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RESUMO

SOUSA, M. M. Bioacessibilidade, capacidade antioxidante e efeitos toxicogenéticos de
polifenois do jameldo (Syzygium cumini (L.) Skeels) e aplicacdo tecnoldgica do fruto.
2018. 169 p. Tese (Pds-Graduacdo em Biotecnologia - RENORBIO) - Universidade Federal
do Piaui, Teresina, Piaui, 2018.

O jamel@o (Syzygium cumini (L.) Skeels) é um fruto rico em nutrientes essenciais, e em
compostos bioativos com acdo antioxidante e farmacoldgica comprovada. Estudos tém
evidenciado os beneficios do jameldo na saude, no entanto, o consumo desse fruto e de seus
derivados tém encontrado resisténcias em funcéo de sua elevada adstringéncia. Diante disso,
esse estudo objetivou avaliar o potencial tecnoldgico do uso do jameldo em novos produtos;
caracterizar o perfil polifendlico do fruto; avaliar a bioacessibilidade dos compostos bioativos
identificados; analisar os possiveis efeitos toxicogenéticos, bem como propor um novo
produto para fins de insercdo no mercado. Inicialmente, fez-se uma revisdo na literatura de
artigos cientificos e patentes sobre o tema, no ambito nacional e internacional, empregando os
termos “Syzygium cumini”, “Eugenia jambolana”, jambolan”, ‘jamun” or ‘java plum”.
Posteriormente, empregou-se técnica multivariada de misturas, simplex centroid design, para
otimizar diferentes propocoes do solvente extrator (dgua, etanol e acetona), e quantificagdo do
conteddo total das classes polifendlicas, bem como a determinagéo da atividade antioxidante.
A caracterizacdo dos polifenois foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
acoplada a espectrometria de massas. Avaliou-se os efeitos citogenotdxicos do extrato aquoso
do jameldo, por meio de bioensasios com Artemia salina Leach e Allium cepa Linn, em
diferentes concentracfes. Foram determinados os componentes da mistura complexa, assim
como sua acao antioxidante frente ao radical peroxil e oxidacéo lipidica. Para digest&o in vitro
das diferentes classes polifendlicas, empregou-se solucdes de enzimas fisioldgicas, nos
diferentes estagios do processo digestivo. A extracdo de biopolifenois no processo simulado
de digestdo foi comparado a extracdo quimica, e verificado seus efeitos na resposta ao estresse
oxidativo em Saccharomyces cerevisiae. Os resultados do levantamento cientifico e
tecnoldgico apontaram 23 artigos e 20 patentes, utilizados na construgdo da revisao. O estudo
mostrou que as caracteristicas quimicas, nutricionais e fitoquimicas do fruto favorecem o
consumo in natura, bem como a elaboracdo de sucos, néctares, geléias, bebidas alcodlicas e
especiarias. No entanto, demonstra que o principal entrave da aplicacdo do jameldo na
industria de alimentos é o controle de antocianinas e de taninos, que afetam cor e sabor,
respectivamente. A analise multivariada demonstrou que as melhores respostas da extracédo de
polifenois foram obtidas com a mistura binaria agua:acetona, 0,5:0,5 (v.v'). A identificagdo
dos biopolifenois demonstrou que quercetina deoxihexosideo e trimero de epigalocatequina
foram as principais responsaveis pela acdo antioxidante. O extrato aquoso do fruto tambem
apresentou acdo antioxidante, demonstrada pelos ensaios ORAC (112,31 + 12,56
umolTrolox.g?) e inibicdo da oxidacdo lipidica (53,66%). Os resultados da
citogenotoxicidade demonstraram que concentragdes inferiores a 1500 pug.mL™, ndo exibiram
efeito citotoxicos pelos métodos analisados. O estudo demonstrou ainda que o extrato aquoso
do fruto ndo apresentou efeitos genotdxicos e mutagénicos significativos (p>0,05), em
nenhuma das concentracdes testadas nas raizes de A. cepa. Quanto a digestdo, os resultados
demonstraram aumentos significativos (p<0,05) dos biopolifenois durante a digestdo gastrica.
Na etapa duodenal, flavonoides e proantocianidinas foram estaveis as mudancas de pH,
enquanto antocianinas sofreram degradacdo ao entrar em contato com o pH neutro. A
atividade antioxidante das fragcdes bioacessiveis esta correlacionada as elevadas concentracfes
de flavonoides e proantocianidinas, refletindo na modulagdo de enzimas antioxidantes em S.



cerevisiae. A partir dos resultados, conclui-se que o jameldo é uma fonte de compostos
fendlicos bioacessiveis, capazes de prevenir, sequestrar radicais livres e reparar danos
ocasionados pelo estresse oxidativo, além de modular a atividade das enzimas superdxido
dismutase e catalase. Aliado a esses aspectos, os biopolifenois encontrados no fruto néo
ocasionam riscos de instabilidade genética, se consumido nas concentraces adequadas. Esses
dados demostram a expressiva agdao antioxidante do jameldo, estimulando seu consumo e,
aproveitamento industrial, com perspectivas de aplica¢do na salde.

Palavras-chave: Syzygium cumini (L.) Skeels; otimizacdo; simplex centroid design;
biopolifenois; bioacessibilidade; citogenotoxicidade.



ABSTRACT

SOUSA, M. M. Bioaccessibility, antioxidant capacity and toxicogenic effects of
polyphenols of jambolan (Syzygium cumini (L.) Skeels) and technological application of
fruit. 2018. 169 p. Thesis (Post-Graduation in Biotechnology - RENORBIO) - Federal
University of Piaui, Teresina, Piaui, 2018.

Jambolan (Syzygium cumini (L.) Skeels) is a fruit that is rich in essential nutrients
andbioactive compounds with proven antioxidant and pharmacological activities. Multiple
studies have shown the health benefits of jambolan; however, the consumption of this fruit
and its derivatives has found resistance because of its high astringency. Therefore, this study
is aimed to evaluate the technological potential of jambolan in new products, characterize the
polyphenolic profile of the fruit, evaluate the bioaccessibility of the identified bioactive
compounds, identify any possible toxicogenic effects, and propose a new product for insertion
into the market. Initially, we present a review of national and international scientific articles
and patents on the subject, which use the terms "Syzygium cumini”, "Eugenia jambolana”,
"jJambolan”, "jamun™ or “java plum". Subsequently,we show data using multivariate mixing
techniques and simplex centroid design to optimize different extractive solvents (water,
ethanol and acetone), quantify total polyphenolic classes, and determine antioxidant activity.
The characterization of polyphenols was performed using high performance liquid
chromatography, coupled with mass spectrometry. Cytotoxic effects of the aqueous extract of
jambolan were evaluated using bioassays with Artemia salina Leach and Allium cepa Linn in
varying concentrations. The components of the complex mixture were identified, and their
antioxidant action against the peroxyl radicals and lipid oxidation was determined. For the in
vitro digestion of different polyphenolic classes, solutions of physiological enzymes were
used in different stages of the digestive process. The extraction of biopolyphenols in the
simulated digestion process was compared with that of the chemical extraction process, and
its effects on oxidative stress responses in Saccharomyces cerevisiae were evaluated. The
results of the scientific and technological survey indicated that 23 articles and 20 patents,
were used for the review. A study has shown that the chemical, nutritional and phytochemical
characteristics of the fruit favor consumption in natura, as well as the consumption of juices,
nectars, jellies, alcoholic drinks and spices. However, it also shows that the main impediment
for the application of jambolan in the food industry is the control of anthocyanins and tannins,
which affect color and taste, respectively. Our multivariate analysis showed that the best
polyphenylene extraction responses were obtained with a water:acetone binary mixture,
0.5:0.5 (v:v). The identification of biopolyphenoids demonstrated that quercetin
deoxyhexoside and the trimer of epigallocatechin were mainly responsible for antioxidant
activity. The aqueous extract of the fruit also presented antioxidant activity, as demonstrated
by the ORAC assays (112.31 * 12.56 pmolTrolox.g?), and inhibition of lipid oxidation
(53.66%). Cytotoxicity results revealed that concentrations below 1500 pg.mL? did not
exhibit any cytotoxic effects by the methods analyzed. Our results also demonstrated that the
aqueous extract of the fruit did not present any significant genotoxic or mutagenic effects (p>
0.05) at any of the concentrations tested in A. cepa roots. The results also showed a significant
increase (p<0.05) in biopolyphenols during gastric digestion. In the duodenal stage,
flavonoids and proanthocyanidins were stable under pH changes, while anthocyanins
underwent degradation under neutral pH conditions. The antioxidant activity of the
bioaccessible fractions is correlated to high concentrations of flavonoids and
proanthocyanidins, reflecting the modulation of antioxidant enzymes in S. cerevisiae. From



these results, it can be concluded that jambolan is a source of bioaccessible phenolic
compounds capable of preventing and sequestering free radicals, repairing damage caused by
oxidative stress, and modulating the enzymatic activity of superoxide dismutase and catalase.
In addition, the biopolyphenols found in the fruit are non-genotoxic at the appropriate
concentrations. These data demonstrate the beneficial antioxidant action of jambolan,
promoting its consumption and industrial use in health applications.

Keywords: Syzygium cumini (L.) Skeels; optimization; simplex centroid design;
biopolyphenols; bioaccessibility; cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Nos dltimos anos tém-se buscado fontes de alimentos que apresentem quantidades
expressivas de compostos antioxidantes, devido a associagdo inversa entre 0 consumo de
alimentos ricos nesses compostos e 0 estresse oxidativo in vivo, minimizando o
desenvolvimento de doencas cronicas ndo transmissiveis. Nesse contexto, destaca-se 0
jameldo (Syzygium cumini (L.) Skeels), fruto rico em compostos fenolicos, principalmente
antocianinas, responsaveis pela acdo antioxidante e por varias propriedades farmacoldgicas
(LESTARIO et al., 2017).

A determinacdo do conteddo de antocianinas e de outros compostos bioativos em
frutos como o jameldo inclui extracdo, separacdo e quantificacio por métodos
espectrofotométricos e cromatogréficos. Entre essas etapas, destaca-se a extracdo, que visa
separar substancias de interesse da matriz complexa. Na extracdo, consideram-se fatores que
irdo determinar o tipo; a eficiéncia de atividade; o meio e a estrutura celular em que podem
atuar (MUSSI et al., 2015).

Apesar dos esforgos empregados por pesquisadores de todo o mundo, ainda ndo foi
possivel estabelecer um método/solvente oficial pela AOAC para extracdo de compostos
bioativos. Esse fato decorre do elevado numero, e complexidade estrutural desses compostos.
Dessa forma, fica evidente a necessidade do desenvolvimento, validacdo e otimizacdo de
novos métodos de extracdo de polifenois, como etapa prévia a sua caracterizacdo de forma
precisa, e obtencgdo de resultados confidveis (AZMIR et al., 2013).

Dentre os solventes mais empregados para extracdo de polifenois em frutos e vegetais
destacam-se a agua, etanol, metanol e acetona, ou a mistura destes (BACHIR BEY et al.,
2014). A identificacdo do melhor sistema solvente ocorre por otimizagdo da extracédo, que
pode ser alcancada por métodos empiricos ou estatisticos. Entretanto, para estudar a melhor
combinacdo de solventes, que permita a extracdo dos principais compostos de interesse, a
técnica estatistica multivariada para otimizagdo de misturas é a mais adequada (BOCHI et al.,
2014).

Independente da técnica ou solvente empregado na extracdo de polifenois do jamelao,
estudos tém demonstrado que esses compostos presentes no fruto possuem acao antioxidante
in vitro comprovada (BALIGA, 2011; ATALE et al., 2014). Entretanto, ndo se sabe quais

biopolifenois sdo responsaveis pela bioatividade. Para um composto quimico exercer
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atividade biol6gica, deve atingir o alvo fisioldgico numa concentracdo minima que determine
o efeito biolégico e promova o mecanismo de acdo (OLIVEIRA; BASTOS, 2013). Dessa
forma, aliado a importancia da extracdo e identificacdo de polifenois com propriedade
bioativa, é fundamental investigar a sua funcionalidade in vitro e in vivo, em funcao de varios
fatores afetarem a sua bioacessibilidade e biodisponibilidade, interferindo diretamente no
metabolismo e absorgéo desses compostos (MACIEJ et al., 2015).

