cm™ (v(O-C-
Oas); € FCJ: 1149 e 937 cm (vibragBes da molécula de sacarose); e 962 cm™ (frutose em
vibragbes da molécula de sacarose) (BARBOSA, 2007; SCHULZ & BARANSKA, 2007,
SZYMANSKA-CHARGOT & ZDUNEK, 2013; CHYLINSKA et al., 2016).

A clara separacdo das amostras de farinha das fragbes de fibra dietética por PCA
confirma o uso potencial de espectroscopia FTIR para analise de fibras.
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Figura | 9- Gréafico PC1 x PC2 dos dados FTIR de fracGes de fibra alimentar e de FCJ
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3.4. Avaliacao comparativa de dados de FTIR e composi¢cdo quimica

Amostras de um mesmo tipo de fruta classificada como madura podem apresentar
variagcBes em sua composicdo de acordo com a variedade, origem, caracteristicas de cultivo,
entre outros fatores. As espécies selvagens podem variar ainda mais de acordo com as
adaptacOes bioldgicas e a falta de melhoria da cultura. Identificar como um conjunto de
amostras semelhantes difere € um desafio. A PCA é uma analise pela qual é possivel observar
a diferenciacdo das amostras. A analise de FTIR envolve todos os compostos presentes em
uma amostra. Portanto, os espectros FTIR completos sdo Uteis para discriminar diferentes
amostras. As analises de compostos especificos ndo cobrem toda a composicdo e
negligenciam a proporcdo de compostos no material, sendo necessario identificar quais
compostos sdo mais importantes para o0 conjunto de amostra de interesse.

PCAs dos dados de FTIR e da composicdo quimica das farinhas produzidas (Figuras |
9 e | 10, respectivamente) fornecem uma separagdo semelhante da maioria das amostras
(verde vs. vermelho). A PC1 da PCA dos dados de FTIR explica 92,44% da variabilidade e a
PC2 explica 2,20% da variabilidade. A partir do grafico de loadings de PC1 (dados ndo
mostrados), observou-se que a regido da impressdo digital (1800 cm™ a 800 cm™) teve maior

influéncia na separagio das amostras, seguida pela regido em torno de 3300 cm™ (estiramento
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O-H). A PC1 da PCA dos dados de composi¢do quimica explicou 26,69% da variabilidade,
enquanto a PC2 explicou 17,54% da variabilidade. E importante ressaltar que os dados de
umidade foram omitidos nesta PCA, uma vez que a composi¢cdo centesimal € apresentada em
base seca, e a regido de estiramento O-H (presente na dgua) tem grande influéncia no modelo
de dados de FTIR.

Figura | 10- Grafico de PC1 vs. PC2 dos dados de FTIR
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Figura | 11- Gréfico biplot PC1 vs. PC2 dos dados de composi¢do quimica

-0,5 0 05

Fendlicos extraiveis

o~ o 404
ia 2 Antocgar™ Clorofila b Sorofilaa ]
© 5 ! arotenoides
~ o2
bt
o
o 0 — 0
o 518
51
“FAI 192
-2 527
404
-4 —_— _—  q-0s
-4 -2 0 2 4 6

PC 1 (26.69%)



65

A avaliacdo da Figura | 10 indica que do lado negativo do PC1 estdo as amostras que
apresentaram maiores valores de °Brix, antocianinas e pH, e menores valores de clorofilas e
fibras, sugerindo associa¢do a um estadio de maturacdo mais avancado. Do lado positivo de
PC1, estdo as amostras que apresentaram maiores valores de fibras alimentares, clorofilas,
carotenoides, FTE e polifendis ndo extraiveis (NEPA), sugerindo associacéo a frutos que ndo
atingiram a maturacdo plena. Durante o amadurecimento das frutas, varios processos
bioguimicos ocorrem, incluindo degradacédo da clorofila e sintese de outros pigmentos, sintese
de agucares, reducdo da acidez (pela diminuicdo do teor de &cidos organicos que sao usados
como substratos no processo respiratério) e alteracBes de textura causadas pela decomposigédo
de componentes da parede celular (celuloses, hemiceluloses e pectinas). Lee et al. (2015)
quantificaram metabdlitos primarios e secundarios presentes em frutos de Lonicera caerulea
durante sete diferentes estdios de amadurecimento. Os autores observaram um aumento
gradual dos agUcares ap6s o estadio quatro e um aumento maior nas antocianinas apds o
estadio seis, além de maiores valores de conteddo fenolico total no estadio um em
comparagdo com o0s outros estadios. Os autores afirmam que a cor dos frutos e o teor de
antocianinas e agucares podem servir como indicativos do estadio de maturacédo dos frutos de
L. caerulea. A avaliacdo da PCA em conjunto com a aplicagdo da correlagédo de Pearson
indicou que FCJ com maiores teores de antocianina apresentou menores valores de
luminosidade (r = -0,6986; p = 0,0000) e menor angulo Hue (r = - 0,6474; p = 0,0002),
mesmo comportamento observado para frutos de L. caerulea. Portanto, a diferenca de
maturacdo, frutos mais e menos maduros, pode ser o principal fator de separacdo das
amostras. No entanto, € importante considerar que a composi¢do quimica das frutas também
pode variar conforme outros fatores, como caracteristicas do solo, exposi¢cdo ao sol,
disponibilidade de nutrientes, entre outros.

Também foram observadas as seguintes correlagbes moderadas entre fibras
alimentares e compostos antioxidantes: entre as quantidades de FAS e NEPA (r = 0,44; p <
0,05) e entre o teor de FAI e os niveis de antocianinas (r = - 0,45; p < 0,05).

E interessante notar que as amostras com 0s maiores teores de NEPA também
apresentaram maiores quantidades de FAS, mas ndo de FAI. Nao ha justificativa na literatura
para essa correlacdo. No entanto, essa relacdo é importante para a bioacessibilidade e
biodisponibilidade de compostos bioativos. Esses compostos séo sintetizados dentro das
células vegetais, onde sdo armazenados em vacUolos. Durante o amadurecimento, a

polimerizacdo dos compostos pode ocorrer e as proantocianidinas aumentardo suas massas
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moleculares. Parte das proantocianidinas é transportada para a parede celular, onde interagem
com polissacarideos, principalmente pectinas, por ligacbes hidrofobicas e de hidrogénio
(RENARD, 2019). Apos a ruptura celular durante o processamento de FCJ, os compostos sdo
liberados dos vacuolos e ficam livres para interagir com as macromoléculas da parede celular.
Devido as quantidades de FAS e compostos fendlicos e da afinidade quimica entre eles, a
maior parte do NEPA possivelmente chegard ao cdlon junto com as fibras, onde, pela agdo da
microbiota local, podem ser liberados, transformados e absorvidos ou agindo localmente.
Renard, Watrelot e Le Bourvellec (2017) afirmam que a taxa de conversdo de
proantocianidinas em metabolitos ativos no colon é maior na presenca de fibras alimentares,
gue servem como substrato para 0os microrganismos col6énicos responsaveis pela conversao.
Assim, a associagdo entre FAS e proantocianidinas parece ser uma vantagem das FCJ, o que
justifica varios resultados positivos ap0s a ingestdo de cascas de jabuticaba, descritos na
literatura em estudo clinico (PLAZA et al., 2016) e em pesquisas experimentais (BATISTA et
al., 2017; LAMAS et al., 2018).

O contedo de antocianinas foi negativamente correlacionado com FAI (r = -0,45).
Essa correlacdo esta associada ao estadio de maturacao. A razdo inversa entre fibra alimentar
e antocianinas pode favorecer a absorcéo de antocianinas no trato gastrointestinal superior. Os
mecanismos de absorcdo e digestdo das antocianinas sdo muito complexos devido a
instabilidade das antocianinas nas variagdes do pH. Assim, muitas vezes esses compostos Sao
metabolizados e 0 que se observa é a absorcdo de seus metabdlitos, como os acidos fendlicos.
No colon, parece haver uma relacdo mutua entre as antocianinas e seus metabolitos com a
microbiota, esta Ultima participando da degradacdo das antocianinas, que por sua vez
modulam os microrganismos colénicos, favorecendo o crescimento daqueles benéficos a
salde humana (HAN et al., 2019).

As FCJ apresentam composic¢des quimicas que as diferenciam de acordo com o estadio
de maturagdo, mesmo que todas as farinhas tenham sido produzidas a partir de frutos
maduros. As farinhas feitas com cascas mais maduras tém menos fibra alimentar e mais
antocianinas, e as farinhas feitas com cascas menos maduras tém mais fibra alimentar, NEPA,
FTE e carotenoides. Mas todos as FCJ apresentam vantagens nutricionais, seja pela absorcao
de compostos bioativos no trato gastrointestinal superior, seja pela biodisponibilidade desses
compostos no cdlon. O sinergismo entre fibra alimentar e compostos bioativos também ¢
relevante. As FCJ apresentam vantagens neste aspecto em relacdo a produtos semelhantes,
como o bagaco de uva (URQUIAGA et al., 2015) devido a sua composi¢cdo em fibra

alimentar e antioxidantes.
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A origem geogréfica das jabuticabas ndo apresentou influéncia sobre a separagdo de
amostras, conforme pode ser observado nas Figuras | 11 e | 12, que mostram a classificacédo

das cidades de origem por mesorregides e microrregides do estado de Minas Gerais.

Figura | 12- Gréfico de PC1 vs. PC2 dos dados de composi¢édo quimica das FCJ
classificadas segundo as mesorregides de origem das jabuticabas
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Figura | 13- Grafico de PC1 vs. PC2 dos dados de composi¢do quimica das FCJ
classificadas segundo as microrregides de origem das jabuticabas
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3.5 Modelos quimiométricos (PLS)

As matrizes alimentares sdo conhecidas por sua complexidade e, portanto, abordagens
multivariadas para analise de dados tém sido importantes para investigacdes alimentares. Os
modelos PLS tém se mostrado eficazes para quantificar compostos em alimentos.

Assim, empregando os dados aqui obtidos por andlise quimica convencional e
espectros de FTIR de todas as amostras de farinha, quatro modelos PLS foram construidos
para a determinacdo de FAI, FAS, FTE e AMT. A regido de impressao digital dos espectros
FTIR (1800 a 800 cm™) foi selecionada para a construgdo dos modelos. Inicialmente, foram
selecionadas 21 amostras para o conjunto calibragdo (75% do total) e 7 amostras para o
conjunto validacdo (25% do total) pelo método Kennard-Stone. Para 0 modelo FAI, uma
amostra foi excluida do grupo de validagdo (A26) devido ao alto valor residual (Q residual =
29,8) apds os pré-tratamentos. Os valores de referéncia obtidos pelos métodos convencionais
foram centrados na média. Os dados FTIR foram submetidos aos seguintes pré-tratamentos:
para os modelos FAI e FAS, correcdo da linha de base pela segunda derivada; para os
modelos FTE e AMT, minimos quadrados ponderados; para todos os modelos, SNV e
centralizacdo na média. Os modelos foram construidos com 3 a 6 variaveis latentes (VL), que
juntas explicaram 60,48 - 98,59% da variacdo em X e 92,82 - 97,50% da variagdo em Y. Os
parametros de calibragdo dos modelos PLS s&o apresentados na Tabela | 5. Todos os modelos
PLS apresentaram erros de calibracdo e validacdo baixos e relagdes RMSEP/RMSEC abaixo

de 3, indicando que ndo houve sobreajuste dos modelos.

Tabela | 6- Parametros de calibragcdo dos modelos PLS para predigéo de fibras
alimentares em FCJ

Testes LV R? RMSEC RMSECV RMSEP
Fibra alimentar insolGvel 3 0,84 1,22 4,31 3,08
Fibra alimentar solGvel 6 0,94 0,20 1,45 0,50
Fendlicos totais extraiveis 5 0,96 0,45 0,94 0,56
Antocianinas monomeéricas totais 6 0,90 0,68 2,33 0,88

O modelo PLS para determinacdo de FAI foi construido com 3 VL, que juntas

explicaram 60,48% da variagdo em X e 93,85% da variacdo em Y. O coeficiente de
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determinacéo (R?) foi de 0,84. A Figura | 13 mostra o grafico de valores preditos por FTIR vs.
os valores mensurados pelo método de referéncia e a Figura | 14 mostra o grafico de VIP
scores. A analise de VIP scores indicou que os nimeros de onda que mais contribuiram para
a estimativa de FAI foram aqueles atribuidos a celulose e hemiceluloses: 985 cm™ (OCHs)
para celulose, 1034 cm™ para arabinogalactana (Tipo II) e para glucomanana, 1060 cm-1
(v(CO), v(CC), 8(OCH)) para celulose, e 1076 cm™ para glucana (KACURAKOVA et al.,
2000; SCHULZ & BARANSKA, 2007).

Figura | 14- Grafico dos valores preditos vs. mensurados de FAI
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Figura | 15- Grafico de VIP scores de FAI
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O modelo FAS foi construido com 6 VI, que juntas explicaram 76,02% da variagdo em
X e 97,50% da variacdo em Y. O R2 foi de 0,94. A Figura | 15 mostra o graficos de valores
preditos vs. mensurados e a Figura | 16 mostra o grafico de VIP scores. Os nimeros de onda
mais importantes para a estimativa de FAS, de acordo com os VIP scores, foram relacionados
a pectina: 1033 cm? (v(CO), v(CC), v(CCO)), 1008 cm™ (v(CO), v(CC), §(OCH), anel)
(SCHULZ & BARANSKA, 2007) e 1022 cm™; e também para glucana: 1076 cm™
(KACURAKOVA et al., 2000). E importante lembrar que as glucanas podem fazer parte das

fibras soltGiveis ou insol(veis.

Figura | 16- Gréfico dos valores preditos vs. mensurados de FAS
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Figura | 17- Grafico de VIP scores de FAS
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O modelo de determinacdo do FTE foi construido com 5 VL, que juntas explicaram
98,38% da variacdo de X e 96,31% da variacao de Y. O Rz foi de 0,96. A Figura | 17 mostra o
grafico de valores preditos vs. mensurados e a Figura | 18 mostra o grafico de VIP scores.
Entre os ndmeros de onda que mais contribuiram para a estimativa estdo alguns muito
proximos das bandas encontradas em (+) - catequina pura (1018 cm™ e 1112 cm™ atribuida ao
alongamento C-O e C—C, e 1143 cm™ (C—OH de fenil) (HU et al., 2016). Este é o melhor

modelo deste estudo.

Figura I 18- Gréfico dos valores preditos vs. mensurados de FTE

i T T T T

R = 0,96 .
16— | RMSEC =045 i
RMSECV = 0,94
RMSEF = 0,56

FTE predito m{gfg)

# Calibracdo —|
¥ Validacdo

g | | | | | | |
8 9 10 il 12 13 14 15 16 7

FTE mensurado (mg/g)

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura | 19- Grafico de VIP scores de FTE
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O modelo PLS para determinacéo do teor de antocianina (AMT) foi construido com 6
VL, que juntas explicaram 98,59% da variacdo em X e 92,82% da variacdo em Y. O
coeficiente de determinacédo foi de 0,90. A Figura 1 19 mostra o gréaficos de valores preditos
vs. mensurados e a Figura | 20 mostra o grafico de VIP scores.O nimero de onda que mais
influenciou na estimativa foi 1006 cm™, que pode ser atribuido as vibragdes de alongamento
do C-O nos polissacarideos. Outras bandas que também influenciaram o modelo foram
identificadas em padrfes de antocianinas, como: cianidina-3-O-glucosideo (1079, 1016 e 828
cm™), cianidina-3-O-sambubiosideo (1021 e 821 cm™) e delphinidin-3-O-sambubioside (1072
cm™) (CHOONG et al., 2019).

Figura | 20- Grafico dos valores preditos vs. mensurados de AMT
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Figura | 21- Gréfico de VIP scores de AMT
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E importante ressaltar que as antocianinas monoméricas totais foram analisadas
considerando a absorcdo maxima de cianidina-3-O-glicosideo. No entanto, outras
antocianinas, cujas estruturas sdo bastante semelhantes, também podem estar presentes. E
importante ressaltar que as antocianinas sao frequentemente os compostos de maior interesse
em cascas de jabuticaba e seus conteldos puderam ser satisfatoriamente previstos por
espectroscopia de FTIR em associacdo com modelos quimiométricos.

Os modelos desenvolvidos a partir dos dados de FTIR com PLS tiveram bom
desempenho na estimativa de FTE, AMT, FAS e FAI de farinhas de casca de jabuticaba. O
desempenho dos modelos foi semelhante ao das técnicas analiticas de referéncia, que usam

reagentes analiticos e sdo demoradas.

4 CONCLUSOES

As farinhas dos diferentes lotes de cascas de jabuticaba apresentaram diferencas
significativas na composicao quimica, correspondendo a expectativa para espécies selvagens.
A PCA dos dados sugere que a principal separacdo das amostras possa ser em relacdo a
maturacdo dos frutos, separando-os em mais e menos maduros. A aplicacdo da correlagédo de
Pearson indicou altas correlagdes negativas entre os conteddos de antocianinas e 0s
parametros de cor L* e h°, indicando que quanto mais escuras e vermelhas as farinhas,
maiores as concentragdes de antocianinas, como esperado. Correlacdo positiva moderada foi
observada entre os valores de FAS e de NEPA. Os niveis de antocianinas foram
negativamente correlacionados com FAIl. Essas correlagbes indicam que compostos
antioxidantes de diferentes FCJ estdo sujeitos a diferentes estratégias de utilizacdo pelo
organismo humano. Devido a combinacdo de FAS e NEPA, FCJ apresentaram vantagem de
uso em relacdo a produtos similares. Os dados de FTIR com modelo quimiométrico PLS
permitiram a construcdo de modelos de predicdo dos contetdos de FTE, AMT, FAS e FAI,
cujos desempenhos foram semelhantes aos dos métodos convencionais. A técnica apresentada

mostrou-se uma boa alternativa para analises rotineiras de composicao dessas amostras.
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CAPITULO 2

IDENTIFICACAO DE POLIFENOIS EM FARINHAS DE CASCAS DE
JABUTICABA (Plinia spp.) DE DIFERENTES LOTES E A PREDICAO
POR ANALISE DE FTIR
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1 INTRODUCAO

Os polifendis compreendem uma classe diversa de compostos que apresentam
atividade antioxidante e diferentes beneficios a saude. Sdo metabolitos secundarios dos
vegetais que ficam localizados, principalmente, nos vacuolos das células e atuam no sistema
de defesa das plantas contra agressdo de patdgenos, alteracGes de temperatura, radiacéo
ultravioleta, entre outros. Entre as principais fontes de polifenois estdo cacau e seus produtos,
diferentes ervas secas e especiarias, frutas avermelhadas de cor escura, oliva, alcachofra,
linhaga e oleaginosas como castanhas e nozes (MIHANFAR et al., 2021; RENARD, 2019).

