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RESUMO

Os frutos e vegetais sdo ricos em compostos bioativos como compostos fendlicos, &cido
ascorbico, flanovdides, carotendides e outros que sdo sintetizados no metabolismo secundario,
sendo os fendlicos e flavonoides, os mais amplamente abundantes no reino vegetal. Os
compostos fendlicos possuem um elevado poder antioxidante, dessa forma oferecem grande
contribuicdo para satde devido ao seu efeito protetor em relacdo as doencas como cancer,
doencas cardiovasculares e diabetes mellitus. O conhecimento sobre os niveis de ingestdo de
polifendis, juntamente com a sua bioacessibilidade/biodisponibilidade em todo o trato
gastrointestinal, constituem fatores fundamentais para avaliar o seu significado
biol6giconasaidehumana.O objetivo dessa pesquisa foi avaliar a atividade antioxidante,
bioacessibilidade e identificacdo dos polifendis presentes no mesocarpo e améndoa do babagu
(Orbignya phalerata Mart.). Os extratos (aquoso, etandlico e acetdnico) do babacu foram
obtidos pormetodologias ja padronizadas. As fracbes de &cidos fendlicos do babagu
(mesocarpo e améndoa) e dos fendlicos totais foram obtidos por metodologias ja
estabelecidas. O contetdo de proantrocianidinas totais foi determinado por método
espectrofotométrico. A atividade antioxidante foi determinada por dois métodos: TEAC-
ABTS e ORAC. O efeito da digestéo (bioacessibilidade) sob o contetdo de fendlicos totais e
na atividade antioxidante do babacu foi por meio de protocolo in vitro e método adaptado. Os
compostos fenolicos do babagu (mesocarpo e améndoa) foram identificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Dos extratos utilizados, o aquoso foi 0 que apresentou
melhor poder extrator fenolicoeatividadeantioxidante.Dentre as fragdes de acidos fenolicos,a
que mais se destacou foi a solivel, com maior diferenca significativa no método TEAC-
ABTS. Dos compostos identificados no mesocarpo do babacu, o &cido elagico foi o que
apresentou maior teor e a epicatequina na améndoa. Quanto ao teor de proantrocianidinas foi
verificado que no mesocarpo houve diminui¢do no teor das mesmas apos as fazes 1 e 2 da
digestéo, ja na améndoa houve aumento no final da fase 1 e diminuicdo no final da fase 2 nos
dois métodos (ORAC e TEAC). Dos compostos fenolicos presentes no extrato aquoso do
mesocarpo do babagu apoOs digestdo invitro,0s mais bioacessiveis foram o acido elagico
eepicatequina,os quais tiveram seus teores aumentados ao final da fase 2. Na améndoa, a
epicatequina foio composto que mais se destacou. Pode-se concluir que o babacu (mesocarpo
e améndoa) possui varios compostos fenolicos, com atividades antioxidantes, os quais 0 &cido
elagico e a epicatequina foram os maisbioacessiveis.

Palavras-chave: Orbignya phalerata Mart.,, polifendis, atividade antioxidante e
bioacessibilidade



ABSTRACT

Fruit and vegetables are rich in bioactive compounds such as the phenolic compounds,
ascorbic acid, flanovol, carotanoids and others that are synthesized in the secondary
metabolismo, the phenolic and flanavol appearing as the most abundant in the vegetal
kingdom. Phenolic compounds have an elevated anti oxidant power, in this sense they offer
great contributions to general health due to their protective effect with regarding to cancer,
heart diseases and diabetes mellitus. The knowledge about the levels of ingestion of
polyphenols, along with its bioaccessibility throughout the gastrointestinal tract, are
fundamental values in order to evaluate its biological significance to human health. The
objective of this research was to evaluate the bioaccessibility, by means of digestion
simulated in vitroin the rate of phenolic compounds and in the antioxidante activity of the
babassu (Orbignya phalerata Mart.). Babassu extracts (aqueous, ethanolic, acetone) were
obtained by patterned methodologies. The fractions of phenolic acid from babassu were
obtained by in vitro protocol and adapted method. The phenolic compounds from babassu
(mesocarp and nut) were identified through high efficience liquid chromatography. From the
utilized extracts, the aqueous one was the one that presented the best phenolic extracting
power and antioxidant activity. Among the fractions of phenolic acid, the soluble stood out
with greater significative difference in the TEAC- ABTS method. From the identified
compounds in the mesocarp of the babassu, the elagic acid presented the highest rates and the
epicatechin in the nut. Regarding the level of proanthrocyanidin, analysis showed a decrease
in their levels in the mesocarp after phases 1 and 2 of digestion, while in the nut there was an
increase at the end of phase 1 and a decrease at the end of phase 2 in both methods (ORAC
and TEAC). From the phenolic compounds present in the aqueous extract of the mesocarp of
the babassu after in vitro digestion, the most bioaccessible were the elagic acid and the
epicatechin, which had their levels increased at the end of phase 2. In the nut, epicatechin was
the compound that stood out the most. It is possible to conclude that babassu (mesocarp and
nut) has many phenolic compounds, with antioxidant activity, and among them the elagic acid
and epicatechin were the mostbioaccessible.

Keywords: Orbignya phalerata Mart., polyphenols, antioxidant activity and bioaccessibility.



LISTA DE FIGURAS

01. Palmeira do Babagu...........c.ooiiiiiiii i e

02.Composicao do COCO DaAbAGU. ......vvuiiiiit it et e

03. Classificacdo do sistema de defesa dos antioXidantes...........cccccveveeevvereerverieaennne

04. Representacdo gréafica das principais classes dos &cidos fendlicos...........c.ceev.n..

05. Possiveis vias metabolicas dos compostos fendlicos na digestao e

ADSOTCAD . . .uviieiietiiieeeeie e e e et ee e e et e e e et ee e e et ae e e et ae e e e etaeaeeaetaeaeaaetaeaeeeeaaeaeaeeaaaeaeen seeennrees

06. Obtencédo dos extratos aquoso, alcdolico e acetdnico das fracdes do babagu

(MESOCArPO € AMENUOA). ... cveiueerieeeiie sttt sttt sttt es e et eb et ese et sre s

07. Esquema para a obtencao das fracdes de acidos fendlicos do babagu.................

08.Curva de calibracao de acido galico (720nm).............coooeriiiiiinniiiin e

09. Esquema da simulacao da digestao gastrica e no intestino delgado ...................

10. Esquema da biotransformacao bacteriana no intestino grosso..............ccceeeenne

18

20

22

24

29

33

35

36

38

39



LISTA DE TABELAS

01. Avaliacdo dos polifenois totais e da atividade antioxidante nos extratos aquoso, etandélico e
acetonico do mesocarpo € améndoa d0 DADAGU............eeeriieiirieie e s

02.Teor de Polifendis e da atividade antioxidante das fracGes purificadas de &cidos fendlicos
do mesocarpo e améndoa do DADAGU...........ccuieiiiiii i

03.1dentificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos presentes nos extratos aquoso,
etandlico e acetdnico do mesocarpo do babacgu, resultados expressos em pg/g de amostra
L= o TSSO PSPPI

04.1dentificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos presentes nos extratos agquoso,
etandlico e acetbnico da améndoa do babacu, resultados expressos em pg/g por grama de
AMOSEIA TTESCA ...ttt e ettt e et e reenteer e see st e e en e nraene e sneennens

05.1dentificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos presentes nas fragdes de acidos
fendlicos livres, soliveis e insoliveis do mesocarpo do babacu, resultados expressos em ug/g
08 AMOSLIA SECA. ... ... eieieeiieeieetie sttt e et e st et e e et e e es e e s e se e et e sees e et e sne e e e neenseasen senrens

06. ldentificacdo e quantificacdo dos compostos fenolicos presentes nas fragdes de acidos
fendlicos livres, sollveis e insoluveis da améndoa do babacu, resultados expressos em pg/g de
AMOSEIA SBCA. . vveutevereieseeteieseeses e seeses et esee e sees s teseaseseeseaseaees e se et es b se et esbaseabentenees seeneeneaeas

07. Efeito da digestdo in vitro no teor de fendlicos totais, proantocianidinas totais e atividade
antioxidante por ORAC e TEAC ABTS do extrato aquoso do mesocarpo € améndoa do

08. ldentificacdo e quantificacdo dos compostos fenolicos presentes nas fracdes de acidos
fendlicos livres, sollveis e insolliveis da améndoa do babagu, resultados expressos em ug/g de
AMOSEIA SBCA. ...\ vttt et et et et et et e ettt et e r et eae et ere e

09. Identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos presentes no extrato aquoso apos
digestdo in vitro (bioacessibilidade) da améndoa do babacu, resultados expressos em pg/g de
AMOSEIA TTESCA ... ...ttt ettt ettt et et e s et e e st et sb e b ebe e neerean

41

44

45

47

49

50

51

54



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AAPH: 2,2 —azinobis (2-amidinopropano) (dihidrocloreto)

AFL: Acidos fenolicos livres

AFS: Acidos fendlicos de ésteres sollveis

AFI: Acidos fendlicos insoliveis

ANOVA: Anélise de variancia

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria BHA: Butil Hidroxi Anisol

BHT: Butil Hidroxi Tolueno Cat: Catalase

CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncuia DIN: Modelo estético gastrointestinal
FDA: Food and Drug Administration GPx: Glutationa peroxidase

GSH: Glutationa reduzida GSSG: Glutationa oxidada HCI: Acido Cloridrico

INEAGRO: Incubadora da Empresa Tecnoldgica em Agronegocios IVG: Modelo
Gastrointestinal in vitro

LD: Limite de Deteccéo

LQ: Limite de Quantificacdo

MB & SR: Balanca de massa e receptacao de solo

NaOH: Hidréxido de Sédio Na,COj3: Carbonato de calcio NaHCO3: Bicarbonato de sodio
ORAC: Oxygen Radical Absorbance Capacity PA: Proantrocianidinas totais

PG: Propil galato

PBET: Teste de extracdo baseado na fisiologia RIVIN: Modelo gastrointestinal in vitro
ROOH: Hidroxiperdxidos SOD: Superdxido dismutase

SHIME: Simulator of the human intestinal microbial ecosystem of infants

TBHQ: Terc Butil Hidroguinona

TEAC: Trolox equivalente antioxidante capacity THF: Tetrahidrofurano

TIM: Modelo gastrointestinal dinamico

UFPI: Universidade Federal do Piaui

USP-US: Modelo gastrico farmacéutico

°C: grau Celsius



SUMARIO

LISTADE FIGURAS.. . cuitiiitiiiiiiiiiniin st csac s e e e sasanenes
LISTADE TABELAS. ..ttt earase et sasaenensasassen
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS ...
LINTRODUGAO.........ooeeeeeeeeeeeeeeee et
2 REVISAO DE LITERATURA ... ..co oottt an e
2.1 Caracteristicas gerais e cadeia produtiva do babagu...........cccceecereriiiininieicine,
2.1.1 Caracterizagéo nutricional e subprodutos do Fruto do babagu..............c.ccccevernenne,
2.2 Compostos ANtIOXIAANTES. .. .venetete ettt ettt e eee e eaeeaeans
2.3 Compostos FenOIICOS. .. .oouiiiiii i e e
2.4 Biodisponibilidade e Bioacessibilidade de nUEIENntes..........cccoeivveiineninieeieieens
2.4.1 Bioacessibilidade dos compostos fenOliCoS..........cveiviiiiiiie i,
SBOBJIETIVOS. . .iiiiiiiiiiiiiiiiiietiiiesttessestossssstossssssssssssssssssssssssssssnnss

3.2 ESPECITICOS. 1. teivieiteetee ettt ettt et st e e e en et e e e e e e enaearaenreaneen
4 METODOLOGIA......ciiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiineiitisstiosssstossssssssssssssssssssssnsssnns
L Y 110 E 11 T PP PP P
4.2.1 Obtencdo dos extratos do DaAGCU...........cccccveveiiiiiece e

4.2.2 Obtencéo das fragdes de acidos fendlicos do mesocarpo e améndoa do

4.2.4 Determinacdo das proantocianidinas totais (PA)........ccccceeveveivieiieciesiesesieennen
4.2.5 Avaliacdo da atividade antioXidante............ccceevveriiviiiecie e
4.2.5.1 Determinacdo da atividade antioxidante in vitro pelo método TEAC (Trolox
equivalent antioxidant capacity) ABTS.......cccccoiieie e
4.2.5.2 Determinacdo da atividade antioxidante in vitro pelo método ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity).........cccciviveieeiiiie et s
4.2.6 Efeito da digestdo (bioacessibilidade) sob o conteido de fendlicos totais e na
atividade antioxXidante do DADAGU...........cceiviiiieiii e
4.2.7 ldentificacdo dos Compostos Fendlicos do babagu por CLAE (Cromatografia
Liquida de Alta EfICIENCIA).........ccoiiiiiecie e s

Xi
Xii
16
18
18
19
21
23
25
27
32
32
32
33
33
33

33

34

32

35

36

37

37

37

38

39



4.3 Tratamento d0S DadOS. .......ccueieeieiie it ettt s
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ........oomiiiiiriinsineieees s
5.1 Fenolicos totais e atividade antioxidante nos extratos e fragdes do babacu..............

5.2 Identificacdo dos Compostos fendlicos presentes nos extratos e fracdes do

5.3 Efeito da Digestdo in vitro no teor de polifendis, proantocianidinas e atividade

antioxidante no extrato aquoso d0 DADAGU............coviiiiiiiiire e

5.4 Identificacdo dos Compostos fendlicos (por CLAE) presentes no extrato aquoso

do mesocarpo e améndoa do babagu ap0s digestdo in Vitro..........ccccoevevvevvcceveciesenn,
B CONCLUSOES......c..ootiisieeeeeee et s

7 SUGESTOES..
REFERENCIAS

40
41
41

45

50

54

58

59
60



16

1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, muitas pesquisas tém sido conduzidas a partir dos beneficios de
vérios fitoquimicos presentes em frutos, sementes e demais vegetais, e 0s impactos
significativos destes compostos sobre a saide humana. Estudos clinicos e epidemioldgicos
tém demonstrado evidéncias de que antioxidantes de cereais, frutas e demais vegetais sdo 0s
principais fatores que contribuem para a significativa reducdo da incidéncia de doencas
cronicas nao transmissiveis encontradas em populaces cujas dietas sdo altas na ingestdo
destes alimentos (RESEARCH et al, 2007; YANG et al, 2008; HANNINEVA, 2010).