Atualmente, os metodos de simulacdo da digestdo gastrointestinal in vitro séo
amplamente utilizados, uma vez que séo rapidos, seguros, e ndo exigem cumprimentos éticos
dos métodos in vivo. Além disso, é possivel avaliar, em cada etapa do processo digestivo, a
protecdo contra o estresse oxidativo, uma vez que durante os processos fisioldgicos que
ocorrem no trato gastrointestinal ha liberacdo de espécies reativas que, em excesso, Sa0
prejudiciais a saude. Nesse contexto, ensaios in vitro como DPPH, ABTS e FRAP, e ensaios
ndo-clinicos com células eucaridticas de Saccharomyces cerevisiae, proficiente e mutadas
quanto as defesas enzimaticas antioxidantes, sdo empregados para avaliar a capacidade
preventiva, scavanger e reparadora.

Na perspectiva do desenvolvimento de novos produtos alimenticios, além dos aspectos
mencionados, é necesséria a realizagdo de ensaios toxicoldgicos e citogenéticos, para verificar
a possivel acdo terapéutica ou a seguranga da matéria-prima empregada em relacdo aos riscos
de instabilidade genética. Até o presente, sdo escassos 0s estudos sobre bioacessibilidade,
toxicogenética e resposta ao estresse oxidativo em S. cerevisiae dos polifenois do jameldo, o
que reforca a necessidade de mais estudos nessa area.

Tendo em vista a necessidade de estabelecer um sistema solvente para extragdo de
biopolifenois no jameldo, e que estes atendam aos aspectos citogenéticos, que sejam
bioacessiveis e capazes de proporcionar possiveis efeitos modulatérios frente as acgdes
oxidativas, este trabalho de tese intitulado “Bioacessibilidade, capacidade antioxidante e
efeitos toxicogenéticos de polifenois do jameldo (Syzygium cumini (L.) Skeels) e aplicacédo
tecnologica do fruto”, foi desenvolvido, cujos resultados encontram-se apresentados em
capitulos (Figura 1), elaborados na forma de artigos submetidos/publicados em periddicos de
impacto, e de patente, objetivando divulgar o conhecimento cientifico e tecnoldgico

produzidos e, o fortalecimento dessa linha de pesquisa.
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Figura 1 — Divisdo esquematica do trabalho de tese
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Fonte: Sousa (2018).

O Capitulo 1 apresenta uma prospeccéo cientifica e tecnoldgica, a fim de conhecer o
estado da arte e aplicacdo do jameldo no desenvolvimento de novos produtos, no contexto
nacional e internacional. O Capitulo 2 aborda a exploracdo dos biopolifenois, com agédo
antioxidante, presentes no jameldo, bem como sua caracterizagdo por HPLC-MS. No
Capitulo 3, foram avaliados os aspectos toxicogenéticos do fruto e, seu potencial na captura
do radical peroxil e inibicdo da peroxidacéo lipidica. No Capitulo 4, foram determinados os
polifenois bioacessiveis, apds a simulacdo gastrointestinal in vitro. Além disso, verificou-se a
capacidade dos biopolifenois acessiveis, em cada etapa da digestdo, de prevenir, minimizar e
reparar danos ocasionados pelo estresse oxidativo. No Capitulo 5, apresentamos a patente de

processo para obtencdo do suco tropical do jameldo, com adstringéncia reduzida.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas botanicas, morfoldgicas e de cultivo do jameldo (Syzygium cumini (L.)
Skeels

Botanicamente, o jameldo foi classificado como Eugenia jambolana e, posteriormente,
reclassificado como Syzygium cumini, familia Myrtaceae (FRAUCHES et al., 2016). O fruto,
nativo da india, se desenvolve, principalmente, em regides tropicais e subtropicais e possui
varias sinonimias, como jambol&o, jaldo, cereja, azeitona preta, azeitona roxa, azeitona-doce,
jambul, jaman (Asia), faux pistachier (Franca), indian blackberry (Inglaterra), jambal e duhat
(Finlandia) (JAISWAL et al., 2015; SINGH et al., 2015).

Os jameldezeiros séo cultivados no Brasil como arvore ornamental e de sombra, por
serem perenifdlios, de copa frondosa e densa, de 15 a 20 metros de altura, conforme
observado na Figura 2A (SANTIAGO et al., 2016). As folhas sdo simples, coridceas, glabras,
aromaticas, lustrosas, medindo de 8 a 14 cm de comprimento, com proeminente nervura
principal e peciolo de 1 a 3 cm; as flores, dominadas por estames brancos, ficam dispostas em
rancemos axilares ramificados (Figura 2B). Os frutos tém forma elipsoide, 2,0 a 3,0 cm de
comprimento longitudinal, e cor roxa escura, quando maduros (Figura 2C) (SANTANA et al.,
2015). Apresentam sabor &cido adocicado, ocasionado pela combinacdo de taninos com as
glicoproteinas salivares, proporcionando sensacdo de adstringéncia (FARIA et al., 2011;
BRANDAO et al., 2011).

Figura 2 - Jamel&ozeiro (A). Folhas e flores (B). Frutos em diferentes estagios de

amadurecimento (C)

Fonte: Sousa (2018).

SOUSA, M. M.



Referencial terico | 27

A multiplicagdo das &rvores ocorre por semeadura direta ou mudas em viveiro.
Crescem em qualquer tipo de solo e em clima quente e tmido (FRAUCHES et al., 2016). No
Brasil, principalmente na regido Nordeste, a arvore floresce nos meses de agosto a setembro,
sendo os frutos encontrados abundantemente nos meses de outubro a dezembro. Em outras
regides do pais, a frutificagdo ocorre mais de uma vez no ano, acontecendo também de janeiro
a maio (OLIVEIRA et al., 2016). Cada arvore produz entre 50 e 100 Kg de frutos por safra, e
cada 1 kg da fruta contem aproximadamente 165 unidades (NDYOMUGYENYI; OKOT;
MUTETIKKA, 2014).

2.2 Composigéo nutricional do jamel&o

2.2.1 Proteinas, lipidios e carboidratos

O jameldo apresenta importantes componentes nutritivos como proteinas, lipidios e
carboidratos (Tabela 1), que variam com as condicGes edafocliméticas, maturacdo, colheita e
armazenamento. O fruto apresenta proteinas, principalmente no estagio inicial da maturacéo
(BRANDAO et al., 2011) e aminodacidos livres como alanina, asparagina, tirosina, glutamina
e cisteina (SHAHNAWAZ et al., 2009; HERCULANO et al., 2014).

Os frutos do jameldozeiro possuem baixos teores lipidicos, contribuindo para reduzido
aporte energético (BORGES et al., 2016). O perfil de &cidos graxos indica a presenca dos
acidos palmitico, estearico, cis-vacénico, araquidonico e gadoleico e, acidos graxos essenciais
como linoléico e a-linolénico, fundamentais na regulacdo de varios processos metabolicos
(RYDLEWSKI et al., 2017).

Com relacdo aos carboidratos, a quantidade encontrada na polpa do jameldo é de
aproximadamente 15% (p/p), valores duas vezes maiores do que na acerola e pitanga, frutos
da familia Myrtaceae (USDA, 2018). Os acucares redutores predominantes sdo glicose,
galactose, frutose, manose e maltose, e 0 ndo redutor, sacarose (RUFINO et al., 2010). A fibra
dietética compreende 3,85% do total de carboidratos na polpa do fruto, demonstrando baixos
teores de fibras, quando comparado a frutos como jucara (64%), amora (43,9%) e framboesa
vermelha (58,4%) (SOUZA et al., 2014; INADA et al., 2015).

SOUSA, M. M.
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Tabela 1 - Composicéo nutricional, contetdo de vitaminas e minerais e valor energético total
(VET) de S. cumini (L.) Skeels in natura

Composicdo Contelido Referéncias
Umidade 83,139.100 g™ USDA (2018)
Protefnas 0,72g9.100g™ USDA (2018)
Lipidios 0,239.100 g* USDA (2018)
Carboidratos 15,56 ¢.100 g* USDA (2018)
Maltose 210 mg.g* Noomrio; Dahot (1996)
Sacarose 95,5 mg.g” Noomrio; Dahot (1996)
Frutose 57,50 mg.g™ Noomrio; Dahot (1996)
Galactose 52,50 mg.g™" Noomrio; Dahot (1996)
Glicose 20mg.g™ Noomrio; Dahot (1996)
Fibra Alimentar 0,6g.100g™ Paul; Shasa (2004)
Cinzas 0,36 9.100 g* USDA (2018)
Minerais
Calcio 19 mg.100 g* USDA (2018)
Ferro 0,19 mg.100 g™ USDA (2018)
Magnésio 15 mg.100 g* USDA (2018)
Fésforo 17 mg.100 g* USDA (2018)
Potassio 79 mg.100 g* USDA (2018)
Sodio 14 mg.100 g* USDA (2018)
Zinco 0,28 mg.100 g™ Paul; Shasa (2004)
Cobre 0,07 mg.100 g™ Paul; Shasa (2004)
Vitaminas
Acido ascorbico 14 mg.100 g™ USDA (2018)
Tiamina 0,006 mg.100 g* USDA (2018)
Riboflavina 0,012 mg.100 g* USDA (2018)
Niacina 0,260 mg.100 g* USDA (2018)
Vitamina B-6 0,038 mg.100 g* USDA (2018)
Vitamina B-12 Nd USDA (2018)
Carotenoides
R-caroteno 50 mg.100 g* Paul; Shasa (2004)
Cis-neoxantina 0,6 ug.100 g™ Faria et al. (2011)
Cis-luteina 1.3+0.1 pug.100 g* Faria et al. (2011)
All-trans-luteina 39.0+2.2ug.100 g* Faria et al. (2011)
All-trans-zeaxantina 1.7+0.0 pg.100 g* Faria et al. (2011)
Fitoeno 5.6+0.9 ug.100 g* Faria et al. (2011)
All-trans-Bcryptoxantina 0.3+0.1 ug.100 g* Faria et al. (2011)
Fitoflueno 2.94+0.0 ug.100 g* Faria et al. (2011)
15-cis- R-Caroteno 3.1+0.1 ug.100 g* Faria et al. (2011)
13-cis- R-Caroteno 3.8+0.0 ug.100 g* Faria et al. (2011)
All-trans-a-caroteno 2.7+0.0 ug.100 g* Faria et al. (2011)
All-trans- B-caroteno 22.7+1.6 ug.100 g* Faria et al. (2011)
9-cis- R-Caroteno 4.9+0.2pg.100 g™ Faria et al. (2011)
VET 60 Kcal.100g™ USDA (2018)

USDA: United States Department of Agriculture. Nd: ndo detectado/ndo determinado. VET: valor energético
total.
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2.2.2 VVitaminas, minerais e carotenoides

O jamel&o contribui com o aporte diario de diversas vitaminas. A vitamina C no fruto
contribui com 14 mg na ingestdo de 100 g do fruto e esta associada as propriedades bioativas,
além de aumentar a absorcdo do ferro, por manté-lo no estado ferroso e formar quelato ferro-
ascorbato que € mais soluvel (COELHO et al., 2016). O fruto também apresenta tiamina,
riboflavina, niacina, pro-vitamina A e vitamina B-6 (JAISWAL et al., 2015).

Entre os minerais presentes no fruto, destacam-se cobre, manganés, zinco, ferro,
cromo, magnésio, calcio, sodio e potassio. Macro e microminerais atuam no metabolismo dos
carboidratos, lipidios e proteinas, e sdo essenciais na estrutura de varias enzimas,
desempenhando papéis como catalisadores e antioxidantes indiretos (SHAHNAWAZ et al.,
2012).

Com relacdo ao perfil de carotenoides do jameldo, ressalta-se a presenca de -
caroteno, all-trans-luteina e all-trans- B-caroteno. Os carotendides constituem uma das classes
importantes de fitoquimicos com acdo antioxidante e anti-inflamatdria, além de estarem
relacionados a diminuicdo da incidéncia de doencas cardiovasculares e carcinogénicas
(PRIYADARSHANI, 2017).

2.3 Composicao fendlica do jameldo

Os frutos do jameldo sdo excelentes fontes de compostos fendlicos, destacados por
seus efeitos farmacoldgicos. Setenta e quatro compostos foram identificados nas partes
comestiveis do fruto, entre os quais destacam-se acidos fendlicos e flavonoides, especialmente
antocianinas e proantocianidinas (TAVARES et al., 2016).