A jabuticaba (Plinia sp.) é uma das frutas de cor escura fonte de polifendis, sobretudo
antocianinas, responsaveis pela colora¢do roxo escuro a preto de suas cascas. Dois estudos
recentes caracterizaram os polifenois presentes em cascas de jabuticaba (NEVES et al., 2021
& QUATRIN et al., 2019). Na espécie P. trunciflora, Quatrin et al., (2019) identificaram em
maior quantidade os taninos hidrolisaveis, seguidos por antocianinas; e na P. jaboticaba, o
conteido de antocianinas foi maior que o de taninos hidrolisaveis. O composto fendlico livre
encontrado em maior quantidade nas duas espécies foi cianidina-3-glicosideo (C3G). Neves
et al. (2021) analisaram quatro espécies de jabuticaba e também encontraram maior
guantidade de antocianinas na P. jaboticaba, sendo principalmente C3G e delfinidina-3-
glucosideo (D3G). Outros compostos como flavondis derivados de quercetina e miricetina e
grande variedade de derivados de &acido elagico e &cido metil elagico, também foram

encontrados.

No entanto, é sabido que o contetido de polifendis pode variar consideravelmente entre
um mesmo tipo de alimento devido a condi¢bes ambientais. Em estudo anterior, foi
identificada grande variagdo na quantidade de polifendis totais extraiveis, antocianinas
monoméricas totais, proantocianidinas e carotenoides totais em farinhas de cascas de
jabuticaba (RESENDE, OLIVEIRA, & FRANCA, 2020). No entanto, Fernandes et al. (2014)
destacam que a variacdo do teor de antocianinas ainda é muitas vezes negligenciada nos

estudos e que ainda existe essa lacuna de conhecimento.

Foram encontrados na literatura estudos que comparam amostras de diferentes
espécies, mas a investigacdo de polifenois especificos de uma grande amostragem de cascas
de jabuticaba ainda néo foi descrita. E sabido que o contetido de polifendis apresenta variagdo

entre cascas de jabuticaba, mas o quanto pode variar entre amostras disponiveis para consumo
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ainda ndo foi demonstrado. Lembrando que para tanto é importante que todas as amostras
sejam avaliadas por um mesmo método e que os extratos dos polifendis sejam realizados da

mesma forma.

No entanto, a quantificacdo de polifendis especificos exige um método de andlise mais
robusto. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance Liquid
Chromatography - HPLC) é amplamente usada para a identificacdo e quantificacdo de
polifendis. No entanto, trata-se de método de alto custo, demanda elevada de tempo, além de
gerar residuos toxicos. Por isso, 0 uso da espectroscopia FTIR juntamente com modelos
quimiométricos tem sido testado para predicdo de compostos cujo método de analise de
referéncia € HPLC. Deus et al., (2021) usaram FTIR e regressdo por minimos quadrados
parciais (partial least squares - PLS) para quantificar aminas bioativas em chocolates escuros
e obtiveram modelos com bom desempenho, especialmente para espermidina e triptamina.
Também em chocolates, Hu et al. (2016) obtiveram bons modelos de predicao de catequina e
epicatequina empregando PLS e FTIR. A combinacdo desses dois métodos também
demonstrou ser uma boa alternativa para a quantificacdo de antocianinas (SORIANO et al.,
2007) e elagitaninos (BASALEKOU et al., 2019) em vinhos.

No entanto a maioria dos trabalhos ainda emprega espectroscopia em infravermelho
para predicdo de polifendis totais ou de uma classe deles, como antocianinas, cujas técnicas
de referéncia empregam o uso de espectroscopia UV-visivel (BALTACIOGLU et al., 2021;
JOHNSON et al., 2020; RESENDE et al., 2020; SILVA et al., 2014; ZAREEF et al., 2021).
Estudos investigando a predicdo de compostos especificos, quantificados por cromatografia,
ainda sdo poucos e nenhum até 0 momento foi apresentado para cascas de jabuticaba ou outro

residuo agroalimentar.

Portanto, os objetivos desse trabalho foram avaliar a composicdo de polifendis
especificos em farinhas de cascas de jabuticaba (FCJ), investigando o quanto o conteddo
desses compostos pode variar em amostras produzidas a partir de lotes diferentes de frutas
disponiveis para consumo; e empregar FTIR juntamente com quimiometria para prever as
concentracOes desses polifendis em FCJ. A possibilidade de uma avaliacdo mais simples e
confiavel desses compostos pode contribuir para analises de rotina diminuindo os custos, a

geracdo de residuos e o tempo empregado para analise.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

As 28 farinhas de casca de jabuticaba anteriormente preparadas (conforme Capitulo 1)

foram utilizadas para a investigacao de polifendis.

Os produtos quimicos acido acético de grau de cromatogréafico e padrdes de polifendis
foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich. Etanol e metanol de grau de cromatografico

foram adquiridos das empresas Panreac AppliChem e Honeywell, respectivamente.

2.2 Métodos

2.2.1 Extracdo de polifenois das farinhas de casca de jabuticaba (FCJ)

Os polifenois foram extraidos de acordo com Barros et al. (2019) com adaptacdes.
Resumidamente, 0,1 g de cada FCJ foi misturado com 5 mL de etanol 50% (v/v) acidificado
com acido acético (pH final 3,0 + 0,1) em tubos protegidos da luz e sonicados em banho
ultrassénico por 60 min a cerca de 30 °C. Ap0s 0 processo, 0s extratos foram centrifugados a
3500 rpm por 5 minutos e o restante do material foi misturado com etanol 50% (v/v) e
centrifugado por 5 minutos. Esta etapa foi realizada duas vezes. Os sobrenadantes foram
combinados e o pH foi ajustado para 3,0 quando necessario. O volume final da solucéo foi de
10 mL.

2.2.2 Analise cromatografica

Os compostos fenolicos foram investigados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPCL) de acordo com Plaza et al. (2016), com adaptagdes. Os extratos foram
diluidos com agua ultrapura (concentracdo final de 0,0025 g/mL) e filtrados em filtro de
seringa de 0,22 um. A analise foi realizada usando um cromatdégrafo com detector DAD

(Shimadzu, Japdo) e coluna de fase reversa C18 (tamanho de particula de 5 um, 4,6 um x 150
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mm) a 30 °C. O volume de inje¢do foi de 20 uL, e as fases moveis consistiram em acido
férmico aquoso 0,5% (v/v) (solvente A) e 0,5% (v / v) de acido férmico em metanol (solvente
B). O gradiente de eluicdo foi: 0 min, 5% (B); 0-5 min, 5% (B); 5-45 min, 50% (B); 45-53
min, 50% (B); com posterior limpeza e condicionamento da coluna. A taxa de fluxo foi de 0,6
mL/min. O detector UV-vis coletou o sinal a 520 nm e 350 nm. Os compostos foram
identificados por comparacdo com os tempos de retencdo e o espectro de padrdes auténticos
(cianidina-3-glucosideo e acido elagico) e o espectro registrado na literatura, no caso da
delfinidina-3-glucosideo. Os padrfes foram usados para a construcdo de curvas de calibracdo
para a quantificagdo dos compostos. D3G foi quantificada pela curva padrédo da C3G, como
feito por Plaza et al. (2016). Os compostos foram expressos em mg do polifenol/100 g de
FCJ.

2.2.3 Anélise FTIR

Amostras de todas as FCJ foram analisadas em espectrofotometro FTIR, conforme
descrito no Capitulo 1. Resumidamente, amostras com tamanho de particulas < 0,15 mm
foram analisadas diretamente em espectrofotdmetro FTIR-ATR, em atmosfera seca, a 20 °C.
Apds background com ar ambiente, os espectros foram gerados entre 4000 a 600 cm™, nos
quais foi feita correcdo atmosférica (géas carbonico e adgua) pelo software IRSolution. Novos

espectros foram obtidos em periodo proximo as analises cromatograficas.

2.2.4 Andlise estatistica

Todas as amostras foram analisadas em triplicata. Os dados foram expressos em média
+ desvio padrdo e a normalidade foi verificada pelo método de Shapiro-Wilk. Diferengas
significativas foram investigadas pelos testes ANOVA e Tukey, e pelo teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis para D3G, com 95% de confianga (p <0,05), usando o software IBM SPSS
Statistics, versdo 19.
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Correlacdes de Pearson foram feitas entre os valores obtidos para os polifendis e os
parametros de fendlicos totais extraiveis; antocianinas monoméricas totais; polifendis nédo

extraiveis e 0s parametros de cor luminosidade, croma e angulo Hue, obtidos no Capitulo 1.

Andlises de componentes principais (Principal Component Analysis - PCA) foram
realizadas para avaliar semelhancas e diferengas entre as FCJ quanto ao conteudo de
polifendis. Modelos de regressdo PLS foram construidos para predizer os contetdos de
polifendis mensurados por cromatografia. Para essas analises foi utilizado o software
MATLAB, versdo R2009b (MathWorks, Natick, MA, EUA) e o PLS Toolbox versédo 4.0
(Eigenvector Technologies, Wenatchee, WA, EUA). Os dados utilizados para PCA foram
autoescalados. Para PLS, os dados espectrais foram submetidos as seguintes técnicas de pre-
processamento: correcdo de linha de base, por 12 ou 22 derivadas; e padronizacdo normal de
sinal (Standard Normal Variate - SNV), para corrigir interferéncias relativas ao tamanho de
particulas sélidas. Na sequéncia os dados foram centrados na média. Os valores de referéncia
(polifendis obtidos por HPLC) também foram centrados na média. A selecdo de amostras para
os grupos calibracdo e validacdo foi feita pelo algoritmo Kennard-Stone. O numero de
variaveis latentes (VL) foi selecionado por meio da validagdo cruzada leave one out, de
acordo com um baixo valor do erro da validacdo cruzada (Root Mean Square Error of Cross
Validation - RMSECV). Os erros de calibracdo (Root Mean Square Error of Calibration -
RMSEC) e de validacdo (Root Mean Square Error of Prediction - RMSEP) foram usados

para avaliagdo do desempenho dos modelos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacéo de polifendis por cromatografia

Cianidina-3-glucosideo e &cido elagico foram os principais polifenois encontrados nas
farinhas de cascas de jabuticaba (Figura Il 1), como também registrado por Rodrigues et al.
(2015) e Inada et al. (2020). Delfinidina-3-glucosideo também foi identificada. Outros
compostos foram separados durante a corrida cromatografica, mas ndo puderam ser
identificados pela auséncia de padrbes. Todavia, a separacdo e/ou identificacdo dos polifendis

acido galico, epicatequina, acido ferdlico e quercetina, ja identificados em cascas de
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jabuticaba (NEVES et al., 2021; QUATRIN et al., 2019), ndo foram obtidas neste estudo,
apesar de testados os padrGes. Neves et al. (2021) e Quatrin et al. (2019) utilizaram
cromatografia com espectrometria de massas, o que permite a identificacdo de maior nimero
de compostos. Os autores também fizeram uma etapa de purificagdo dos extratos com
cartuchos de fase reversa C-18, que contribui para melhor separacdo dos compostos.

Figura Il 1- Cromatogramas de polifendis de FCJ
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Fonte: Dados da pesquisa.

O contetido de C3G variou de 352,33 mg/100 g (A10) a 1008,73 mg/100 g de FCJ
(A22) (Figura Il 2A), uma variagdo de 186,30%. Esses valores foram fortemente
correlacionados (r = 0,97; p = 0,00) com o conteddo de antocianinas monoméricas totais
avaliadas por UV-vis, conforme descrito no Capitulo 1. Sendo a C3G a principal antocianina

presente em cascas de jabuticaba, essa correlacdo era esperada. No entanto, o conteudo de
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C3G apresentou correlacao fraca a moderada (r = 0,45; p = 0,02) com o contetdo de fenolicos
totais extraiveis, medido pelo método de Folin-Ciocalteu (Capitulo 1). Mesmo Folin-
Ciocalteu ndo sendo um metodo especifico para compostos fendlicos, por ser a C3G o
principal polifenol presente em cascas de jabuticaba, a baixa correlagdo sugere que o método
Folin-Ciocalteu ndo é muito seletivo a C3G e pode subestimar a capacidade antioxidante de

cascas de jabuticaba.

Figura 11 2- Gréficos dos contetdos de C3G, D3G e &cido elagico nas FCJ
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Os conteudos de C3G encontrados nas FCJ foram inferiores ao relatado por Quatrin et
al. (2019) em pos de cascas de jabuticaba das espécies P. jaboticaba (1039,1 mg/100 g) e P.
trunciflora (1632 mg/100 g); e também ao descrito por Plaza et al. (2016) em cascas de P.
jaboticaba (2866 mg/100 g de amostra em peso seco). Mas, foram superiores ao encontrado
por Alezandro, et al. (2013) em P. jaboticaba (123 mg/100 g de amostra em peso seco).

Diferentes beneficios da C3G a saude, observados em pesquisas experimentais, estao
descritos na literatura. Entre esses, Qi et al. (2020) registraram que a suplementacdo de C3G
de arroz preto preveniu alteraces patoldgicas renais em ratos com nefropatia diabética, tendo
inibido a fibrose renal e a esclerose glomerular pela reducdo da glicemia, melhora da
resisténcia a insulina e inibicdo do estresse oxidativo renal e de citocinas inflamatorias. Efeito
hepatoprotetor também foi relatado pelo uso de C3G no dano hepatico induzido pelo estresse
oxidativo em camundongos (YU et al., 2020). Zhao et al. (2020) observaram que C3G
extraida de madressilva azul foi capaz de atenuar as respostas inflamatdrias pulmonares
induzidas por silica em camundongos. Portanto, sendo as FCJ boas fontes de C3G, ela pode

ser utilizada como um alimento com potenciais efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios.

A antocianina D3G também identificada nas FCJ, porém em menor expressao que a
C3G, conforme pode ser observado no cromatograma da Figura Il 1A, tendo seu conteudo,
estimado pela curva de C3G, variou de 94,99 mg/100 g (A10) a 203,36 mg/100 g de FCJ (A5)
(Figura Il 2B), uma variacdo de 114,08%. Porem, ndo foi encontrada diferenca estatistica
entre a maioria das amostras. Apenas as amostras A5, A24 e A21 foram estatisticamente
diferentes de A10.

D3G apresentou correlagdo muito forte com as antocianinas monomeéricas totais (r =
0,91; p = 0,00) e com a C3G (r = 0,92; p = 0,00). Sendo os valores encontrados neste estudo
semelhantes ao reportado no estudo de Quatrin et al. (2019) com cascas de jabuticaba em pé
(108,1 e 176 mg/100g); e inferiores ao encontrado por Plaza et al. (2016) (356,3 mg/100g) no
mesmo tipo de amostra. Com menos pesquisas que a C3G, a D3G foi descrita por Viegas et
al. (2019) como um agente nutricional promissor contra o cancer de mama, tendo impedido a
progressdo do tumor via angiogénese; e evidenciando seletividade em relacdo as células

cancerosas, 0 que é desejavel.

As antocianinas sdo conhecidas corantes naturais (HE & GIUSTI, 2010). Seus
conteldos obtidos por cromatografia se correlacionaram negativamente e moderadamente

com os parametros de cor luminosidade (L*) e angulo Hue (h*) : C3G e L* (r = -0,65; p =
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0,00); C3G e h* (r =-0,68; p = 0,00); D3G e L* (r = -0,64; p = 0,00); D3G e h* (r =-0,69; p =
0,00). Essas correlagdes eram esperadas, visto que o conteudo de antocianinas monomeéricas
totais se correlacionou de forma semelhante com luminosidade (r = -0,70; p = 0,00) e angulo
Hue (r = -0,65; p = 0,00), conforme Capitulo 1. Isso indica a tendéncia de que quanto mais
escura e proxima da tonalidade vermelho purpura forem as FCJ, mais C3G e D3G serdo
encontradas. O que esta de acordo com a cor caracteristica de cianidinas (magenta) e
delfinidinas (pdrpura) (HE & GIUSTI, 2010). As correla¢Ges encontradas indicam que C3G e
D3G influenciam significativamente na coloracdo (luminosidade e tonalidade) das FCJ, mas
ndo sdo os Unicos compostos a exercer essa influéncia. As antocianinas ndo apresentaram
correlagdo com os dados de cromaticidade (C*): C3G (r = -0,05; p =0,81) e D3G (r = -0,08; p

= 0,68), 0 que indica que ndo interferem no nivel de saturacdo das cores.

O contetdo de acido elagico variou de 163,65 mg/100 g (A23) a 334,69 mg/100 g de
FCJ (A1l) (Figura Il 2C), uma variacdo de 104,52%. Entretanto, assim como ocorreu para
D3G, o conteudo da maioria das amostras ndo foi estatisticamente diferente. As amostras A17
e All apresentaram diferenca estatistica para A23, que também foi estatisticamente diferente
de A18 e AG.

Uma correlacdo moderada a forte (r = 0,69; p = 0,00) foi observada entre esses dados e
os resultados de fendlicos totais extraiveis, avaliados pelo método Folin-Ciocalteu, como
descrito no Capitulo 1. Neste trabalho, o &cido elagico foi o composto ndo antocianinico
encontrado em maior quantidade nos extratos de FCJ. Considerando que o método Folin-
Ciocalteu estima o contetdo de todos os compostos fendlicos, 69% de correlagdo entre esses
resultados é significativo e reforca a importancia do &cido elagico para a capacidade
antioxidante das FCJ. E importante, ainda, lembrar que o método Folin-Ciocalteu, apesar de
amplamente usado por fornecer uma boa estimativa do contetdo fendlico total da maioria dos
vegetais, ndo € especifico para os compostos fenolicos, ja tendo sido demonstrada a
reatividade de seu reagente para muitos outros compostos, como vitaminas, acidos graxos
insaturados, proteina, carboidratos, entre outros (EVERETTE et al., 2014); o que pode
influenciar na correlagdo dos dados de fendlicos totais extraiveis com os conteudos de

polifendis avaliados por cromatografia.

Os teores de acido elagico encontrados nas vinte e oito FCJ foram superiores ao
reportado por Alezandro et al. (2013) (40 mg/100 g); Quatrin et al. (2019) (53,9 e 59,4
mg/100 g) e Plaza et al. (2016) (142,8 mg/100 g) em cascas de jabuticaba em base seca.
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Assim como descrito para a C3G, o acido elagico também demonstrou protecdo contra
a nefropatia diabética em ratos, tendo evitado danos renais, estresse oxidativo, inflamacéao e
apoptose em animais com diabetes mellitus induzida (TAMIMI et al., 2021). O &cido elagico
também demonstrou atuar prevenindo arritmias e regulando o perfil lipidico alterado no
infarto do miocéardio induzido em ratos (KANNAN & QUINE, 2013). Em um estudo clinico,
foi observado que a suplementacdo de &cido elagico mais graviola (Annona muricata) induziu
a eliminacéo do virus do papiloma humano de alto risco (HR-HPV) em mulheres afetadas por
lesdo intraepitelial escamosa baixa relacionada ao HR-HPV (LE DONNE et al., 2017).
Portanto, considerando que as FCJ também sdo boas fontes de &cido eldgico, seu consumo
regular tem potencial para contribuir na prevencdo e amenizacdo de sintomas de diferentes

doencas.