Estudos populacionais demonstram que até 80% dos casos de doencas
cardiovasculares, 90% de diabetes tipo Il e 30% de céncer poderiam ser evitados por
mudancas no estilo de vida como alimentacdo saudavel e atividade fisica (WHO, 2008). Neste
sentido destacam-se os polifendis, pois sdo considerados os antioxidantes mais abundantes na
dieta humana, podendo prevenir o estresse oxidativo e os consequentes danos celulares, desta
forma, os antioxidantes alimentares podem constituir-se em meio preventivo de grande
importancia para a saude publica, melhorando a qualidade de vida dos individuos.

Os compostos fenolicos, constituem mais de 8.000 substancias, sendo amplamente
distribuidas no reino vegetal. S&o conjuntos heterogéneos que apresentam em sua estrutura
varios grupos benzénicos caracteristicos, substituidos por grupamentos hidroxilas (SOARES
et al., 2008). Esses compostos, apesar de atualmente ndo serem considerados nutrientes, tém
recebido muita atencdo devido a sua atividade bioldgica, uma vez que estudos sugerem que 0s
alimentos vegetais contenham compostos metabdlicos secundarios, que quando ingeridos,
frequentemente atraves da dieta, apresentam efeitos benéficos a salde, entre os quais 0s de
antioxidante, anti- inflamatério, antimicrobiano, analgésico e vasodilatador (YANG et al.,
2008; HAMINIUK et al., 2012; QUINONES, 2013).

O Brasil apresenta uma das maiores diversidades de espécies frutiferas do mundo em
funcdo de sua vasta extensao territorial e ampla varia¢do climatica (IBRAF, 2010). A regido
Nordeste se destaca por produzir grande variedade de frutos tropicais, nativos e exoticos, com
boas perspectivas para exploracdo econdmica, em decorréncia de suas condicBes e
dafoclimaticas (SACRAMENTO et al., 2000; SILVA et al., 2014). Portanto, a avaliacdo e
determinacdo dos antioxidantes em frutos, hortalicas e sementes oleaginosas produzidas e
consumidas no Brasil sdo essenciais para avaliar os alimentos fonte de compostos bioativos e

estimar sua ingestdo pela populacdo, além de descobrir novas fontes potenciais desses
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constituintes agregando valor comercial a alimentos até entdo de pouco uso alimentar
(FALLER et al., 2009).

O extrativismo da palmeira do babacu é uma atividade secular no territorio brasileiro,
sendo publica e notdria sua voca¢do como uma fonte de alimentos, material para construcdo
de casas e energia (SOLER, 2007). A cadeia produtiva do babacu é uma das mais
representativas do extrativismo vegetal no Brasil, em raz&o da éarea de abrangéncia (13 a 18
milhdes de hectares), concentrando-se principalmente nas regides Nordeste, Norte e Centro-
Oeste, merecendo maior destaque o0s estados do Maranhdo,Tocantins e Piauli,
naregidoconhecidacomo Mata dos Cocais- transicdo entre Caatinga, Cerrado e Amazonia
(CARRAZZA, 2012).

Estudos epidemioldgicos indicam uma correlacdo positiva entre a ingestdo regular de
alimentos ricos em polifendis e a reducdo do risco de doencas crénico ndo- transmissiveis,
entretanto, a maioria dos estudos intervencionais em humanos néo reafirmam tais evidéncias.
Uma das razbes para tais discordancias é a falta de dados sobre bioacessibilidade e
biodisponibilidade dos compostos fendlicos. No processo digestivo, apenas uma fragdo dos
polifenodis presentes nos alimentos € extraido e solubilizado (fracdo bioacessivel), da qual
somente uma parcela é efetivamente absorvida pelos enterdcitos e atinge a circulacao (fracao
biodisponivel).

As partes comestiveis (mesocarpo e améndoa) do babagu ja foram previamente
caracterizados por Vieira (2011) e demonstraram altos teores de polifendis com elevada
capacidade antioxidante, entretanto ainda sdo inexistentes as informacdes acerca da
bioacessibilidade e identificacdo desses polifendis.

Tendo em vista 0 exposto, este estudo teve como objetivo avaliar a atividade
antioxidante in vitro, bem como a bioacessibilidade dos polifendis presentes no mesocarpo e
améndoa do babacu e identificacdo dos polifendis por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia.



18

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas gerais e cadeia produtiva do babacu

O babacgu é um nome genérico de uma palmeira ndo cultivada e originaria no Brasil
classificada genericamente como Orbinya oleifera por botanicos, conhecida também como
Orbinya speciosa, Orbinya mariana ou Orbinya phalerata. Popularmente € conhecida como:
bauagu, baguacu, aguagu, guaguagu, coco-de-macaco, coco-de-palmeira, coco-pindoba e
palha-branca entre outros (EMBRAPA,1984).

Essa referida palmeira, caracterizada pela graca e beleza de sua estrutura, é uma planta
monocaule, com até 20 metros de altura e estipe liso medindo até 41cm de diametro, frutos
oblongos- elipsoides, com 11,3 x 6,3 cm de didmetro, de coloragdo marrom na maturidade,
com sementes oleaginosas (Figura 01). A época de frutificacdo ocorre durante todo o ano,
sendo 0s meses de janeiro aagosto considerado so pico da producdo e cada planta pode
produzir até seis cachos (ALBIERO et al., 2007; MELO et al., 2007; FRAZAO, 2001).

Figura 01. Palmeira do Babacu
Fonte: Carrazza, 2012

A palmeira do babacu requer entre 10 a 12 anos para iniciar a producéo, atingindo a
maturidade produtiva entre 15 a 20 anos (MAY, 1990; FRAZAO, 2001) com uma vida média
de 35 anos. Apresenta trés estagios de crescimento o primeiro constituido pelas pindovas,
quando a palmeiraapresentaaté trés folhas definitivas; segundo denominado palmiteiro, pode
ser identificado pelo palmito,quase ao nivel do solo e o terceiro,0 caule ja se encontra
formado (BEZERRA,1995).

O babacu pode ter inflorescéncia fémea ou andrégina (machoefémea) numa mesma
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planta. Apenas a fémea bota com cachos de frutos e 0s machos sdo essenciais para a
fecundacdo e geracdo de frutos. A safra concentra-se do periodo seco ao inicio do chuvoso e
pode variar conforme a regidoe condicGes naturais como solo, umidade, competicdo com
outras plantas (LORENZI,2010).

A cadeia produtiva do babacu é uma das mais representativas do extrativismo vegetal
noBrasil,em razdo da area de sua abrangéncia (18,5milhes de hectares distribuidos em 279
municipios, situados em 11Estados). Os estados do Maranhdo (69,1%), Piaui (6,9%) Mato
Grosso(8,6%), Tocantins (4%) e Minas Gerais (5,7%) representam as principais areas dos
babaguais (BRASIL, 2012).

O extrativismo do babacu representa fonte de renda para milhares de familias dessas
regides e tem recebido apoio de alguns governantes e entidades ndo governamentais para
preservacdo desse patriménio, nesse contexto pode- se citar a Lei do Babagu Livre, a qual
assegura o livre acesso das quebradeiras de coco as palmeiras e proibe aderrubada das
palmeiras,uso de pesticidas e a pratica de cultivos que prejudiquem o babacu (CARRAZZA,
2012).

No que diz respeito as quebradeiras de coco hd o Movimento Interestadual das
Quebradeiras de Coco Babacu, atuante desde 1991, o qual é uma articulacdo das quebradeiras
dos estados do Piaui, Maranhdo, Tocantins e Para, que tem como principal objetivo articular
as quebradeiras, enquanto mulheres trabalhadoras, agroextrativistas e cidadas, na luta pelo
babacu livre e pela reforma agréria, buscando alternativas em termos econémicos, sociais,
politicos e ambientais (CARRAZZA, 2012).

No Piaui, existe o projeto Babcoall desde 2014, coordenado pelo professor Tiago
Ribeiro Patricio, que foi acolhido pela Incubadora da Empresa de Base Tecnologica em
Agronegocios (INEAGRO), da Universidade Federal do Piaui (UFPI), a qual tem como
objetivos aproveitar ao maximo os recursos do coco babacu e trabalhar a relacdo entre
familias rurais e a inddstria. Segundo o professor coordenador,0 projeto foi inspirado na
Cadeia do Mel,da regidode Picos e na Cadeia da Castanha do Brasil, nos estados do
Amazonas e Para. O Babcoall trabalha ndo s6 com as comunidades,na figura da quebradeira
do coco, como também com associacdes rurais e dessa forma,faz-se um trabalho social e

cultural, ressaltando a importancia dos recursos do coco babacu.

2.1.1 Caracterizacao nutricional e subprodutos do Fruto do babacu

O coco ou coquilho (Figura 02), fruto da palmeira de babagu, € composto por quatro
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partes principais: 1) epicarpo (13 % do fruto) é a camada externa fibrosa, 2) mesocarpo (20 %
do fruto) é a camada intermediaria que fica entre o epicarpo e o endocarpo, fibrosa e
amilacea, isto &, rica em amido, 3) endocarpo (60 % do coco) é a camada interna lenhosa,
onde ficam alojadas as améndoas e 4) améndoas (7 % do coco) de cor branca, coberta por
uma pelicula de cor castanha, em cada fruto geralmente sdo encontradas de 3 a 4 améndoas
(TAVARES, 2008).

: ﬁ e
Mesocarpo
20%

Epicarpo
13%

Endocarpo
60%

Figura 02. Composicédo do coco babagu
Fonte: Barros, 2011

O babacgu é um fruto que pode ser bastante aproveitado, sendo utilizado até mesmo as
folhas. No que diz respeito ao aproveitamento domesmo destaca- se:

As fibras do epicarpo, aproveitadas para a producdode xaxim,estofados, embalagens,
vasos, placas, murais, etc. Para obté-las, é preciso “descascar” o coco. Este processo pode ser
feito com o uso de uma maquina despeliculadeira que descasca 0 coco,separando
a“pele”(epicarpo misturado ao mesocarpo) do endocarpo com as améndoas (CARRAZA,
2012).

Améndoa, é composta por mais de 60% de lipideos, constituido majoritariamente por
acido laurico (C12:0) um &cido graxo saturado de cadeia média muito utilizado na industria
alimenticia e de cosméticos (VIEIRA, 2011).

O mesocarpo € utilizado em diversas areas, como na nutricdo animal e humana, e
como medicamento. Na alimentacdo humana, devido a sua composi¢do rica em minerais,
amido e fibras, 0 mesocarpo é usado para a preparacdo de bolos, tortas, mingau (REIS,2009).
Além disso, é obtida uma farinha amplamente comercializada no estado do Maranhdo. O
mesocarpo transformado em po é peneirado, umedecido e finalmente torrado em fogo alto. A

farinha tem em sua composi¢do 68,3% de amido; 1,54% de proteinas; 0,27% de lipidios;
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1,25% de glicidios soluveis e 2,54% de fibra alimentar (SOUZA, 2008).

O endocarpo ¢é utilizado na producéo de carvao, por meio da queima do endocarpo em
caieiras (buracos feitos no chdo dos quintais, sendo necessario para esfria-lo,as palhas verdes
da referida palmeira.Pode ser utilizado também no artesanato, na producdo de brincos,
colares, chaveiros, palha e as folhas na producdode artefados de papel como
blocos,caixas,pastas (CARRAZA,2012).

Em relacdo a composicdo quimica das partes comestiveis (améndoa e mesocarpo) do
babacu de acordo com dados obtidos por VIEIRA, (2011), pode- se mencionar que a
améndoa possui a seguinte composi¢cdo em g/100g: umidade (19,47); cinzas (1,18); proteinas
(5,4); lipideos (49,81); carboidratos (23,6) e o mesocarpo: umidade (0,79); cinzas (1,11);
proteinas (3,16); lipideos (0,067) e carboidratos (94,87). Além de ambas as partes serem ricas

em polifendis com elevada capacidade antioxidante.

2.2 Compostos Antioxidantes

O termo antioxidante refere-se a “qualquer substincia que, presente em baixas
concentragdes quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacdo deste
substrato de maneira eficaz” (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000).

Na selecdo de antioxidantes, sdo desejaveis as seguintes propriedades: eficacia em
baixas concentracfes (0,001% a 0,01%); auséncia de efeitos indesejaveis na cor, no odor,
sabor e em outras carateristicas do alimento; compatibilidade com o alimento, facil
aplicacdo,estabilidade nas condicGes de processo e armazenamento, € 0 COmMpPOSto e Seus
produtos de oxidacdo ndo podem ser toxicos, mesmo em doses muito maiores das que
normalmente seriam ingeridas no alimento.

Os principais antioxidantes que atuam no organismo humano podem ser divididos em
dois grupos: enzimatico e ndo enzimatico (Figura 03). O sistema antioxidante enzimatico
constitui a primeira defesa endégena aos ataques das espécies reativas de oxigénio e demais
radicais livres, impedindo sua formacdo ou sequestrando-as de forma a impedir sua interacao
com alvos celulares, ou seja, bloqueiam a etapa de iniciacdo da cadeia radicalar
(ROVERJUNIOR et al., 2001). Esse sistema é formado, principalmente, pelas seguintes
enzimas antioxidantes: Superéxido Dismutase (SOD), Glutationa peroxidase (GPx) e Catalase
(Cat).

A funcdo da SOD é catalisar a reacdo de dismutacdo do anion radical superdxido,

gerando oxigénio molecular e peroxido de hidrogénio. Esta € a principal isoenzima nos
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fluidos extracelulares, mas também ocorre em tecidos (NIKI, 2004). A glutationa peroxidase
(GPx),uma enzima dependente de selénio, coopera com a Cat na remocao de hidroperoxidos
(ROOH). A GPx catalisa a reducéo do peroxido de hidrogénio e outros perdxidos organicos as
custas da conversao da glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSG) (Martins,
2007). A Cat é encontrada principalmente nos peroxissomos celulares e em alguma extensdo
no citosol, decompondo diretamente o peréxido de hidrogénio em &gua e oxigénio molecular,
0 qual resulta da dismutacdo do anion radical superoxido (WASMANN et al., 2004;
STOCKER; KEANEY-JR, 2004).

O sistema ndo enzimatico inclui compostos sintetizados pelo organismo humano como
bilirrubina, ceruloplasmina, horménios sexuais, melatonina, coenzima Q, &cido Urico, e
outros, ingeridos através da dieta regular ou via suplementacdo como &cido ascorbico
(vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), B- caroteno (precursor de vitamina A) e os polifendis
(SCHNEIDER et al, 2004). Esses antioxidantes ndo-enzimaticos sdo extremamente
importantes na intercepcdo das espécies reativas de oxigénio,atuando como sequiestradores de
radicais livres (ANDRADE et al., 2011).