O conteudo total de polifenois no jameldo varia entre os estudos (Tabela 2). Essa
variacdo decorre da inexisténcia de metodologia oficial, bem como do uso de véarios solventes
extratores dos polifendis (BORGES et al., 2016). Além disso, esses fitoquimicos diferem em
funcdo da variedade dos frutos (ALI, 2011), dos aspectos fisiologicos da maturagédo
(BRANDAO et al., 2011; LESTARIO et al., 2017) e da copigmentacio com outros polifenois
(SARIl et al., 2012).
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Tabela 2 - Constituintes polifendlicos em frutos de S. cumini (L.) Skeels

Compostos Fenolicos

Valores médios

Referéncia

Polifenois totais

Etanol (MF)

Metanol 0,1% HCI (MS)
Acetona:metanol(MF)
Acetona:metanol (MS)
Metanol:agua 8:2 (MF)
Metanol:agua 8:2 (MS)
Hexano (MS)
Metanol:agua (MS)

Acido galico

Flavonoides totais
Etanol (MF)
Metanol:agua 8:2 (MF)
Hexano (MS)
Metanol:agua (MS)

Antocianinas monoméricas

Antocianinas

Cianidina
Delfinidina-3,5-diglicosideo
Cianidina-3,5-diglicosideo
Petunidina-3,5-diglicosideo
Peonidina-3,5-diglicosideo
Malvidina-3,5-diglicosideo
Delfinidina acetil-diglicosideo
Petunidina 3-glicosideo
Malvidina 3-glicosideo

Proantocianidinas totais
Metanol:agua 7:3
Metanol:agua 8:2

Acido elagico

390+0,5 mg EAG.100 g*
596,29 mg EAG.100 g*
185+3,8 mg EAG.100 g™
1117467,1 mg EAG.100 g™
148,3 +32,4 mg EAG.100 g*
809,0 mg EAG.100 g™
420,0 mg EAG.100 g™
3120,0 mg EAG.100 g*

1973 + 0,81 mg.100 g*

7,0 +0,04 mg.100 g*
91,2+15,7 mg EC.100 g™
13,243,15mg EQ.g™
25,2+3,15 mg EQ.g™

230 mg cid 3-glu. 100 g*
134+0,2 mg cid 3-glu. 100 g*
93,3+3,4 mg cid 3-glu.100 g™
210,9 +9 mg cid 3-glu.100 g™

400 mg cid 3-glu. 100 g™

90,50 + 0,20 mg agli.100 g™
95.6 + 4,2 mg cid 3-glu.100 g™
8.8 + 0,4 mg cid 3-glu. 100 g*
68.0 + 1,7 mg cid 3-glu. 100 g™
4.7 +0,7 mg cid 3-glu. 100 g*
32.0 + 1,5 mg cid 3-glu. 100 g™
0.4 + 0,0 mg cid 3-glu. 100 g*
1.1+ 0,0 mg cid 3-glu. 100 g*
0.4 +0,1 mg cid 3-glu. 100 g*

4693 + 79 mg ETQ.100 g™
3,9+0,8 mg EAT.100 g*

3546,00 + 3,0 mg.100 g™
104,8 + 0,4 mg.100 g™

Benherlal; Arumughan (2007)
Veigas et al. (2007)
Rufino et al. (2010)
Rufino et al. (2010)

Faria et al. (2011)
Saxena et al. (2013)
Shad et al. (2014)
Shad et al. (2014)

Zhang; Lin (2009)

Benherlal; Arumughan (2007)

Faria et al. (2011)
Shad et al. (2014)
Shad et al. (2014)

Veigas et al. (2007)
Benherlal; Arumughan (2007)
Rufino et al. (2010)
Faria et al. (2011)
Saxena et al. (2013)

Correia et al. (2011)
Faria et al. (2011)
Faria et al. (2011)
Faria et al. (2011)
Faria et al. (2011)
Faria et al. (2011)
Faria et al. (2011)
Faria et al. (2011)
Faria et al. (2011)

Correia et al. (2011)
Faria et al. (2011)

Zhang; Lin (2009)
Correia et al. (2011)

MF: matéria fresca. MS: matéria seca. HCI: &cido cloridrico. EAG: equivalente de acido galico. EC: equivalente
de catequina. EQ: equivalente de quercetina. Cid 3-glu: cianidina-3-glicosideo. Agli: aglicona. ETQ: equivalente
de tanino quebracho equivalente. EAT: equivalente de acido tanico.

2.3.1 Acidos fenolicos

Os 4cidos fendlicos encontrados no jameldo incluem os &cidos hidroxibenzoicos e

hidroxicinamicos (Figuras 3A e 3B), na forma livre ou conjugada com ésteres, glicosideos e,
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raramente com &cidos organicos (TAVARES et al, 2016). Os principais &cidos
hidroxibenzdicos presentes no fruto sdo acidos galico e dihidroxibenzoico; enquanto os &cidos
hidroxicinamicos presentes, incluem acidos cafeico, p-cumarico, sinapico e ferdlico
(HERCULANO et al., 2014; MARAN et al., 2014).

2.3.2 Antocianinas

As principais antocianinas identificadas no fruto sdo 3,5-diglicosideos derivados de
delfinidina, petunidina, malvidina, cianidina e peonidina, sendo petunidina 3,5-diglicosideo e
delfinidina as antocianinas majoritarias no fruto (Figura 3C) (LESTARIO et al., 2017). Além
da glicose, outros carboidratos ligados aos pigmentos antocianicos, como galactose, ramnose,
xilose, manose e frutose também foram identificados. A caracteristica ndo acilada das
antocianinas do jameldo aumenta a sua instabilidade, tornando-as ponto critico de controle de
processamento (SAXENA et al., 2013).

2.3.3 Taninos

Os frutos do jameldo apresentam elevado conteudo de taninos hidrolisaveis,
especialmente elagitaninos e, de taninos condensados ou proantocianidinas (Figura 3D)
(TAVARES et al., 2016). A hidrolise dos elagitaninos libera o acido elagico (Figura 3E),
polifenol que exibe importante atividade anticarcinogénica e efeito contra radiacdo pelos raios
gama (FJAERAA; NANBERG, 2009). A andlise de proantocianidinas realizada por
ressonancia magnética nuclear associada a espectrometria de massas e analises por HPLC
demonstrou que o polimero predominante em frutos de S. cumini € propelargonidina com (-)-
epiafzelechina, como constituinte monomérico principal, ligados a grupos galoil, como 3-O-
galato (ZHANG; LIN, 2009).
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Figura 3 - Estruturas dos &cidos hidroxibenzoicos (A), hidroxicindmicos (B), antocianinas

(C), monémeros e polimeros de flavon-3-ols(D) e acido elégico (E)

(A)
Rl
OH
HO \

R,
R;= R,=OH (4cido gélico)

R;=R,=H (acido p-hidroxibenzoico)

(B)

OH
HO Mo

Rz
R,=0H; R,=H(acido cafeico)
R;=0CH3; R,=H (acido ferulico)
R;=R,=H (&cido p-cumérico)
R;=R,=0CHj3 (acido sinapico)

(©)
HO o

OH

R;=R,=H (pelargonidina)
R;=0OH;R,=H (cianidina)
R;=R,=0H (delfinidina)
R;=R,=0CHg3; (malvidina)
R;=0CHjs;R,=H (peonidina)
R;=0OCHj3;R,=0H (petunidina)

(D)

G: Grupo galoil
R;= ™ OH, afzelechina

R,= ™~ oG, afzelechinagalato
R= OH, epiazelechina

Ri= " OG, epiazelechinagalato

Ligacdo C4-C8
Ri=H,G; propelargonidina

(E)

o OH

HO O

Fonte: Adaptado de Angelo; Jorge (2007), Lopes et al. (2007) e Zhang; Lin (2009).
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2.4 Biodisponibilidade de polifenois

A bioatividade dos polifenois depende da liberacdo desses da matriz alimentar, durante
a digestdo gastrointestinal (bioacessibilidade), onde sdo metabolizados por fluidos
eletroliticos e enzimas gastricas, intestinais, pancredticas, hepaticas e pela microbiota; e da
disponibilidade em diferentes Orgdos e captacdo pelos enterdcitos, transporte sistémico e
excrecdo (MARIN et al., 2015).

Estrutura quimica, peso molecular e conjugacdo com outros compostos interferem
diretamente no metabolismo e absorcéo dos polifenois (MACIEJ et al., 2015). Agliconas sé&o
facilmente absorvidas pelo intestino delgado, no entanto, os polifenois presentes na forma de
ésteres ou polimeros devem ser clivados por enzimas intestinais ou microbiota, visto nédo
serem absorvidos em sua forma nativa (WEICHSELBAUM; BUTTRISS, 2010). Assim, as
variagcOes interindividuais na absorcdo de polifendis também estdo relacionadas com as
diferengas na composi¢do da microbiota colonica (D’ARCHIVIO et al., 2007).

Estudos relatam que ap6s a absorcdo, polifenois sofrem acdo enzimética e sdo
biotransformados da fase | e Il até a fase Il as formas O-sulfatadas, O-glicuronadas e O-
metiladas (CARBONELL-CAPELLA, et al., 2014), catalisadas por sulfotransferases, UDP-
glicotransferase e catecol-O-metiltransferase, respectivamente, no intestino delgado, figado e
rins (Figura 4) (CROZIER et al., 2009). Essas vias de conjugacdo sd@o importantes no
processo de detoxificacdo de drogas e substancias xenobioticas, facilitando a eliminacao biliar

e urinaria pelo aumento da hidrofilicidade dos compostos (KAUME et al., 2011).
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Figura 4 - Liberagdo de polifenois da matriz alimentar e absorcéo pela corrente

sanguinea
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Fonte: Adaptada de D’ Archivio et al. (2010).

2.4.1 Acidos fenolicos

O Acido galico é facilmente absorvido pelo trato intestinal, assim como flavonas,
catequinas e glicosideos de quercetina (MARTIN; APPEL, 2010). Outros acidos como o
clorogénico, quercetina-3-O-glicosideo e p-cumarico podem ser absorvidos também pelo
tecido estomacal (CHIANG et al., 2013).

Ensaios em animais com infusdo gastrica in situ com acidos hidroxicindmicos isolados
indicam que os acidos ferulico, p-cumarico e cafeico sdo absorvidos inicialmente pela mucosa

gastrica, onde uma pequena parcela € absorvida intacta. Os acidos ndo absorvidos no
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estbmago sdo rapidamente absorvidos pelo trato gastrointestinal proximal, enquanto os
esterificados possuem sua absorc¢do dificultada, devido a mucosa gastrointestinal ndo possuir
esterases capazes de hidrolisa-los, o que reduz a eficiéncia da absor¢do no lumen gastrico e
intestino delgado (MANACH et al., 2004).

A absorcéo dos acidos fenolicos e outros polifenois ocorre por transporte paracelular,
transcelular, transporte por endocitose e transporte ativo, mediado por transportadores de
acidos monocarboxilicos, presentes na mucosa gastrointestinal e em diversos tecidos
corporais, podendo participar do transporte dos 4acidos fendlicos em tecidos alvo
(CARDINALLI et al., 2013). O mecanismo de captacdo celular dos polifenois também pode
ser por difusdo passiva, pois a concentracdo de polifendis diminui durante a didlise por meio
da membrana semipermeavel de celulose (CARBONELL-CAPELLA et al., 2014).

2.4.2 Antocianinas

As antocianinas nao sofrem metabolismo extenso e, muitas vezes, aparecem na
corrente sanguinea conjugadas, degradadas ou dimetiladas, como observado em ensaios com
células Caco-2 (Y1 et al., 2006). Em geral, a bioabsorcao desses polifenois ocorre rapidamente
apos a ingestao, aparecendo no plasma 15 a 60 min pés-prandial, e excrecdo completa entre 6
e 8 h (GARCIA-ALONSO et al., 2009).

Sob condic¢Bes in vivo, as antocianinas sdo absorvidas intactas a partir da mucosa
gastrica, principalmente na forma glicosidica, e alcancam rapidamente o sistema circulatério,
porém, as vias de distribuicdo para os tecidos ainda ndo sdo claras (MANACH et al., 2004).
Algumas antocianinas ndo absorvidas no estbmago sdo degradadas pelo pH encontrado no
duodeno (Yl et al., 2006). As resistentes a baixa acidez sdo clivadas pela microbiota coldnica,
produzindo &cidos fendlicos que sdo facilmente absorvidos (KAUME et al., 2011), no
entanto, esses mecanimos ainda néo estdo totalmente esclarecidos.