3.2 Distribuicédo das FCJ - PCA

A distribuicdo das amostras de FCJ, conforme os contetdos dos polifendis e os
parametros de cor, que apresentaram correlacdo significativa, pode ser vista pelo grafico
biplot de PC1 x PC2 (Figura Il 3). Juntas, as duas componentes principais da PCA desse
conjunto de dados explicam 83,13% do modelo. A primeira componente principal (PC)
explica 60,95% e divide as FCJ com mais contetdo de polifendis daquelas com menor teor de
polifendis e que sdo mais claras e menos avermelhadas. A PC2 explica 22,18% e separa as
amostras com mais antocianinas daquelas com mais acido elagico e fendlicos totais extraiveis
avaliados por Folin-Ciocalteu. As relagdes encontradas entre C3G, D3G, antocianinas totais,
luminosidade e cromaticidade; bem como de &cido elagico e fendlicos totais extraiveis

também podem ser notadas no grafico de PCA.

A origem geografica das jabuticabas foi testada quanto a relagdo com os contetdos de
polifendis e os parametros de cor luminosidade e cromaticidade. Diferentemente do conjunto
das andlises do Capitulo 1, nestas foi possivel observar uma separacdo em PC2 (22,55%) das
amostras de acordo com a mesorregido de origem das jabuticabas (Figura 11 4). As amostras
das regides Central e Campos das Vertentes estdo no lado positivo de PC2, relacionado a
amostras com maior proporcao acido elagico/antocianinas e que sdo mais claras. Enquanto, 13
das 24 amostras da regido Metropolitana estdo no lado negativo de PC2, que separa as

amostras com mais concentracao de antocianinas e sao mais escuras. A distribuicdo das FCJ
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conforme as microrregides pode ser vista na Figura Il 5, em que podem ser observados alguns

clusters, com sobreposicao de microrregifes que fazem parte da mesorregido metropolitana.

PC 2 (22.18%)

Figura Il 3-Gréfico biplot PC1 vs. PC2 dos dados de polifendis e parametros de cor
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Figura 11 4- Gréfico biplot PC1 vs. PC2 mostrando a distribui¢cdo por mesorregido de
origem das jabuticabas
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Figura Il 5- Gréfico biplot PC1 vs. PC2 mostrando a distribui¢do por microrregido de

origem das jabuticabas
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Nota-se pelas Figuras Il 4 e Il 5, que a farinha Al7, feita de jabuticabas provenientes

do municipio de Desterro de Entre Rios diferencia-se mais entre as amostras de sua regido.

Retirando essa amostra do conjunto (Figuras 1l 5 e Il 6), os clusters ficam mais evidentes

(Figura 11 7).

Figura Il 6- Grafico biplot PC1 vs. PC2 mostrando a distribuicdo por mesorregiao de

origem das jabuticabas sem a amostra A17
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Figura Il 7- Gréfico biplot PC1 vs. PC2 mostrando a distribui¢do por microrregido de
origem das jabuticabas sem a amostra A17
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Contudo, € importante destacar que a PC2 explica pouco mais de 20% do modelo,
portanto a separacao por regides ndo € a principal. Mas € conhecido que a origem geogréafica
pode interferir na composicdo dos alimentos por condigdes diferentes de solo e estado
atmosférico.

A investigacdo da separacdo das amostras pela origem geogréafica neste trabalho tem a
limitacdo do numero reduzido de amostras. Mais amostras das mesorregides Central e

Campos das Vertentes contribuiriam na elucidacéo da diferenga observada neste estudo.

3.3 Analise de FTIR

Espectros das FCJ foram obtidos em periodo proximo as analises de cromatografia.
Para a construcdo dos modelos PLS foi utilizada uma faixa do espectro que contempla a
regido de impresséo digital, que é Unica para cada amostra e, por essa razao, é usada para sua
identificacdo e caracterizacdo. Na Figura Il 8 podem ser vistos 0s espectros das 28 amostras
de FCJ na regido de 1800 a 600 cm™. Nessa regido podem ser identificadas duas bandas
encontradas em fendlicos: 1390-1330 cm-1 e 1260-1180 cm-1, que resultam da interacdo
entre a deformacdo angular O-H e o estiramento C-O (SILVERSTEIN, WEBSTER, &
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KIEMLE, 2005). Por esse motivo, essa regido € importante para a identificacdo e

quantificacdo de compostos fendlicos.

Absorbancia

Figura 11 8- Espectros FTIR de 1800 a 600 cm-1 das FCJ
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Fonte: Dados da pesquisa.

3.4 Modelos quimiométricos (PLS)

600

Foram construidos 3 modelos PLS para a predi¢do de C3G, D3G e acido elagico.

Foram selecionadas 21 amostras para o conjunto calibracdo e 7 amostras para validacdo. Os

parametros referentes a faixa espectral e pré-tratamentos variou conforme melhor adequacéo

do modelo. Para 0 modelo das antocianinas foi utilizada a faixa espectral de 1600-900 cm™ e

para o acido elagico, 1800-600 cm™. Os espectros tiveram corrigida a linha de base por 12

derivada (D3G) e 22 derivada (C3G e acido elagico), e também passaram pela transformacao

de padronizacdo normal de sinal (SNV). Todos os dados foram centrados na média. Os

parametros de calibragdo do modelo estdo dispostos na Tabela Il 1. Todos os modelos

apresentaram a razdo RMSEP/RMSEC menor que 3, indicando que ndo ha sobreajuste.

Tabela 11 1- Parametros de calibracao dos modelos para predi¢do de polifendis nas FCJ

Polifendis VL R? RMSEC | RMSECV | RMSEP
C3G 4 0,92 0,41 1,24 0,68
D3G 5 0,87 0,08 0,25 0,16
Acido elagico 4 0,83 0,12 0,44 0,31
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O melhor modelo foi construido para a predicdo de C3G (Figura Il 9A). Foram
escolhidas 4 variaveis latentes, que juntas explicam 95,29% da variacdo em Y e 81,32% em
X. O Rz foi 0,92. Os nimeros de onda que mais influenciaram 0 modelo podem ser vistos no
grafico de Vip Scores (Figura 1l 9B) e contemplam numeros de onda identificados em
espectro de C3G (Figura Il 10, adaptada de Choong, et al., 2019), como 1164 e 1016 cm™.
1333 cm™ e 1256 cm™ estdo entre os que mais influenciaram a predigdo de C3G e esta dentro
da faixa de caracteristica de fendis (SILVERSTEIN et al., 2005).

Para D3G foi construido um modelo (Figura Il 11A) com 5 variaveis latentes, que
juntas explicam 94,87% da variacdo em Y e 92,79% em X. R2 foi igual a 0,87. Os nameros
de onda que mais influenciaram o modelo (Figura Il 11B) sd@o muito préximos daqueles do
modelo da C3G (incluindo 1346 cm™). E contempla 1043 cm™, identificado no espectro de
D3G por Choong et al. (2019) (Figura 11 10).

Figura Il 9- Graéficos dos valores preditos vs. mensurados e de VIP scores para C3G
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Figura Il 10- Espectros FTIR de antocianinas
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Figura Il 11- Graficos dos valores preditos vs. mensurados e de VIP scores para D3G
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O modelo de predicdo do &cido elagico (Figura Il 12A), foi construido com 4 variaveis
latentes, que juntas explicam 77,14% da variacdo em Y e 92,70% da variacdo em X. R2 foi
0,83. Entre os numeros de onda que mais influenciaram o modelo (Figura Il 12B), esta 1710
cm, identificado no espectro de &cido elagico por Tavares et al. (2021) (Figura 1l 13,
adaptacdo). No entanto, a maioria dos nimeros de onda que mais influenciaram o modelo
estdo na faixa de 600-669 cm™, cuja associacdo com acido elagico ndo foi identificada, isso

ajuda a explicar o menor desempenho desse modelo.

Figura Il 12- Graficos dos valores preditos vs. mensurados e de VIP scores para AE
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Figura Il 13- Espectro FTIR do &cido elagico
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Fonte: Adaptado de Tavares et al. (2021).

Contudo, ainda que os modelos de D3G e acido elagico tenham valores de R? inferior
a 0,9, eles ainda podem ser considerados satisfatérios, visto que as diferencas entre valores
preditos e mensurados € muito pequena e pode nado ser significativa para analises de rotina.
Destaca-se que a analise cromatografica demanda bastante tempo e consumo de reagentes
toxicos que geram residuos. Ao passo que a espectroscopia FTIR ndo gera residuos, nao

destroi a amostra e demanda menor tempo de anélise.

4 CONCLUSOES

Trés polifenois com atividades benéficas a satde foram identificados nas FCJ. C3G foi
o polifenol quantificado em maior quantidade, seguido por acido elagico e D3G para a
maioria das amostras. Os contetidos desses trés compostos apresentaram variagdes acima de
100% entre as 28 farinhas. Contudo, a principal diferenca estatistica entre as amostras foi para
o contetido de C3G. Os teores de C3G e D3G apresentaram correlagcdes muito fortes entre eles
e com o conteudo de antocianinas monomericas totais, além de correlacBes inversas
moderadas com os parametros de cor luminosidade e dngulo Hue. Acido elagico apresentou
correlagdo moderada a forte com o contetdo de fendlicos totais extraiveis medido por Folin-
Ciocalteu. Pela andlise de PCA identificou-se que as FCJ se diferenciam, principalmente,

entre aquelas com mais e menos polifendis. Uma diferenciacdo secundaria (22,55%) foi
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observada para amostras com mais &cido elagico e mais claras daquelas mais escuras e com
mais antocianinas. A PC2 parece também separar farinhas produzidas a partir de jabuticabas
oriundas da regido Metropolitana daquelas feitas a partir de frutas das demais mesorregides. O
modelo de regressdo PLS, baseado em dados de espectroscopia FTIR, foram capazes de
fornecer previsoes satisfatorias dos contetidos de C3G (principalmente), D3G e &cido elégico.



CAPITULO 3

FARINHA DE CASCA JABUTICABA (Plinia spp.) COMO FONTE DE PECTINA:
CARACTERIZACAO E EFEITO DE DIFERENTES METODOS DE EXTRACAO
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1 INTRODUCAO

As cascas sdo o principal residuo da jabuticaba e correspondem a cerca de 40% de sua
massa, sendo fonte de antocianinas e fibras alimentares. O teor de fibra alimentar solGvel
varia de aproximadamente 4,41 a 9,27 ¢/100g, como ja demonstrado anteriormente
(RESENDE; OLIVEIRA; FRANCA, 2020).

Entre as fibras alimentares, destaca-se a pectina, utilizada pela industria de alimentos
como gelificante, emulsificante, espessante, intensificador de viscosidade, modificador de
textura e estabilizante. As pectinas sdo polissacarideos presentes nas paredes celulares dos
tecidos vegetais, em trés formas poliméricas: (i) homogalacturonana (HG), um polimero
linear de acido galacturénico ligado a a- (1-4) (GalA); (ii) ramnogalacturonana | (RG-I), um
dissacarideo de repeti¢do de a-1,2-ligado-L-ramnose-a-1,4-p-GalA com varias cadeias laterais
do L-ramnosil que pode ser substituido com aclcar neutro e acido glucurdnico; e (iii)
ramnogalacturonana Il (RG-II), uma estrutura de HG com cadeias laterais de diferentes
monossacarideos anexados. Os residuos de &cido galacturbnico em HG podem ser
metilesterificados e/ou O-acetil esterificados. Pectinas com alto teor de metoxila (high
methoxyl pectins - HMP) apresentam grau de metilesterificacdo (degree of methyl-
esterification - DM) maior ou igual a 50% e formam géis em altas concentracfes de agucar
(55-75%) e sistemas acidos (pH 2,50-3,50); e pectinas com baixo teor de metoxila (low
methoxyl pectins - LMP) (DM<50%) formam geis na presenca de ions divalentes em uma
ampla faixa de pH (2-6) (CHAN et al., 2017; DRANCA; OROIAN, 2018).

A pectina comercial é obtida principalmente de cascas de frutas citricas e bagago de
macd, mas fontes ndo convencionais também tém sido investigadas devido ao interesse em
pectinas com diferentes propriedades funcionais. Diferentes residuos do processamento de
frutas e vegetais tém se mostrado fontes potenciais de pectina, incluindo bagaco de tomate,
cenoura, azeitona e uva; cascas de manga, maracuja, banana e pequi (DRANCA; OROIAN,
2018; LEAO et al., 2018; MULLER-MAATSCH et al., 2016). As geleias e bebidas de
jabuticaba tém efeito espessante natural, atribuido a composicdo polissacaridica de suas
cascas. Essa observacdo indica a casca da jabuticaba como potencial fonte de pectina.
Benvenutti et al. (2020) investigaram esse potencial extraindo a pectina do bagaco de
jabuticaba, subproduto industrial, e obtiveram rendimentos em torno de 4% a 27,3%,

dependendo do solvente usado. Nascimento et al. (2020) também avaliaram o potencial da
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fruta brasileira, extraindo a pectina da farinha comercial de jabuticaba e obteve um produto
com 95% de acido galacturdnico, que apresentou efeitos anticancer de colon. No entanto, em
ambos os estudos, ndo foi investigada a influéncia de diferentes tecnologias nem do uso de

baixas temperaturas (em torno de 40°C) na extracdo da pectina.

O rendimento, a estrutura e, por consequéncia, as propriedades fisico-quimicas das
pectinas dependem da fonte e das condi¢cdes de extracdo (CHAN et al., 2017; DRANCA,
OROIAN, 2018; MARIC et al., 2018; MULLER-MAATSCH et al., 2016). A combinacéo de
soluces aquosas de baixo pH (preparadas com &cidos minerais) e altas temperaturas é
geralmente usada para a extracdo de pectina. No entanto, o uso de &cidos organicos, como o
acido citrico, tem se intensificado por serem mais interessantes do ponto de vista ambiental e
de saude. Eles também fornecem rendimentos mais elevados, devido a menor capacidade de
hidrélise, que resulta em cadeias de pectina menos degradadas e mais longas (DRANCA;
OROIAN, 2018; MARIC et al., 2018). O uso de temperaturas mais baixas (25 e 40 °C)
também foi considerada e, embora tenha apresentado menores rendimentos e menor
proporcao de acido galacturdnico, foram produzidas pectinas mais intactas, ou seja, com a
estrutura menos modificada em relagdo a como ela é na parede vegetal, e que apresentaram
maior viscosidade aparente e melhores atividades bioldgicas relacionadas a galectina-3, uma

proteina associada ao cancer (CHEN et al., 2021).

A extracdo convencional da pectina esta associada a elevado consumo de tempo, de
energia e de solventes, aléem de ser termicamente insegura. Abordagens de extracdo
inovadoras como ultrassom (US), micro-ondas (microwaves - MW) e enzimas foram
investigadas para superar as limitacbes mencionadas, a fim de aumentar o rendimento e
melhorar as caracteristicas da pectina (LIEW et al., 2016; MARIC et al., 2018). Extracdo
assistida por ultrassom (ultrasound assisted extraction - UAE) é uma técnica ndo térmica,
baseada em sonicacdo para propagar ondas sonoras que criam cavitagdes no liquido. O
colapso das bolhas de cavitacdo perto do material vegetal causa um aumento na pressdo e na
temperatura, 0 que resulta no rompimento das células. Extragdo assistida por micro-ondas
(microwave assisted extraction - MAE) é uma técnica que envolve curto tempo de extracdo,
baseado no aquecimento interno por micro-ondas, com consequente aumento da pressdo e
rompimento do tecido e liberacdo de compostos na solucdo. A extracao assistida por enzima
(enzyme assisted extraction - EAE) € um método baseado na desintegracdo da parede celular
por enzimas especificas, como celulases e hemicelulases, que aumenta o rendimento e a
qualidade das pectinas (KUMAR et al., 2020; LIEW et al., 2016; MARIC et al., 2018).
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Os métodos descritos anteriormente também podem ser combinados para melhorar a
eficiéncia e a qualidade. Liew et al. (2016) utilizaram a extracdo sequencial assistida por
ultrassom e micro-ondas (ultrasound-microwave assisted extraction - UMAE) para a
obtencdo de pectinas de cascas de pomelo. A combinacdo de técnicas resultou em aumentos
no rendimento e no contetdo de &cido galacturénico, bem como melhorias nas caracteristicas
morfologicas em comparacdo com as técnicas individuais. Extracdo assistida por ultrassom-
enzima (ultrasound-enzyme assisted extraction - UEAE) é uma técnica combinada, que
também proporcionou aumento no rendimento e maior modulo de elasticidade para fragdes
enriquecidas com pectina obtidas de cenouras descartadas (ENCALADA et al., 2019).
Métodos combinando micro-ondas e enzimas ndo foram encontrados na literatura. Como a
extracdo por enzimas € realizada em baixas temperaturas, é possivel utilizar os dois métodos
simultaneamente, explorando assim seu sinergismo. Além disso, ambos 0s métodos podem

ser usados sequencialmente com ultrassom.

Os objetivos deste trabalho foram extrair e caracterizar pectinas funcionais mais
intactas da farinha de casca de jabuticaba, comparando diferentes métodos de extracao.
UMAE foi combinado com EAE, que chamamos de extracdo assistida por ultrassom-
microondas-enzima (ultrasound-microwave-enzyme assisted extraction - UMEAE), uma

técnica apresentada pela primeira vez neste estudo.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

A farinha de casca de jabuticaba identificada como A3 no Capitulo 1 foi selecionada
para este estudo por estar entre as amostras disponiveis em maior quantidade e com maior

contetdo de fibra alimentar soltvel (6,50 g/100g).

PadrOes de monossacarideos e antioxidantes cianidina-3-glicosideo e &cido elagico;
solucédo de enzimas celulase de Trichoderma reesei e hemicelulase de Aspegillus niger; e 0s
produtos quimicos para analise cromatografica como &cido trifluoroacético, borohidreto de
sodio, dimetilsulfoxido, 1-metilimidazol, diclorometano, etanol, metanol e &cido acético

foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Os outros produtos quimicos utilizados e descritos nos
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métodos foram de grau analitico e adquiridos das empresas Neon e Synth. Pectina citrica

comercial (PCC) foi obtida da marca Dindmica.