Figura 03. Classificacdo do sistema de defesa dos antioxidantes
Fonte: Ratnam et al, 2006

Em relacdo a origem os antioxidantes podem ser classificados em sintéticos e
naturais. Os antioxidantes sintéticos tém utilidade na indUstria de alimentos com a finalidade

de aumentar a vida atil dos alimentos que contenham lipidios em sua composicdo (LIMA,
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2008). Entretanto, estudos tém reportado possiveis efeitos adversos a salde,como o0
desenvolvimento de alguns tipos de céanceres de préstata, mama e estbmago em ratos
(HUBER et al., 2012). Entre os mais utilizados pela industria de alimentos estdo o butil-
hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e propil
galato (PG) (NAMIKI,1990).

J& os antioxidantes naturais sdo encontrados em alimentos, principalmente vegetais,
como os tocoferois, carotenoides, &cido ascorbico e polefendis e sdo considerados substancias
que atuam em trés diferentes niveis do processo oxidativo: (1) blogueando a etapa de
iniciacdo da oxidacdo, impedem a geracao de espécies reativas ou sequestrando-as de forma a
impedir sua interacdo com alvos celulares; (2) bloqueando a etapa de progressédo da cadeia
radicalar ao sequestrarem radicais intermediarios e, (3) reparando as lesdes causadas pelas
espécies reativas de oxigénio (ABDALLA, 2000; THOMAS, 2000; VANDENBROUCKE et
al., 2001).

Os antioxidantes naturalmente presentes nos alimentos, tém despertado interesse dos
pesquisadores devido aos seus efeitos em relagdo a reducéo do risco de desenvolvimento de
doencas crénico-ndo transmissiveis, além de propriedades biologicas importantes a saude
humana (GAMA, 2008).

2.3 Compostos Fenolicos

Os polifendis sdo metabdlitos secundarios das plantas, caracterizados pela presenca de
anéis aromaticos com grupos hidroxilas livres em sua estrutura quimica,constituindo mais de
8000 compostos distintos. Nos vegetais atuam na protecdo contra radiacdo ultravioleta,
organismos patdgenos e predadores; conferem pigmentacdo as flores, frutos e sementes;
atraem polinizadores; promovem a fertilidade da planta e a germinacéo do p6len e agem como
moléculas de sinalizacdo nas interacdes planta-microrganismos (MANACH, 2004; PETTI e
SCULLY, 2009; BOUYAED,2012).

Quimicamente os compostos fendlicos sdo divididos em dois grandes grupos:

flavondides e os ndo flavondides, conhecidos como acidos fendlicos (Figura 04).
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Figura 04. Representacdo grafica das principais classes de polifendis
Fonte: Ferreira, Abreu, 2007

Os flavondides sdo pigmentos naturais presentes nos vegetais e que protegem o
organismo dos danos produzidos por agentes oxidantes,como raios ultravioletas, poluicao
ambiental e substancias toxicas. Estdo amplamente distribuidos em plantas, frutas, verduras e
em diversas bebidas como o vinho tinto e os chas (GRANATO et al.,2010).

Conforme a sua estrutura quimica os flavonoides sdo subdivididos em flavononas,
flavonas, flavonois, flavandis (catequinas), dihidroflavondis, isoflavonas e antocianinas. A
capacidade antioxidante desses compostos esta diretamente associada a um aumento dos
grupos hidroxilas livres e diminuicao das glicosilacdes (KING; YOUNG, 1999).

Os &cidos fenolicos compreendem os acidos benzdicos e os acidos cindamicos. Ambos
consistem de um anel aromatico com grupos ligados a sua estrutura, sendo o grupo hidroxila o
mais comum (MANACH et al, 2005).

Os acidos hidroxibenzdicos mais encontrados em vegetais sdo: galico, elagico,

vanilico e protocateico tendo como boas fontes 0 morango, roma, uvas, castanhas, amora e
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framboesa. Estudos tém apontado efeito promissor do uso do &cido eldgico na atividade
antioxidante e quimioprotetora (CLIFFORD, SCALBERT, 2000 ;HEBBER, 2008; ADAMS
et al., 2006; LOSSO et al, 2004).

Os principais representantes dos acidos cindmicos sdo:cumarico,caféico, ferulico,
clorogénico e sinaptico, sendo que o &cido caféico corresponde a 70% dos acidos
hidroxicindmicos presentes em frutas (CLIFFORD; SCALBERT, 2000).

A ingestdo diaria média de compostos fendlicos é consideravelmente maior do que a
ingestdo diéria de todos os outros antioxidantes dietéticos,como carotendides vitaminas C e E.
De acordo com Peréz Gimenéz et al. (2007), enquanto a ingestdo fendlica é.em
media,1.000mg/dia,a ingestdo de vitaminas antioxidantes é de 110mg/dia.Além disso,0s
compostos fendlicos apresentam uma maior capacidade antioxidante em comparagdo com
vitaminas e carotenoides, representando em media 90% da ingestdo total de antioxidantes
(CHUN et al., 2005; HERVERT et al., 2010).

Estudos recentes tém elencado que os polifendis, alem da atividade antioxidante,
atuam como vasodilatadores, anti-inflamatorios, anti-aterogénicos, antitrombadticos,
moduladores das vias enziméticas e na expressdo génica (QUINONES et al., 2013; KOK et
al., 2008).

2.4 Biodisponibilidade e Bioacessibilidade de nutrientes

O conceito de biodisponibilidade foi inicialmente proposto pela Food and Drug
Administration (FDA) especificamente para a area de farmacologia. Atualmente a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define biodisponibilidade como a medida da
quantidade de um medicamento, contida em uma formula farmacéutica, que chega a
circulacdo sistémica e a velocidade na qual esse processo ocorre. A partir da década de 80 o
termo comecou a ser utilizado também relacionado a alimentos, visto que ndo € apenas
importante saber se um nutriente esta presente no alimento e sim o quanto € biodisponivel. O
entendimento dos processos individuais de biodisponibilidade destes compostos e de seus
metabolitosé essencial para compreender o seu mecanismo de a¢do,bem como a influéncia do
composto na promoc¢do da saude (ANVISA, 2014; D’ ARCHIVIO et al, 2007, HORST;
LAJOLO, 2009).
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Estudos sobre a biodisponibilidade de compostos bioativos noorganismo sdao bastante
complexos, pelo fato de possuirem varios fatores capazes de influenciar nos resultados das
analises. Inicialmente, estes estudos eram realizados através de dosagem dos compostos no
plasma,porém, os dados das analises ndo forneciam dados reais dos compostos que estavam
acessiveis, 0s que eram absorvidos e 0s que eram metabolizados no organismo.Dessa forma,
nos ultimos anos, alguns modelos foram desenvolvidos, incluindo-se o teste de digestdo in
vitro, também chamado de bioacessibilidade, que envolve uma das etapas da
biodisponibilidade (BASTOS, ROGERO; AREAS, 2009; FALLER; FIALHO, 2009).

A bioacessibilidade é definida como a fracdo de um composto que é liberado de sua
matriz no trato gastrointestinal e que, portanto,torna-se disponivel para absorcao intestinal.
Ela inclui toda uma sequéncia de eventos que ocorrem durante a transformacéo digestiva dos
alimentos, em material que pode ser assimilado pelo corpo,pela scélulas doepitélio intestinal
(GIORI, 2010).

O estudo sobre a bioacessibilidade fornece informagdes importantes que podem
contribuir para avaliar a real ingestdo de nutrientes e assegurar a eficacia nutricional dos
produtos alimentares (KHOUZAM; POHL; LOBINSKI, 2011), pois para que um composto
quimico possa exercer seu efeito invivo deve atingir o alvo fisiolégico em concentragédo
minima que apresente esse efeito (SAURA-CALIXTO et al., 2007).

Os primeiros ensaios de bioacessibilidade foram relatados por Miller e colaboradores
(1981), Ruby e colaboradores (1993, 1996), Oomen e colaboradores (2002) na area de
contaminantes de solo. Apartir disso, diversos modelos de bioacessibilidade foram
desenvolvidos e aprimorados, entre eles: o SBET -Teste simples de bioacessibilidade por
extracdo, PBET -Teste de extracdo baseado na fisiologia, IVG-Modelo Gastrointestinal in
vitro, USP-U.S- Modelo Gastrico Farmacéutico, MB & SR -Balanco de Massa e recaptacéao
de solo, DIN- Modelo Estatico Gastrointestinal, SHIME - Simulador do Ecossistema
Microbiano Intestinal Humano de Infantes, RIVM- Modelo de Digestdo in vitro e TIM -
Modelo Gastrointestinal Dindmico (BOSSO; ENZWEILLER, 2008); e atualmente séo
utilizados como referéncia para o estudo dos modelos da area de alimentos (GIORI, 2010).

Existem fatores que influenciam a bioacessibilidade e biodisponibilidade dos
compostos quimicos que podem estar relacionados com o composto em si e englobam a sua
estrutura quimica ou seu grau de ionizacdo e outros que nao estdo diretamente relacionados
com o composto em si, mas com fatores como a complexidade da matriz do alimento onde o
composto se insere, o tipo e quantidade dos outros compostos ingeridos e fatores referentes a

variabilidade individual como a acidez do estdmago, concentracdes e atividades enzimaticas,
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0 estado fisiologico, o maior ou menor tempo de esvaziamento gastrico ou de transito
intestinal (HOLST; WILLIAMSON, 2008; PEREIRA,2014).

A bioacessibilidade pode ser determinada por dois tipos de teste. Os testes in vivo, 0S
quais sdo baseados em balangos de massa, que determinam a quantidade de nutriente
absorvido, pela diferenga entre as quantidades ingeridas e as quantidades excretadas, ou com
base na concentracdo encontrada nos tecidos, que consiste no monitoramento do aumento da
concentracdo do nutriente no plasma. No entanto, estas abordagens, aplicadas em modelos
animais experimentais ou em humanos sdo complexas e caras (BENITO; MILLER, 1998;
FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009).

Além dos testes in vivo, sdo utilizados os in vitro, 0s quais sdo considerados mais
simples, répidos, de custos moderados, apresentando-se como uma alternativa a estudos em
humanos ou animais. A tecnica consiste em submeter amostras alimentares a condi¢des que
simulam a sequéncia de processos que ocorrem durante a digestdo no trato gastrointestinal
humano (COLES; MOUGHAN; DARRAGH, 2005; HUR et al.,2011). Este sistema modelo
de digestéo in vitro, simulando a digestdo humana tem apresentado resultados confiaveis da
bioacessibilidade de compostos bioativos e da capacidade antioxidante total em produtos
vegetais  (RODRIGUEZ-ROQUE,ROJAS-GRAU, ELEZ-MARTINEZ, = MARTIN-
BELLOSO, 2013).

Durante os processos de digestdo in vitro os nutrientes podem ser parcialmente ou
totalmente liberados da matriz alimentar, sendo a fracdo mobilizada definida de fracéo
bioacessivel. Esta fracdo é considerada, como a quantidade méaxima de nutrientes que fica
disponivel para ser transportada através do epitélio intestinal (BENITO; MILLER, 1998;
FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009; RUBY et al., 1999).

Para que os resultados sejam semelhantes aqueles obtidos na digestdo in vivo as
condicdes, tais como a composicdo quimica dos fluidos digestivos, o pH e tempo de
residéncia tipico de cada compartimento, devem ser iguais ou semelhantes as do sistema
digestivo (HORNERO-MENDEZ; MINGUEZ- MOSQUERA, 2007). As moléculas
biologicas frequentemente utilizadas sdo enzimas digestivas (pancreatina, pepsina, tripsina,
quimotripsina, peptidase, a- amilase e lipase) e sais biliares. A temperatura de 37°C e 0 tempo

de 2 horas sdo predominantemente empregados (HUR et al., 2011).

2.4.1 Bioacessibilidade dos compostos fendlicos

O atual interesse cientifico nos polifendis presentes nos vegetais e consumidos na dieta



28

tem sido impulsionado principalmente por estudos epidemioldgicos que associam dieta rica
nesses fitoquimicos com a prevencdo dedoencascronico-ndo transmissiveis.No entanto, para
estabelecer evidéncias conclusivas para a eficacia de polifendis é atil definir a sua
bioacessibilidade e biodisponibilidade, de modo que a sua atividade biol6gica possa
seravaliada.

Alguns estudos sugerem que a biodisponibilidade parece diferir entre os diversos
compostos fenolicos presentes, e as mais abundantes fontes na dieta, ndo sdo necessariamente
aqueles que tém o melhor perfil de biodisponibilidade (D’ARCHIVIO et al, 2010).

Para avaliar o real valor biolégico dos polifendis sobre a salde humanaé necessario
conhecer n&o s6 os niveis de ingestdo, mas também a biodisponibilidade (GIAO et al., 2011).
Apenas os polifendis que sdo solubilizados apartir da matriz do alimento e que ndo séo
degradados durante a digestdo gastrointestinal sdo realmente bioacessiveis e, por conseguinte,
potencialmente biodisponiveis (TAGLIAZUCCHI et al.,2010).

A biodisponibilidade dos polifendis depende de uma variedade de fatores, incluindo a
liberacdo a partir da matriz durante a digestdo gastrointestinal, 0 metabolismo pela microbiota
intestinal, a eficiéncia da sua passagem transepitelial,a absorcdo celular,0 metabolismo
intracelular,a distribuicdo e a excrecdo (TAGLIAZUCCHI et al., 2010; BOUYAED et al.,
2011; GIAO et al., 2011).

A digestdo é um processo fisiolégico que permite a extracdo de macronutrientes,
micronutrientes e fitoquimicos a partir da matriz de alimento, para a absorcdo subsequente
(BOUYAED et al., 2011). Ainda ndo se conhece com precisdo 0 processo de digestdo dos
compostos fenolicos, necessita-se de mais investigacbes para se estabelecer o destino
metabolico e os provenientes dos compostos fendlicos ingeridos. Sabe-se que 0 metabolismo
dos polifendis comeca no lumen do intestino delgado e apds a absorcdo eles sofrem
modificacdes no figado e outros 6rgdos (FANARO, 2013).