A biodisponibilidade das antocianinas ¢ de aproximadamente 0,1% da quantidade
ingerida. A limitacdo da absor¢do esta associada com a alta polaridade e presenca de
maultiplos grupos hidroxila em sua estrutura (CARDONA et al., 2015). No entanto, os efeitos
protetores a saude, in vitro e in vivo, indicam que esses polifenois sdo bioeficazes, visto que,
em baixas concentracGes, fornecem bons efeitos protetores contra o estresse oxidativo,
inducdo a apoptose, inibicdo do crescimento e alteracdes na resposta inflamatoria (SAXENA
et al., 2013). Para aumentar a biodisponibilidade, compostos lipofilicos tém sido utilizados
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para protegé-las contra degradagdo na barreira intestinal e aumentar sua absorgédo
(McCLEMENTES, 2015).

Evidéncias anteriores sugerem que 0 mecanismo de transporte das antocianinas seja
por difusdo passiva, enquanto outros relatam que os flavonoides sdo absorvidos por acéo de
transportadores de glicose dependente de sodio (GEE et al., 1998; MANACH et al., 2005).
Esses mecanismos de transporte que ocorrem no estdbmago e intestino delgado, ndo séo
considerados na simulacdo da digestdo in vitro (BERMUDEZ-SOTO et al., 2007). Por este

motivo, outros métodos devem ser desenvolvidos.

2.4.3 Taninos e acido elégico

As proantocianidinas, devido ao alto peso molecular, sdo pobremente absorvidas,
devendo ser clivadas em mondmeros e dimeros antes da absor¢do (HACKMAN et al., 2008).
Estudo com animais, demonstrou que apds 48 h de incubacdo com microbiota colénica,
proantocianidinas de 6 unidades foram degradadas em &cidos aromaticos de baixo peso
molecular. Acidos fendlicos com grupo m-hidroxifenil e acidos ndo hidroxilados aromaticos
atingiram valores estaveis ap6s 24 h de incubacdo. Enquanto, os acidos fenélicos com grupo
p-hidroxifenil atingiram o maximo apds 6 h de incubagdo e diminuiram para valores proximos
de zero depois de 24 a 48 h (DEPREZ et al., 2000).

Os elagitaninos, por sua vez, sdo metabolizados pela microbiota intestinal e por
enzimas digestivas, resultando em acido elagico livre, dibenzopiranonas, urolitina A e
analogos monohidroxilados de urolitina B, C e D, produzidos a partir do jejuno a parte distal
do intestino (SHARMA et al., 2010). Isso sugere que as formas que alcancam a corrente
sanguinea e tecidos sejam diferentes das presentes na alimentagdo, e qualquer beneficio a
salde € mais provavel que envolva os metabdlitos em vez dos polifendis originais, embora,
estejam presentes em baixas concentracdes (CARBONELL-CAPELLA, et al., 2014).

No figado e intestino, o &cido elagico é metabolizado pelas vias de conjugacédo da
urolitina A, vias de descarboxilacdo e dehidroxilagcdo que clivam o anel lactona presente na
estrutura, facilitando a absorcdo. No entanto, esses polifenois sdo mais absorvidos quando
aumentam sua lipofilicidade (McCLEMENTES, 2015).
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2.5 Espécies reativas, radicais livres e estresse oxidativo/nitrosativo

Radicais livres sdo espécies quimicas que apresentam um ou mais elétrons nao-
pareados nos orbitais externos. Esta configuracdo eletronica os torna altamente instaveis e
reativos, capazes de promover reagdes de dxido-reducdo e, atuar como receptores (redutores)
ou doadores (oxidantes) de elétrons (LUSHCHAK, 2014). Além de reagir com outros radicais
préximos a sua Orbita externa, reagem com biomoléculas, como lipidios, carboidratos,
proteinas e acidos nucléicos, produzindo espécies reativas radicalares e ndo radicalares
(LOSADA-BARREIRO; BRAVO-DIAZ, 2017).

As principais espécies reativas formadas séo as que possuem reatividade centrada nos
atomos de oxigénio e nitrogénio (ERON’s). Essas espécies sdo geradas continuamente
durante os processos fisiologicos e, em moderadas concentracfes, atuam em vias de
transducéo de sinais em diversas reac@es bioquimicas; geracao de ATP (energia) por meio da
cadeia transportadora de elétrons; fertilizacdo de 6vulos; ativacdo de genes; e participagdo em
mecanismos de defesa durante processos de infeccdo (BARBOSA et al., 2010).

Os efeitos nocivos das ERON’s sdo consequéncia da sua superprodugédo, diminuigdo
da defesa antioxidante ou excesso de prooxidantes. Cada célula apresenta niveis especificos
de oxidantes e antioxidantes e, o equilibrio entre as taxas de producdo de ERON’s e de
remocao determina a homeostase celular (PINGITORE et al., 2015). O desequilibrio conduz a
oxidacdo de biomoléculas, com consequente perda das fungdes bioldgicas, ocasionando dano
potencial as células e tecidos. A cronicidade desse processo tem relevantes implicacfes sobre

a etiologia de numerosas patologias ndo-transmissiveis (NOVO; PAROLA, 2012).

2.5.1 Espécies reativas de oxigénio (ERO)

As espécies reativas de oxigénio (ERO’s) sdo produzidas por diferentes fontes, como
ionizagdo, radiagdo UV, metabolismo de farmacos, ions metalicos e agdo de enzimas
oxidativas. No entanto, a principal via de formacdo dessas espécies ocorre na respiracao
mitocondrial (POLJSAK; DAHMANE; GODIC, 2012). Durante 0 processo de obtencdo de
energia, a enzima citocromo oxidase oxida quatro moléculas de citocromo c, presente em sua
cadeia terminal, removendo um elétron de cada uma delas. Esses elétrons sdo adicionados a

molécula de oxigénio, reduzindo-a a 4gua (Figura 5). A acdo da citocromo oxidase controla a
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producdo de radicais livres, impedindo o excesso, no entanto, aproximadamente 2% a 5% do
oxigénio consumido s&o desviados para outra via metabdlica e reduzidos de forma univalente,
dando origem a espécies reativas como anion superdéxido (O,"), radical hidroxila (HO') e
perdxido de hidrogénio (H,0,) (LUSHCHAK, 2014).

Figura 5 - Reducdo tetravalente e univalente do oxigénio molecular

0,——> 0, # H,0,—>HO" +HO
4e|4H'
e, H" (H")
2H,0= -
H

Fonte: Adaptada de Lushchak (2014).

A producdo das ERO’s pode ser intensificada pela presenca dos ions metalicos, que
sdo0 muito ativos em reacBes de Oxido-reducdo, 0 que 0s capacitam como potentes
catalisadores dessas reacdes. A participacdo dos metais de transicdo ocorre nas reacdes de
Fenton e Haber-Weiss. A primeira diz respeito a formacao do radical HO', por meio da reacdo
do H,O, com ferro, cobre, cromo, zindo, entre outros; na segunda, estes ions catalisam a
reacdo entre o H,O, e o radical O,", formando, também o HO (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006).

Sob condicGes fisiologicas, o organismo dispde de eficiente sistema de proteinas
plasmaticas e intracelulares, como transferrina, ferritina e ceruloplasmina, que mantém o ferro
e 0 cobre complexados, inibindo a oxidagdo de biomoléculas mediada por estes elementos.
Entretanto, circunstancias de elevada acidose tecidual podem levar a dissocia¢do do composto
proteina-ferro, favorecendo a formacéo de radicais reativos (BARBOSA et al., 2010).

O radical HO" é extremamente instavel e considerado um dos mais deletérios ao
organismo, com meia-vida de 10° s. Este radical é capaz de modificar bases purinicas e
pirimidinicas, com consequente mutagdo do DNA. Além disso, pode inativar varias proteinas,
ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto (-SS) e, iniciar a oxidacdo dos
acidos graxos poliinsaturados das membranas celulares (lipoperoxidacdo) (LOSADA-
BARREIRO; BRAVO-DIAZ, 2017). Este € um fendmeno complexo, iniciado pela abstracéo

de um atomo de hidrogénio do grupo metileno posicionado entre duas bandas insaturadas na
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molécula lipidica, formando os radicais livres alcoxila (LO’), peroxila (LOO) e
hidroperdxidos lipidicos (LOOH) (Figura 6) (CAMPOS; YOSHIDA, 2004). Vale ressaltar
que os fons férricos (Fe**/Fe®*) agem como catalisadores da conversdo de hidroperéxidos
lipidicos em radicais livres, que por serem potencialmente reativos, iniciam nova cadeia de
reacOes, podendo ser rapidas ou lentas, de acordo com a valéncia do ferro (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006).

Figura 6 - Peroxidacdo lipidica dos &cidos graxos presentes na membrana celular
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Fonte: Adaptada de Campos; Yoshida (2004).

Outra importante fonte geradora de ERO’s sdo as enzimas NADPH oxidases
(Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate Oxidases). Essas se referem a proteinas
transmembrana que possuem a fungdo de transferir elétrons por meio das membranas
celulares. Geralmente, o aceptor de elétrons € o oxigénio e, em decorréncia do processo, gera-
se o radical O,” (STEINBACHER; ECKL, 2015).
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2.5.2 Espécies reativas de nitrogénio (ERN)

As ERN’s compreendem espécies quimicas derivadas do éxido nitrico (-NO), como
oxido nitroso (N2O3), acido nitroso (HNO,), nitritos (NOy), nitratos (NO3) e peroxinitritos
(ONOQ)). Essas espécies, quando em excesso, atuam com as ERO’s danificando a célula e
causando estresse nitrosativo (RIBEIRO et al., 2015).

O -NO é produzido em tecidos biologicos por enzimas 6xido nitrico sintases, que
metabolizam arginina em citrulina, por meio de reacdo oxidativa de cinco elétrons. E um
radical livre com meia-vida de apenas alguns segundos em ambiente aquoso; estavel quando
em baixas concentracOes de oxigénio; e difunde-se facilmente pelo citoplasma e membranas
plasmaticas. Esse radical € reativo, com importante funcdo de sinalizacdo bioldgica oxidativa
em processos de neurotransmissdo, regulacdo da pressdo arterial, mecanismos de defesa,
relaxamento muscular liso e regulagéo do sistema imune (VALKO et al., 2007).

Apesar de reativo, 0 -NO ndo ataca o DNA diretamente, porém, ao reagir com 0 anion
superoxido O, , gera os peroxinitritos ONOQ", que sofrem reacGes secundarias formando
agentes capazes de nitrar aminoacidos aromaticos e bases nitrogenadas do DNA. As reac6es
do 6xido nitrico para a nitragdo de biomoléculas podem ser catalisadas por metais de transicdo
e presenca do tampdo CO,/HCO; (RIBEIRO et al., 2015).

Outras biotransformagdes do -NO formam NO; e NO,. Os nitritos reagem com
acidos gastricos gerando HNO,, que também pode ser formado pela reacdo de N,O3 com a
agua. O HNO, promove a desaminacdo das bases nitrogenadas do DNA que contém grupo
‘NH, livre, como citosina, adenina e guanina, transformando-as em uracila, hipoxantina e
xantina, respectivamente (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

2.5.3 Mecanismos de protegédo contra as ERON’s

Sob condices fisiologicas, o organismo dispde de um integrado sistema de defesa
antioxidante, que inclui elementos enzimaticos e ndo enzimaticos, para proteger células e
tecidos dos efeitos deletérios de diferentes espécies reativas (LUSHCHAK, 2014). Esse
sistema de defesa antioxidante é classificado como preventivo, scavenging e reparador. Na
acao preventiva, evita-se a formacdo de espécies reativas; na acdo scavenging ou de
“limpeza”, removem-Se €ssas espécies, antes que as mesmas ataquem moléculas bioldgicas; e

na reparadora, atuam na reparacdo dos danos causados, neutralizando residuos e auxiliando na
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recuperacdo das fungdes bioldgicas (NIKI, 2010).

Vale ressaltar que o potencial antioxidante desse sistema de defesa depende da
estrutura quimica dos compostos, capacidade de deslocamento do radical formado; habilidade
em quelar metais de transicdo implicados no processo oxidativo, biodisponibilidade,
concentracdo ingerida, concentracdo plasmatica ideal e acesso ao local de acdo, dependendo
de sua polaridade, de seu coeficiente de particdo e da (MANACH et al., 2004).

2.5.3.1 Enzimas antioxidantes

O sistema de defesa enzimatico inclui varias enzimas, entre elas destacam-se
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (Figura 7). Essas
enzimas agem por meio de mecanismos de prevencdo, impedindo e/ou controlando a
formacdo de espécies reativas envolvidas com a iniciacdo das reacBes em cadeia que
culminam com propagacdo e amplificacdo do processo e, consequentemente, com a
ocorréncia de danos oxidativos (BARBOSA et al., 2010).