2.2 Métodos

Foi desenvolvido um procedimento para avaliacdo de quatro métodos de extracdo de
pectina (tratamentos), baseado nos trabalhos de Chen et al., (2021), Dominiak et al. (2014),
Encalada et al. (2019), Ledo et al. (2018) e Liew et al. (2016). As principais etapas do
procedimento de extragdo das pectinas estdo resumidas em um fluxograma (Figura 111 1).

Com base na proporcdo descrita por Liew et al. (2016) entre massa de amostra e
volume de solucéo, 5 g de farinha de casca de jabuticaba foram misturados com 145 mL de
uma solugdo. Foram preparadas 3 misturas para cada tratamento. As misturas foram sonicadas
em um reator ultrassénico (EcoSonics, 500 W, 20 kHz) por 15 minutos e em seguida foram
aquecidas a cerca de 40 °C, como feito por CHEN et al. (2021). Em seguida, as misturas
foram filtradas e as pectinas precipitadas com 300 mL de etanol 95% (v/v) (por 12 horas a 8
°C), filtradas através de uma peneira de ago inoxidavel (250 um), lavadas com etanol 70%
(v/v), secas (40 °C, 12 horas), moidas e peneiradas (425 um), conforme descrito por Ledo et
al. (2018). Os residuos das extracdes de pectina também foram secos nas mesmas condicdes

para analise de monossacarideos, como feito por Chen et al. (2021).

Para o tratamento 1 (UMAE) foi utilizada solucdo de &cido citrico (pH 1,8) e
aguecimento em um reator de micro-ondas (Model Start Synthesis, Synth; 150 W) por 3
minutos, de acordo com Ledo et al. (2018). Para o tratamento 2 (UMEAE) foi utilizada
solucdo de tampéo citrato (pH 6,0) mais 280 pL de solucdo de celulase, de acordo com a
proporc¢do usada por Dominiak et al. (2014), e aquecimento por micro-ondas como ja descrito.
Para o tratamento 3 (UMEAE) também foi utilizada a solugdo de tampao citrato (pH 6,0) mais
0,625 g de hemicelulase, conforme quantidade usada por Encalada et al. (2019), e o
aquecimento por micro-ondas nas mesmas condi¢fes anteriores. Para o tratamento 4
(tratamento convencional) foi utilizada solugdo de acido citrico (pH 1,8) e aquecimento em

banho de 4gua com agitacdo constante por 5 horas, conforme Encalada et al. (2019).
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Figura 111 1 — Fluxograma de producéo das pectinas de farinha de casca de jabuticaba

Producao de farinha de casca de jabuticaba

( separacdo

sanitizagdo
| dascascas

' I secagem I I moagem I IpeneiragéoJ

. 4

Extracao de pectina

I Ultrassom (500 W, 20kHz, 15 min.) 7J

IAquecimento (em torno de 40 °C) ]

1 3 4
I I" E E I II IE H E Tmtamentg
Reator de .
Reator de ; Reator de Banho de agua
micro-ondas micro-ondas micro-ondas (agitagdo,5 h)
(150 W, 3 min.) (150 W, 3 min.) (150 W, 3 min.) ’
' + +
Celulase Hemicelulase
5,56 pL/g pH6,0 0,125 g/g pH4,5

I I I
¥

{Filtragéo J

Precipitagcdo com etanol
(8°C, 12 horas)

I Filtragao, lavagem, secagem,
| moageme peneiragao

i

-
|

Caracterizagao

Fonte: A autora.



100

Os rendimentos das extrag0es de pectina foram calculados conforme a Equagéo 1:

Rendimento (%) = m1/m2 x 100 1)

em que : My € a massa da pectina seca (g) e m2 € a massa da farinha da casca de jabuticaba

(9).

2.3 Caracterizacao das pectinas

2.3.1 Anélise de FTIR e DM

As analises de FTIR foram realizadas nas pectinas conforme descrito nos Capitulos 1 e
2, em espectrofotometro FTIR com acessério ATR, em atmosfera seca, a 20°C. Os dados
espectrais foram submetidos a correcdo de linha de base pelo software IRsolution Ver.1.20
(Shimadzu Corporation, Japdo). O DM foi estimado por FTIR, usando as bandas de 1630 e
1740 cm™ e a Equacéo 2, de acordo com Kyomugasho et al. (2015) e Liew et al. (2016):

DM (%) = Al740/(A1740 + Ase30) x 100 (2)

Em que: A1740 corresponde & absorbancia em 1740 cm™ (grupos carboxila metilesterificados);

e Augzo corresponde a absorbancia em 1630 cm™ (grupos carboxila ndo metilesterificados).

2.3.2 Determinacao de monossacarideos neutros

A composi¢do de monossacarideos neutros foi avaliada nas pectinas e em seus
residuos de extracdo pelo método de derivatizagdo do acetato de alditol por cromatografia
gasosa, conforme descrito em Resende, Franca e Oliveira (2019). Resumidamente, os
aclcares neutros presentes nas amostras foram hidrolisados com acido trifluoroacético,
reduzidos com boro-hidreto de sodio em dimetilsulfoxido e derivatizados com anidrido
acetico, na presenca de 1-metilimidazol, aos seus acetatos de alditol. Diclorometano foi usado
para extrair os acetatos de alditol, cuja separacdo foi realizada em cromatografo a gas Varian
3900 com detector de ionizacdo de chama, usando um coluna capilar BPX-70 (30 m x 0,32
mm X 0,25 um) e nitrogénio como gas de arraste (1,5 mL/min). A temperaturas do injetor foi

de 230 °C e do detector, 280 °C. A duracéo da corrida foi de 38 minutos. Os agucares neutros


https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/acetic-anhydride
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/acetic-anhydride
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/alditol
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/chromatograph
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/flame-ionization-detector
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foram identificados por comparacdo com padrdes de aclcares da marca Sigma-Aldrich. Alose

foi utilizado como padréo interno.

2.3.3 Conteudo de compostos fenolicos

Polifendis foram extraidos e quantificados tal como descrito no Capitulo 2, baseado
nos métodos descritos por Barros et al. (2019) e Plaza et al. (2016), com modificacdes.
Resumidamente, a extracao foi realizada em banho ultrassonico, a cerca de 30 °C, por uma
hora, com etanol 50% (v/v), em pH 3,0 £ 0,1 acertado com &cido acético. A identificacao e
quantificacdo dos polifendis foi feita por HPLC, usando como fases mdveis acido férmico
aquoso 0,5% (v/v) (A) e 0,5% (v / v) de &cido férmico em metanol (B). A corrida durou 53
minutos e os compostos foram identificados por comparacdo com os tempos de retencéo e 0
espectro de padrBes auténticos (cianidina-3-glucosideo e acido elagico), que foram usados
para a construcdo de curvas de calibragdo para a quantificagdo dos compostos, expressos em
mg/100 g.

2.3.4 Propriedades tecnologicas

Os parametros de cor luminosidade (L*), angulo Hue (h°) e cromaticidade (C*) das
pectinas obtidas foram analisados tal como descrito no Capitulo 1. Resumidamente, valores
de L* e das coordenadas a* e b* foram obtidos por analise das amostras em colorimetro.
Angulo Hue (h°) e indice de cromaticidade (C*) foram calculados a partir dos valores de a* e
b*.

As propriedades tecnoldgicas indice de absorcdo de agua (IAA) e de 6leo (IAO);
volume de intumescimento e indice de solubilidade em agua (ISA) foram realizadas nas
pectinas conforme descrito em Resende, Franca e Oliveira (2019), com uma ligeira
modificacdo na massa utilizada nos testes de IAA e IAO. Em suma, 0,1 g de amostra das
pectinas foi misturado com 2 mL de &gua (para 1AA) ou oleo (para 1AO) e a mistura foi
submetida a agitacdo e posterior centrifugacdo para separacdo da parte solida, cuja massa foi
comparada (em percentual) com a inicial. O sobrenadante com agua foi desidratado e 0 ISA

foi determinado, percentualmente, como a proporcdo de massa do material desidratado em
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relagdo & massa inicial. O VI foi definido como o volume final (mL) ocupado pelas pectinas

(150 mg) em provetas de 10 mL, apés agitacdo com agua e decantacdo.

As propriedades emulsificantes foram avaliadas de acordo com o procedimento
descrito por Xu et al. (2020) com algumas modifica¢oes. Para a atividade emulsificante (AE),
5 mL de solucéo de pectina 1,0% (m/v) foram homogeneizadas com 5 mL de éleo de soja em
um tubo Falcon (15 mL), utilizando um reator ultrassonico (EcoSonics, 500 W, 20 kHz) por 1
minuto. Na sequéncia, a mistura foi centrifugada a 3500 rpm durante 10 min. A AE foi

calculada pela Equacéo 3:
AE (%) = volume da camada de emulsdo / volume total x 100 (3)

A estabilidade da emulsdo (EE) foi analisada por aquecimento da emulséo preparada
para avaliacdo da AE, a 80 °C, em banho-maria, por 30 minutos, seguido por resfriamento a
temperatura ambiente e centrifugacdo a 3500 rpm por 10 minutos. A EE foi calculada pela

Equacéo 4:

EE (%) = volume restante da camada de emulsdo / volume total x 100 4

2.4 Andlises estatisticas

A excecdo dos monossacarideos neutros, todos 0s outros experimentos foram
realizados em triplicata. Os dados foram expressos em média + desvio padrao e a normalidade
foi verificada pelo método de Shapiro-Wilk. Diferencgas significativas foram investigadas pelo
teste ndo parameétrico de Kruskal-Wallis para luminosidade, VI e AE; e por ANOVA e Tukey
para os demais experimentos, com 95% de confianca (p<0,05), usando o software IBM SPSS

Statistics, versdo 19.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Extracdo das pectinas
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Imagens das pectinas produzidas podem ser vistas na Figura Il 1. Os rendimentos
(Tabela 11 1) foram maiores (cerca de 22%) para os métodos de extracdo combinados
(ultrassom + micro-ondas + enzimas — UMEAE, amostras 2 e 3) em compara¢do com a
extracdo livre de enzimas (cerca de 18%, amostras 1 e 4). Portanto, as enzimas celulase e
hemicelulase contribuiram para um pequeno, mas significativo aumento no rendimento das
pectinas da casca da jabuticaba, sem diferenca estatistica entre as enzimas. As enzimas Sao
capazes de catalisar a hidrélise da parede celular, com alto nivel de seletividade, aumentando
a permeabilidade celular e, assim, proporcionando um aumento na quantidade de pectina
extraida (KUMAR et al., 2020; MARIC et al., 2018).

Tabela I11 1- Rendimento das producdes de pectina

Tratamentos Rendimento (%)
1- UMAE 17,79 +0,63°
2 — UMEAE (celulose) 21,80 * 2,252
3 - UMEAE (hemicelulose) 22,06 + 0,422
4 — Tratamento convencional 18,38 + 0,35"

Média + desvio padrdo (n = 3). Letras diferentes na mesma coluna indicam
que os valores sdo significativamente diferentes (p < 0,05).

Encalada et al. (2019) também obtiveram aumento no rendimento de extracdo de
pectina de cenouras descartadas com o uso de enzimas, 0 uso de celulase aumentou o
rendimento de 6,9% para 12,4%. Combinando enzimas com ultrassom (US), Encalada et al.
(2019) observaram o efeito sinérgico com o uso de hemicelulase, em que o rendimento
aumentou de 20,6% (com o uso apenas de US) para 27,1%. A celulase combinada ao US néo
foi mais efetiva que o US apenas. E, isoladamente, a hemicelulase n&o proporcionou aumento
no rendimento (ENCALADA et al., 2019). No presente trabalho, a desorganizacdo mecanica
da rede celulose-hemicelulose da farinha de casca de jabuticaba, proporcionada pelo

tratamento US, foi efetiva para ambas as enzimas, celulase e hemicelulase.

3.2 Caracterizacao das pectinas

3.21FTIRe DM



104

Os espectros de FTIR das pectinas da farinha de casca de jabuticaba (Figura 111 2) séo
semelhantes aos espectros de pectinas de frutos de quiabo (XU et al., 2020) e de espinheiro
(ROMAN et al., 2021). Independentemente dos métodos de extracdo empregados neste
estudo (com ou sem enzimas), observam-se semelhancas entre todos 0s espectros de pectina
obtidos.

Figura 11 2- Espectros de FTIR das pectinas de farinha de casca de jabuticaba
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Fonte: Dados da pesquisa.

Uma banda larga e forte entre 3550 cm™ e 3200 cm™, centrada em 3333 cm
(indicativo de estruturas poliméricas), é caracteristica da vibracdo de alongamento O—H,
atribuida a ligacdo de hidrogénio intermolecular da cadeia principal de GalA. Uma banda de
absor¢do mais fraca em 3000-2840 cm™ surge das vibragdes de alongamento C—H do grupo
CH, CH; e CHj3 dos ésteres metilicos. Enquanto as vibragdes C—H assimétricas e simétricas de
flexdo do metil ocorrem proximo de 1450 cm™ e 1375 cm™, respectivamente. Em 1230 cm™
surge o alongamento de —CH3CO. As bandas entre 1200 e 900 cm™ correspondem a regido da
impressao digital, caracteristica de cada amostra e podem indicar variagcbes na composicdo
dos monossacarideos neutros, visto que as vibracGes presentes nesses compostos ocorrem
nesta regido do espectro. Os picos em 1140, 1095, 1072, 1043 e 1017 cm™ também foram
relatados para amostras de pectinas citricas com alto teor de metoxilas e pectinas de
espinheiro purificadas (ROMAN et al., 2021; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005;
XU et al., 2020).
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A banda em 1740 cm™ ¢ atribuida & vibracdo de alongamento C=O dos grupos
carboxila metilesterificados, e o pico em 1630 cm™ resulta do alongamento do grupo
carboxilato (COO"). A proporcéo entre a area do pico em 1740 cm™ e a soma das areas dos
picos de 1740 cm™ e 1630 cm™ (correspondendo aos grupos carboxila totais) pode ser usada
para prever DM (KYOMUGASHO et al., 2015; LIEW et al., 2016). Observando esses dois
picos, € possivel notar que as pectinas extraidas por UMEAE (espectro azul e verde) parecem
ser de baixo DM e as pectinas obtidas apenas por US e aguecimento (espectros vermelho e
rosa) de alto DM. Ademais, também pode ser observado que a banda na regido de 3000-2840
cm?, que inclui as vibragdes de alongamento C—H dos grupos metil, foi menos intensa para a

pectina extraida com celulase (espectro azul), que apresentou menor DM (Tabela 111 2).

Tabela 111 2- Grau de metilesterificacdo das pectinas

Tratamentos DM (%)

1-UMAE 52,93+ 0,712
2 — UMEAE (celulose) 44,65 + 2,02°
3 — UMEAE (hemicelulose) 48,58 + 0,21°
4 — Tratamento convencional 53,01+ 0,872

Média + desvio padrdo (n = 3). Letras diferentes na mesma coluna indicam que 0s
valores sdo significativamente diferentes (p < 0,05). DM = grau de metilesterificagéo.

Independentemente das variagfes apontadas anteriormente em relacdo ao tratamento,
os valores de DM obtidos para as farinhas de casca de jabuticaba, de 44,65% a 53,01%, sé@o
elevados em comparacdo com pectinas extraidas da casca de limao doce (1,2-35,1%)
(RAHMANI et al., 2020); casca de kinnow (Citrus nobilis + Citrus deliciosa) peel. (37,17%)
(GHOSHAL; NEGI, 2020), vagens de quiabo (39,5 - 43,6%) (XU et al., 2020) e casca de
caqui (41,35%) (JIANG et al., 2020). No entanto, os valores de DM das pectinas de farinha de
casca de jabuticaba sdo menores que os relatados para pectinas extraidas de bagas de
espinheiro-alvar (61 e 64%) (ROMAN et al., 2021); casca de limdo sem (78,4 - 82,2%) e com
enzimas (67,3 e 73,9%) (DOMINIAK et al., 2014) e casca de pomelo (59,85 - 67,01%). Em
relacdo a esta Ultima, a extracdo ocorreu por MW, US e suas combinacdes, sendo o menor
DM obtido pela combinacdo das duas técnicas (LIEW et al., 2016). A relacdo entre US e
menores valores de DM também foi observada por Encalada et al. (2019) em pectinas de
cenouras descartadas (37,2 vs. 48,0%), com valores de DM ainda menores com 0 uso de
UEAE (24,0 e 27,0%).
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E possivel que no presente estudo, o US tenha contribuido para a extragio de LMP e
de HMP com valores modestos de DM. Um tratamento sem US € necessario para essa
investigacdo. Embora Chan et al., (2017) cite que longos tempos de extracdo a baixa
temperatura favorecam a desesterificacdo da pectina, ndo foi observada diferenca estatistica
entre 0 DM das pectinas extraidas por 5 horas de aquecimento em banho-maria (tratamento 4)
e por 3 minutos em reator de MW (tratamento 1) (Tabela Il 2). O que esta de acordo com o
estudo de Dranca et al. (2021) que, a partir de bagaco de maca, obtiveram HMP cujos graus
de esterificacdo foram semelhantes, seja usando MW ou aquecimento em banho-maria. LMP
foi extraida em estudos utilizando pH menos basico: Encalada et al. (2019) obteve LMP de
cenouras descartadas em todos os testes (com e sem US e/ou enzimas) a pH 5,2; e Ghoshal e
Negi (2020), por extracdo com agua quente, obtiveram uma pectina de casca de kinnow com
DM de 37,17%, usando pH 5. Esses resultados sugerem que valores de pH menos acidos
podem ter contribuido para a extracdo de LMP da farinha de casca de jabuticaba. Essa
hipGtese € apoiada pela observacdo do aumento da atividade da enzima pectina metil esterase
(que atua na desmetil esterificacdo) em pH préximo ao neutro e de sua inibicdo em altas
concentracbes de acido citrico (KURITA; FUJIWARA; YAMAZAKI, 2008). Um teste
usando celulase em pH 4,5 (valor dentro da faixa de atividade, mas ndo 6timo), que foi usado
para o tratamento com hemicelulase, pode indicar se o pH influencia a DM neste caso, ao
contrario do estudo de Dominiak et al. (2014), em que foi observado maior DM com o uso de

enzimas.

O DM interfere nas propriedades das pectinas e, consequentemente, na sua aplicacéo.
HMP forma gel em altas concentracdes de acucar (55-75%) e sistemas acidos (pH 2,50-3,50),
e LMP formam gel em uma faixa mais ampla de pH (2-6), com ou sem uma pequena
quantidade de acucar, na presenca de ions divalentes. HMP sdo usadas pela inddstria de
alimentos como agente gelificante, emulsificante, espessante e estabilizador na producdo de
geleias e para a obtencdo de LMP por desesterificacdo. No entanto, métodos que extraem
LMPs diretamente dos alimentos podem ser mais viaveis economicamente devido ao uso
dessas pectinas como substituto de gordura em sorvetes e preparacdo de frutas para iogurte, na
formag&o de géis em produtos isentos de sacarose, além do uso em embalagens comestiveis e
encapsulamento (CHAN et al., 2017; KUMAR et al., 2020; MARIC et al., 2018).