O metabolismo de polifendis ocorre através de uma via comum. A maior parte dos
polifenois estdo presentes na alimentacdo sob a forma de ésteres, glicosideos, ou polimeros
gue ndo podem ser absorvidos na sua forma nativa. Estas substancias tém de ser hidrolisadas
pelas enzimas intestinais ou pela microbiota do c6lon antes de serem absorvidas. Quando a
microbiota estd envolvida, a eficiéncia de absorcdo é frequentemente reduzida, pois 0s
microrganismos degradam as agliconas produzindo diversos &cidos aromaticos simples.
Depois de absorvidos os polifendis sdo metabolizados, no figado, sofrendo, principalmente o

processo de conjugacdo (MANACH et al., 2004), o qual esté representado na Figura 05.
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Compostos Fendlicos
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Figura 05. Possiveis vias metabolicas dos compostos fendlicos na digestéo e absorcéo
Fonte: Adaptado de Scalbert et al, 2000.

A conjugacdo, que inclui a metilacdo, sulfatacdo e glicuronidacéo, representa um
processo de destoxificagcdo metabdlica comum a muitos xenobidticos que restringe 0s seus
potenciais efeitos toxicos e facilita a sua eliminacdo biliar e urinaria por uma solubilidade
aumentada e um peso molecular mais elevado. Embora o processo de conjugacao por um lado
produza metabdlitos ativos de alguns polifendis, por outro, reduz a quantidade total de
polifendis no sangue, aumentando a sua excrecdo. E importante ressaltar que os mecanismos
de conjugacdo sdo altamente eficientes e agliconas livresestdo geralmente ausentes ou
presentes em baixas concentracdes no plasma apds o consumo de doses nutricionais (AURA
et al., 2005; CROZIER et al.,2010).

Os compostos nao absorvidos atingem o célon onde sofrem acdo enzimatica propria da
microbiota existente, onde sdo metabolizados em compostos de baixo peso molecular que sdo
mais facilmente absorvidos. A metabolizacdo pela microbiota intestinal apesar de ter sido
pouco estudada, pode ter um efeito importante na bioatividade desses compostos, pois 0s
metabolitos originados sdo absorvidos no célon e dessa forma chegam até a corrente
sanguinea. A eliminacdo dos polifendis e seus derivados ocorre principalmente pelas vias

urinaria e biliar, sendo que para os flavondides o pico pos-prandial é observado 1-2h ap6s
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ingestdo, podendo ser maior para outros polifendis que devem ser metabolizados pela
microbiota antes da absor¢do (LANDETE, 2012; MANACH et al.,2004; FANARO, 2013).

No processo de eliminacdo os polifendis sdo segregados através da via biliar para o
intestino, onde podem ser submetidos a acdo de enzimas bacterianas, especialmente de
glucuronidases, podendo ser reabsorvidos nos segmentos distais do intestino.Esta reciclagem
entero hepéatica pod elevar auma maior presenca de polifendis no interior do corpo
(MANACH et al., 2004). Mas deve-se ressaltar que mudancas estruturais podem afetar a
absorcdo e a bioatividade dos polifendis como a interagdo com outros componentes,
metabolizacdo em grande extensdo por hidrélise, as enzimas envolvidas na absor¢do e
metabolismo dos polifendis podem ser induzidas ou inibidas pela presenca de alguns
nutrientes ou xenobioticos, influenciando na absor¢do dos compostos (BOUYAED et al,
2011; MANACH et al, 2004).

Pode-se mencionar também que independentemente da sua biodisponibilidade, os
polifenois alimentares podem desempenhar um papel importante na protecdo do préprio trato
gastrointestinal contra danos oxidativos. Os compostos que estdo presentes em baixas
concentrages no plasma podem estar presentes no limen do trato gastrointestinal em
concentragfes muito maiores apos o consumo direto de uma refeigcdo rica em vegetais,fruta e
seus derivados. Neste caso, os fatores mais importantes para determinar os potenciais efeitos
benéficos dos polifendis sobre as células epiteliais do intestino séo a sua estabilidade e a sua
bioacessibilidade sob condi¢des gastrointestinais (TAGLIAZUCCHI et al.,2010).

Somente os polifendis liberados da matriz alimentar pela acdo de enzimas digestivas
(intestino delgado) e microbiota bacteriana (intestino grosso) sdo bioacessiveis e, portanto,
potencialmente biodisponiveis. A quantidade de polifendis alimentares bioacessiveis pode
diferir quantitativa e qualitativamente, dependendo da composicdo do proprio material
alimentar e dos tratamentos de processamento que sofreu (HITHAMANI; SRINIVASAN,
2014).

Estudos envolvendo a bioacessibilidade sdo recentes e mostram a importancia de se
conhecer a fracdo dos compostos que se desprende da matriz alimentar e que posteriormente
sera absorvida e biodisponivel. A bioacessibilidade dos polifendis encontrados nos alimentos
deve ser considerada, visto que a biodisponibilidade destes compostos pode ser
substancialmente diferente quando em conjunto com a matriz do alimento (MANACH et al.,
2004; SAURA-CALIXTO et al., 2007).

Sendo assim, diante da importdncia j& mencionada dos polifendis, bem como da

necessidade de se verificar a quantidade bioacessivel e biodisponivel dos mesmos,é essencial
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mostrar além da quantidade presente nos alimentos,a fracdo que ficard ap6s o processo da
digestdo para ser absorvida, na tentativa de elucidar os efeitos dos compostos fenolicos

absorvidos nas fun¢des do organismo humano.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

v' Avaliar a atividade antioxidante, bioacessibilidade e identificacdo dos polifendis

presentes no mesocarpo e na améndoa do babagu (Orbignya phalerata Mart.)

3.2 Especificos

v Determinar os polifendis totais e a atividade antioxidante in vitro por metodologias
distintas (ABTS e ORAC) em extratos aquoso, etanolico e acetbnico,bem como das

fragOes purificadas dos acidos fenolicos do mesocarpo e da améndoa do babacu;

v' Avaliar o efeito da digestdo (bioacessibilidade) sobre os compostos fendlicos, pro
antocianidinas e na atividade antioxidante por metodologia in vitro que simula a

digestdo humana;

v’ Identificar os compostos fenolicos nos diferentes extratos e fracGes, antes e apés

digest&o in vitro por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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4 METODOLOGIA

4.1 Amostra

O mesocarpo do babacu (01Kg) foi adquirido em lojas especializadas localizadas em
Teresina-Pl e as améndoas (01Kg) foram adquiridas em um mercado varejista de Teresina,os
quais foram transportados em recipientes isotérmicos aos Laboratorio de Anélise de Alimentos
do Instituto Federal do Piaui (IFPI), campus Teresina Zona Sul e para o Laboratério de
Bromatologia da Faculdade de Salde Publica da Universidade de Sdo Paulo (USP) onde

foram realizados os ensaios analiticos.

4.2 Métodos
4.2.1 Obtencéo dos extratos do babagu

Foram obtidos a partir do mesocarpo e améndoa do babacu os extratos, aquoso,
etanolico e acetdnico (COSTA et al.,2013),utilizando-se agua destilada, alcool etilico absoluto
(PA) e acetona (PA), respectivamente como mostra a Figura 06. Foram pesados 5g de cada
amostra e adicionados 50 mL de cada solvente, onde foram homogeneizados em turrax por 1
minuto. Em seguida, as amostras foram submetidas ao ultrassom em banho-maria, Marca:
ELMA, Modelo: Elmasonic P 60 H, Extracdo: 60 min., frequéncia: 37 KHz, Temperatura:
25°C. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos a 20°C. O
sobrenadante de cada solvente foi coletado e armazenado em vidro &mbar sob refrigeracéo a

4 °C até o momento das analises.

~ Agua Destilada
& . Sobrenadante . Extrato Aquoso
Centrifugacio
Sg de Alcool etilico Sobrenadante R Extrato Etilico
Centrifugagio
Acetona -
— Sobrenadante E—— Extrato Acetdnico

\. Centrifugacgio

Figura 06. Obtencdo dos extratos aquoso, alcéolico e acetdnico do mesocarpo e améndoa do
babacu por ultrassom.
Fonte: Adaptado de Lima, 2012
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4.2.2 Obtencdo das fragcdes de &cidos fendlicos do mesocarpo e améndoa do babagu

A obtencéo das fracOes de acidos fendlicos presentes na améndoa e no mesocarpo do
babacu foi realizada pelo método descrito por Krygieretal.(1982), que obtém, de forma
sequencial, os &cidos fendlicos livres (AFL), os acidos fendlicos de ésteres sollveis (AFS) e

os &cidos fendlicos de ligantes insoluveis (AFI), conforme a Figura 07.

4.2.2.1 Acidos fendlicos livres (AFL)

Pesou-se 1 g de cada amostra desengordurada e adicionou-se o solvente
tetrahidrofurano THF (6 volumes de 20 mL), homogeneizando por um minuto
(homogeneizador turrax, marca Yellow Line DI 25 basic). A cada extragdo, o sobrenadante
foi filtrado em sulfato de sodio anidro e coletado em baldo protegido de luz. Ao final da
altima extracdo, os filtrados foram concentrados no rota evaporador (Micronal®, modelo
B525), sobvacuo, a 40°C. A fracdo de acido fenolico livre obtida de cada amostra foi
ressuspensa em 10 mL de metanol, sendo transferidas para frascos de vidro ambar e mantidas

em freezer (-18 °C), por no maximo 36 horas até a realizacdo dos ensaios analiticos.

4.2.2.2 Acidos fendlicos soltveis (AFS)

O residuo obtido na primeira extracao foi submetido a seis novas extracdes, utilizando
20 mL da solucdo metanol/acetona/agua (7:7:6). A mistura foi homogeneizada por cinco
minutos e filtrada.A cada extracdo,os sobrenadantes foram coletados em baldes (protegido da
luz). Ao final da ultima extracdo, os conteddos foram concentrados a vacuo (40 °C) até a
obtencdo da fase diluida eméagua.

Os volumes dos baldes foram medidos e acrescentados iguais volumes de hidroxido
de sddio (NaOH) 4N, sendo transferidos para dois erlenmeyers distintos e submetidos a
hidrolise alcalina (durante 4 horas, sob agitacdo e atmosfera de nitrogénio). Em seguida, o Ph
da solucdo foicorrigido para 2,0com acido cloridrico (HCI) 6M. A solucdo resultante foi
medida e transferida para um funil de separacdo, onde foi submetida a cinco lavagens com
igual volume de hexano, agitando-se manualmente, para eliminacdo de &cidos graxos livres e
outros contaminantes (glicosideos) presentes na fase superior, desprezada a cada lavagem.

Novamente, o volume foi aferido e realizadas cinco extracdes com solucdo éter

etilico/acetato de etila/THF (1:1:1), também em funil de separacéo, agitando-se manualmente.
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A cada extracéo, o conteudo da fase superior foi filtrado,desidratadoemsulfato de sodio anidro
e recolhido em baldo protegido da luz, depois foi rotaevaporado a 40 °C. As fragdes obtidas de
cada amostra foram transferidas para frascos de vidro ambar e mantidas em freezer (-18°C).

4.2.2.3  Acidos fenélicos insoliveis(AFI)

O residuo proveniente da extracdo dos acidos fendlicos sollveis foi hidrolisado com
20 mL de NaOH 4 N, por 4 horas, a temperatura ambiente e protegido de luz. Em seguida, o
pH da solucdo foi corrigido para 2,0 com HCI6 M. Desta fase em diante, o procedimento
seguido foi igual ao realizado para a obtencdo da fracdo de acidos fendlicos sollveis (AFS),

descrito anteriormente.

1z da avnastira § exragoe: com THE S phrenadants
desen sordorada 2 0eal Tmnin) cada (Fragie AFL)

- Filtrar em sulfiato de zodio
amidro, coletzndo em baldo;
-Concentrar  totalmente  em

Residuo Totzevaporadar;
F E r— - Pessuspender em 10ml de
EFITaEDes Com ) THF e astoc2r em freezer

mefan acetnne g
(7708 — Dol S

Residuo Sobrenadants
-Transferir para elemmeyer - Concesntrar em rotasvaperadar até f2se aquoza;
protegide da gz - Tranzferir pera erlenmeyer protegide da los;
- Adicionar 20ml. de MaOH 41 - Adicionar sabagdo de NalDH £ em imsz] volume de
fa:e agop=2.

- Primzira lovvagem: Bealizada em 3 porcdes (30ml cada) da hexano, sendo que 2 cada lavazem a parte superior & desprazada;
- Ttima lavazem: Ao final o: vohones das amestras 2o medido: 2 as amostra: sdo tansferidas para ouro beldo de
:eparacan, :endo realizadaz extrapies oom muishum de sohrentes de eter ealico/acetzte de etilaTHF (1:1:1). A parte inferior
8 separada para nova eptacdo (perfazendo & epacoes) e 2 parte infervor filbrada em

Zliate de sodio & coletada em balZo protesido da baz.

- Concentrar todas 23 amostras am rotasvaporador.
- Bessnzpender em 10ml de THF & manter em feezer 2 -153°C

Fragic AFI Fracao AFS

Figura 07. Esquema para obtencdo das fracGes de acidos fendlicos do babacu (améndoa e
mesocarpo)
Fonte: Adaptado de Jardini, 2005.

4.2.3 Determinagdo de fenolicos totais



36

A determinacdo dos fendlicos totais seguiu a metodologia descrita por Swain e Hills
(1959). Dos extratos e das fraces de acidos fendlicos de cada amostra, tomou-se 0,5 mL em
tubo de ensaio e adicionaram-se 8 mL de &gua destiladae 0,5 mL do reagente Folin
Ciocalteau. A solucdo foi homogeneizada e, ap6s 3 minutos, foi acrescentado 1 mL de
solucdo saturada de carbonato de sodio (Na,COs). Decorrida 1 hora de repouso, foram
medidas as absorbancias das solu¢es a 720nm.O &cido galico foi utilizado como padréo, nas
concentracdes de5,10,20,40,60 e 80mg/Lemetanol,para construir uma curva de calibragdo
(Figura 09). A partir da reta obtida foi feito o célculo do teor de fendlicos totais, expresso em

mg de acido galico/ 100 g de amostra.

0,7
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“ 03 78x - 0,0185
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< 0,1
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0 20 40 60 80 100
Concentragao (mg/mL)

Figura 08. Curva de calibracao de &cido galico em etanol (720 nm)

4.2.4 Determinacdo das proantocianidinas totais (PA)

O conteudo de proantocianidinas totais (PA) foi determinado por meio de método
espectrofotométrico descrito por PORTER et al. (1986). Este método baseou-se na hidrdlise
acida do Polimero de PA em antocianina na presenca de sulfato ferroso, que por sua vez,
promoveu a catdlise da reacdo, com formacdo de cor vermelha. Esta foi medida
espectofotometricamente no comprimento de onda de 550nm.