Figura 7 - Sistema enzimatico de defesa antioxidante contra espécies reativas de oxigénio e

nitrogénio
Fontes . NO.
Enddgenas/Exégenas o)y 02 ——- ONOO-
SOD 1/SOD 2/S0OD 3
2+ -
Fe °,

OH. — > OH.

Reagdo de Fenton

HZOZ
l RH 2GSH NADPH
R’ CAT GPx GR .
1 o, GSSG NADP

RO’/ ROO’ H,0+0,

Reagdo de Haber Weiss

Fonte: Adaptada de Ajuwon et al. (2015).
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A SOD apresenta-se nas celulas eucariotas nas isoformas cobre/zinco-dependente
(Cu/zZn-SOD) e manganés-dependente (Mn-SOD). Embora Cu/Zn-SOD seja encontrada nos
fluidos extracelulares, sua maior atividade é no citosol celular, sendo sua atividade inalterada
pelo estresse oxidativo. A Mn-SOD localiza-se estrategicamente no interior da mitocondria,
sitio de ativacdo da producdo do radical &nion superdxido (O,"), devido a isso, sua atividade
aumenta com o estresse oxidativo. Ambas as isoformas de SOD catalisam a dismutagdo do
O, a perdxido de hidrogénio (H,0,) (LUSHCHAK, 2014).

A decomposicdo do O, ocorre naturalmente, porém, por ser uma reacdo de segunda
ordem, necessita que ocorra colisdo entre duas moléculas de O,", de forma que ha
necessidade de maior concentracdo desse radical. A presenca da enzima SOD favorece essa
dismutacdo tornando a reacdo de primeira ordem, eliminando a necessidade da colisdo entre
as moléculas. A acdo da enzima permite a eliminacdo do O, , mesmo em baixas
concentracdes (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

As enzimas CAT e GPx agem com o0 mesmo propdsito, ou seja, de impedir o acimulo
de peréxido de hidrogénio. A catalase decompde H,O, a oxigénio molecular e agua. Esta
presente abundantemente no corpo, porém, possui maior atividade ocorre no figado,
eritrocitos e pulmdes. Por meio da eliminacdo do H,0,, previne a formagdo do radical
hidroxila, contra o qual ndo ha sistema enziméatico de defesa (STEINBACHER; ECKL,
2015).

A GPx é uma seleno proteina que catalisa a decomposicdo de H,O, ou um
hidroperéxido (ROOH) a agua, em um processo dependente da oxidacdo da glutationa. Sua
acdo envolve a adi¢do de dois elétrons, reduzindo os perdxidos e formando selenois (Se-OH).
Dessa forma, eliminam-se os peroxidos, potenciais substratos para reacdo de Fenton (VALKO
et al., 2007).

A glutationa oxidase (GSSG) possui agdo oxidante devido a ligagdo dissulfeto de sua
estrutura. Assim a glutationa redutase (GR) € de extrema importancia para o sistema de defesa
antioxidante, ja que catalisa a reducdo da GSSG a glutationa reduzida (GSH) (BARBOSA et
al., 2010).

2.5.3.2 Antioxidantes ndo enzimaticos

O sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico inclui compostos provenientes da

dieta como vitaminas, carotenoides, minerais e polifenois e, antioxidantes biolégicos como
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bilirrubina, ubiquinona e &cido Urico (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Esses
compostos reagem com radicais livres, formando radicais estaveis e incapazes de propagar
reacOes oxidativas, ou modulam as enzimas antioxidantes.

O o-tocoferol, precursor da vitamina E, é o principal antioxidante lipossoluvel
presente em membranas celulares e lipoproteinas plasméticas. Atua na interrupcao de reagdes
em cadeia de peroxidacdo lipidica e reage diretamente com o anion superoxido, radical
hidroxila e oxigénio singlete (FENG et al., 2010). A fungdo antioxidante do a-tocoferol é
exercida por meio da transferéncia do hidrogénio fendlico a espécie reativa; o composto
oxidado, o o-tocoferoxil, pode funcionar como agente pro-oxidante, porém de fraca
reatividade. O tocoferol é capaz de reagir com dois radicais peroxila, desativando-o. A sua
regeneracdo sinérgica ocorre com o ascorbato nas membranas celulares e com a ubiquinona
na membrana mitocondrial (BRIGELIUS-FLOHE, 2009).

O acido ascorbico (vitamina C), amplamente distribuido nos meios intra e extracelular
na forma ascobarto, consiste em importante antioxidante citosolico. Reage diretamente com
os radicais superdxido, hidroxila e oxigénio singlete, interrompendo a propagacdo do processo
peroxidativo e eliminando produtos de peroxidacao genotoxicos (McCUSKER et al., 2016). O
potencial antioxidante da vitamina C ocorre por meio da doacao de atomos de hidrogénio dos
grupos hidroxilas ligados a seu anel. Entretanto, a presenca de metais de transi¢éo, possibilita
sua acdo oxidante, produzindo espécies reativas como o radical hidroxila e o perdxido de
hidrogénio (BARBOSA et al., 2010).

O R-caroteno, precursor da vitamina A, esta presente nas membranas celulares, devido
sua caracteristica lipofilica e, representa o mais eficaz neutralizador de oxigénio singlete em
condicdes de hipoxia tecidual. Esse carotendide também é capaz de reagir diretamente com 0s
radicais peroxila, reduzindo a oxidagdo do DNA e moléculas lipidicas (ROEHRS et al., 2017).

A participacdo dos minerais cobre, zinco, manganés e selénio no sistema de protecéo
antioxidante ocorre de maneira indireta, uma vez que, esses minerais ndo sdo ativos em
reacOes de Oxido-reducdo. Porém, sdo elementos essenciais e cofatores das enzimas SOD e
GPx, sem os quais ndo desempenham suas atividades de dismutacéo e conversdo de espécies
reativas (SAHIN et al., 2017).

A glutationa (8-glutamil-cistenil-glicina, GSH) € o tiol protéico encontrado em muitos
tecidos, compartimentos celulares e subcelulares. Protege contra o dano oxidativo por reagir
com espécies reativas; restaurar moléculas lesadas, cedendo-lhes hidrogénio; estabilizar a

estrutura das membranas, pela eliminacdo dos perdxidos formados; e, manter 0s grupos tiois
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das proteinas em sua forma reduzida. Além disso, a GSH atua como substrato ou cofator de
diversas enzimas protetoras, como GPx e glutationa transferase e, como agente redutor,
reciclando o &cido ascérbico de sua forma oxidada a sua forma reduzida, reacéo essa mediada
pela enzima desidroascorbato redutase (NAHT et al., 2016).

A bilirrubina atua protegendo a peroxidagdo dos acidos graxos ligados a albumina. A
ubiquinona (Coenzima Q) em sua forma reduzida, ubiquinol, é antioxidante efetivo em
membranas extramitocondriais. Outra importante funcdo da ubiquinona € a regeneragao do a-
tocoferol na membrana mitocondrial, onde exerce a mesma funcdo regenerativa que o
ascorbato na membrana celular (SOHAL; FORSTER, 2007).

O é&cido urico, produto final do metabolismo de nucleotideos em seres humanos,
apresenta-se, em pH fisiolégico, como urato. Esse metabolito, pode se unir a ions metalicos,
inibindo a reacdo de Fenton e, agir como antioxidante seletivo contra radical hidroxila, acido
hipocloroso, radical peroxila e 6xido nitrico. O urato também é capaz de recuperar estruturas
ja atacadas, que se tornaram radicais livres, através da doacdo de um elétron e um préton e,
responsavel pela estabilizacdo do ascorbato no plasma sanguineo (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006).

Ceruloplasmina, lactoferrina, ferritina, transferrina e albumina sdo substancias que
exercem sua acdo antioxidante, inviabilizando a participacdo dos metais de transicdo em
reacOes que resultam na formacéo de radicais livres. Estes compostos atuam como quelantes
desses metais, ndo permitindo a participacdo dos mesmos na producdo dessas espécies
reativas (BARBOSA et al., 2010).

Os polifenois, cuja principal caracteristica é a presenca de varios grupos hidroxilas
ligados a anéis aromaticos, também atuam como antioxidantes Compreendem milhares de
compostos, que sdo classificados segundo a composicdo em anéis fendlicos e os elementos
estruturais que unem estes anéis uns aos outros. Entre as classes de polifendis estdo as
lignanas, os acidos fendlicos e os flavonoides. Consistem em potenciais agentes redutores,
cujas propriedades antioxidantes estdo essencialmente envolvidas com o nimero e o padrdo
de disposic¢do de seus grupamentos hidroxila, além de outras caracteristicas estruturais de seus
anéis (MANACH et al., 2004).

O jamel&o é rico em compostos fendlicos, em especial antocianinas, que proporcionam
acdo antidiabética, antioxidante, anti-hiperlipidémica, antiulcerativa, hepatoprotetora,
antialérgica, neuroprotetora, antipirética, anti-inflamatoria, antiartritica, antibacteriana,
radioprotetora, entre outras (SRIVASTAVA; CHANDRA, 2013). Dentre essas propriedades,
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destaca-se a capacidade antioxidante, pois as demais agfes farmacoldgicas estdo
correlacionadas com a capacidade de sequestro de radicais livres ou quelagdo de metais.

A capacidade antioxidante dos frutos do jameldo tem sido avaliada pelos ensaios
DPPH, ABTS, FRAP, atividade sobre o radical hidroxila e anion superoxido e,
branqueamento do [-caroteno. Os resultados demonstraram que o fruto exerce efeito
scavanger sobre todos os radicais livres, inibe a oxidacdo do R-catoreno e reduz o ion férrico
(Fe**) a fon ferroso (Fe?*). A capacidade de neutralizar os radicais livres e reduzir Fe** ocorre
pela doacdo do atomo hidrogénio do grupo hidroxila do polifenol, que converte os grupos
fendlicos em radicais livres estaveis, impedindo o inicio ou propagacdo da oxidacéo lipidica
(AFIFY etal., 2011).

Além disso, os polifenois do fruto melhoram o sistema antioxidante sanguineo por
sequestrar radicais hidroxila (r=0,098) e anion superoxido (r=0,099), e modular enzimas
antioxidantes, minimizando o estresse oxidativo (BANERJEE et al., 2005). O extrato aquoso
da polpa é capaz de recuperar o contetdo de GSH e GPx em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina (REKHA; BALAIJI; DEECARAMAN, 2008). O extrato etandlico da polpa,
além de recuperar GSH, aumenta a atividade da SOD em ratos com hepatotoxicidade induzida
por paracetamol (DAS; SHARMA, 2009).

Com base nesse referencial tedrico, acredita-se que as antocianinas e demais
polifenois, presentes no jameldo, possam minimizar o estresse oxidativo, prevenindo-o,
reparando danos e reduzindo espécies reativas formadas durante processos fisiologicos, com

importante potencial de aplicacdo na satde humana.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a bioacessibilidade, acdo antioxidante e efeitos toxicogenéticos de polifenois

do jameldo e aplicacédo biotecnoldgica do fruto.

3.2 Objetivos especificos

e Caracterizar o estado da arte sobre a aplicacdo do jameldo no desenvolvimento de
novos produtos.

e Otimizar método de extracdo de polifenois e atividade antioxidante no jamel&o.

¢ Identificar os principais polifenois no extrato otimizado do jamel&o.

e Auvaliar a toxicogenética dos polifenois do jameldo, em Artemia salina e em raizes
meristematicas de Allium cepa.

e Analisar a bioacessibilidade in vitro dos compostos fendlicos no jamelao e verificar a
acao antioxidante em cada etapa do processo digestivo.