3.2.2 Monossacarideos neutros
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O uso de baixa temperatura para extragdo das pectinas teve por objetivo extrair
pectinas mais intactas, ou seja, com a estrutura menos modificada, mais semelhante a original
encontrada na parede celular. O perfil de acucares neutros (Figura Il 3) sugere que esse
objetivo foi alcancado, visto que diferentes monossacarideos foram identificados nas pectinas
e, no caso da arabinose (Ara) em quantidades superiores ao que restou nos residuos dos
tratamentos 1, 2 e 4. De acordo com Chen et al. (2021), a extragdo de pectina em baixa
temperatura (< 40°C) mantém a molécula mais intacta, caracterizada pela presenca das
cadeias laterais de agUcares neutros, que sdo identificadas em menor quantidade nas pectinas

extraidas em temperaturas mais elevadas.

Figura I11 3- Distribuicdo de monossacarideos neutros
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A. Pectinas em tons mais escuros e residuos em tons mais claros. B. Composicdo de aglcares neutros das
pectinas e dos residuos de extracdo. Ram = ramnose; Fuc = fucose; Ara = arabinose; Xil = xilose; Gal =
galactose; Glc = glicose.

Fonte: Dados da pesquisa.
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A andlise da composicdo relativa dos monossacarideos revelou que Ara é o principal
monossacarideo neutro presente nas pectinas obtidas nos tratamentos 1, 2 e 4 (nomeadamente
pectinas 1, 2 e 4), seguido por galactose (Gal) em 2, 3 e 4. A pectina extraida com
hemicelulose apresentou maior teor de glicose (Glc), sendo o segundo monossacarideo mais
presente na pectina 1 e o terceiro nas pectinas 2 e 4. Xilose (Xil), ramnose (Ram) e fucose
(Fuc) apareceram em sequéncia em todas as pectinas produzidas, exceto pela auséncia de Fuc
na pectina 3. Perfis semelhantes foram descritos para pectina citrica e extraida de espinheiro
(ROMAN et al., 2021). A pectina citrica comercial com alto teor de metoxila também
apresentou maior teor de Ara seguido por Gal, porém com maior quantidade de ramnose em
relacdo a Glc e Xil. As pectinas de espinheiro-alvar ndo purificadas (para remogéo de amido)
apresentaram conteudo expressivo de Glc, que foi bastante reduzido apds a purificacdo, com
predominancia de Gal seguido por Ara e Ram (ROMAN et al., 2021).

A menor propor¢do de ramnose em relacdo aos demais monossacarideos nas pectinas
de casca de jabuticaba pode ter ocorrido devido ao uso de uma temperatura mais baixa. Chen
et al. (2021) compararam a extracdo de pectinas de Citrus unshiu em diferentes temperaturas
(25, 40 e 85 ° C), e quantificaram niveis mais baixos de Ram e Gal em amostras extraidas em
temperaturas mais baixas. No presente estudo, teores de Gal proximos aos de Ara podem ser
devidos a maior quantidade desse monossacarideo nas cascas de jabuticaba. Miranda et al.
(2020) extrairam um heteropolissacarideo da casca de jabuticaba por meio de acido quente,

cujo principal monossacarideo identificado foi Gal (67,21%).

Chen et al. (2021) também observaram teores significativos de Ara em pectinas
extraidas em baixas temperaturas, atribuidos a hidrélise de Ara, que foi extraido das cadeias
laterais dos polissacarideos, mas rendimentos mais elevados foram obtidos em temperaturas
mais altas. Chen et al. (2021) relataram a facilidade de hidr6lise de Ara por acido quente, e
que observaram menores quantidades de Ara nos residuos de extracdo em temperaturas mais
altas. Ara também foi identificado em residuos de extracdes de pectinas de cascas de
jabuticaba em baixa temperatura, sugerindo que parte das pectinas permaneceu nos residuos.
A proporcdo de Ara foi menor entre os residuos dos tratamentos que apresentaram maior
rendimento (2 e 3), mostrando que as enzimas foram eficientes para hidrolisar compostos nao

pécticos.

A glicose foi o principal monossacarideo encontrado nos residuos das extra¢des de
pectina, indicando que a celulose pode ter permanecido neles. A pectina extraida por celulase
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apresentou o menor teor de Glc. No entanto, grande quantidade de glicose foi identificada na
pectina extraida pela hemicelulase. Seria necessario mais uma etapa na purificacdo dessa
pectina, conforme recomendado por Roman et al. (2021). A xilose também foi identificada
nos residuos das extracfes de pectina, sugerindo a permanéncia de hemicelulose. A pectina
extraida por hemicelulase apresentou a menor proporcdo de Xil. Embora parte da Xilose
presente no material extraido possa ser de polissacarideos ndo pécticos, Xil também é um
constituinte das pectinas. Chan et al. (2017) citam que as unidades GalA em
homogalacturonana podem ser substituidas por residuos de xilose nas posi¢cdes C-2 ou C-3,
gerando Xxilogalacturonana. A xilose também pode estar presente nas cadeias laterais de RG-I
(formada por Ram e GalA), bem como outros monossacarideos identificados neste estudo,
como galactose e arabinose (predominantemente, formando galactana, arabinana e/ou
arabinogalactana), além de glicose e fucose. RG-1l também é formado pela presenca de
monossacarideos neutros. Ferramentas analiticas como espectrometria de massa de
dessorcao/ionizacdo a laser assistida por matriz, espectroscopia Raman por transformada de
Fourier, eletroforese em gel de carboidrato, eletroforese capilar e outras podem fornecer
informacdes sobre as estruturas finas das macromoléculas de pectinas (CHAN et al., 2017,
HOTCHKISS JR. et al., 2021).

O perfil de monossacarideo da uma indicacdo das caracteristicas de composicdo das
pectinas, o que influencia em suas propriedades funcionais (CHAN et al., 2017; CHEN et al.,
2021). Atividade prebiotica foi previamente associada a oligossacarideos pécticos ricos em
arabinose e galactose (HOTCHKISS JR. et al., 2021), compostos presentes nas pectinas

extraidas de farinha de casca de jabuticaba.

3.2.3. Compostos fenolicos

As pectinas interagem com o0s polifendis, formando complexos, nos quais as
atividades fendlicas benéficas sdo preservadas, apresentando também efeitos sinérgicos
benéficos para o trato digestivo (JAKOBEK; MATIC, 2019). A cianidina-3-glucosideo (C3G)
e 0 &cido elagico foram os principais compostos fenolicos encontrados em residuo de
jabuticaba (INADA et al., 2020). Portanto, foram investigados em pectinas de farinha de

casca de jabuticaba (Tabela 111 3).
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Tabela 111 3- Contetido de C3G e acido elégico nas pectinas

Tratamentos C3G (mg/1009) Acido elagico (mg/100g)
1-UMAE 176,77 £ 5,972 33,74 + 2,852
2 — UMEAE (celulose) 104,31 + 17,57° 40,31 + 9,052
3 - UMEAE (hemicelulose) 115,94 + 18,13° 24,85 £ 5,172
4 — Tratamento convencional 169,73 £ 13,93? 30,80 + 4,552

Média + desvio padrdo (n = 3). Letras diferentes na mesma coluna indicam que os valores sdo
significativamente diferentes (p < 0,05). C3G = cianidina-3-glicosideo.

O contetddo de C3G nas pectinas extraidas variou de 104,31 a 176,77 mg/100g. Esses
valores foram superiores aos relatados para as farinhas de bagaco de uva (0,5 a 7,2 mg/kQg)
(MONTEIRO et al., 2021). As amostras dos métodos livres de enzima (pH 1,8) apresentaram
teores mais elevados que as amostras extraidas em valores maiores de pH. Sabe-se que a
estabilidade das antocianinas e sua ligacdo aos polissacarideos pécticos dependem do pH. Em
solugdes &cidas, a forma de equilibrio do cation flavilio das antocianinas pode interagir com
grupos carboxila livres desprotonados das pectinas. Portanto, quanto mais grupos carboxilicos
livres disponiveis para ligacdes de hidrogénio e interacOes eletrostaticas, mais forte serd a
ligagcdo. Assim, LMP tem maior capacidade de interagir com as antocianinas que HMP,
conforme ja descrito para C3G (FERNANDES et al., 2020; HOTCHKISS JR. et al., 2021).
No presente estudo, a pequena variagdo do DM entre as amostras ndo permitiu essa
observacdo; entretanto, as HPMs obtidas apresentaram valores discretos de DM (<70%),
condigédo que permitiu a interacdo entre as pectinas e o C3G.

Os niveis de &cido elagico variaram de 30,80 a 40,31 mg/100 g, sem diferenca
estatistica entre as amostras (p <0,05). Esses valores sdo maiores que 0s encontrados em pé de
polpa de camu-camu (Myrciaria dubia) (5,60 mg/100 g) e maiores que o0s registrados em
farinha de residuos de camu-camu (76,49 mg/100 g) (FRACASSETTI et al., 2013). Inada et
al. (2020) observaram que apenas 42% do &cido elagico total de um po de casca e semente de
jabuticaba era bioacessivel apds a digestdo gastrica devido a maior proporcdo desses
compostos ligados covalentemente as paredes celulares. No entanto, os autores registraram
um aumento de 74% na liberacdo de acido elagico apo6s a digestdo intestinal atribuido a
liberacdo e despolimerizagdo de elagitaninos conjugados a matriz alimentar. Apos a
fermentacdo intestinal, a bioacessibilidade final do acido elagico foi de 30%, indicando sua
metabolizacdo pela microbiota intestinal em metabdlitos de alta lipofilicidade, que sdo mais
sujeitos a absorc¢ao no coélon (INADA et al., 2020).
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Esses pesquisadores também relataram diminuicdo da bioacessibilidade de C3G dos
residuos de jabuticaba apds digestdo gastrica (39% inicial) e intestinal (19% inicial), e
fermentagdo colbnica (< 7%), mostrando sua metabolizagdo. Os autores ressaltaram,
entretanto, que metabdlitos de compostos fendlicos também possuem atividade bioldgica e
podem ser responsaveis pelos efeitos benéficos da jabuticaba (INADA et al., 2020). Seja pela
absorcdo deles ou de seus metabolitos, a presenca de C3G e &cido elagico nas pectinas é
interessante, dados os beneficios ja relatados desses compostos a satde, como efeitos anti-
inflamatorios (LIN et al., 2020; LIU et al., 2021) e eficicia para a prevencdao ou melhora do
diabetes mellitus tipo 2 (MATSUKAWA et al., 2015; YOSHIMURA et al., 2013).

3.2.4 Propriedades tecnologicas

As imagens das pectinas obtidas da farinha de casca de jabuticaba sdo apresentadas na
Figura 111 1 e seus pardmetros de cor na Tabela Il 4. Os valores de luminosidade (L *)
variaram de 13,08 a 20,59, embora ndo tenha havido diferenca estatistica entre as amostras (p
< 0,05). As pectinas de casca de jabuticaba sdo mais escuras que aquelas obtidas de cenouras
descartadas por UAE + hemicelulase (L* = 40,6) e UAE + celulase (L* = 47,2)
(ENCALADA et al., 2019). A baixa luminosidade das amostras pode ser explorada para uso
em alimentos integrais ou outros produtos escuros com alegacédo de propriedade funcional. De
acordo com os valores de angulo Hue (4,04-35,62), as pectinas extraidas apresentam tom
avermelhado, caracteristico do cation flavilio C3G (FERNANDES et al., 2020), com
diferenca de tom dependendo do pH de extracdo (mais proximo ao vermelho pdrpura em
valores de pH mais baixo, tratamentos 1 e 4). Em relagdo a intensidade de cor, a pectina
extraida pela celulase foi a menos pigmentada (c* = 3,14) e a pectina extraida por banho-
maria foi a mais pigmentada (c* = 5,52), sem diferenca estatistica para as pectinas dos
tratamentos 1 e 3 (p < 0,05).

Tabela I11 4- Parametros de cor das pectinas

Tratamentos L* h° C*

1- UMAE 13,08 £ 0,267 4,04 +2,33° 4,89 £ 0,772
2 — UMEAE (celulose) 16,73 + 1,712 35,62 + 9,202 3,14 +0,23°
3 — UMEAE (hemicelulose) 20,59 + 2,282 25,51 + 5,012 4,67 +0,31°
4 — Tratamento convencional 13,18 + 0,332 6,20 £ 0,67° 5,52 + 0,252

Média + desvio padrdo (n = 3). Letras diferentes na mesma coluna indicam que os valores sdo
significativamente diferentes (p < 0,05).
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Os resultados obtidos para as propriedades tecnoldgicas das pectinas extraidas e de
uma pectina citrica comercial (PCC) podem ser observados na Tabela Il 5. As pectinas de
cascas de jabuticaba e PCC ndo apresentaram diferenca para 1AA e 1AO, sendo os valores
para ambas as propriedades em torno de 1,0 g / g. IAA foi baixo em comparacdo com a fibra
alimentar rica em pectina de casca de frutas citricas (8,32 g/g) (HUANG et al., 2021), mas o
tempo durante o qual as fibras foram expostas a dgua foi mais longo para estas amostras (12
horas vs. 30 minutos neste estudo). Os valores de IAA foram mais proximos aos das pectinas
de alperujo tratado termicamente (2,18 g/g) que foram submetidas a 5 h de contato com &gua
(RUBIO-SENENT et al., 2015); e ligeiramente superior a LMP de vagens de quiabo
previamente secas em estufa (0,82 g/g) (XU et al., 2020). IAA representa a quantidade de
agua retida pelas pectinas, sendo um fator que afeta a textura dos alimentos, e depende de
diversos fatores, incluindo peso molecular (XU et al., 2020). Xu et al. (2020) observaram
degradacdo das moléculas de pectina (diminuicdo do peso molecular) quando a matéria-prima
foi seca acima de 20 °C, com consequente diminui¢do do IAA. No presente estudo as cascas
foram secas a 60 °C, portanto, a liofilizacdo das cascas de jabuticaba poderia melhorar essa
propriedade. O tempo de exposicao das fibras a 4gua também parece afetar o IAA e precisa

ser mais investigado.

Tabela 111 5- Propriedades tecnoldgicas das pectinas

Amostras I1AO (0/9) 1AA (g/9) VI (mL/g) ISA (g/100g)
1- UMAE 1,02 +0,00% | 1,03+0,01* | 7,00+0,33" | 2,22 +0,66%
2 - UMEAE (celulose) 1,02 +£0,00% | 1,03+0,02% | 9,78 £0,77% | 3,21 +0,49%
3 - UMEAE (hemicelulose) 1,04 £0,01* | 1,02+0,01* | 1511 +1,39% | 3,74 +£0,40°
4 — Tratamento convencional | 1,03 +0,01* | 1,02+0,03% | 7,33+0,67%° | 2,27 +£0,72%
PCC 1,02 +0,01% | 1,04+ 0,032 ND 2,01 +0,54°

Média + desvio padréo (n = 3). Letras diferentes na mesma coluna indicam que os valores sao
significativamente diferentes (p < 0,05). PCC = pectina citrica comercial. IAO = indice de absor¢éo de dleo;
IAA = indice de absorcéo de &gua; VI = volume de intumescimento; ISA = indice de solubilidade em agua.
ND = ndo detectado.

Os valores do indice de absorcdo de 6leo foram semelhantes aos das pectinas de
alperujo (1,48 g/g) (RUBIO-SENENT et al., 2015) e ligeiramente mais baixos que de uma
fibra rica em pectina extraida de casca de laranja (2,12 g/g) (HUANG et al., 2021) e de
pectinas extraidas de frutos de quiabo (2,84 g/g) (XU et al., 2020). IAO representa a
quantidade de dleo absorvida pelas pectinas, afetando as propriedades sensoriais.



113

O volume de intumescimento variou de 7,00 a 15,11 mL/g, sendo comparavel as fibras
ricas em pectina extraida de casca de laranja (8,08 mL / g) (HUANG et al., 2021). Os dados
ndo seguiram a distribuicdo normal e o teste ndo paramétrico indicou diferenca estatistica
entre os valores extremos. Porém, ao analisar os valores absolutos, pode-se notar que as
pectinas obtidas pela UMEAE apresentaram maior valor de VI. O VI depende do contetdo de
pectina, tamanho de particula e area superficial (HUANG et al., 2021), fatores que nao foram
avaliados neste estudo. Li et al. (2014) observaram que MAE, EAE e UAE contribuiram para
o aumento do VI (6,5; 7,2; e 7,3 mL/g, respectivamente) de fibra alimentar solivel em agua
extraida de bagaco de macgd, em comparacdo com o método de extragdo convencional (2,5
mL/g). Os autores argumentaram que os efeitos da cavitacdo e do aguecimento intramolecular
no rompimento da parede celular por US e MS, respectivamente, tornam a estrutura das fibras
extraidas mais volumosa e porosa, permitindo que a agua flua mais facilmente no interespaco
das fibras. Eles discutiram, ainda, que a celulase pode destruir efetivamente a parede celular
ao romper as cadeias polissacaridicas com ligacdo B (1-4), levando a uma reducdo do tamanho
das particulas e aumento na area superficial das fibras extraidas, proporcionando maior
retencdo de agua e exposicdo dos grupos mais hidrofilicos para a ligacdo de agua (LI et al.,
2014).

A pectina extraida por hemicelulase foi a amostra mais sollvel em agua (ISA = 3,74
9/1009) e estatisticamente diferente (p < 0,05) da amostra comercial, a menos soltvel (ISA =
2,01 g/100g).

Os resultados das propriedades emulsificantes das pectinas, atividade emulsificante
(AE) e estabilidade da emulsédo (EE), sdo exibidos na Tabela 111 6. A amostra comercial de
pectina (PCC) apresentou 0s menores valores para propriedades emulsificantes, com diferenca
estatistica para a pectina extraida pela celulase (tratamento 2). A pectina extraida da casca de
caqui (JIANG et al., 2020) e as pectinas de espinheiro purificadas (ROMAN et al., 2021)
também mostraram melhor desempenho de emulsificacdo que pectinas citricas comerciais.
Entre as pectinas obtidas da farinha de casca de jabuticaba, a AE variou de 10,58 a 48,77% e a
ES de 43,30 a 55,05%. A AE da pectina extraida pela celulase é semelhante a LMP das
vagens de quiabo previamente secas em estufa (42,5%), cuja EE (36,8%) (XU et al., 2020) foi

inferior aquelas de todas as pectinas de cascas de jabuticaba.