Em tubos com tampa rosqueada de teflon foram adicionados 6mL de n- butanol-HCI
(95:5, v: v), Im de extrato e 200uL do reagente de ferro ([NH4Fe (SO4)2x12H20] em HCI
2N). Os tubos foram misturados no agitador tipo vortex, tampados e levados a banho Maria
em ebulicdo por 50 minutos. Apds esse periodo os tubos foram resfriados em agua e a
absorbéncia foi mensurada.

Para a leitura foram pipetados 200uL de amostra em microplaca de poliestireno com

96 cavidades (fundo plano, transparente, Greiner Bio-one GmbH), sendo a absorbancia
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mensurada em comprimento de onda de 550nm.

Para o calculo do teor de PA das amostras foi elaborada curva de calibracdo com o
padrdo cloreto de cianidina, diluido no mesmo solvente da extragdo (agua), em cinco
concentragdes diferentes (1, 5, 10, 20 e 30 pg/mL). E o branco contendo somente o solvente
de extracdo (&gua), o butanol- HCI e o reagente de ferro. Os resultados foram expressos em

miligramas de equivalente de cloreto de cianidina/g de amostra (mgEQqCI/g).

4.2.5 Avaliagédo da atividade antioxidante

4.2.5.1 Determinagdo da atividade antioxidante in vitro pelo método TEAC
(Trolox equivalent antioxidant capacity) ABTS

Para a determinacdo da capacidade antioxidante pelo método TEAC-ABTS,
inicialmente foi formado o radical ABTSe+, a partir da reacdo de 7 mM de ABTS com
2,45Mm de persulfato de potassio,os quais foram incubados atemperatura ambiente e na
auséncia de luz,por 12 horas.Transcorrido esse tempo, a solucdo foi diluida em etanol até
obter-se uma solucdo com absorbancia de 0,70 (x0,01). As amostras também foram diluidas
em etanol nas proporcdes 1:5 e 1:10 em tubos eppendorf. Foram pipetados 40 uL das
amostras diluidas, colocados em novos tubos eppendorf e adicionados 1960 pL da solucao
contendo o radical, a solucdo foi homogeneizada e incubada por 6 minutos, determinando-se a
absorbancia em espectrofotdmetroa734nm.Com o solugédo padréo,foi utilizado o antioxidante
sintético Trolox nas concentragdes de 20 a 50 uM em etanol. A reducao da densidade Otica
das solucbes foi correlacionada com ocontrole (somente etanol), estabelecendo-se a
porcentagem de descoloracdo do radical ABTSe+ representando a agdo antioxidante (RE et
al., 1999, Adaptado de MENDES, 2013).

4.2.5.2 Determinacdo da atividade antioxidante in vitro pelo método ORAC (Oxygen Radical

Absorbance Capacity)

A atividade antioxidante pelo método ORAC, foi preconizada segundo Ou et al
(2001), adaptado por Prioretal (2003) e teve a fluoresceina como molécula fluorescente.
Previamente foram realizadas diluicdes do reagente fluoresceina com solucdo tampédo de
fosfato até obter a solugéo final. Também foi preparada uma solugdo de AAPH (2,2’-azinobis

(2-amidinopropano) dihidrocloreto) com solugdo tampdo fosfato. A microplaca contendo 50
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uL de cada amostra foi adicionadade 150uL de fluoresceina onde foi agitada e incubada por
15minutos a 37°C, em seguida foram adicionados 50 uL da solugdo AAPH, a microplaca
contendo as amostras foi agitada e posteriormente realizada a leitura por 60 minutos. A
atividade antioxidante ORAC foi expressa umol de equivalente trolox por 100g de fruto
(wmol ET/100g defruto).

4.2.6 Efeito da digestdo (bioacessibilidade) sob o contetdo de fendlicos totais e na atividade

antioxidante do babacu

Para a andlise da bioacessibilidade do babagu, foi desenvolvido protocolo in
vitro,adaptado de Mendes (2013) simulando a digestdo gastrica e no intestino delgado
(Fasel), seguida de uma etapa de digestdo mimetizando a hidrélise por enzimas bacterianas
presentes no intestino grosso (Fase 2).

Fase 1: a simulacdo da digestdo gastrica e no intestino delgado foi adaptada a partir do
método publicado por Yonekura et al. (2009). Foram pesados 0,3g de amostra seca e
adicionados 2 ml de agua Mili-q e 4 ml de solucdo de pepsina dissolvida em tampé&o fosfato
(7,5 mg/mL) e o pH foi ajustado para 2,0 com HCI 2M.Os tubos foram tampados e incubados
a 37°C por 30 minutos,comagitacdo (120 rotagdes/minuto). Apés o periodo de incubacédo o pH
foi ajustado para 5,0 utilizando 100 pL de bicarbonato de sodio (NaHCO3) a 1M, e em
seguida foram adicionados 4mL da solugdo de NaHCO; (1M) com 8mg/mL de pancreatina e
11,2 mg/mL de bile suina. O pH foi ajustado para 7,5 e os tubos foram fechados com N, e
incubados a 37°c por 2 horas, com agitacéo. A solucéo foi novamente incubada a 37°c por 2
horas em estufa com agitacdo. Posteriormente foi realizado um novo ajuste de pH para 7,5,
utilizando 50puL de hidréxido de sodio (NaOH) e as amostras foram centrifugadas a 3.220 g
por 15 min sendo apos esse periodo coletado o volume do sobrenadante, conforme mostra a

Figura 09:

Amostra + 2mL (H20) + 4mL (Solucio de Pepsina) — Incubacio (37°C 30 min)
03mL Ajuste de pH para 2.0

HCI2M)
Ajuste de pH para 5.0 (NaHCO31M)

-

-

Adicionado: 4mT (INaCO3 1M) + 8mg/mL{Pancreatina) + 11 _2mg/ml. (bile suma}
Ajuste de pH para 7.5 1
Incubacgio (37°% 2h)

Ajuste depH para 7.5 (NaOH >0 u L)

Centrifugacio (3220g 15min}

Wolume do Sobrenadante
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Figura 09. Esquema da simulagdo da digestéo gatrica e no intestino delgado
Fonte: Dados da Pesquisa, 2018

Fase 2: Para simular a biotransformagdo bacteriana no intestino grosso foi seguido
modelo de Fogliano et al. (2011), com modificacbes. Apds as amostras passarem pela fase 1,
elas foram submetidas ao processo digestivo com enzimas bacterianas: 20 pL de Viscozyme L
(pH 4,0) e incubacdo a 37 °C por 1 hora. Ao final do processo, a amostra foi diluida para 5
mL com solucdot ampdo acetatodesodio(pH4,5) e a fracdo bioacessivel foi separada por
centrifugacdo a 3220 g a 4 °C por 15 minutos e foram armazenadas em freezer a temperatura
de — 20 °c até a realizacdo das analises do teor de fendlicos totais,atividade antioxidante e

identificagdo dos polifenois por CLAE, como mostra a Figura 10.

Processo Digestivo: Enzimas bacterianas — Incubacao (37% 1h)

(20uL Viscozime L) l
pH 4.0 Diluicao para 5mL de C2ZH3Na0O2
pH 4,5

Centrifugagﬁro { 3220g 4°c 15min)
Armazenamento (Freezer -20°)

Analises

Figura 10. Esquema da biotransformagdo bateriana no intestino grosso.
Fonte: Dados da Pesquisa, 2018

4.2.7 Identificacdo dos Compostos Fendlicos do babacu por CLAE (Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia)

Os extratos e as fracGes de acidos fenolicos do babagu (mesocarpo e améndoa) foram
analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de acordo com Pereira et al.
(2004) e Tiberti et al. (2007).

As analises de CLAE foram realizadas em equipamento (modelo LC20AT, marca
Shimadzu), com injector automatico SIL- 20AC, controlador CBM- 20A, forno de coluna
CTO-20A e detector de arranjo de diodos SPD-M20A. Acoluna utilizada foi Shim- Pack VP-
ODS-2 (25cm x 0,6 cm, com particula de 5um, marca Shimadzu) e fase estacionaria de C18.

Utilizou-se como fase mdvel acido trifluroacético 0,1% (v/v) em agua deionizada,
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como eluente A e acetonitrila, como eluente B. Antes do inicio da andlise, o sistema foi
equlibrado com uma mistura de 9,5: 0,5 dos eluentes A e B, respectivamente. A programagéo
do gradiente foi a seguinte: 5% de B (10 minutos), 5-100% de B (40minutos), 100 % de B (5
minutos) e 5% de B (5minutos). A temperatura do forno foi mantida a 35°C e o fluxo do
eluente foi mantido emlmL min-1 durante a andlise. A detec¢do foi realizada entre 190 e
400nm.

Para validacdo do método foram utilizados como parametros de validacdo os limites
de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ), a repetibilidade das areas dos picos dos compostos
fendlicos, por meio de dez replicatas das amostras e a sua recuperacao.

O limite de deteccdo foi calculado como a concentragdo minima capaz de fornecer um
sinal cromatografico trés vezes maior do que o sinal de ruido. O limite de quantificacdo foi
calculado como a concentragdo minima capaz de proporcionar um sinal cromatografico de
cinco vezes maior do que o sinal do ruido. A recuperacdo dos compostos fenolicos foi
analisada, em triplicata, por adi¢cdo de concentracfes do padrdo semelhante as encontradas nas
amostras analisadas.

Foram utilizados os padrdes de compostos fendlicos da Sigma: quercetina, catequina,
acido clorogénico,apigenina,epicatequina,acidocaféico, acido galico, acido vanilico, acido
transcinamico, acido protocateico, acido para hidroxibenzoico, acido ferulico, &cido benzobico,
acido salicilico, acido o- cumérico, acido para cumarico, acido sinaptico, acido gentisico,

acido quinico e acidoelagico.

4.3 Tratamento dos Dados

Neste trabalho os resultados foram expressos em média + desvio-padrdo. Para analise
dos resultados foi utilizado o programa estatistico Graph Pad Prisma versao 5.0, para célculo
da analise de variancia (ANOVA) e aplicacdo do teste de Tukey. O nivel de significancia
adotado foi de 5% (p< 0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Fendlicos totais e atividade antioxidante nos extratos e fracdes do babacu

Os resultados da atividade antioxidante e dos polifendis nos diferentes extratos
testados neste estudo para 0 mesocarpo e améndoa do babagu podem ser vistos na Tabela 01,
todos os solventes utilizados extrairam compostos fendlicos o que refletiu em boa atividade

antioxidante, destacando-se a agua como melhor solvente extrator.

Tabela 01. Avaliagdo dos polifendis totais e da atividade antioxidante nos extratos aquoso,
etanolico e acetdnico do mesocarpo e améndoa do babagu.

Extrato Fendlicos totais ORAC (uM TEAC/g
(mg/100g) ET/g)

Mesocarpo
de babacu aquoso 632,4 + 5,19¢ 193,47+1,90° | 36,27+1,27°
etandlico 69,96 +0,82° | 1502 1,620 | 4,25+0,11P
acetonico 48,48 + 3,082 1,36+0,104 1,07+0,354

Améndoa de
babacu aquoso 64,78 + 1,65C 23,60 +2,89C | 27,23+1,44P
etandlico 12,50 +2,18% | 13,82+¢1,03° | 0,3120,012
acetonico 59,53 + 1,89P 1,32 £0,112 | 0,310,034

a,b,C Médias, na mesma coluna, seguidas de letras diferentes, diferem estatisticamente entre si
em nivel de 5% (p<0,05).
Fonte: Dados da Pesquisa, 2018.

Pelos dados mostrados na Tabela 01, percebe-se que o processo de extracdo utilizando
solventes diferentes possibilitou a determinacdo de compostos fendlicos em quantidades
variadas para a améndoa e mesocarpodo babacu. Os compostos fendlicos tém polaridade
elevada podendo ser extraidos dos alimentos por diversos solventes com polaridades
diferentes comometanol, etanol, acetona, agua, acetato de etila, propanol, dimetilformaldeido
e suas combinagdes (ANGELO; JORGE, 2007).

A extracdo de compostos fendlicos de produtos naturais € fortemente influenciada pelo
solvente utilizado na extracdo (LUZIA et al, 2010). PEREZ- JIMENEZ et al. (2008)
ressaltaram que, para a eficiéncia do processo de extracdo, deve-se utilizar uma extracao

exaustiva, utilizando-se solucGes de solventes com diferentes polaridades, de modo a extrair



42

compostos com diferentes estruturas quimicas.

Em relacdo ao teor de fendlicos totais encontrados tanto no mesocarpo como na
améndoa do babacu foram diferentes estatisticamente (P<0,05), o extrato aquoso foi o que
apresentou maior poder extrator e 0 mesocarpo apresentou 632,4 + 5,19 mg/100g, ja na
améndoa foi encontrado 64,78 + 1,65mg/100g de fendlicos totais, portanto 0 mesocarpo
apresenta cerca de 10 vezes mais polifendis que a améndoa. O fato da agua ter apresentado o
maior poder extrator,pode sugerir quea maior parte dos compostos fendlicos tanto do
mesocarpo quanto da améndoa apresentam maior polaridade, portanto, sdo mais
hidrossollveis. Esses resultados sdo corroborados por Wu et al.(2004) que estudaram o teor
de polifendis em frutas consumidas nos Estados Unidos e perceberam que a fragdo hidrofilica
possuia uma quantidade maior de compostos fendlicos quando comparados com a fracdo
lipofilic

Comparando-se os resultados dos polifendis obtidos no mesocarpo do babagu com
outras matrizes alimentares percebe-se que Vieira et al. (2011) obtiveram no extrato aquoso
de acerola (835 * 3,44mg.100g); Sousa (2012) quantificou392,17+3,33mg/100g no extrato
aquoso de jameldo e Rocha (2015) alcancou resultados de 405,8+6,01mg/100g no extrato
aquoso do jua,portanto, demonstrando que o extrato aquoso do babagu possui um significativo
teor de polifendis (632,4 + 5,19mg/100g).

Em relacdo aos teores de fenolicos totais encontrados na améndoa, constatou-se, que
assim como no mesocarpo, a dgua obteve maior poder de extracdo com 64,78 + 1,65mg/100g,
esses resultados foram préximos aos verificados por Abe et al. (2010), ao analisar o extrato
aquoso de castanhas, (50,0 +- 3,0 mg/100g) e pinhdo cru (87,0 +- mg/100g) demonstrando
que os fenolicos totais da améndoa do babacu estdo proximos aos de outras de améndoas
tradicionalmente consumidas.