¢ Identificar os principais polifenois nas diferentes fases da simulacdo da digestdo in
vitro.

e Avaliar a resposta ao estresse oxidativo induzido por peréxido de hidrogénio em
linhagens proficientes e mutadas de Saccharomyces cerevisiae.

e Desenvolver um novo produto a base do jameldo que agregue beneficios a salde e

valor de mercado ao fruto.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo desta tese estdo apresentados na forma de capitulos,

conforme discriminado abaixo:

Capitulo 1: Utilizacdo do jameldo (Syzygium cumini (L.) Skeels) na industria de

alimentos: Uma revisao sobre aplicacGes tecnoldgicas.

e Capitulo 2: Otimizacdo multi-resposta do sistema de solventes para extracdo de
polifenois e atividade antioxidante na polpa do jameldo (Syzygium cumini (L.) Skeels).

e Capitulo 3: Atividade antioxidante e efeitos toxicogenéticos de biopolifenois do

extrato aquoso do jameldo (Syzygium cumini (L.) Skeels).

e Capitulo 4: Polifenois bioacessiveis do jameldo (Syzygium cumini (L.) Skeels):
Identificagcdo por HPLC-MS, acédo antioxidante e modulacéo da atividade de enzimas

em modelos com Saccharomyces cerevisiae.

e Capitulo 5: Processo de extracdo e fabricacdo do suco tropical de jameldo utilizando

polissacarideos para reducdo da adstringéncia.
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Capitulo 1

Utilizacdo do jameldo (Syzygium cumini (L.) Skeels) na industria de alimentos: Uma

revisao sobre aplicacfes tecnoldgicas
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RESUMO

O Brasil possui frutos exoéticos com potencial para aplicacdo na agroinddstria, porém ainda
subaproveitados quanto a esse aspecto, e na sua utilizacdo com vistas ao desenvolvimento
econdmico e social. Dentre os frutos, destaca-se o jameldo (Syzygium cumini (L.) Skeels), rico
em nutrientes essenciais € em compostos bioativos com acgdo antioxidante. A pesquisa
objetivou avaliar aspectos tecnoldgicos de conservacdo e aplicacdo do fruto no
desenvolvimento de novos produtos. Para revisdo cientifica, Web of Science,
Medline/PUBMED, Cochrane Library, Scopus, Science Direct e Scielo foram analisadas, de
janeiro/2006 a dezembro/2017, empregando os termos “Syzygium cumini”, “Eugenia
jambolana”, “‘jambolan”, “jamun” or ‘“java plum”. Para revisao tecnoldgica, as bases de
dados analisadas foram WIPO, Espacenet, USPTO e INPI. A partir desse levantamento, 23
artigos e 20 patentes foram selecionados para construcdo da revisdo. As caracteristicas
quimicas, nutricionais e fitoquimicas do fruto favorecem o consumo in natura, bem como a
elaboracdo de sucos, néctares, geléias, bebidas alcodlicas e especiarias. Assim, acbes que
busquem inovacdes tecnoldgicas capazes de minimizar perdas pés-colheita e favorecer o
aproveitamento do fruto, preservando nutrientes e biopolifenois devem ser estimuladas na

perspectiva do consumo e beneficios a salde.

Palavras-chave:

Jamelao

Processamento

Bebidas alcodlicas e ndo alcoolicas
Especiarias.
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1. Introducgéo

Frutos tropicais sdo reconhecidos pelo seu valor nutricional e propriedades
terapéuticas em diversas patologias. Os beneficios a saude tém sido relacionados a presenca
de polifendis com reconhecida acdo antioxidante, capazes de neutralizar radicais livres,
minimizando o estresse oxidativo (SAIDANI et al., 2017). Devido a essas propriedades,
frutos nativos e exdéticos da América do Sul tém sido pesquisados nos ultimos anos (BORGES
etal., 2016).

Syzygium cumini (L.) Skeels, popularmente conhecido como jamel&o ou azeitona roxa,
¢ nativo da India, mas largamente cultivado na regifo tropical e subtropical do Brasil
(SEHWAG,; DAS, 2016). O fruto contém excelentes caracteristicas nutricionais, sendo fonte
de vitaminas, com destaque para vitamina C, carboidratos e &cidos graxos essenciais
(COELHO et al., 2016; RYDLEWSKI et al., 2017). E rico em polifenois, como flavonoides e
acidos fenodlicos (TAVARES et al., 2016). Também possui taninos hidrolisaveis e
condensados, responsaveis pela adstringéncia, e antocianinas 3,5-diglicosiladas, responsaveis
pelas propriedades antioxidante e anti-carcinogénica (BRANCO et al., 2016).

Os efeitos antioxidantes e propriedades farmacolégicas do fruto do jameldo tém sido
demonstrados in vitro (RYDLEWSKI et al., 2017), in vivo (LI et al., 2017) e em cultura de
células (EL-ANANY; ALI, 2013). Devido a capacidade antioxidante elevada e seus
beneficios a saude, o fruto, além do seu consumo in natura, tem sido empregado na industria
cosmética, farmacéutica e de alimentos. Apesar do seu potencial comercial, no Brasil, 0s
frutos sdo subaproveitados para esses fins (SANTIAGO et al., 2016).

A pesquisa objetivou avaliar o potencial tecnologico para o desenvolvimento de novos
produtos a base do jamel&o. Para isso, reuniu informacfes disponiveis na literatura sobre

aspectos tecnoldgicos de conservacéo e aplicacdo do fruto em bases cientificas e tecnoldgicas.
2. Métodos
2.1 Estratégia de pesquisa

A revisdo cientifica foi elaborada segundo diretrizes propostas por Moher et al. (2009).

Web of Science, Medline/PUBMED, Cochrane Library, Scopus, Science Direct e Scielo

foram pesquisadas, usando os termos de pesquisa em titulos e resumos: “Syzygium cumini”
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OR “Eugenia jambolana” OR “jambolan” OR “jamun” OR ‘“java plum”. A busca foi
limitada a estudos com frutos, no periodo de janeiro de 2006 a dezembro de 2017. Os artigos
selecionados foram detalhadamente examinados para fins de identificacdo de outros estudos
relevantes.

Para a revisdo tecnologica, as patentes foram pesquisadas em bases de dados da World
Intellectual Property Organization (WIPO), European Patent Office (Espacenet), United
States Patent and Trademark Office (USPTO) e Instituto Nacional de Propriedade Intelectual
(INPI). Para a analise de patentes empregou-se os indexadores supracitados, sendo que para a
base do INPI, pesquisou-se, além dos nomes cientificos, termos em portugués “jameldao” OU

“jambolao”.

2.2 Selecdo de estudos e extracdo de dados

2.2.1 Critérios de inclusdo, exclusdo e avaliacdo do risco de parcialidade dos estudos

incluidos

Estudos originais e patentes foram selecionados, segundo 0s seguintes critérios de
inclusdo: (1) aplicagédo do fruto do jameldo em novos produtos, e (2) artigo ou patente
completo(a) e acessivel. Foram excluidas pesquisas e patentes que reportassem (1) estudos
somente com sementes, folhas, raizes do jameldo ou formulacGes farmacéuticas/cosméticas;
(2) estudos de revisdes, editoriais, carta ao editor, capitulos de livro, pesquisa qualitativa e

comunicagéo curta.
2.2.2 Extracao dos dados
Os estudos selecionados foram revisados, e os seguintes dados extraidos: (1) primeiro

nome do autor; (2) ano de publicacéo; (3) localizacao de estudo; (4) produto que foi elaborado

ou avaliado e (5) inovacéo do estudo.
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3. Resultados e discusséo
3.1 Pesquisa de artigos e fluxo de triagem

A triagem preliminar descartou artigos cujos titulos e resumos estavam em desacordo
com o objetivo da pesquisa. Apds avaliacdo completa dos artigos, 23 preencheram os critérios
de inclusdo e foram submetidos a revisdo sistematica. As etapas de sele¢do dos artigos estdo

apresentadas na Figura 1.

Figura 1 - Etapas de identificacdo, selecéo e inclusdo dos artigos na revisdo sistematica
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Fonte: Sousa (2018).
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3.2 Cadeia tecnoldgica de producao

Dados sobre producdo e exportacdo do jameldo sdo inexistentes no Brasil e escassos
no mercado externo, embora haja plantacdes comerciais da espécie. Na india, pais de origem
nativa do fruto, ainda ndo ha informacGes consolidadas disponiveis sobre area e producédo
(RAl etal., 2011).

A exploracdo tecnoldgica do fruto pode ocorrer na forma in natura ou processada.
Porém, sua alta perecibilidade, e o fato de ndo poder ser estocado por longo tempo, o torna
subaproveitado (BARAIYA et al., 2015). Visando minimizar perdas pos-colheita, estudos
foram realizados com o intuito de aumentar a vida de prateleira dos frutos in natura, bem

como verificar a viabilidade de aplicacdo do jameldo em novos produtos (Tabela 1).
3.2.1 Frutos in natura

Estudos iniciais para conservacdo dos frutos foram realizados por Rai et al. (2011),
gue empregaram atmosfera modificada nas embalagens visando aumentar sua vida util. As
embalagens de polipropileno, com 35 um de espessura, coeficiente de permeabilidade de 1,54
x 10° mL.mm?h?Kpa™ para O, e 5,96 x 10° mL.mm?h?Kpa™ para CO,, contendo 1
perfuracdo (0,3 mm), prolongaram o armazenamento (5 °C, 75% de umidade relativa) dos
frutos para 23 dias, sem alterar o contetido de acido ascorbico, antocianinas, flavonoides, e
atividade antioxidante.

Para aumentar ainda mais o periodo de armazenamento pds-colheita, Ayar et al.
(2011) sugeriram a imerséo dos frutos, por 2 minutos, em cloreto de célcio (CaCl,) a 1,5%. A
aplicacdo de CaCl, mantém a firmeza da membrana celular dos frutos, minimiza taxa de
respiragao, producao de etileno, atividade da P-galactosidase, degradacdo de proteinas e
incidéncia de podriddo e, aumenta o contetdo de hemicelulose, pectina e célcio.

Além dessas tecnicas de conservacdo, o uso de filmes comestiveis, a base de zeina a
2%, tem prolongado a vida util dos frutos, com redugdo da perda de &gua, senescéncia e
atividade enzimatica, e aumento da sintese de compostos bioativos (BARAIYA et al., 2015),

demonstrando viabilidade de comercializagdo dos frutos in natura do jamel&o.
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Tabela 1 - Descricdo dos estudos que atenderam aos critérios de inclusdo para produtos com o fruto do jameldo (Syzygium cumini (L.) Skeels)

Autores/Ano

Pais do estudo

Produtos estudados

Inovacao

Lago et al. (2006)

Chowdhory; Ray (2007)

Nuengchamnong;
Ingkaninan (2009)

Shahnawaz et al. (2009)

Ayar et al. (2011)

Rai et al. (2011)

Lago-Vanzela et al. (2011)

Sayuti et al. (2011)

Brasil

india

Tailandia

Paquistao

india

india

Brasil

Indonésia

Geleias

Vinho

Vinhos comercializados na
Tailandia

Geleias, suco concentrado,

sucos e po do fruto

Frutos in natura

Frutos in natura

Geleias light

Sucos em po instantaneo

Desenvolveram geleias de jameldo com caracteristicas fisico-quimicas de acordo com a
legislagdo brasileira e com boa aceitacéo sensorial pelo consumidor.

Elaborou vinhos de jameldo, no entanto ao compara-los com os de uva, a aceitacao foi
inferior.

Detectaram a presenca de &cidos organicos e fendlicos com acdo antioxidante nos
vinhos e, caracterizaram, pela primeira vez, malvidina-3-O-p-cumaroilnos produtos
avaliados.

Avaliaram a qualidade nutricional dos produtos elaborados e armazenados em diferentes
materiais de embalagens e temperatura. As embalagens de vidro e armazenamento sob
refrigeracdo retardaram a perda da qualidade nutritiva e aumentaram a vida de prateleira
desses alimentos.

Aplicaram &cido giberélico e cloreto de calcio aos frutos em concentracdes distintas.
CaCl; a 1,5% preservou a qualidade nutricional e minimizou as perdas em 75% quando
comparado aos frutos sem adicdo de compostos quimicos.

Armazenaram os frutos em embalagens com atmosfera modificada e os acondicionaram
a 5 °C por 23 dias. Clorofila, acido ascérbico e antocianinas reduziram, enguanto
polifenois e flavonoides foram acumulados no periodo de armazenamento. As
embalagens aplicadas controlaram o crescimento microbiano.

Desenvolveram geleias light de jameldo com misturas de edulcorantes
(ciclamato:sacarina; sucralose:sacarina; acessulfame-k:ciclamato:sacarina; acessulfame-
k:sacarina), de acordo com a legislacdo brasileira. A geleia com clicamato:sacarina
apresentou melhores caracteristicas sensoriais e aceitacao.

Desidrataram suco de jameldo a po instantaneo empregando diferentes temperaturas e
tempo de secagem. A temperatura teve maior efeito na cinética de degradacdo de
antocianinas, e, quando acima de 60 °C.3h™*, modificou a cor dos pés de roxo a roso,
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Chakraborty; Saha (2011)

Selwal et al. (2011)

Shahnawaz et al. (2012)

Tobal et al. (2012)

Shaheer et al. (2014)

Singh et al. (2015)

Jaiswal et al. (2015)

Bezerra et al. (2015)

india

india

Paquistdo

Brasil

india

india

india

Brasil

Néctar

Vinho

Geleias, suco concentrado,
sucos e polpa em p6

Suco

Sucos

Muffins de arroz

Geleias

Frozen iogurte

devido as etapas de conversédo do cation flavilliumem chalcona.