Diferentemente do estudo de Xu et al. (2020), que extrairam pectinas de vagens de
quiabo (previamente secas sob diferentes técnicas) pelo método convencional de aquecimento
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em alta temperatura, todas as amostras do presente estudo melhoraram o desempenho da
emulsificacdo apos a desestabilizacdo das emulsdes em condicdes de alta temperatura, 0 que
interfere nos fendmenos de formacdo de creme, como a coalescéncia. Por seu bom
desempenho, pectinas da casca de jabuticaba podem ser testadas como emulsificantes de fonte

natural em produtos como sorvetes, molhos, pées e bolos.

Tabela 111 6- Propriedades emulsificantes das pectinas

Amostras AE (%) EE (%)

1- UMAE 20,88 + 3,76 49,99 + 6,20
2 — UMEAE (celulose) 48,77 + 6,732 55,05 + 1,522
3 — UMEAE (hemicelulose) 10,58 * 3,29% 43,30 + 3,26%
4 — Tratamento convencional 13,41 + 4,272 46,88 + 5.41%
PCC 5,57 +0,31° 40,63 + 4,27°

Média * desvio padrdo (n = 3). Letras diferentes na mesma coluna indicam que os valores sdo
significativamente diferentes (p < 0,05). PCC = pectina citrica comercial. AE = atividade
emulsificante; EE = estabilidade da emulsdo. ND = ndo detectado.

Roman et al. (2021) e Xu et al. (2020) comentaram que a combinagéo dos fatores alto
contedo de proteina, maior proporcdo de HG em relacdo a RG-I, menor DM (para fornecer
estabilizacdo eletrostatica) e maior massa molecular dos polissacarideos peécticos pode
melhorar as propriedades emulsificantes. Consistente com essas observagdes, a pectina de
farinha de casca de jabuticaba extraida por celulase apresentou menor DM e maiores AE e

EE. O conteldo de proteina, a razdo HG/RG-I e a massa molecular ndo foram investigados.

Por outro lado, Jiang et al. (2020) argumentaram que 0s taninos nas pectinas extraidas
de caqui podem ter contribuido para um bom desempenho emulsificante. Os autores destacam
que os acidos fenolicos podem se ligar a arabinose e galactose por ligacGes éster, e 0 grupo
carboxila das pectinas pode ser reticulado intermolecularmente com o grupo hidroxila dos
fendlicos por ligacdo de hidrogénio e interagdo hidrofébica, formando uma rede heterogénea e
agregada na fase continua que melhora as propriedades emulsificantes (JIANG et al., 2020).
Cho, Yu e Hwang (2017) observaram que a incorporacao de &cido elagico em emulsdes de
caseinato de sodio-HMP melhorou a estabilidade oxidativa ao reduzir hidroperoxidos
lipidicos. O acido elagico € pouco soltvel em agua, porém devido a sua natureza acida, ele se
solubiliza melhor em um solvente basico (CHO; YU; HWANG, 2017). Apesar do teor de

acido elagico (Tabela Il 6) nas pectinas extraidas ndo ter sido estatisticamente diferente (p >
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0,05), em valores absolutos, a pectina extraida pela celulase (em pH menos &cido) apresentou
um pouco mais de acido elagico. No entanto, a estabilidade da emulsdo ndo pode ser
explicada apenas pelo teor de acido elagico. Uma combinacao dos fatores jd& mencionados
contribui em conjunto para as propriedades emulsificantes observadas nas pectinas da casca

de jabuticaba.

5 CONCLUSOES

A combinacdo de US mais aquecimento por MW ou banho-maria e método UMEAE,
a baixa temperatura, permitiu a extracdo de pectinas com estruturas menos modificadas em
relacdo a como é a pectina na parede vegetal das cascas de jabuticaba, de acordo com a

presenca de diferentes acucares neutros.

Todas as pectinas apresentaram luminosidade, IAA, 1AO e conteudo de acido elagico
sem diferenca estatistica entre elas. O MW e o banho-maria convencional, ambos apds US,
apresentaram eficacia semelhante, mas com menor tempo de reagcdo por MW. Os maiores
rendimentos foram obtidos pela UMEAE. Algumas diferencas foram observadas entre as
pectinas extraidas com enzimas (e a valores de pH menos acidos) e sem o uso de enzimas (e a
pH mais acido), no que diz respeito aos seguintes parametros: DM (LMP por enzima e pH
menos acido e HPM por tratamentos sem enzima e pH mais acido); tom (vermelho parpura
em pH mais baixo); intensidade de cor e contetdo de C3G (ambos maiores nos tratamentos
livres de enzimas e a pH mais acido). A pectina extraida por UMEAE com hemicelulase
apresentou melhor desempenho emulsificante (maiores AE e ES) que a pectina citrica

comercial.

As cascas de jabuticaba séo fonte potencial e natural de pectina com bom desempenho
emulsificante e volume de intumescimento, bem como uma fonte dos antioxidantes C3G e
acido elagico. Além disso, essas pectinas, que tém estrutura mais parecida com a pectina tal
como ela é na parede celular, podem ser exploradas para pesquisas sobre bioacessibilidade de
nutrientes, pois sdo mais semelhantes as consumidas na forma de frutas frescas ou seus

produtos.
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CAPITULO 4

INTERACAO ENTRE POLIFENOIS E FIBRAS ALIMENTARES DE FARINHA DE
CASCA DE JABUTICABA: AVALIACAO EM DIGESTAO SIMULADA
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1 INTRODUCAO

Extratos de cascas de jabuticaba tém sido associados a diferentes efeitos bioldgicos
desejaveis, como: propriedades antioxidantes (CALLONI et al., 2020; PITZ et al., 2016);
atividade antimicrobiana, antitumoral e anti-inflamatéria (ALBUQUERQUE et al., 2020;
LAMAS et al., 2018; LAMAS et al., 2020); efeito anti-hipertensivo (DE ANDRADE et al.,
2015); melhora do perfil lipidico plasmatico (CALLONI et al., 2020; LENQUISTE et al.,
2019) e modulacdo do metabolismo de glicose (LAMAS et al., 2018; LENQUISTE et al.,
2019), entre outros. Os polifendis, encontrados numerosamente nas cascas de jabuticaba,
foram associados a esses efeitos. No entanto, as fibras alimentares, presentes em quantidades
significativas e varidveis em cascas de jabuticaba (RESENDE, OLIVEIRA & FRANCA,
2020), sdo conhecidas por apresentarem efeitos metabolicos desejaveis, como controle
glicémico e melhora da sensibilidade a insulina (MAO et al., 2021). Juntamente com 0s
polifendis, as fibras alimentares da casca de jabuticaba foram associadas a modulacdo da
microbiota, promovendo saude intestinal (BATISTA et al., 2018). Dessa forma, o uso integral
das cascas de jabuticaba pode ser mais vantajoso que o uso do extrato de seus polifendis. A
producdo de farinha é uma estratégia para o consumo, visto a sazonalidade e perecibilidade
dos frutos (LIMA, et al., 2008; RESENDE; OLIVEIRA; FRANCA, 2020).

No entanto, é sabido que as fibras alimentares podem afetar a bioacessibilidade dos
compostos fendlicos, devido a interacfes entre estes e os polissacarideos da parede celular
(RENARD, 2019). Inada et al. (2020) observaram uma bioacessibilidade geral de 47% dos
compostos fendlicos de um po produzido a partir de cascas e sementes de jabuticaba. Em um
po apenas de cascas de jabuticaba, a bioacessibilidade de antocianinas foi de 0,08 a 2,3%; a de
flavonois variou de 0 a 36,8%; e a de taninos hidrolisaveis, de 1,2 a 166,0%. Embora
percentualmente menor, as antocianinas foram os compostos mais abundantes na fracéo
intestinal bioacessivel (QUATRIN et al., 2020). Apesar da baixa biacessibilidade, a
bioatividade é promissora, visto que polifendis ndo acessiveis foram extensivamente
metabolizados por bactérias intestinais a metabolitos fendlicos que parecem mais
biodisponiveis e com maior atividade bioldgica que seus precursores (INADA et al., 2020;
QUATRIN et al., 2020). Isso ocorre porgue os polifendis, associados as fibras, podem atingir
0 colon, onde sdo liberados pela acdo da microbiota e podem, eles mesmos ou seus
catabolitos, ser absorvidos ou atuar localmente. (JAKOBEK; MATIC, 2019; SAURA-
CALIXTO, 2011).
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Os antioxidantes estdo presentes nos alimentos na forma de: compostos de baixo peso
molecular livres de interacBes; compostos fisicamente aprisionados em diferentes estruturas
celulares; compostos de baixo peso molecular quimicamente ligados a macromoléculas; e na
forma de materiais insollveis, geralmente de alto peso molecular (GOKMEN; SERPEN;
FOGLIANO, 2009). Fazem parte desses dois Ultimos casos os fendlicos hidrolisaveis, taninos
hidrolisaveis e taninos condensados (proantocianidinas; non-extractable proanthocyanidins -
NEPA). Todos esses compostos sdo classificados como polifendis ndo extraiveis (non-
extractable polyphenols - NEPP) e interagem com a matriz alimentar (PEREZ-JIMENEZ,
DIAZ-RUBIO & SAURA-CALIXTO, 2013). Antioxidantes dessas trés classes de NEPP ja
foram encontrados em cascas de jabuticaba (QUATRIN et al., 2019; QUATRIN et al., 2020;
RESENDE; OLIVEIRA; FRANCA, 2020).

Durante o processamento das farinhas (secagem e moagem) e no momento da
alimentacdo (mastigacdo), os polifendis livres podem entrar em contato com as fibras
alimentares e ligar-se espontaneamente a sua superficie, processo conhecido por adsorcao
(BERMUDEZ-ORIA, et al., 2019; JAKOBEK & MATIC, 2019). Polifendis extraiveis
(extractable polyphenols - EPP) podem, ainda, associarem-se a NEPP presentes nas fibras
alimentares (PEREZ-JIMENEZ et al., 2013). Celik e Gékmen (2014) demonstraram que
unidades de acido ferulico esterificadas a unidades de arabinoxilana, uma vez estando em suas
formas radicais, o0 que pode ocorrer naturalmente, podem se ligar covalentemente a

antioxidantes livres, que os regeneram.

Portanto, é possivel que 0 mesmo mecanismo possa ocorrer com as cascas de
jabuticaba. Polifendis extraiveis podem se ligar as fibras alimentares por meio da interacdo
com os polifendis ndo extraiveis presentes nas fibras ou diretamente aos polissacarideos. Esse
mecanismo pode explicar a baixa bioacessibilidade das antocianinas e de outros fendlicos da
casca de jabuticaba demonstrada anteriormente (INADA et al., 2020; QUATRIN et al., 2020)
e que contrasta com aumento da capacidade antioxidante sérica observado em um estudo
clinico com de pd de casca de jabuticaba (PLAZA et al., 2016).

Estudos das interacGes entre polifendis e fibras alimentares com cascas de jabuticaba
sdo desconhecidos. Foram encontradas na literatura pesquisas de bioacessibilidade de
polifendis de residuos de jabuticaba (INADA et al., 2020; QUATRIN et al., 2020), mas que
ndo investigaram a relagdo dos antioxidantes com componentes da fibra. Essa investigagdo €

importante para extrapolar a compreensdo do comportamento dos compostos em matrizes
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com diferentes proporcGes de fibras alimentares e compostos fenolicos, uma vez que Phan et
al. (2017) ja demonstraram que polissacarideos especificos da parede celular apresentam

diferentes capacidades de adsorcdo de polifendis.

Foram também encontrados estudos que investigaram a adsor¢do de polifendis por
polissacarideos da dieta, pela observagdo da redugdo de compostos livres ap0s associacdo
(LIN; FISCHER; WICKER, 2016) e digestdo simulada (KOH; XU; WICKER, 2020a),
usando padrdes e extrato de polifendis em polissacarideos de mirtilo; mas sem avaliar a
capacidade antioxidante final da porcdo polissacaridea. A avaliagdo da capacidade
antioxidante dos polissacarideos apds a interacdo com os polifendis foi realizada em estudos
de adsorcdo de antioxidantes de extratos e bebidas em fibras alimentares, porém em matrizes
alimentares distintas, como adsorcao de fendlicos do cha verde em farelo de trigo (CELIK &
GOKMEN, 2014) e polifendis de azeite em parede celular de morango (BERMUDEZ-ORIA
etal., 2019).

Embora a importancia da investigagdo da adsorcdo de polifendis em componentes
especificos de fibras, ha prejuizo da estrutura original da fibra alimentar pelos métodos de
obtencdo dos materiais usados (fibras comerciais e isoladas de alimentos, parede celular e
solido insoltvel em alcool). A adsorcao de polifendis em fibras alimentares totais do proprio
alimento, extraidas por método convencional de analise de fibras, ainda néo foi apresentada e
é importante para conhecer a seletividade da ligacdo quando os diferentes componentes da

fibra alimentar estdo todos no mesmo sistema.

Portanto, foi desenvolvido um método com o objetivo de investigar a adsorcdo de
polifendis da casca de jabuticaba em fibra alimentar total e pectina extraidas da prépria casca
de jabuticaba, além de celulose comercial, para auxiliar na compreensdo das interacdes entre
os polifendis sollveis e as fibras alimentares contidas no préprio alimento. Este é o primeiro
estudo que investiga a adsorcdo de polifendis extraidos de casca de jabuticaba e o primeiro a

usar fibra alimentar extraida por método gravimétrico como material adsorvente.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais
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Farinha de casca de jabuticaba obtida anteriormente (conforme Capitulo 1) foi
utilizada para os ensaios. Foi escolhida a amostra A3, por ter sido utilizada previamente para
extracdo de pectina. A pectina extraida por celulase (conforme Capitulo 3) foi adotada para
este estudo por estar disponivel em maior quantidade e ser semelhante aquela originalmente
presente nas cascas de jabuticaba, conforme perfil monossacarideo ilustrado na Figura 111.3
discutida no Capitulo 3 (subitem 3.2.2). Celulose comercial microcristalina foi obtida da

marca Synth.

Acido acético de grau de cromatografico; os padrdes de cianidina-3-glucosideo (C3G)
e acido elagico (AE); as enzimas alfa amilase, pepsina e pancreatina; sais biliares e o0s
reagentes Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) e DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil) foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich. Etanol e metanol de
grau de cromatogréafico foram adquiridos das empresas Panreac AppliChem e Honeywell,
respectivamente. Os demais reagentes utilizados e citados nos métodos foram de grau

analitico, das empresas Neon e Synth.

2.2 Métodos

As etapas do método desenvolvido estdo esquematizadas no fluxograma da Figura IV

2.2.1 Extracdo e andlise cromatogréafica de polifendis da farinha de casca de jabuticaba
(FCJ)

A extracdo dos polifendis e a quantificacdo de cianidina-3-glucosideo e acido elagico
foram realizadas conforme descrito no Capitulo 2, porém com o extrato preparado em
concentracdo diferente. A extracdo foi de acordo com Barros et al. (2019) e a analise
cromatogréafica, conforme Plaza et al. (2016), ambos com algumas modificacdes.
Resumidamente, 0,8 g de FCJ foi submetido a extracdo com etanol 50% (v/v) acidificado com
acido acético (pH final 3,0 £ 0,1). O procedimento foi realizado em banho ultrassénico a
cerca 30 °C por 60 minutos, seguido por centrifugacéo e adicdo de etanol 50% (v/v) e novas
centrifugacdes até descoloracdo. Os sobrenadantes foram reunidos e o pH ajustado para 3,0,

guando necessario. O volume final dos extratos foi de 50 mL. Os extratos foram diluidos para
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a concentragdo final de 0,0025 g/mL, filtrados (0,22 um) e analisados por HPLC-DAD (520 e
350 nm), sendo as fases mdveis: (A) acido férmico aquoso 0,5 % (v/v) e (B) 0,5 % (v/v) de
acido formico em metanol. O gradiente de eluicdo foi: 0 min, 5% (B); 0-5 min, 5% (B); 5-45
min, 50% (B); 45-53 min, 50% (B). A taxa de fluxo foi de 0,6 mL/min e o volume injetado
de 20 pL.

Figura IV 1- Fluxograma das etapas dos métodos

Farinha de casca
de jabuticaba

Amostra 3

Extragdo Extragio
de FAT de pectina

Extragdo de EPP

Extrato Secagem
de EPP | |

Pectina Celulose

Formacdo das misturas de Formacdo das misturas de
fibras e polifendis fibras e solucdo extratora

Digestdao simulada

| | | | | | | |
rato EAT Pectina Pectina Celulose FAT Pectina Pectina Celulose
de EPP 1 2 branco 1branco 2 branco branco
| | | | | | | |

Centrifugacdo, diluicdo e filtracdo

filtrados Residuos>secagem
Analise de polifendis livres Anélise da capacidade
em HPLC antioxidante por QUENCHER

Fonte: A autora.
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2.2.2 Extracéo da fibra alimentar total (FAT) da FCJ

A FAT foi extraida conforme o método gravimétrico ndo enzimatico de analise de
fibra alimentar total em alimentos e produtos alimenticios com menos de 2% de amido
(Método AOAC 993.21) (AOAC, 2012), com pequenas modificacdes. 150 mL de agua
destilada foram adicionados a 3 g de FCJ. O conjunto foi colocado em banho ultrassonico por
5 minutos. Apo6s, foi incubado a 37 °C por 90 minutos em banho-maria, sem agitacdo.
Posteriormente, foram adicionados 600 mL de etanol 95% (v/v) e o conjunto foi deixado em
repouso por uma hora, a temperatura ambiente. Na sequéncia, o material foi filtrado, lavado

com etanol 95% (v/v) e seco em estufa convectiva a 60 °C por 16 horas.

2.2.3 Preparacdo da FAT e da pectina

Fendlicos extraiveis foram removidos de FAT e pectina, tal como descrita a extracao
de polifendis da FCJ (subitem 2.2.1), porém usando 0,3 g de amostra, 10 mL de etanol 50%
(v/v) com é&cido acético (pH final 3,0 + 0,1) para a etapa no ultrassom e volumes de 10 e 5 mL
de etanol 50% (v/v) na etapa de centrifugacdo. Os sobrenadantes foram descartados e 0s
residuos foram lavados com etanol 70% (v/v) (1 vez com 10 mL e 1 vez com 5 mL) e, por
fim, com 5 mL de agua para remocdo de extrato que pudesse estar presente no material. Os
residuos foram, entdo, secos em estufa convectiva a 40 °C por 90 minutos. Parte do material
foi utilizada para adsorcdo em digestdo simulada e outra foi conservada a cerca de -18 °C até

a avaliacdo da capacidade antioxidante das fibras (conforme subitem 2.2.5).