Destacaram-se ainda os extratos etandlico do mesocarpo com 69,96 + 0,82mg/100g e
0 extrato acetbnico da améndoa com 59,53 + 1,89b mg/100g de fendlicos totais.

Quanto a capacidade antioxidante total (TEAC-ABTS), 0 extrato aquoso apresentou
melhor atividade antioxidante tanto no mesocarpo (36,27 £1,27 TEAC/g) como na améndoa
(27,23 £ 1,44 TEAC/g) diferente estatisticamente dos demais extratos (p<0,05), dados estes
maiores do que os teores determinados por Kuskoski et al, 2005 nos extratos aquosos do
maracuja (7,1 +- 0,2g TEAC/g) e da goiaba (8,2 +0,4g TEAC/g) e por Rocha (2015) no jua
(17,3 £ 1,91 TEAC/g). Os extratos etandlico e acetbnico tanto do mesocarpo quanto da
améndoa apresentaram baixa atividade antioxidante pelo radical ABTS.

Na capacidade antioxidante pelo método ORAC (Oxygen Radical Absorbance
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Capacity), os valores obtidos foram estatisticamente diferentes nos trés extrato stestados tanto
no mesocarpo quanto na améndoa (p<0,05).No extrato aquoso de ambas as partes
mesocarpo(193,47uMol/g) e améndoa (23,6 pMol/g) os teores foram maiores que 0S
determinados por Rocha (2015) no jua (16,15uMol/g). Em relacdo ao extrato etandlico os
valores encontrados no mesocarpo (15,0uMol/g) e na améndoa (13,82 uMol/g) foram
menores que o encontrado por Souza (2014) na vinagreira (45,76).

O teste antioxidante ORAC é o método oficial adotado pelo Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos da América (USDA), bem como de varios paises europeus,
pois neste ensaio utiliza-se o radical livre perdxido, o mesmo produzido no interior do
organismo humano, portanto os resultados in vitro refletem possiveis efeitos in
vivo.OUSDAinclusive mantém uma Tabela de Composicdo de Antioxidantes on line
utilizando este método no qual ranqueiaos alimentos com os maiores teores ORAC,onde as
especiarias sdo os destaques como o cravo, canela e orégano com valores ORAC acima 1.000
umol de Trolox/g (Wu et al., 2004).

Entre as frutas avaliadas por esses autores,destacam-se o morango(445 umol de
Trolox/g). Todas as outras frutas avaliadas apresentaram valor ORAC
abaixodel00umoldeTrolox/g: abacate (79umoldeTrolox/g),macd gala (27,9 umol de
Trolox/g), caju (35 umol de Trolox/g) e tangerina (16 pmol de trolox/g). No presente
trabalho, os valores ORAC obtidos para 0 extrato aquoso do mesocarpo do babacu foi de
193,47+1,90 umol de Trolox/g. Comparando-se os resultados deste trabalho com os obtidos
por Wu et al. (2004), pode-se considerar o mesocarpo do babacu como um alimento de
expressiva atividade antioxidante, apontando uma evidéncia cientifica para seu uso popular
como agente antioxidante.

Apos a extracdo dos compostos fendlicos podem ser realizadas diversas analises que
tém por objetivo,além de quantificar oscompostos fendlicos,avaliar a capacidade antioxidante
dos extratos. E imprescindivel ter conhecimento que a atividade antioxidante dos extratos
produzidos ndo depende somente da presenca e concentragdo de compostos fendlicos, mas
também da metodologia de extracdo aplicada (HERNANDEZ-HERNADEZ et al., 2009).

Estudos indicam que a correlacdo entre fenolicos totais e a capacidade antioxidante
pode depender do método escolhido e também das caracteristicas hidrofébicas ou hidrofilicas
do sistema teste e dos antioxidantes testados (ROESLER et al, 2007). Neste estudo
observando a Tabela 01 constatou-se que 0s compostos hidrofilicos (extrato aquoso) foram

majoritarios o que refletiu em sua maior capacidade antioxidante pelos dois testes utilizados.
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Na Tabela 02 constam os resultados dos fendlicos totais e da atividade antioxidantes

para as diferentes fracGes de acidos fendlicos do mesocarpo e améndoa do babagu.

Tabela 02. Teor de Polifenois e da atividade antioxidante das fragfes purificadas de acidos
fendlicos do mesocarpo e améndoa do Babacu.

Fracdo Fendlicos totais ORAC (UM TEAC/g
(mg/g) ET/g)

Mesocarpo
de babacu AFL 141,140,618 73,68+3,69C | 18,390,350
AFS 453,4+2,81C 30,56+1,812 | 24,33+1,86C
AFI 240,5+3.140 56,93+1,13P | 13,44+1,132

Améndoa de
babacu AFL 107,7+10,08 50,41+7,718 | 2,670,172
AFS 409,7+9,2C 55,638,658 | 28,33+2,33C
AFI 321,5+3,06P 55,28+6,782 | 23,72+0,92P

AFL = &cidos fendlicos livres, AFS = acidos fendlicos soluveis, AFl = &cidos fendlicos

insollveis. & D.C Médias, na mesma coluna, seguidas de letras diferentes, diferem
estatisticamente entre si em nivel de 5% (p<0,05).
Fonte: Dados da Pesquisa, 2018.

Dentre as fracdes de acidos fendlicos, a que mais se destacou foi a soltvel (AFS) tanto
no mesocarpo (453,4+2,81mg/g) como na améndoa do babacu (409,7+9,2mg/g), na mesma
houve um maior teor de fenolicos totais que diferiu estatisticamente das demais fracGes
(p<0,05). Resultado este que discorda do obtido por Adom, Sorrells e Liu(2003),0s quais
verificaram que o conteudo fendlico nas fragdes AFL e AFI foi 2,5 a 5,4 vezes maiores que 0
teor de &cidos fenolicos soluveis (AFS) em graos detrigo.

As fracdes de acidos fendlicos do mesocarpo e da améndoa do babacu apresentaram de
uma forma geral valores TEAC estatisticamente maiores (p<0,05) aos extratos estudados. 1sso
pode ser devido ao potencial redox dos compostos fendlico sindividuais e suas propriedades
estruturais,tais como nivel de hidroxilacdo e extensdo de conjugacdes (ROCKENBACH et al,
2011).

Em relacdo a capacidade antioxidante pelo método ABTS no mesocarpo a fracdo
soluvel (AFS) foi a que obteve maior atividade antioxidante (24,33 +- 1,86 mM trolox/g),

resultado menor determinado por Vieira (2011) (62,09 +-0,43 mM trolox/g) ao avaliar essa
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mesma fragdo no mesocarpo do babagu e por Soares et al (2008) na maca Gala (57,36 mM
trolox/g), enquanto que na améndoa do babacu o valor da fracdo solive | (28,33+0,92
mMtrolox/g) foi bem acima ao encontrado por Vieira (2011).

Quanto a capacidade antioxidante pelo método ORAC, no mesocarpo houve diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) entre as trés fracbes fendlicas,destacando-
seaAFLcom73,68+3,69uMtrolox/g porém na améndoa os valores obtidos das fragdes nao
apresentaram diferencas significativas estatisticamente, variando entre 50,41+7,71 a
55,63+8,65 uM trolox/g (AFL e AFS, respectivamente).

5.2 Identificacdo dos Compostos fendlicos presentes nos extratos e fracdes do babacu

Tabela 03. Identificagdo e quantificacdo dos compostos fendlicos presentes nos extratos
aquoso, etandlico e acetbnico do mesocarpo do babacu, resultados expressos em pg/g de
amostra fresca.

Compostos Extratos fenolicos (ug/g)

identificados Aquoso Etanolico Acetbnico
Acido elagico 1,26 + 0,204 1,68 + 0,34 1,66 + 0,2°A
Catequina 0,28 +0,0124 0,20 £ 0,024 0,43 £ 0,124
Acido vanilico 0,19 + 0,012 nd nd
Quercetina 0,4 +0,0228 0,21 £ 0,024 0,55+0,128

Valores expressos como média + desvio padrdo, n =2, nd ndo detectado & b.c.d Médias, na
mesma coluna, seguidas de letras diferentes, diferem estatisticamente entre si em nivel de 5%
(p<0,05).

A,B,C,D Médias, na mesma linha, seguidas de letras diferentes, diferem estatisticamente entre
si em nivel de 5% (p<0,05). Fonte:Dados da Pesquisa, 2018.

Na literatura consultada ainda ndo existe nenhum trabalho que relate a identificacao
dos polifendis (acidos fendlicos e flavondides) no mesocarpo e ou na améndoa do babagu,
portanto, esses resultados se mostram pioneiros na caracterizacdo e identificacdo desses
compostos bioativos, contribuindo para o conhecimento detalhado sobre essa matéria prima
tdo produzida no estado do Piaui e Maranhdo.

Foram identificados (Tabela 03) os acidos elagico, vanilico, catequina e quercetina no
extrato aquoso do mesocarpo do babagu,nos extratos acetbncios e etandlicos foram

identificados os acidos elagico, catequina e quercetina. Em todos os extratos destacou-se o
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acido elagico com maior concentracdo nos trés extratos testados, diferentes estatisticamente
em relacdo aos demais polifendis encontrados (p<0,05). Rocha (2015), ao avaliar os
compostos fendlicos presentes no sextratos aquoso,etandlico e acetdnico do jua, também
quantificou o &cido elagico como polifenol majoritario nos extratos testados.O &cido elagico,
também foi encontrado em varios frutos como uva, roma,morango,goiaba,pequi etc.)e em
nozes,como aveld e castanhado Para (SHAHIDI et al.,2007; PINTO, LAJOLO; GENOVESE,
2008).

O 4cido elagico tem se mostrado um agente anticancerigeno potente e um dos
principais mecanismos pelos quais o &cido ellagico propde beneficios anticancerigenos é
modulando o metabolismo das toxinas ambientais e, portanto, impedindo o inicio da
carcinogénese induzida por esses produtos quimicos (ZHANG et al., 1993). Hannum (2004)
relatou que a aplicagdo topicade &cido elagico demonstrou diminuir a incidéncia de cancer de
pele induzido quimicamente emcamundongos.

O éacido elagico, formado por duas moleculas de acido galico, também apresenta alta
capacidade antioxidante, pois possui quatro hidroxilas livres, que podem reagir com 0s
radicais livres (VATTEN, 2005).

Os resultados obtidos neste estudo (Tabela 3), fornecem uma visdo importante do
acido elagico presente em teores consideraveis no mesocarpo do babacu, desta forma, essa
parte especifica do babagudeve ter seu consumo cada vez mais estimulado, pois além de
apresentar esse composto, podera ser inserido na alimentacdo de varias maneiras, pois um de
seus subprodutos (farinha) € utilizada em diversas preparacdes como: vitaminas, molhos,
mingaus, bolos, biscoitos, pudins.

De acordo com a Tabela 03, percebe-se que o acido vanilico foi detectado somente no
extrato aquoso e em uma concentracao baixa (0,19 £ 0,01 ug/g). A catequina foi encontrada
em concentracfes que variaram de ,20 £ 0,0 a 0,43 £ 0,1 pg/g nos extratos etanodlicos e
acetonico, respectivamente, ndo havendo diferenca estatistica (p<0,05) para esse flavondide
nos extratos. J& a quercetina foi detectada em concentrac@es que variaram entre 0,21+0,0a0,55
+ 0,1 pg/g nos extratos a etandlicos e acetdnico, respectivamente, havendo diferenca
estatistica (p>0,05). Destacando-se a maior concentracdo desse flavondide no extrato
acetonico.

A Catequina esta presente de forma natural em alguns alimentos, principalmente no
chéd verde (Camellia sinensis) apresentam propriedades que atuam de forma benéfica em
algumas doencas como a diabetes mellitus tipol, as cardiopatias, as infecgdes virais, as

inflamacdes em doencas degenerativas e no envelhecimento. Em relagdo aos possiveis efeitos


https://pt.wikipedia.org/wiki/Ch%C3%A1_verde
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https://pt.wikipedia.org/wiki/Doen%C3%A7as_degenerativas
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beneficios das catequinas podem-se citar alguns estudos: Kurita et al (2010) encontraram uma
reducdo da pressdo arterial diastdlica, Matsuyama et al (2008) relataram uma reducgdo do
IMC, circunferéncia da cintura, percentual de gordura corporal e aumento de massa magra.

A quercetina é encontrada em macas,cebolas,cha,brocolis e vinho tinto. Possuindo
propriedades farmacoldgicas, tais como anti-inflamatéria, anticarcinogénica (pois atua no
sistema imunoldgico), antiviral, influencia na inibicdo de cataratas,anti-histaminicas
(antialérgicas),cardiovascular, reduzindo o risco de morte por doencas das coronarias e
diminuindo a incidéncia de infarto do miocardio. Devido as suas propriedades benéficas a
salde, esses dois flavonoides ja sdo amplamente comercializados na forma de capsulas ou
suplementos alimentares.No que diz respeito aos possiveis efeitos benéficos da quercetina,
alguns estudos podem comprovar como Egert et al (2009) os quais utilizaram a quercetina di-
hidratada em capsulas e encontraram reducéo da pressdo arterial sistélica e da concentracéo
de LDL-oxidado,dados semelhantes aos encontrados por Edwards et al (2007), que utilizaram
quercetina em capsulas e detectaram reducdo da presséo arterial sistdlica e diastdlica.

Na Tabela 04 consta a identificacdo dos polifendis encontrados nos extratos aquoso,
etanolico e acetdnico da améndoa do babacu. Foram identificados os mesmos polifenois
presentes no mesocarpo (&cido eldgico, vanilico, catequina e quercetina), sendo ainda
identificado e quantificado o flavondide epicatequina somente no extrato aquoso e foi o
polifenol quantificado em maior concentracdo (4,38 = 0,3 pg/g) entre todos identificados
(p<0,05).

Tabela 04. ldentificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos presentes nos extratos
aquoso, etandlico e acetdnico da améndoa do babacu, resultados expressos em pg/g por grama
de amostra fresca.

Compostos Extratos fenolicos (Mg/g )
identificados

Aquoso Etandlico Acetbnico
Acido elagico 1,35 + 0,284 0,54 + 0,145 0,51+0,18B
Quercetina Nd 0,82 £ 0,028 0,46 + 0,18
Catequina 252 +0,.2b nd nd
Epicatequina 4,38 +0,3C nd nd
Acido vanilico 1,88 +0 18D nd nd

Valores expressos como media + desvio padrdo, n =2; nd ndo detectado
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a, b,c,d Médias, na mesma coluna, seguidas de letras diferentes, diferem estatisticamente entre
si em nivel de 5% (p<0,05). A,B,C,D Médias, na mesma linha, seguidas de letras diferentes,
diferem estatisticamente entre si em nivel de 5% (p<0,05).Fonte: Dados da Pesquisa, 2018.