Desenvolveram néctar de jameldo com lichia (2:1, v.v) e avaliaram o tempo de
armazenamento em temperatura ambiente e de refrigeracdo. A vida Gtil do néctar foi de
11 meses, armazenamento refrigerado (8-10 °C), e 6 meses, temperatura ambiente. O
néctar apresentou efeito antibacteriano, porém a aceitabilidade foi limitada.

Extrairam tanase a partir das folhas do jameldo e aplicaram no vinho do fruto para
minimizar a turbidez.

Identificaram os minerais Cr, Cu, Mn, Zn, Fe, Mg, Ca, Na e K em todos os produtos.
Geleias e sucos apresentaram maiores concentracdes desses minerais.

Adicionaram extrato de jameldo em suco de laranja e detectaram que as antocianinas
presentes no extrato inibiam a formacédo de substancias volateis indesejaveis do suco de
laranja.

Aplicaram processamentos térmicos, ndo-térmicos e combinacdo dos processos em
sucos de jameldo para verificar a estabilidade de antocianinas e acido ascérbico. O
processamento por radiagcdo ultrassdnica proporcionou degradagdo minima dos
compostos avaliados, enquanto pasteurizagdo e esterilizacdo reduziram as antocianinas e
acido ascorbico em aproximadamente 50%.

Incorporaram jameldo e goma xantana aos muffins de arroz, isentos de gldten, o que
proporcionou propriedades reoldgicas semelhantes aos muffins com gluten. Além disso,
o0s produtos tornaram-se enriquecidos com fibra e polifenois antioxidantes, resultados
atribuidos ao jamelao.

Reportou as propriedades antioxidantes e reoldgicas das geleias de jameldo e as
comparou com geleias disponiveis no mercado. As geleias do jameldo apresentaram
qualidade superior.

Desenvolveram frozen iogurte probidtico com leite caprino, polpa fresca e em p6.
Streptococcus thermophilus foram inibidas apos adicdo de
Bifidobacteriumanimalissubsp. lactis BI-07 ao frozen iogurte. Os autores relatam que a
inibicdo é devida a sensibilidade desse microorganismo a extratos ricos em polifenois.
Os escores da avaliacdo do aroma e flavor dos produtos elaborados foram baixos,
resultados atribuidos a B. animalispor produzir acidos organicos e etanol que podem
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Priyanka et al. (2015)

Jana et al. (2015)

Baraiya et al. (2015)

Oliveira et al. (2016)

Sehwag; Das (2016)

Coelho et al. (2016)

Branco et al. (2016)

Borges et al. (2016)

Santiago et al. (2016)

india

india

india

Brasil

india

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Sucos

Suco

Frutos in natura

Bebidas fermentadas
alcodlicas

Alimento funcional

Polpa congelada e suco
pasteurizado resfriado

Polpa pasteurizada

Polpa desidratada

Corante natural

causar modificagfes no flavor.

Utilizaram suco de jameldo em blends com sucos de uva, manga e abacaxi para
mascarar o sabor adstringente. A adi¢do de 75% de suco de jamel&o e 25% de suco de
uva proporcionou maior escore de aceitagéo.

Imobilizaram tanase com residuo de quitina, tornando-a mais eficaz na destanizacdo de
sucos de jameldo.

Desenvolveram filmes comestiveis com Zein e cisteina ou acido ascérbico ou extrato
das folhas de jamel&o, que prolongaram o tempo de armazenamento em 10 dias a
temperatura de 10 °C. Os biofilmes retardaram a perda de &gua, a senescéncia e
atividade enzimatica e, melhoraram o contetdo dos polifenois e atividade antioxidante.

Desenvolveram blend de jameldo e caldo de cana-de-aglcar em bebidas fermentadas
alcodlicas, similares ao vinho, com alto teor de polifenois e flavonoides, com acédo
antioxidante semelhante aos vinhos de uva.

Produziram e otimizaram um alimento funcional com pele, polpa e sementes do
jameldo, rico em fibras e com potencial terapéutico sobre o diabetes, pois controlou a
difusio da glicose e atividade da o-amilase em ensaios in vivo e in vitro,
proporcionando baixo nivel glicmico no sangue.

Caracterizaram o perfil fitoquimico e atividade antioxidante dos produtos estudados. Os
compostos majoritérios foram acido gélico, acido clorogénico, cianidina-3-glicosideo,
catequina e procianidina B1, sendo esta a principal responsavel pela a¢do antioxidante.
Os principais acidos organicos encontrados foram maélico e lactico.

Estudaram efeitos antioxidante e anti-proliferativo da polpa de jameldo pos-
pasteurizacdo. O processo térmico concentrou sélidos solaveis, polifenois e flavonoides,
porém reduziu o conteddo de antocianinas. Apesar da degradagdo dos pigmentos, a
polpa pasteurizada apresentou robusta atividade antioxidante e efeitos anti-proliferativos
sobre células dos rins e ovarios, sem afetar células normais.

Desidrataram polpa de jameldo por leite de jorro. O pé obtido, apresentou pardmetros
fisico-quimicos relevantes, polifenois e antocianinas com propriedades antioxidantes,
capazes de modular, in vitro, a a¢do de a-amilase e a-glucosidase.

Desidrataram a polpa de jameldo por método convencional de secagem convectiva com
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Patra et al. (2016)

Saikia et al. (2016)

Kapoo; Ranote (2016)

Srikanta et al. (2016)
Kumar; Kumar (2016)

D’Souza et al. (2017)
Sayuti et al. (2017)

Sharma et al. (2017)

Yenrina et al. (2017)

Gosh et al. (2017)

Tavares et al. (2017)

Venugopal, Anu-Appaiah
(2017)

india

india

india

[ndia
India

india
Japdo

Indonésia

Japéo

india

Brasil

india

Sucos

Suco

Polpa em pé

Vinho de jamelédo
logurte

Suco
Corante

Suco

Geleia

Suco

Suco

Vinho

circulagdo de ar e analisaram a cor do p6 durante o periodo de armazenamento em
temperatura ambiente. Apesar da degradacdo das antocianinas, o p6 ainda apresentou
boa colorag&o.

Desenvolveram sucos fermentados com Saccharomyces cerevisiae para obtencdo de um
produto com elevada atividade antioxidante e fins terapéuticos.

Aplicaram distintas formas de conservacao aos sucos elaborados, entre elas a sonicacéo,
considerada mais eficaz nos aspectos microbioldgicos e na manutencéo dos polifenois
antioxidantes.

Inclusdo do pé do jameldo na elaboracdo do suco de péra visando melhoria nos aspectos
sensoriais, quimicos e nutricionais.

Desenvolveram vinhos hipoglicémicos ideais para diabéticos.
Suplementaram iogurtes probidticos com jameldo para aumentar a atividade
antioxidante e melhorar os aspectos sensoriais.

Desenvolveram sucos fermentados ricos em minerais e compostos antioxidantes.
Aplicaram corantes naturais, extraidos da pele do jamelao, em geléias de outros frutos.
Desenvolveram blend de jameldo com manga e avaliaram a estabilidade por 6 meses.
Apobs esse periodo, 0s sucos apresentarem caracteristicas sensoriais aceitaveis, pois
aumentou o teor de sélidos solUveis totais, com consequente reducgdo da acidez.
Identificaram cianidina, malvidina e perlagonidina em geleias de jamelao.

Adicionaram pectinases para melhorar rendimento de extracdo, clarificacdo e filtracdo
do suco de jameldo. As condigdes otimizadas foram: temperatura de incubacdo a 33,5
°C com 75 min e concentragéo enzimética de 0,09% (p.v™).

Desidratou o suco de jameldo em esteiras de espumas (foam mat) visando preservar
compostos bioativos, no entanto, esse processo promoveu perdas dos biopolifenois por

elevagdo da temperatura e tempo de oxidacao.

Desenvolveu vinho de jameldo com adicdo de suas proprias sementes para reduzir a
adstringéncia; no entanto, os escores de aceitacdo diminuiram, assim como a
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i estabilidade das antocianinas.
Venugopal et al. (2018) India Vinho Adicionou sementes de uvas durante a fermentagdo dos vinhos de jameldo. Como
resultado melhorou caracteristicas sensoriais e estabilizou a cor dos vinhos elaborados.

SOUSA, M. M.



Capitulo 1 | 67

3.2.2 Polpa

A polpa do jameldo € constituida por agua, epicarpo e mesocarpo, cujo rendimento
representa 79,8% do peso bruto (SANTIAGO et al., 2016). A polpa tem sido consumida na
forma de sucos, néctares, geleias, bebidas fermentadas, produtos panificaveis e de confeitaria
e/ou usada como corante natural.

O congelamento da polpa do jameldo € uma alternativa para seu aproveitamento
durante a safra, o que permite estocagem fora da época de producdo, com manutencdo da
qualidade nutritiva e fitoquimica (COELHO et al., 2016). Além do congelamento, a polpa do
fruto tem sido submetida & pasteurizacdo (70 °C. 5 min™). Porém, temperatura e tempo
empregados reduziram o conteldo de antocianinas e atividade antioxidante, pois temperaturas
acima de 60 °C, por tempo prolongado, degradam esses pigmentos. No entanto, esse processo
térmico concentrou polifenois e outros flavonoides (BRANCO et al., 2016).

A desidratacdo também é uma técnica vidvel para conservagdo das polpas do jamel&o.
A obtencdo da polpa em pd aumenta suas possibilidades de uso pela inddstria devido ao
menor custo de transporte, embalagem e armazenamento. Além disso, 0 p6 apresenta atributos
de qualidade microbioldgica e fisico-quimica; é sollvel em &gua, ideal para inser¢do em
alimentos, por ser de facil homogeneizacdo e, substituir corantes sintéticos da cor roxa e
vermelha, que sdo toxicos e proibidos em muitos paises, como ponceau (E124.1) e bordeaux
(E123) (BORGES et al., 2016).

Estudos de estabilidade dos compostos nutritivos e bioativos durante a estocagem da
polpa em pd devem ser avaliados. Até o momento, sabe-se que ap6s o quinto més de
armazenamento, ha reducdo de 36% das antocianinas. As perdas ocorrem devido a oxidagéo
ou reagOes de polimerizacdo, ocasionadas pela formagdo de poros durante o processo de
secagem, que permitem a difusdo de oxigénio e umidade (SANTIAGO et al., 2016). Dessa
forma, a técnica adequada de desidratacdo e o uso de embalagens a vacuo, laminadas e com

controle da umidade podem minimizar essas alteracdes indesejaveis.
3.2.3 Sucos, néctares e refrescos
O processamento do suco do jameldo envolve opera¢Ges que visam proporcionar

qualidade ao produto final. Entre elas, destaca-se o branqueamento (60 °C.60 min™), que
inativa as polifenoloxidases e promove a desaeracéo durante a extragdo do suco (COELHO et
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al., 2016). Embora haja reducdo inicial do teor de polifenois, o tratamento auxilia na
manutencgéo desses compostos durante o armazenamento.

Sucos, néctares e refrescos do jameldo podem ser submetidos a outros tratamentos
térmicos. Tratamentos convencionais, como pasteurizacdo e esterilizacdo, degradam os
compostos bioativos, principalmente antocianinas. Os ndo convencionais, como radiacio
ultrassdnica, em baixa intensidade, minimiza essa perda em até 30% (SHAHEER et al.,
2014).

Além do controle dos pigmentos antocianicos, é necessario melhorar o sabor &cido e
adstringente do suco do jameldo, que tém proporcionado baixos escores de aceitagéo,
podendo ser uma limitacdo para industria (COELHO et al., 2016). Para aumentar o escore de
aceitabilidade, pesquisadores tém elaborado sucos em po instantaneo adocicado (SAYUTI,
2011) e, blends de jameldo com outros frutos, como manga, uva, abacaxi e lichia
(PRIYANKA; DORAJEERAO; SUDHAVANI, 2015). O blend contendo 75% de jameldo e
25% de uva obteve escore elevado (8,68 em uma escala de 0 a 10), sendo uma opgéo de
produto a ser lan¢ado no mercado.