2.2.4 Ensaio de adsorgao em digestédo simulada

Em tubos Falcon de 50 mL foram misturados 6 mL de extrato de FCJ (concentragdo =
0,016 g FCJ/mL) a: 0,028 g de FAT; 0,006 g de pectina (Pectina 1) e 0,033 g de celulose. A
concentracdo foi calculada para simular aquela encontrada nas FCJ, tendo sido adotados os
percentuais de fibra alimentar solivel e insolivel de A3 (conforme Capitulo 1) para 0s
calculos de pectina e celulose, respectivamente. Em um segundo momento, foram feitos
ensaios com 0,028 g de pectina (Pectina 2) para comparagdo com mesma massa de FAT,
verificando interferéncia da quantidade de adsorvente. Foram preparadas amostras controle

sem fibra (apenas com 6 mL de extrato), chamadas de controle de extrato; e sem extrato, com
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as mesmas massas de fibras misturadas a 6 mL da solucdo extratora (etanol 50% com &cido

acético; pH final 3,0), chamadas de controle de fibra (branco).

As misturas passaram por trés etapas, simulando o processo digestivo, conforme

descrito por Bermudez-Oria et al. (2019), com pequenas modificagdes:

Boca: O pH das misturas foi ajustado para pH 6,9 com solucao de hidroxido de sédio 10 M e
adicdo de 1 mL de tampao fosfato diluido (pH 6,9) contendo a-amilase (1 g/L), 1,336 mM de
cloreto de célcio, 0,174 mM de sulfato de magnésio, 12,8 mM de dihidrogenofosfato de
potassio e 23,8 mM de bicarbonato de sddio. Os tubos foram incubados em incubadora com

agitacdo orbital (Quimis, modelo Marco Q-250), a 37 ° C, por 5 minutos, a 250 rpm.

Estdmago: o pH foi reajustado para pH 2 com uma solugdo de cloreto de potassio 5 mM,
cloreto de sédio 130 mM e &cido cloridrico 0,5 N. Foram adicionados 330 pL de solugédo de
pepsina (0,2 g de pepsina da mucosa gastrica suina/5 mL de acido cloridrico 0,1 M) e os tubos

foram incubados a 37 ° C, por 60 minutos, a 250 rpm.

Intestino delgado: O pH foi gradualmente aumentado para pH 6-7 pela adi¢do de bicarbonato
de sodio 0,5 M. Foi adicionado 0,5 mL de solucdo de sais biliares e pancreatina (50 mg de
sais biliares de suino e 10 mg de pancreatina de pancreas suino/2,5 mL de bicarbonato de
sodio 0,1 M). Os tubos foram incubados a 37 °C, por 120 minutos, a 250 rpm. Apods a

incubacdo, a atividade enzimatica foi encerrada pela adi¢do de acido cloridrico até pH 3.

As amostras foram centrifugadas a 3500 rpm, por 5 minutos. As misturas foram
diluidas com &gua ultrapura para 100 mL e uma aliquota foi filtrada em filtro de seringa (0,22

um) para quantificacdo dos teores de C3G e AE em HPLC.

2.2.5 Avaliagdo da capacidade antioxidante das fibras alimentares antes e apds a
digestdo

As amostras de FAT, pectina e celulose pos-digestdo, foram adicionados 10 mL de
agua destilada. Os tubos foram agitados e posteriormente centrifugados por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o procedimento foi feito mais duas vezes, para remocdo de
residuos sollveis. Apds, as fibras foram secas em estufa convectiva a 40 °C, por 90 minutos.

As amostras foram conservadas a cerca de -18 °C até o momento do teste.
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As alteracBes na capacidade antioxidante das fibras antes e apds a digestdo simulada
foram avaliadas pelo procedimento direto QUENCHER, proposto por Gokmen, Serpen e
Fogliano (2009) e conforme descrito em Serpen, Gékmen e Fogliano (2012), com pequenas
modificagdes. As fibras foram moidas em almofariz e 5 mg de cada uma foram adicionados
em tubos Falcon protegidos da luz, com mais 5 mg de celulose pura para diluicdo. A reagéo
foi iniciada adicionando 10 mL de solugdo de DPPH- em etanol 50% (absorbancia de 0,75 a
525 nm). Os tubos foram agitados em vortex e colocados em incubadora com agitacao orbital,
a 25 °C e 300 rpm até a centrifugacdo por 2 minutos a 3500 rpm. Os sobrenadantes foram
transferidos para uma cubeta e a absorbancia foi medida a 525nm usando um
espectrofotdbmetro de UV-visivel (Micronal, AJX 1900). O tempo total de reacdo foi de 30

minutos, conforme usado por Celik, Gokmen e Fogliano (2013).

Uma curva de calibracdo foi construida com solugdes metandlicas de Trolox. A
porcentagem de inibi¢do do radical DPPH- foi calculada pela equagéo:

InibigaO(amostra) (%) = (AbsorbénCia(branco) — AbsorbénCia(amostra)) /AbsorbénCia(branco) X 100 (1)

A capacidade de eliminacdo de radicais livres das amostras em base seca é chamada de

TEAC e calculada pela equacéo:
TEAC (mmol Trolox Eq./kg amostra) = (% inibi¢&0(amostra) / @ x M) x 10 (2)

Em que: a representa o declive da curva de calibracdo; m é a quantidade de amostra em base
seca (mg) e 10 é o fator de conversdo para obter valores TEAC em mmol de equivalente de

Trolox/kg de amostra.

2.2.6 Andlise estatistica

A excecdo dos extratos de FCJ antes da digestdo e dos controles de extrato (n=4),
todos os testes foram realizados em triplicata. Os dados foram expressos em média £ desvio
padrdo. A normalidade foi verificada pelo método de Shapiro-Wilk. Diferencas entre as
médias foram investigadas pelos testes ANOVA e Duncan, com 95% de confianga (p<0,05).

Foi utilizado o software IBM SPSS Statistics, versao 19.
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3 RESULTADOS E DISUSSAO

3.1 Interacdo entre os polifenois e as fibras alimentares

Os conteudos de cianidina-3-glicosideo e acido elagico livres nos filtrados antes e apos
a digestao simulada estéo indicados na Figura IV 2. C3G e AE apresentaram comportamentos
opostos apos a digestdo. O contetdo de C3G livre sofreu reducdo durante o processo e o de
AE, aumentou na presenca das fibras. Esses comportamentos também foram observados apos
digestdo in vitro de pos de residuos de jabuticaba por Inada et al. (2020) e Quatrin et al.
(2020).

Figura IV 2- Gréfico do contetido dos polifenais livres nos filtrados
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Letras mailsculas diferentes denotam diferencas significativas (p < 0,05) dos contetdos de cianidina-3-
glicosideo entre as amostras e diferentes letras mindsculas denotam diferengas significativas (p < 0,05) dos
conteddos de &cido elagico entre as amostras. FAT = fibra alimentar total. Pectina 1 = menor concentragao de
pectina. Pectina 2 = maior concentracdo de pectina. FAT/Pectina 1/Pectina 2 corrigidas = referem aos dados das
misturas de extrato mais FAT, Pectina 1 e Pectina 2, respectivamente, menos os resultados dos controles de fibra
(fibras com solucéo extratora).

Fonte: Dados da pesquisa.

3.1.1 Cianidina-3-glicosideo

No controle de extrato (sem fibra), o teor de C3G reduziu em 40%. Koh et al. (2020)
observaram reducdo de 99% do contetdo de antocianinas em extrato de mirtilo e 88% de

reducdo de C3G em uma solugdo padrdo apds digestdo intestinal in vitro. A menor
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recuperacdo de antocianinas em amostras submetidas a digestdo simulada foi atribuida por
Inada et al. (2020) aos valores de pH neutro a alcalino encontrados no intestino, nos quais
predomina a instavel pseudobase carbinol. Fernandes et al. (2014) explicam que as
metodologias mais usadas para deteccdo de antocianinas baseiam-se na forma catidnica e na
conversdo total dos compostos a esta forma em meio acido, mas que essa conversdo pode ndo
ser completa, o que leva a uma subestimacdo das antocianinas. Os pesquisadores ainda
destacam que os compostos podem ser metabolizados, o que inviabiliza a conversédo de volta a
forma catibnica apo6s a acidificacdo. Portanto, a reducdo observada no contetdo de C3G ap06s
a digestdo simulada ndo pode ser atribuida a completa degradacdo do composto, visto as

limitacdes experimentais do método de analise.

Subtraindo o conteudo de C3G que ¢ liberada da fibra para 0 meio (controle de fibra)
(Tabela IV 1) do contetdo de C3G livre no filtrado de extrato mais FAT, tem-se o contetido
de C3G identificado no grafico por “FAT corrigida”. Esse contetdo foi significativamente
menor que aquele do controle de extrato (Figura IV 2), indicando que houve adsorcdo de C3G
do extrato da farinha de casca de jabuticaba pela fibra alimentar total da farinha. Se atribuida
a diferenga entre o contelido do controle de extrato e de “FAT corrigida” ao conteudo de C3G

ligada a fibra, este valor corresponde a 33% da C3G disponivel quantificavel.

A amostra de pectina com a mesma massa de FAT, chamada de “Pectina 27, foi
chamada de “Pectina 2 corrigida” (Figura IV 2) quando subtraido o conteddo do controle de
fibra correspondente (indicado na Tabela IV 1). Embora o contetido de C3G livre de “Pectina
2 corrigida” ndo tenha sido estatisticamente diferente daquele do controle de extrato, também
nédo foi diferente do contetido de “FAT corrigida”. Considerando a diferenga entre “Pectina 2
corrigida” e o controle de extrato como a C3G ligada, esse valor corresponde a 25% da C3G

disponivel quantificavel.

As amostras “FAT” e “Pectina 2”, quando ndo descontada a C3G liberada pelas fibras
(controles de fibra), ndo séo estatisticamente diferentes do controle de extrato. Essas amostras
foram apresentadas no grafico (Figura IV 2) para observacdo da acessibilidade dos
compostos, que inclui todo o contetdo ndo ligado, seja advindo de polifendis inicialmente

livres ou desprendidos das fibras durante a digestéo.
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Tabela IV 1- Contetdo de polifendis livres em filtrado pds-digestdo simulada dos
controles de fibra (brancos) (ug/mL)

FAT Pectina 1 Pectina 2 Celulose
Cianidina-3-glicosideo 1,18 £ 0,02 ND 1,22 £0,01 ND
Acido elagico 153+0,48 | 0,79+0,06 | 0,99 +0,13 ND

ND = Nao detectado.

Conforme esperado, o controle de celulose ndo liberou polifendis durante a digestéo,
visto que foi utilizada uma amostra comercial (Tabela IV 1). No filtrado da amostra controle
de “Pectina 1” também nao foi quantificada C3G (Tabela IV 1), possivelmente devido a
pequena quantidade de massa (0,006 g), referente a quantidade de fibra alimentar soltvel
presente na FCJ utilizada. As quantidades de C3G livre quantificadas nos filtrados de “Pectina
1” e “Celulose” nao sdo estatisticamente diferentes do controle de extrato, mas diferentemente
de “Pectina 2 corrigida”, sdo maiores que aquelas do controle sem fibra. Desse modo, ndo é
possivel calcular valores de C3G ligadas a essas fibras. Usando a mesma forma de célculo
deste trabalho, Koh, Xu e Wicker (2020) calcularam antocianinas ligadas a pectina de mirtilo,
apo6s 18 horas de incubagdo da mistura a 4°C. No entanto, quando os complexos foram
submetidos a digestdo simulada, foi observada liberacdo de C3G das fibras durante o processo
de simulacdo gastrica a pH 2, e reducdo das antocianinas livres ap6s a simulacdo intestinal
(pH 7). Porém, foi observada menor reducdo dos compostos livres nos testes com presenca de
fibra em detrimento do controle sem fibra, tal como no presente estudo, o que foi atribuido a
uma protecdo da estabilidade das antocianinas pela pectina. Os autores explicam que os
dominios lineares da pectina, carregados negativamente, podem interagir com a posi¢do 2 do
ion flavilio, durante a etapa gastrica, protegendo-o do ataque nucleofilico que ocorre com o
aumento do pH na etapa intestinal (KOH; XU; WICKER, 2020). Embora ndo seja possivel
afirmar que o mesmo ocorreu no presente estudo, pela observacdo apenas dos conteidos de
C3G livre, visto a falta de diferenca estatistica, a analise da capacidade antioxidante das fibras

contribuird para essa observacao, como sera discutido posteriormente.

Em relacdo a influéncia da quantidade de pectina na adsorcédo, a ndo quantificagdo de
C3G desprendida pela massa menor (Tabela IV 1) foi o que influenciou a diferenca estatistica

observada entre as amostras com desconto do branco.

3.1.2 Acido elagico
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N&o houve diferencga estatistica no contedo de AE livre do extrato de FCJ antes e
apos a digestdo (Figura IV 2). No entanto, houve aumento estatisticamente significativo do
teor de AE livre nas amostras com FAT e com 0,028 g pectina (“Pectina 2”). Inada et al.
(2020) e Quatrin et al. (2020) também observaram aumento do contetdo de AE livre apés a
fase intestinal de digestdo in vitro de pds de residuos de jabuticaba, que foi atribuido a
liberacdo e despolimerizagédo de elagitaninos conjugados a componentes da matriz alimentar,
como fibras e proteinas, provocadas pelo aumento do pH, visto que, em estudo anterior, Inada
et al. (2019) ja haviam identificado a presenca de grande quantidade de elagitaninos em
residuos de jabuticaba.

Os conteudos de AE desprendidos dos controles de fibra estdo expressos na Tabela IV
1. O uso desses controles e do controle de extrato, neste estudo, confirma a liberacdo e
despolimerizacéo de elagitaninos das fibras alimentares de cascas de jabuticaba sugerida por
Inada et al. (2020). E importante lembrar que os controles das fibras foram feitos com as
fibras apds a extracdo dos compostos solUveis, portanto, os polifendis quantificados nos
filtrados desses controles estavam de alguma forma conjugados a matriz. Mesmo no filtrado
do controle de menor massa de pectina (0,006 g) foi encontrado AE, diferentemente de C3G.
Inclusive, o conteldo de polifendis liberados do controle de Pectina 1 por &area de fibra
(Tabela 1V 2) foi superior as outras amostras, possivelmente pela maior oferta de solucédo
extratora por massa de amostra. Apenas no filtrado do controle de celulose ndo foi

quantificado AE, visto se tratar de uma fibra comercial.

Tabela IV 2- Contetdo de polifendis liberados dos controles de fibra (brancos) por
massa de fibra (pug/mg fibra)

FAT Pectina 1 Pectina 2 Celulose
Cianidina-3-glicosideo 4,22 £0,08 ND 4,35+0,05 ND
Acido elagico 547+1,71 | 13,11 +1,08 | 3,53 +0,46 ND

ND = Nao detectado.

No entanto, embora ndo estatisticamente significativo, o contetdo de AE no filtrado de
“Celulose” foi superior ao do controle de extrato. O mesmo ocorreu com “Pectina 17 ¢
“Pectina 2 corrigida”, o que sugere que as fibras podem ter contribuido para a preservagao da

estabilidade do AE, como sugerido para C3G e discutido posteriormente.
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Além da protecdo dos compostos pelas fibras, também parece que os polifendis
presentes no extrato contribuem para a formacdo e/ou protecdo do AE. Isso por que,
descontado o conteddo de AE liberado dos controles dessas fibras (Tabela IV 1), os conteudos
de AE de “FAT corrigida” e “Pectina 2 corrigida” sdo, ainda, superiores aquele do controle de
extrato. O conteudo de AE de “Pectina 2 corrigida” ndo diferiu estatisticamente daquele do
controle de extrato, mas também ndo foi diferente do teor de “Pectina 2”. A analise da
capacidade antioxidante das fibras podera ajudar nessa compreensdo, conforme discutido

adiante.

A diferenca entre as amostras com massas distintas de pectina, pode ser explicada pela
menor liberacdo e despolimerizacdo de elagitaninos da fibra de menor massa. No entanto,
com o desconto do contetido do controle com 0,006 g de pectina, o teor de AE de “Pectina 1
corrigida” foi o Unico inferior ao do controle de extrato, embora sem diferenca estatistica.
Mas, permitindo o célculo de AE adsorvido, que correspondeu a cerca de 24% do conteldo

presente no extrato de FCJ.

3.2 Capacidade antioxidante das fibras alimentares

O método QUENCHER permite identificar se houve de fato a adsorgé@o de polifenois
pelas fibras alimentares. Parte dos compostos pode ter sido preservada pelas fibras da
degradacdo ou metabolizacdo, como sugerido anteriormente, e sido adsorvida, sem que
pudesse ser quantificado por polifendis livres no filtrado e, portanto, sem apresentar diferenca
estatistica com o contetdo do controle de extrato, que ndo teve fibras para promover a

preservacdo dos compostos.

A medida direta da capacidade antioxidante das fibras, sem necessidade de extracdo
dos compostos, como feita pelo teste QUENCHER, é muito vantajosa e adequada para este
ensaio que avalia a interacdo entre fibras e polifendis. Gokmen, Serpen e Fogliano (2009)
explicaram gque o método permite a avaliacdo da capacidade antioxidante promovida tanto por
EPP quanto por NEPP, uma vez que colocando o alimento sélido em contato direto com uma
solucéo reagente radical, EPP reage com os radicais presentes no solvente como ocorre em
uma reacao liquido-liquido usual, enquanto NEPP exerce sua capacidade antioxidante por

meio da reacdo superficial que ocorre na interface sélido-liquido, em que a fase sélida é
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representada pelos grupos antioxidantes ligados as fibras e a fase liquida, pelos radicais livres
do solvente. Uma vez que o procedimento é baseado em uma reacdo de superficie entre
solidos e liquidos, representados por antioxidantes e radicais, respectivamente, ele € indicado
para avaliacdo da adsorcéo de polifendis em fibras alimentares. No presente estudo, as fibras
passaram pela extragdo dos EPP anteriormente a digestdo e, apos esta, foram lavadas com
agua, como descrito anteriormente (subitem 2.2.5), para remocéo de residuo soltvel. Portanto,
o método QUENCHER foi empregado para avaliacdo dos polifendis integrados as fibras.

Na Figura IV 3 estdo indicadas as capacidades antioxidantes das fibras. Nota-se que
ndo houve diferenca estatistica entre a capacidade antioxidante de FAT e de pectina antes da
digestdo in vitro. Isso indica que o conteldo de polifendis ligados a pectina e as fibras totais é
similar. Por ter sido usada celulose comercial, ndo foi detectada atividade antioxidante nessa

fracdo de fibra antes da digestdo, como esperado.

Figura IV 3- Gréfico da capacidade antioxidante das fibras alimentares
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Letras mindsculas diferentes denotam diferencas significativas (p <0,05) para a mesma fibra, em etapas
diferentes; e letras maiGsculas diferentes denotam diferengas significativas entre as fibras para uma mesma etapa
(p <0,05). FAT = fibra alimentar total. Pectina 1 = menor concentracdo de pectina. Pectina 2 = maior
concentracdo de pectina.