Souza (2014), ao avaliar extratos fendlicos da vinagreira, também determinou a
epicatequina como flavondide majoritario no extrato aquoso. A epicatequina € um derivado da
catequina e possui as mesmas propriedades bioativas da catequina, sendo muito obtido em
cacao, café e chas (EFRAIM et al, 2011).

Nos extratos etandlico e acetbnico, entre os compostos identificados (acido elagico e
quercetina) ndo houve diferenca estatisticamente significativa.

Nos dados relacionados a comparagdo entre colunas (diferentes extratos), observa-se
que para o &cido elagico houve diferenca estatisticamente significativa (p<0,05)entre 0s
extratos etanolico,acetdnico e aquoso,este Ultimo apresentou maior concentragdo (1,35 £ 0,2.
Mg/g). O acido elagico possui a capacidade de minimizar significativamente a inducéo de
cancer de pulméo, figado, pele e intestino, possuindo ainda efeito anticarginogénico e
antimutagénico contra uma variedade de carcindgenos, incluindo nitrosaminas, micotoxinas e
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (SZAEFER et al, 2003). Em relacdo aos outros
compostos identificados ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os extratos
utilizados.

A partir dos resultados obtidos sugere-se que na améndoa do babagu o extrato aquoso
foi o mais eficiente na extracdo dos compostos identificados. Alguns compostos sdo soliveis
apenas em solventes organicos, outros, como € o caso das formas glicosiladas dos polifendis
sdo soluveis em agua e existem ainda os grandes polimeros, que sdo totalmente insolUveis
(TIVERON, 2010).

Diante do exposto acima, ressalta-se a importancia de outros alimentos, alem do cha
verde, que contém catequinas e epicatequinas como a vinagreira e no caso especifico desse
estudo, a améndoa do babacu, fato este que valoriza-a na medida em que estudos mostram a
relacdo das catequinas e seus derivados com a reducdo do colesterol do plasma , reducdo na
taxa de absorcao do colesterol intestinal e aumento da excrecéo fecal do colesterol, bem como
na diminuicdo da solubilidade vesicular do colesterol, por meio da interacdo com a
fosfatidilcolina (KOBAYASHI, 2014).

Pelo explicitado na Tabela 04, percebe-se que o0s resultados mostrados séo
extremamente relevantes,pois demonstram a presenca desses compostos especificamente na
améndoa do babacu, podendoesta serutilizada como ingrediente na formulacdo de vérios

produtos como pdes, macardo e biscoitos, valorizando de certa forma, um produto tipico,
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regional e ainda pouco estudado.

Nas Tabelas 05 e 06 estdo ilustrados os resultados da identificagdo por CLAE dos
acidos fendlicos presentes nas fra¢des purificadas do mesocarpo e améndoa de babagu. Foram
identificados os acidos fendlicos elagico, galico. p- cumarico, sindptico, trans cinaminco e
caféico, tanto no mesocarpo quanto na améndoa, destacando-se 0 acido elagico como
composto majoritario em todas as fracoes.

Os teores de acido elagico variaram de 126, 8+ 10,9 pg/g a 168,5 +15,2 pg/g nas
fracbes AFS e AFI do mesocarpo, ndo sendo diferentes estatisticamente. J& na améndoa 0s
teores variaram de 122,1 +12,2 ug/g a 167,7+ 16,9 pg/g nas fracbes AFIl e AFS, também néo
sendo diferentes estatisticamente. Cotejando os resultados deste estudo aos obtidos por Lima
(2008), ao quantificar acidos felélicos na polpa e améndoa do pequi, onde esse autor obteve
teores médios de 30 pg/g para as fragdes AFL, AFS e AFI, constata-se que tanto 0 mesocarpo
guantoaaméndoado babacu sdo mais ricos nesses acidosfendlicos.

Varios estudos ja foram realizados com o &cido elagico puro ou extraido de alimentos,
nos quais se observaram potentes efeitos desse acido fendlicona prevencdo de uma série de
doencas crbnicas ndo transmissiveis € na manutencdo da homeostase dos organismos
estudados.VatteneShetty(2005), em uma extensa revisdo sobre as funcdes biologicas do acido
elagico, relataram que o referido composto pode atuar como antimutagénico, pela modulacéo
pela metabolizacdo de xenobioticos; como anticarcinogénico, inibindo a ligacdo do
carcinogeno ao DNA; como potente inibidor das enzimas DNA topoisomerases; como
hepatoprotetor, em animais intoxicados por tetracloretodecarbono;na diminuicdoda
peroxidacdo lipidica e no aumentoda expressao da enzima glutationa peroxidase.

No mesocarpo e na améndoa do babacu,0 &cido elagico esteve presente em maior
concentracdo em todos os extratos e/ou fracGes estudados, o que aponta o babagu como uma
fonte potencial desse acido fendlico e justifica a elevada atividade antioxidante encontrada

nos dois métodos testados neste estudo.

Tabela 05. Identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos presentes nas fracdes de
acidos fenolicos livres,sollveis e insoliveis do mesocarpo do babacu, resultados expressos em
pg/g de amostra seca.

Compostos FracOes fenolicas (ug/g )

identificados AFL AFS AFI

Acido trans cinamico 3,08 + 0,484 5,22 + 0,3%B 4,23 + 0 484
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Acido cafeico 044+018A 048 +0,038A nd
Acido sinaptico 1,11 + 0,28A 1,01+0,18A 0,63 +0,028A
Acido p-cumarico 3,50 + 0,23.B 3,26 +0,28,B 2,63 +0,28A
Acido elagico 164,9 + 12.40A 126 8+10,9PA  168,5 +15,20.A

Valores expressos como média + desvio padrdo, n =2, nd ndo detectado & D.C.d Médias, na
mesma coluna, seguidas de letras diferentes, diferem estatisticamente entre si em nivel de 5%
(p<0,05). AB,C,D Meédias, na mesma linha, seguidas de letras diferentes, diferem
estatisticamente entre si em nivel de 5% (p<0,05). Fonte: Dados da Pesquisa, 2018.

E conhecido que os teores de acido elagico livre costumam ser baixos nos frutos,
sendo detectadas quantidades maiores quando ocorre a hidrélise dos extratos e ou fraces
fendlicas, havendo a quebra dos elagitaninos presentes (BEATTIE, CROZIER,
DUTHIE,2005).

Foram ainda detectados teores expressivos dos &cidos trans- cindmico e p-cumarico

tanto no mesocarpo quanto naaméndoa.

Tabela 06. Identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos presentes nas fracdes de
acidos fendlicos livres, solGveis e insoluveis da améndoa do babagu, resultados expressos em
Mg/g de amostra seca.

Compostos Fracdes fendlicas (g/g)

identificados AFL AFS AFI
Acido trans cinamico 4,87 +0,33B 4,98 + 0,438 2,43 +0,28A
Acido cafeico 0,21 + 0,028A nd 0,37 + 0,018A
Acido sinaptico 1,39+02%B 04640137  0,69+0,023A
Acido p-cumarico 263+ O,Za'B 266 iO,za,B 153 iO'Za,A
Acido elgico 1582+ 11,40A 1677+ 16,9PA  122,1 +122DA

Valores expressos como média + desvio padréo, n =2, nd ndo detectado@: b.c.d Médias, na
mesma coluna, seguidas de letras diferentes, diferem estatisticamente entre si em nivel de 5%
(p<0,05).A,B,C,D Meédias, na mesma linha, seguidas de letras diferentes, diferem
estatisticamente entre si em nivel de 5% (p<0,05). Fonte: Dados da Pesquisa, 2018.

5.3 Efeito da Digestdo in vitro no teor de polifendis, proantocianidinas e atividade

antioxidante no extrato aquoso do babacu

Na Tabela 07 estdo apresentados os resultados obtidos da digestdo in vitro

(bioacessibilidade) dos fendlicos, proantocianidinas totais e atividade antioxidante
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(ORACETEAC-ABTS) do extrato aquoso do babagu(mesocarpo e améndoa) antes e apds a
simulagdo da digestdo in vitro.Foi realizado o teste de bioacessibilidade somente com o
extrato aquoso, tendo em vista ter sidoo melhor extrato testado,conforme resultados ilustrados
nasTabelas 01 e 02, além da &gua ndo ser toxico para as enzimas digestivas e esse extrato

simular um possivel consumo do alimento de forma natural.

Tabela 07. Efeito da digestdo in vitro no teor de fendlicos totais, proantocianidinas totais e
atividade antioxidante por ORAC e TEAC ABTS do extrato aquoso do mesocarpo e améndoa
do babacu.

Amostra Fendlicos Proantocianidinas | ORAC (UM TEAC/g
Totais (mg/q) ET/g)
(mg/100g)
Mesocarpo | Antes da 632+5,294 4 55+0,57P 193,47+7,54P | 36,27+1,27P
de babagu digestéo
Apos 1360+21,700 3,87 £0,204 260,33¢ [109,25+13,31C
digestédo 1
Apos 633,04+ 6,69 3,31 +0,11@ 64,34+2,124 | 5,69 +0,642
digestéo 2
Améndoa | Antes da 647+1,449 0,18 +0,014 23,60+2,894 | 27,23+1,65P
de babagu digestéo
Apds 1175+8,48C 2,15 0,20V 83,180  [105,99+4,320
digestédo 1
Apods 157,89 +1,74 2,40 £0,05P 40,75 0,83+0,054
digestéo 2 +5 602

a,b,c,d Médias, na mesma coluna, seguidas de letras diferentes, diferem estatisticamente entre
si em nivel de 5% (p<0,05). Fonte: Dados da Pesquisa, 2018.

Em relacdo ao teor de fendlicos totais do mesocarpo, os teores indicam que antes da
digestdo (63245,29mg.100g) e na fase 1 (1360+21,70mg.100g) houve diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05), com aumento expressivo dos mesmos na referida
fase, resultado este semelhante ao verificado por Mendes (2013) ao avaliar a bioacessibilidade
de diferentes extratos de guarand em poO, na qual obteve um relevante aumento na
bioacessibilidade dos compostos fendlicos na fase 1, assim como Souza (2014) ao avaliar a
bioacessibilidade dos polifendis presentes no célice e folhas de vinagreira, verificou aumento
no teor dos mesmos na fase 1, Rocha (2015) ao avaliar a bioacessibilidade de polifendis

naturalmente presentes no jud obteve resultado semelhante e estudo realizado por
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Chandrasekara e Shanildi(2012) detectou aumento dos polifendis no fruto efolhas
do caqui, devido as condi¢cbes bioquimicas da fase intestinal.

O aumento significativo do teor de polifendis do babagu (mesocarpo e améndoa) na
fase 1 sugere que o processo de digestdo por meio de enzimas digestivas (pepsina e
pancreatina) foi capaz de afetar beneficamente o teor de polifendis, indicando que os
compostos fendlicos foram bioacessiveis nessa fase. Além disso, os resultados mostram que
os compostos fendlicos presentes no referido fruto resistiram a oprocesso de digestdo,ou
seja,ndo houve reducdo e sim aumento consideravel destesaofinal dessa fase,os polifendis se
encontravam associados a parede celular do vegetal e a acdo dos sucos e enzimas digestivas,
possivelmente rompeu essa barreira natural e liberou esses compostos (MENDES,2013).

Quanto a fase 2,0bserva-se por meio dos resultados mostrados na Tabela 07 que no
mesocarpo (antes da digestdo e ap0s a fase 2 ndo houve diferenca estatisticamente
significativa, ja que o teor de polifenois nessa fase diminuiu, assemelhando-se ao valor inicial,
anterior a digestdo. Na améndoa percebe-se que antes da digestdo e ao final da fase 2 houve
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05), pois ao final dessa fase o teor de polifendis
diminui consideravelmente, num valor bem abaixo do anterior a digestdo. Resultado esse
semelhante ao de Rocha (2015), no qual avaliou a bioacessibilidade de polifenois
naturalmente presentes no jua, assim como Tenore et al. (2003), os quais avaliaram a
bioacessibilidade de polifenois nas variedades da macé anurca e Correa- Betanzo et al. (2014),
que avaliaram a bioacessibilidade dos polifendis no mirtilo.

A fase 2 da digestdo ocorre no intestino grosso, onde sdo liberados os residuos de
polifenois que ndo foram digeridos na fase 1. A digestdo pela microbiota do intestino grosso,
de modo geral, ocorre de forma mais lenta quando comparada ao intestino delgado, fato esse
que possivelmente explica o baixo teor de polifendis encontrado nesse estudo. Ainda em
relacdo a diminuicdo do teor de polifendis apds a fase 2,provavelmente apds a acdo da
ViscozymeL, uma porcdo de polifendis pode ter se complexado com macronutrientes como
proteinas e carboidratos presentes na fracdo de materiais insoltveis refletindo na reducéo do
seu teor (FOGLIANO et al.,2011).

No que diz respeito as proantrocianidinas pode-se afirmar que no mesocarpo do
babacu houve diferenca estatisticamente significativa (P<0,05), pois houve reducdo no teor
das mesmas apds a digestdo na fase 1 e apos a fase 2 em relacdo ao valor inicial,anterior
adigestdo.Na améndoa ocorreu diferenca estatisticamente significativa entre as fases e
aumento significativo no teor das proantrocianidinas apés as fases 1 e 2 da digestdo em

relacdo ao valor da fase anterior a digestdo, resultado esse semelhante ao encontrado por



53

Kamiloglu e Capanoglu (2013), os quais avaliaram a bioacessibilidade de polifenoi sem figos
frescos e secos ao sol e Ortega et al. (2009), que avaliaram a bioacessibilidade de polifendis
no cacau, fato este que pode ser explicado devido a hidrélise de proantocianidinas com alto
grau de polimerizagdo submetidos a acdo de enzimas digestivas. De acordo com os dados
mostrados, sugere-se que as proantrocianidinas foram mais bioacessiveis na améndoa do
babacgu,na medida em que houve aumento do teor no decorrer das fases da digestdo.Muitos
efeitos bioldgicos associados as proantocianidinas sdo localizados no trato digestorio,
protegendo a mucosa de danos oxidativos e carcindgenos, de forma a ndo depender da
ocorréncia de hidrdlise e absor¢do (PRIOR, GU,2005).

Além dos efeitos benéficos apds absorcao, os polifendis também podem exercer um
importante papel protetor no trato gastrointestinal. Por isso a avaliagdo da atividade
antioxidante ap0s a acdo das enzimas € uma importante informacéo, ja que essa capacidade
antioxidante pode proteger as células do trato digestorio contra danos oxidativos e cancer
(TAGLIAZUCCHI et al., 2010).

Em relacdo aos resultados mostrados dos metodos de avaliacdo de capacidade
antioxidante (ORAC e TEAC) no mesocarpo e améndoa do babagu pode-se afirmar que em
ambos houve diferenca estatisticamente significativa (p, 0,05) entre as trés fases, havendo
aumento ao final da fase 1 e diminuicdo ao finalda fase 2, resultado este semelhante ao obtido
por Souza (2014), ao analisar a atividade antioxidante do calice e folhas da vinagreira
utilizando a mesma metodologia aplica da deste estudo,encontrou aumento da atividade
antioxidante ao final da fase 1 e diminuicéo ao final da fase 2, assim como Rocha (2015), ao
avaliar atividade antioxidante do extrato aquoso do jua.

Resultados discordantes ao deste estudo foram verificados por Antunes (2012) ao
avaliar chas de flor de camomila e flor de laranjeira, onde obteveuma reducdo no teor de
polifenois ainda na faseldadigestao.

Lemos (2013) também detectou teores reduzidos ap6s a simulacdo da digestdo in vitro
de polifenois totais na fase 1 ao avaliar trés variedades de macds produzidas em Portugal.
Estes trabalhos evidenciam que os resultados podem diferenciar devido a grande diversidade
de compostos antioxidantes presentes nos diversos alimentos, ao tipo de antioxidante e
também a sensibilidade dos compostos aos solventes e reagentes utilizados.

Halliwell (2007) ressaltou que a relevancia da acdo antioxidante dos polifendis é
verificada principalmente no trato gastrointestinal, onde se encontram em concentracdes mais
elevadas (na faixa de milimolar). De acordo com esse autor o trato gastrointestinal €

constantemente exposto a espécies reativas, portanto, os polifendis teriam papel antioxidante
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importante agindo como sequestradores de radicais livres ou mesmo evitando sua formagéo.
O autor ressalta ainda que a dieta rica em ferro caracteristicados povos ocidentais promove
um aumento na excre¢do de ferro pelas fezes que pode ocasionar danos oxidativos no célon e
no reto, portanto o estudo da atividade antioxidante apds a a¢do das enzimas digestivas é uma
importante informacdo, ja que essa capacidade antioxidante pode proteger as células do trato
gastrintestinal contra danos oxidativos provocados pelo ferro antes mesmo da absorcéo
pelascélulas intestinais (TAGLIAZUCCHI et al.,2010).

5.4 Identificacdo dos Compostos fendlicos (por CLAE) presentes no extrato aquoso do

mesocarpo e améndoa do babacu apés digestao in vitro

Nas Tabelas 08 e 09 constam os resultados dos compostos fendlicos identificados no
extrato aquoso do mesocarpo e améndoa do babacu antes e apos a simulagdo da digestdo in
vitro. De acordo com os dados apresentados ndo se observaum comportamento linear entre os
compostos identificados,pois alguns compostos aumentaram sua concentracdo com a digestéo,
outros diminuiriam sua concentracdo e alguns ndo foram mais identificados apos digestéo.
Essa diversidade se da provavelmente pela variedade de polifendis, bem como a forma como
podem ser encontrados nos alimentos (aglicona ou glisosilado) além do efeito dos sucos

enzimas digestivas sobre esses polifendis (MENDES,2013).

Tabela 08. Identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos presentes no extrato aquoso
apos digestdo in vitro (bioacessibilidade) do mesocarpo do babacu, resultados expressos em
Mg/g de amostra fresca.

Compostos Extratos fenolicos (ug/g )

identificados Aquoso Digerido | Digerido Il
Acido elagico 1,26 +0,20A  1313+0,5%.B 3,24 +0,2aC
Catequina 0,28 +0,01&A 654 +0,080.C  0gg+0,12B
Acido vanilico 0,19+0,01&B 0,10 +0,03A 0,1+ 0,08A
Quercetina 0.4 + 0,028 nd nd
Acido p-cumarico Nd 14,03 +1,1PB 319 10,28A
Epicatequina Nd 40,2 £3,80A 2961 +2,3DA

Valores expressos como média + desvio padrdo, n =2, nd ndo detectado & b.c.d Médias, na
mesma coluna, seguidas de letras diferentes, diferem estatisticamente entre si em nivel de 5%
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(p<0,05). AB.C.D Mé¢dias, na mesma linha, seguidas de letras diferentes, diferem
estatisticamente entre si em nivel de 5% (p<0,05). Fonte:Dados da Pesquisa, 2018.

O 4cido eldgico e a catequina (Tabela 08) foram liberadas pelos sucos e enzimas
digestivas aumentando sua concentracdo nas fases 1 e 2, principalmente na fase 1, onde o
acido elagico aumentou de 1,26 + 0,2 pg/g (antes da digestdo) para 13,13 + 0,5 pg/g (fase 1).
O é&cido eldgico é um bifenol pertencente a classe dos taninos hidrolisdveis com elevada
capacidade antioxidante, formado por duas moléculas de &acido galico e nos alimentos
normalmente se encontram presos na parece celular, os sucos digestiveis possivelmente
liberam esse &cido fendlico da matriz do babacu o que refletiu em seu aumento na fase 1.
Esses resultados sdo corroborados pelos dados da Tabela 07, onde constatou-se que o0s
polifendis e a atividade antioxidante aumentou significativamente na fasel.

Comportamento inverso foi visto para a catequina que foi degradada completamente e
pelo acido vanilico que foi degrado parcialmente pela acdo dos digestiva. J& o &cido p-
cumarico e a eqgpicatequina que ndo foram identificados no extrato aquoso antes da digestéo e
foram detectados apos a fase 1 e 2, demonstrando que o processo digestivo pode liberar
compostos polifendis presos a parede celular do vegetal ou conjugados a outros compostos.

Em relacdo aos resultados apresentados, sugere-se que no mesocarpo do babagu apés o
processo de digestdo, o extrato aquoso aumentou o seu teor de polifendis na fase 1 e reduziu
na fase 2., fato este que sugere uma diminuicdo da bioacessibilidade desses compostos
identificados apds a segunda etapa da digestdo,o que pode ser devido as diferencas entre os
compostos,pois uns sao mais bioacessiveis na fase gastrica e outros na fase intestinal, por
diferencas enzimaticas, ja que a quantidade de polifendis alimentares bioacessiveis pode
diferir quantitativa e qualitativamente, dependendo da composicdo do préprio material
alimentar e dos tratamentos de processamento que sofreu (HITHAMANI &
SRINIVASAN,2014).

Pelos resultados mostrados na Tabela 08, percebe-se que os teores de acido elagico no
mesocarpo mostraram-se mais expressivos apos a fase 1 da digestdo, fato este que valoriza
essa parte do babacu por apresentar tal composto, o qual tem sido demosntrado em varios
estudos acoes benéficas como antioxidante, antimutagénica e anti-inflamatéria (WOOD et al.,
1982; KAUR et al., 1997; LOARCA-PINA et al., 1998; KHANDUJA et al. 1999).

Deve ser mencionado também que o aumento significativo dos teores desse acido
fendlico apos a digestdo in vitro foi no extrato aquoso, o qual assemelha-se com as condicdes

do nosso organismo, refor¢cando ainda mais a importancia do consumo do mesocarpo do
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babacu a fim de obter as acbes benéficas desse fitoquimico funcional.

Na Tabela 09 sdo elencadas as concentragdes dos polifendis identificados por CLAE
antes e apos a digestdo in vitro no extrato aquoso da améndoa do babacu. O comportamento
do processo digestivo sobre os polifendis na améndoa foi distinto ao do mesocarpo do babacu,
pois o processo digestivo aumentou a concentracdo de todos os polifendis.

Tabela 09. Identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos presentes no extrato aquoso
apos digestdo in vitro(bioacessibilidade) da améndoa do babagu, resultados expressos em ug/g
de amostra fresca.

Compostos Extratos fendlicos (ug/g)

identificados Aquoso Digerido | Digerido Il
Acido elagico 1,35 + 0,28A 3,60 +0,1&C 2,30 + 0,138
Acido galico Nd 421+0028B  164+012A
Catequina 252+020A  1334+138B  189+018A
Epicatequina 438+03CA  61,67+450C  2038+210B

Valores expressos como média + desvio padrdo, n =2, nd ndo detectado & b.c.d Médias, na
mesma coluna, seguidas de letras diferentes, diferem estatisticamente entre si em nivel de 5%

(p<0,05). AB.C.D Médias, na mesma linha, seguidas de letras diferentes, diferem
estatisticamente entre si em nivel de 5% (p<0,05). Fonte: Dados da Pesquisa, 2018.

Sobre os resultados mostrados na Tabela 09 para a améndoa do babacgu, pode-se
afirmar que no extrato aquoso houve aumento significativo (P<0,05) da concentracdo dos
polifendis com a digestdo para 0Ss seguintes compostos: acido elagico, catequina e
epicatequina, com destaque para a catequina que antes da digestao foi quantificado 4,38 + 0,3
Ma/g e apds a fase 1, aumentou para 61,67 + 4,5 ug/g.

Ja o 4cido galico que nao foi identificado no extrato aquoso antes da digestdo, foi
quantificado nas fases 1 e 2, com destaque para a fase 1 com 4,21 +0,02ug/g.O é&cido
galico,nesse caso, possivelmente se originou da quebra do &cido elagico pelas enzimas
digestivas.

A epicatequina, mesmo tendo seu teor reduzido na fase 2 da digestdo (diminuicdo da
bioacessibilidade), foi 0 composto que mais se destacou na améndoa do babacu, a qual atua
como antioxidante direto (degradando os radicais livres) e indireto (aumentando a expressao
de enzimas antioxidantes), bem como pode ser considerada agente antitumorigeno e
imunomodulatério (CRESPY; WILLIAMSON, 2004).

De acordo os resultados mostrados na Tabela 09, observa-se que os polifendis
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catequina e epicatequina aumentaram seus teores apos a fase 1 da digestdo, sugerindo-se que
0 processo digestivo liberou esses compostos da matriz alimentar principalmente no extrato
aquoso, fato este que engrandece o produto em estudo, mais precisamente a améndoa, pois
estes compostos como ja mencionados, estdo relacionados com redugdo do colesterol e
degradacéo dos radicais livres.

Nos altimos 30 anos os polifendis receberam atencao dos cientistas em todo o mundo,
tendo sido publicado uma infinidade de trabalhos que visaram principalmente a caracterizagao
dos alimentos quanto ao teor e tipo de polifenol presente, bem como os solventes com maior
poder extrator. Entretanto, os estudos mais recentes tém apontado que os polifendis presentes
no alimento nem sempre apresentam capacidade para suportar as diversas etapas da digestdo e
absorcdo, portanto chegam intactos aos tecidos alvos onde devem atuar como antioxidantes.

As vias metabdlicas de digestdo e absorcdo dos polifendis ainda ndo foram
completamente elucidadas, e alguns estudos tém apontado que a biodisponibilidade dos
polifendis dependem de uma série de fatores, como: tipo dealimento,solvente de
extragdo,forma quimica em que se encontra,bem como tipo de tratamento térmico e ou
conservacdo desse alimento, que influirdo na concentracdo final e por conseguinte em sua real
presenca nos tecidos alvos. Assim sdo importantes os trabalhos que visam quantificar a

bioacessibilidade e biodisponibilidade desses polifendis nos diversos alimentos.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitem inferir que:

v' O extrato aquoso foi 0 que apresentou maior poder extrator de polifendis tanto no
mesocarpo como na améndoa do babagu, o que refletiu em sua maior atividade
antioxidante, nos dois métodos utilizados (TEAC-ABTS e ORAC). Evidenciando-se
que os compostos fendlicos dessa fruta apresentam maior polaridade, portanto sdo
mais hidrossoluveis;

v A fracdo de acidos fendlicos soliveis (AFS) tanto do mesocarpo quanto da améndoa
do babacu apresentou maior teor de fendlicos totais.Ja em relacdo a atividade
antioxidante houve variacdo de acordo com a fracdo e/ou teste antioxidanteutilizado;

v O processo de digestdo in vitro elevou o teor de fendlicos totais na faselda digestdo e
diminui apds a fase 2,em ambas as partes do babagu (mesocarpo eaméndoa);

v/ Quanto ao teor de proantrocianidinas foi verificado que no mesocarpohouve
diminuicdo no teor das mesmas apo0s as fases 1 e 2 da digestdo, ja na améndoa houve
aumento no final da fase 1 e diminuicdo no final da fase 2 nos dois métodos (ORAC e
TEAC);

v" Dos compostos fendlicos presentes no extrato aquoso do mesocarpo do babagu apos
digestéo in vitro, os mais bioacessiveis foram o acido eldgico e epicatequina,os quais
tiveram seus teores aumentados ao final da fase 2.Na améndoa,a epicatequina foi o
composto que maisse destacou,mesmo tendo seu teor diminuido apos a fase
2,tornando-se menos bioacessivel apds essa fase.

v" Foram identificados nos extratos do mesocarpo do babacu 0s seguintes compostos
fendlicos: acido eldgico, catequina, acido vanilico e quercetina, sendo o &cido elagico
0 que apresentou maior teor, especificamente no extrato aquoso. Na améndoa,foram
identificados o acido elagico, quercetina, catequina, epicatequina e &cido vanilico,
sendo a epicatequina 0 composto que apresentou maior teor.

v' Em relacdo aos compostos fendlicos nas fracbes do mesocarpo e améndoa do babacu,
foram identificados os seguintes acidos fendlicos: trans cinamico, caféico, sinaptico,
p-cumarico e elagico, sendo este Gltimo detectado em maior concentracdo, e mambas

as partes do fruto.
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7 SUGESTOES

v Sugere-se que estudos adicionais devam ser realizados com vistas a verificacdo da
biodisponibilidade dos polifendis do babacu por meio do uso de cultura de células e/ou
ensaios biol6gicos com animais de laboratorio na tentativa de averiguar os teores que
serdo absorvidos;

v Faz-se necessario, também, outros estudos com amostras de babagu de outras regides
do Brasil a fim de comparar com os valores obtidos e de verificar se ascondigdes
climaticas e de solo influenciam nos teores dos polifendis, bem como em sua

bioacessibilidade.
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