Fonte: Dados da pesquisa.

Verifica-se, também, que houve reducdo da capacidade antioxidante nos controles de
fibra (amostras sem extrato) apds a digestdo, como era esperado, visto que polifendis foram
identificados nos filtrados dessas amostras (Tabela IV 1). No entanto, apenas o controle de
FAT apresentou diferenca estatisticamente significativa para a amostra de FAT antes da
digestdo. Para as pectinas, ndo houve diferenca estatistica dos controles de fibras para as
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amostras antes da digestdo, embora em valores absolutos haja uma diferenca mensuravel entre
elas. Apos a digestdo ndo houve diferenca estatistica para a capacidade antioxidante entre 0s

controles das fibras.

Como principal resultado dessa analise, nota-se 0 aumento da capacidade antioxidante
de todas as fibras extraidas da FCJ, assim como sua detec¢do na celulose, ap6s a digestéo,
indicando que houve adsorcdo de polifendis. Considerando que FAT e pectina perderam
compostos para a solucdo durante a digestdo, foi calculada a capacidade antioxidante das
fibras conferida pelos polifenois adsorvidos, por meio da diferenca entre a capacidade
antioxidante das amostras apds a digestdo e aquela dos controles das fibras (brancos) pos-
digestdo (Tabela IV 3), como forma de mensurar a adsorcdo pelas diferentes fibras.
Observando-se esses dados, nota-se que nao houve diferenca estatistica entre FAT e a amostra
de pectina com mesma massa (Pectina 2), resultado este compativel com o fato de ndo ter sido
observadas diferengas estatisticas entre os conteudos de C3G e AE livres nos filtrados de

“FAT corrigida” e “Pectina 2 corrigida”.

No entanto, Pectina 1 e celulose apresentaram a maior capacidade antioxidante por
massa de amostra, 0 que ndo é compardvel com as redugdes de C3G livre nos filtrados de
Pectina 1 e celulose; e com o conteudo de AE livre no filtrado de celulose. Ja para “Pectina 1
corrigida”, foi possivel calcular a adsorcao de cerca de 24% do AE disponivel, o que indica
que esse contetdo pode ter contribuido para a capacidade antioxidante mensurada para esta
fibra. No entanto, é importante destacar que a medida da capacidade antioxidante pelo
procedimento QUENCHER é dada em equivalente de Trolox por massa de amostra. Como
Pectina 1 tinha uma massa cerca de 80% menor que as outras amostras, ndo necessariamente
ocorreu mais adsorcao de polifendis livres em Pectina 1. O resultado mostra que, mesmo uma
pequena massa é capaz de adsorver uma dada quantidade de polifendis, porém ela ficara com
mais antioxidantes por area ou por unidade de massa. Apesar de Pectina 1 ficar com mais
sitios de ligacdo ocupados, por ser uma massa pequena ndo foi possivel mensurar a diferenca
estatistica nos polifendis livres. Na Tabela IV 4 estdo dispostos os contetudos de polifenois
livres dos extratos de FCJ por massa de fibra nas misturadas submetidas a digestdo simulada.
Nota-se em Pectina 1 mais polifendis livres disponiveis por massa de fibra. Essa observacéo
ressalta que, assim como demonstrado por Phan et al. (2015) com celulose, a liga¢do nao é
limitada pelos locais interativos disponiveis na estrutura das fibras, sendo dependente da
quantidade de moléculas de polifendis disponiveis na solucdo aquosa. Koh, Xu e Wicker,

(2020b) também observaram, por estudos de cinética de ligagdo, que a quantidade de



132

antocianinas ligadas a pectina de mirtilo aumentou de forma n&o linear com o aumento da

concentracdo de antocianinas livres.

Tabela IV 3- Capacidade antioxidante das fibras conferida pelos polifenois adsorvidos

Capacidade antioxidante (mmol Trolox Eq./ kg amostra)
FAT 3,562+1,05b
Pectina 1 8,71+x117a
Pectina 2 3,91+153b
Celulose 6,64 +163a

Tabela IV 4- Contetdo de polifendis livres dos extratos de FCJ por massa de fibra nas
misturadas submetidas a digestdo simulada

FAT (g) | Pectinal (g) | Pectina?2(g) | Celulose (g)
Cianidina-3-O-glucosideo (mg) 23,57 110,00 23,57 20,00
Acido elagico (mg) 8,57 40,00 8,57 7,23

Observacdo diferente ¢ atribuida a celulose. Com massa semelhante a FAT e Pectina
2, sua capacidade antioxidante apés a digestdo foi superior a essas duas amostras, sugerindo
que a celulose adsorveu mais polifendis. No entanto, apenas pela observacdo de C3G e AE
livres nos filtrados pos-digestdo ndo foi possivel essa observagdo. Conforme discutido
anteriormente, embora estatisticamente ndo diferente do contetdo de polifendis do controle de
extrato, os conteudos de C3G e AE foram superiores nos filtrados de celulose. A maior
capacidade antioxidante observada nessa fibra sugere, portanto, que a celulose pode ter
contribuido para a preservacdo dos polifendis por adsorcdo, enquanto no controle sem fibra,
eles foram degradados ou metabolizados. Essa observagéo esta de acordo com estudos em que
foram identificadas interacdes de polifendis e celulose, como o de Phan et al. (2015), no qual
foi observada a interacdo de celulose com C3G (principalmente), acido galico e &cido
ferdlico. A ligacdo de celulose com epicatequina também foi registrada por Liu et al. (2017).
Apesar de nem todos esses compostos terem sido investigados no presente trabalho, estudos
anteriores reportaram a presenca de acido galico, acido ferulico e epicatequina em cascas de
jabuticaba (NEVES et al., 2021; QUATRIN et al., 2019). Portanto, apesar de presentes em
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menores quantidades que C3G e AE, outros polifendis podem ter sido adsorvidos e

contribuido para a capacidade antioxidante medida nas fibras.

A adsorc¢do de polifendis ndo investigados neste estudo pode ter ocorrido ndo sé pela
celulose, mas também por FAT e pectina. Flavan-3-ols de casca de uva vermelha foram
identificados  ligados &  hemicelulose  (xiloglucana e mananas) e  as
porcBes ramnogalacturonanas e homogalacturonanas de pectinas (QUIJADA-MORIN et al.,

2015); e &cido ferulico foi adsorvido em pectinas ricas em arabinana (ZHANG et al., 2017).

O comportamento de protecdo dos polifenodis pelas fibras por meio da adsorcédo
também pode ter ocorrido em FAT e pectina. Como discutido anteriormente, é possivel que
C3G livre dos extratos de FCJ tenha se ligado as fibras, sendo protegida do ataque pela agua,
que converteria os ions flavilios a pseudobase carbinol; e, posteriormente, se desprendeu, em

parte ou o todo, com a reducdo do pH para interrupcao da atividade enzimatica.

Outro possivel mecanismo que pode ter ocorrido é o da regeneracdo dos antioxidantes
ligados as partes insolGveis da matriz pelos compostos antioxidantes solGveis, como proposto
por Celik, Gokmen e Fogliano (2013) e Celik e Gokmen (2014). Nesses estudos, 0s autores
observaram que quando antioxidantes quimicamente ligados a fibra alimentar estdo na forma
radical, eles podem ser regenerados rapidamente por antioxidantes sinérgicos que estiverem
disponiveis, constituindo com eles um vinculo covalente ou tornando-se eles proprios
radicais. Dessa forma, é possivel que antioxidantes dos extratos de FCJ tenham se ligado
covalentemente a NEPP presentes nas fibras de FCJ, aumentado a capacidade antioxidante
dessas, e também, que tenham doado elétron ou atomo de hidrogénio para os NEPP,
mantendo parte da capacidade antioxidante das fibras, e tornado-se radicais. Os dois
mecanismos podem ter ocorrido. Como a celulose comercial ndo tinha NEPP, antioxidantes
do extrato ndo se tornariam radicais por regenerar compostos da matriz, 0 que pode ajudar a
explicar a maior capacidade antioxidante da celulose pds-digestdo. O mesmo pode ter
ocorrido no estudo de Lin, Fischer e Wicker (2016), que atribuiram a menor adsorcao de C3G
por uma pectina extraida de mirtilo & alta quantidade de antocianinas enddgenas na fibra,
diferentemente da adsor¢do maior em uma pectina sem essa caracteristica. Essas observacdes
ressaltam a importancia de se avaliar a adsor¢do nao apenas pelo contedo de compostos

livres na solucdo, mas também pela presenca deles no material adsorvente.

De acordo com Jakobek e Mati¢ (2019), as interacbes entre polifendis e

polissacarideos ocorrem principalmente por ligacGes ndo covalentes, que incluem ligacGes de
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hidrogénio, forcas de van der Waals e interacBes hidrofdbicas. As ligagdes de hidrogénio
ocorrem devido a presenca de muitos grupos OH tanto nos polifendis quanto nas fibras
alimentares. As forcas de Van der Waals sdo possiveis, porque os polifendis e as fibras tém
grupos funcionais que podem criar moléculas polarizadas. Uma vez que as ligagdes de
hidrogénio ocorrem, a distancia entre o polifenol e as moléculas de fibra alimentar se torna
mais curta e permite as interacGes de Van der Waals. Fibras alimentares e polifendis nédo
soliveis em agua podem se agregar (interacdes hidrofobicas) para ter o minimo contato
possivel com a &gua, devido a menor energia de superficie criada quando moléculas
insolUveis se agregam nas redondezas da agua. As interacBes hidrofébicas sdo, ainda,
possiveis, porque os polifendis tém anéis aromaticos hidrofébicos que as suportam
(BERMUDEZ-ORIA et al., 2019; JAKOBEK & MATIC, 2019; PHAN et al., 2015).

CondicGes ambientais como pH, temperatura e forca idnica interferem nessas
interacdes. O pH influencia a estabilidade dos polifendis (como j& discutido); as moléculas de
fibra alimentar (devido a alteracdo na propor¢do de grupos funcionais
desprotonados/protonados, que afeta forcas de repulsdo e atracdo); e por consequéncia,
influencia as interacGes dos polifendis com as fibras. J& foi observado, por exemplo, que C3G
é mais adsorvida em celulose em pH 5 e &cido ferdlico, em pH 5,5 (JAKOBEK & MATIC,
2019; PHAN; D’ARCY; GIDLEY, 2016). Essa € uma consideracdo importante, visto que
ocorre alteracdo de pH no trato digestivo. A temperatura normal no trato digestivo € proximo
de 37 °C, em torno da qual o &cido ferdlico foi mais adsorvido por pectina; mas em celulose, a
adsorcdo de &cido ferdlico foi melhor a 20 °C e a de C3G, a 4 °C (PHAN; D’ARCY;
GIDLEY, 2016; ZHANG et al., 2017). Em relacdo a forca ibnica, foi observado que o0s
polifendis adsorvem melhor em diferentes concentracdes de cloreto de sédio, sendo que C3G
foi mais adsorvida na auséncia do sal e o &cido ferdlico, com cloreto de sédio a 33 mM
(PHAN et al., 2016). Essa também é uma importante observacao, visto que cloreto de sodio
foi usado para simulagéo de fluido gastrico, além da possibilidade de sua formacdo pelo uso

de &cido cloridrico e hidréxido de sodio para acerto de pH.

A estrutura da fibra também interfere na adsor¢do dos compostos. Neste estudo foi
usada uma pectina que se assemelha aquela naturalmente presente na FCJ, para observar
como os polifenois da casca de jabuticaba se comportam com suas fibras. No entanto, Koh,
Xu e Wicker, (2020b) observaram que a pectina mais ramificada reteve menos antocianinas
que a pectina mais linear, atribuindo isso a diferenca de carga, uma vez que a estrutura linear,

com carga mais negativa, facilitaria a ligagdo com a forma flavilio carregado positivamente.
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Lin, Fischer e Wicker (2016) também comenta a respeito dessa interacdo ibnica, explicando
que abaixo do pKa da pectina (em torno de 3,5-4), os grupos carboxila livres sdo
principalmente protonados a pH 2 e, quanto menor o grau de esterificacdo da pectina, mais
grupos carboxila estardo disponiveis para ligagdo com o0s céations de antocianina. Essa
observacdo é importante uma vez que a etapa de digestdo gastrica ¢é feita em pH 2 e a pectina
de FCJ utilizada apresentou baixo grau de metil esterificacdo (44,65%, conforme Capitulo 3).
Ja com o aumento do pH, a base quinoide das antocianinas fica mais presente e, conforme
destaca Lin, Fischer e Wicker (2016), essa forma tem os trés anéis aromaticos no mesmo
plano, o que facilita o empilhamento de antocianinas livres em antocianinas ligadas, uma

outra forma de interacdo que pode ter ocorrido no ensaio de adsorcao.

Estudos futuros sdo necessarios para investigar a cinética de ligacao dos polifendis de
FCJ as suas fibras alimentares. Foi observado neste estudo que a quantidade de pectina afetou
a adsorcdo. No entanto, é necessario elucidar melhor essa observacdo com testes usando
maior nimero de concentracdes e fazendo o mesmo para as outras fracdes de fibras. Também
¢ importante variar a concentracdo dos adsorvatos (polifendis). Tudo isso € importante,
porque como ja demonstrado em capitulo anterior desta tese (Capitulo 1), ha grande variagdo
na quantidade de polifenois e fibras alimentares entre amostras de cascas de jabuticaba. Outra

investigacao necessaria € a influéncia do tamanho das particulas.

4 CONCLUSOES

O método desenvolvido neste trabalho permitiu concluir que os polifendis livres da
farinha de casca de jabuticaba interagem com a fibra alimentar total e a pectina extraidas da

prépria farinha de casca de jabuticaba, bem como com a celulose comercial.

O contetdo de C3G livre diminuiu apds a digestdo simulada, ao passo que AE
aumentou, devido a liberacdo e despolimerizacdo de elagitaninos das fibras. Apenas pela
observacdo dos polifendis livres, dir-se-ia que apenas a FAT adsorveu C3G e liberou
elagitaninos (que foram despolimerizados a acido elagico), depois de descontados o0s
conteddos por ela liberados. No entanto, pela analise direta da capacidade antioxidante das
fibras, foi possivel observar que todas elas adsorveram polifendis. E que a celulose comercial

parece ser a fibra que mais interagiu. Os resultados ainda sugerem que todas as fibras parecem
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ter protegido parte dos polifendis de degradagdo, assim como polifendis livres podem também
ter regenerado antioxidantes ligados as fibras. A analise conjunta da capacidade antioxidante
das fibras alimentares pelo método QUENCHER e a quantificacdo dos polifendis livres por
HPLC foi importante para a observacao desse complexo sistema de interacdo entre polifendis

e fibras alimentares.

Na propor¢do em que a pectina foi encontrada na farinha de casca de jabuticaba
utilizada, os resultados sugerem que ela ndo influencia no contetdo de polifendis livres ap6s
digestdo simulada, embora fiqgue com mais sitios de ligacdo ocupados pelos polifendis. A
presenca de antioxidantes nas fibras tem importancia do ponto de vista nutricional, uma vez
que serdo carregados e metabolizados no colon, onde poderdo ser absorvidos ou atuar

localmente.

O presente estudo contribuiu para mostrar que o uso de farinhas de casca de jabuticaba
pode ser mais benéfico que o uso apenas do extrato de seus polifendis, visto os resultados
sugerirem um sinergismo entre fibras alimentares e antioxidantes, de modo que as fibras
podem se entendidas como encapsuladores naturais de polifendis, protegendo-os da
degradacdo. Esses dados corroboram com observagdes experimentais e clinica sobre os
beneficios do uso de cascas de jabuticaba e que eram contrastados pelas analises de

biodisponibilidade.

A cinética de ligacdo e a influéncia do tamanho das particulas ainda precisam ser
investigadas. Conhecer os fatores dietéticos que modulam a bioacessibilidade dos polifendis €

importante para a elaboracéo de recomendac6es alimentares.
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CONCLUSOES GERAIS

A caracterizacdo de farinhas de casca de jabuticaba de 28 lotes de diferentes origens
demonstrou a alta variabilidade de cascas de jabuticaba disponiveis para o consumo. Por
analises de componentes principais foi identificado que as farinhas se diferenciam
principalmente quanto ao estddio de maturacdo dos frutos, mesmo com todos colhidos
maduros. Devido a combinacéo de fibra alimentar solGvel e proantocianidinas, as farinhas de

casca de jabuticaba apresentaram vantagem de uso em rela¢do a produtos similares.

Cianidina-3-glicosideo foi o polifenol quantificado em maior quantidade nas farinhas
de casca de jabuticaba, seguido por acido elagico e delfinidina-3-glicosideo. Pela analise de
PCA identificou-se uma diferenciagdo secundéria (22,55%) entre as farinhas produzidas com
casca de jabuticabas oriundas da regido Metropolitana de Belo Horizonte daquelas feitas a
partir de frutas das regides mineiras Central e Campos das Vertentes, que tendem a possuir

mais acido elagico e a serem mais claras.

Modelos quimiométricos PLS, baseados em dados de FITR, foram capazes de fornecer
previsdes satisfatorias dos contetidos de fendlicos totais extraiveis, antocianinas monoméricas
totais, cianidina-3-glicosideo, delfinidina-3-glicosideo, acido elagico e fibras alimentares

sollveis e insolUveis, semelhantes aos métodos convencionais.

As cascas de jabuticaba séo fonte potencial e natural de pectina com bom desempenho
emulsificante e volume de intumescimento, além de fonte de antioxidantes. A combinacgéo de
ultrassom mais aquecimento por micro-ondas, com ou sem enzimas, ou banho-maria a baixa
temperatura, permitiu a extracdo de pectinas com estruturas menos modificadas em relacéo a

como é a pectina na parede vegetal das cascas de jabuticaba.

Apos digestdo da farinha de casca de jabuticaba, héa reducdo do conteudo de cianidina-
3-glicosideo livre e aumento de acido elagico livre. Polifendis livres da farinha de casca de
jabuticaba interagem com a fibra alimentar total e a pectina extraidas da prépria farinha e,
principalmente, com a celulose comercial. Na propor¢do em que a pectina foi encontrada na
farinha de casca de jabuticaba utilizada, os resultados sugerem que ela ndo influencia no
conteudo de polifendis livres apés a digestdo simulada, mas, assim como as outras por¢des de

fibra, carrega polifendis para o colon.
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Contudo, conclui-se que, embora as cascas de jabuticaba apresentem variagdes
significativas de composicdo, seu consumo deve ser estimulado por ser boa fonte de fibras
alimentares e compostos antioxidantes, que tém uma relacdo de sinergismo, que é favoravel
para evitar a degradacdo dos antioxidantes e contribuir para a satde intestinal. As farinhas de
casca de jabuticaba sdo uma 6tima estratégia para aproveitamento, conservacao e aplicacao

desse residuo agroalimentar.
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