Os sucos do jameldo e derivados, quando adicionados de acidulante e conservante
quimico, como &cido citrico (0,3%) e benzoato de sddio (100 ppm), respectivamente, podem
ser armazenados por 6 meses em temperatura ambiente (25° C a 37 °C) e, 11 meses sob
refrigeracdo (8° a 10 °C) (CHAKRABORTY; CHAURASIYA; SAHA, 2011). Para
manutencdo da qualidade nutricional e fitoquimica, os produtos podem ser envasados em
garrafas de vidro @mbar ou embalagens cartonadas como Tetra Pack (SHAHNAWAZ;
SHEIKH; NIZAMANI, 2009).

3.2.4 Geleias

Os parametros fisicos e fisico-quimicos do jameldo o tornam ideal para elaboragéo de
geleias, por dispensarem 0 uso de corantes e aromatizantes artificiais e acidulantes em
guantidades expressivas (LAGO; GOMES; SILVA, 2006). Além disso, o contetdo de
acucares redutores no fruto, e os convertidos pelo &cido citrico no produto final, diminuem a
adicdo de acUcares durante o processamento (PRIYANKA et al., 2015). Esses fatores
reduzem gastos energéticos, resultando em processos mais econdémicos, com aumento do
rendimento do produto, e consequente valorizacdo das caracteristicas quimica, sensorial e
nutricional da geleia a base do fruto (BRANCO et al., 2016).
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Em relacdo ao teor de pectina presente no fruto, é necessario ajuste, pois a relacéo
adequada de &cidos organicos, pectina e agucar proporciona consisténcia adequada aos
produtos, evitando cristalizacdo e sinérese (LAGO et al., 2006). Nas geleias com
edulcorantes, a formacédo do gel é auxiliada também pela adicdo de cloreto de calcio. Essas
geleias, além do reduzido valor cal6rico, sdo similares as convencionais, principalmente as
que sdo elaboradas com a associacdo de ciclamato e sacarina, 0,65:0,35, respectivamente
(LAGO-VANZELA et al., 2011).

Estudos tém buscado avaliar a qualidade nutricional, fitoquimica, antioxidante e
reoldgica das geleias de jameldo (JAISWAL; PATEL; NAIK, 2015; SHAHNAWAZ et al.,
2009; SHAHNAWAZ; SHEIKH; NIZAMANI, 2012). Esses parametros, quando comparados
a geleias de outros frutos disponiveis no mercado, apresentaram qualidade superior,

demonstrando o forte potencial de competitividade do produto.

3.2.5 Bebidas fermentadas alcoodlicas

O uso do jameldo na vinificacdo é rotineiro no continente asiatico. Na Tailandia e na
india os vinhos & base do fruto sdo comercializados e reconhecidos por seu potencial
antioxidante (NUENGCHAMNONG; INGKANINAN, 2009). Os polifenois, responsaveis por
essa propriedade, sdo originarios do fruto ou biotransformados durante a fermentacdo e
envelhecimento das bebidas. Em alguns casos, o conteddo de polifenois, antocianinas e
taninos sdo superiores a vinhos elaborados com algumas espécies de uva (OLIVEIRA et al.,
2016), no entanto, os escores dos atributos sensoriais séo inferiores (CHOWDHURY; RAY,
2007).

Estudos recentes tém buscado minimizar esses fatores indesejaveis na elaboracéo de
vinhos, e os resultados promissores estdo relacionados com a adi¢cdo de proantocianidinas
presentes nas sementes de frutos durante o processamento. A semente do jamel&o foi testada,
no entanto, os resultados foram insatisfatorios tanto para o aspecto sensorial, pois aumentou a
adstringéncia, quanto para a estabilidade das antocianinas (VENUGOPAL ; ANU-APPAIAH,
2017). As sementes de uva, por sua vez, conseguiram equilibrar a amargura e adstringéncia,
aumentando a aceitacao do produto (VENUGOPAL et al., 2018).
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3.2.6 Qutros produtos

O jameldo tem sido empregado na elaboracéo de produtos para pessoas com restricdes
alimentares ou aquelas que possuam interesse em alimentos especiais. Dentre os alimentos
elaborados destacam-se frozen iogurte & base de leite caprino e com propriedades probidticas
(BEZERRA et al., 2015); muffins de arroz, sem ovos, enriquecidos com o fruto (SINGH et
al., 2015); e alimento funcional elaborado com polpa, semente e pele, com atividade

prebidtica e antidiabética in vitro comprovada (SEHWAG; DAS, 2016), entre outros.

3.3 Patentes relacionadas ao uso do jamel@o no desenvolvimento de novos produtos

A analise preliminar dos bancos de dados resultou no total de 433 patentes (Figura 2).
Destas, foram excluidas 398 que estavam em desacordo com o objetivo da pesquisa, e 15
patentes duplicadas. Foram selecionadas para esta revisao 20 patentes sobre aplicagdo do fruto
do jameldo no desenvolvimento de novos produtos. As patentes foram depositadas,
predominantemente, em trés paises: China (70%), Brasil (15%) e india (5%) (Tabela 2). As
principais reivindicagfes sdo referentes & melhoria dos aspectos sensoriais e nutricionais das

bebidas alcodlicas e ndo alcodlicas a base do fruto, e de especiarias.

Figura 2 - Diagrama de pesquisa e triagem das patentes analisadas
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Tabela 2 - Patentes de aplicacdo do jameldo (Syzygium cumini (L.) Skeels) na industria de alimentos

NuUmero da patente/ano de Inventores/ Pais de CIP Titulo Invencéo
publicacéo empresa protecéo
EP0571653/1993 Wiesenberger, A EPO A23L 2/52 Fruit and fruit-vegetable juices Adicdo de minerais aos sucos de frutos de
Kolb, E.; Simson, . A23L 33/15 enriched with minerals and diversas espécies, entre elas a Syzygium
A23L 33/16 vitamins. cumini, familia Myrtaceae.
A23L 2/26
P1 9703727-3/1999 Pereira, J. E. Brasil C12G 1/022 Processo para fabricacdo de vinho  Desenvolveu técnicas de fabricacdo para
C12G 1/06 licoroso, seco, suave, espumante, bebidas fermentadas e ndo fermentadas do
C12G 1/02 vinagre, geleia, licor e extratos jamel&o distintas do processo de fabricagéo
C12G 3/04 derivados de jameldo. dessas bebidas a base de uva.
A23L 1/068
A23L 1/222
AB1K 35/78
W0/2004/084642/2004 Ramakrishna, C.; PCT A23G 3/00 A synergistic sugar-free syrup Desenvolveu xarope & base do jameldo, sem
Reddy, Y.; Reddy, S./ composition and a process for acglcar e com baixo indice glicémico
Council of Scientific preparing the same. adequado para insercéo em
and Industrial Research doces/sobremesas.
CN101077203/2007 He, R.; Huang, G.; China A23L 2/02 Process for manufacturing Estabeleceu etapas adequadas para o
Wang, Z. / Liuzhou A23L 2/72 Passiflora edulis* fruit juice processo de fabricacdo do suco de jameldo,
Mingchao Beverage A23L 2/52 beverage. incluindo a esterilizagdo UHT e aditivos
Co., Ltd. estabilizadores.
CN101317656/2008 Liu, L.; Li, P.; Liu, Y; China A23L 1/29 Charge mixture for ginseng soup Incluiu a polpa do jameldo na composicao
Feng, T. / Jilin Hongjiu A61K 36/258 and preparation thereof. de sopa de ginseng e outros ingredientes,
Biotech Co., Ltd. AB61P 25/20 proporcionando sopa liquida concentrada
AB61P 25/28 ou em po, rica em nutrientes e aspectos
A61P 39/06 sensoriais melhorados.
AB61P 39/02
A61P 35/00
A61P 29/00
A61P 1/00
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https://patentscope.wipo.int/search/pt/detail.jsf?docId=WO2004084642&recNum=48&office=&queryString=%28%22Syzygium+cumini%22+OR+%22Eugenia+jambolana%22+OR+%22jambolan%22+OR+%22jamun%22+OR+%22java+plum%22%29+&prevFilter=%26fq%3DICF_MV%3A%22A23L%22&sortOption=Data+pub+ordem+inversa&maxRec=54
http://www.wipo.int/ipcpub/?symbol=A23G0003000000&refresh=page&viewmode=a&notes=no&headings=no&showdeleted=no
https://patentscope.wipo.int/search/pt/detail.jsf?docId=CN83270454&recNum=38&office=&queryString=%28%22Syzygium+cumini%22+OR+%22Eugenia+jambolana%22+OR+%22jambolan%22+OR+%22jamun%22+OR+%22java+plum%22%29+&prevFilter=%26fq%3DICF_MV%3A%22A23L%22&sortOption=Data+pub+ordem+inversa&maxRec=54
https://patentscope.wipo.int/search/pt/detail.jsf?docId=CN83513567&recNum=29&office=&queryString=%28%22Syzygium+cumini%22+OR+%22Eugenia+jambolana%22+OR+%22jambolan%22+OR+%22jamun%22+OR+%22java+plum%22%29+&prevFilter=%26fq%3DICF_MV%3A%22A23L%22&sortOption=Data+pub+ordem+inversa&maxRec=54
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A61P 9/00
CN101292747/2008 Deng, G.; China A23L 1/31 Nourishing beef with skin and Elaborou um mix de especiarias e frutos
A23L 1/311 preparation method thereof. medicinais, como o jameldo, e aplicou
A23L A/312 sobre a carne bovina, proporcionando um
A23L 1/313 produto com aroma perfumado, sabor
A23L 1/29 suave, de facil digestdo e absorcdo
A23L 1/01 nutricional, rico em célcio e capaz de atuar
como tonificante cerebral.
CN102389096/2008 Liu, Q. China A23L 27/20 Flavoring for rice noodles Incluiu o jameldo no desenvolvimento de
especiarias aromatizantes para macarrdo de
arroz. O produto elaborado proporcionou
maciez, aroma, e sabor agradavel.
CN103636896/2014 Xiaohua, Y. China A23G3/48 Luscious walnut chip containing Desenvolvimento de chips de nozes com
A23G3/54 preserved fruit massa de arroz e frutos em conserva, como
jamel&o. O novo chip desenvolvido agrega
valor nutricional e caracteristicas excelentes
de cor, aroma e sabor.
CN103876174/2014 Hao, Y. China A23L 1/315 Preparation method of smoked Incluiu o jameldo no desenvolvimento de
A23L 1/314 chicken. especiarias para aplicar em frangos que
A23L 1/318 serdo submetidos a defumacdo. Os frangos
defumados s8o ricos em nutrientes,
apresentam cor e brilho agradaveis e
remove o sabor original do frango.
CN103478750/2014 Liang, X. China A23L 1/315 Processing method of barbecue Incluiu o jameldo no desenvolvimento de
A23L 1/318 and spices thereof. especiarias para uso em churrasco. Além de
A23L 1/29 sabor e aroma suaves, as especiarias
reduzem o teor de gordura das carnes.
CN103907985/2014 Zhang, J. China A23L 2/02 Making method of Syzygium Desenvolveu método de fabricacdo de
A23L 1/29 cumini drinks. drinks a base de jameldo, em que ha etapas

de desativagdo enzimdtica, enzimolise e
similares, visando separar nutrientes
importantes para as bebidas, assim, os
drinks elaborados induzem a diurese para
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https://patentscope.wipo.int/search/pt/detail.jsf?docId=CN83490813&recNum=31&office=&queryString=%28%22Syzygium+cumini%22+OR+%22Eugenia+jambolana%22+OR+%22jambolan%22+OR+%22jamun%22+OR+%22java+plum%22%29+&prevFilter=%26fq%3DICF_MV%3A%22A23L%22&sortOption=Data+pub+ordem+inversa&maxRec=54
https://worldwide.espacenet.com/publicationDetails/biblio?CC=CN&NR=103636896A&KC=A&FT=D&ND=3&date=20140319&DB=&locale=en_EP
https://worldwide.espacenet.com/publicationDetails/biblio?CC=CN&NR=103636896A&KC=A&FT=D&ND=3&date=20140319&DB=&locale=en_EP
https://patentscope.wipo.int/search/pt/detail.jsf?docId=CN105732548&recNum=18&office=&queryString=%28%22Syzygium+cumini%22+OR+%22Eugenia+jambolana%22+OR+%22jambolan%22+OR+%22jamun%22+OR+%22java+plum%22%29+&prevFilter=%26fq%3DICF_MV%3A%22A23L%22&sortOption=Data+pub+ordem+inversa&maxRec=54
https://patentscope.wipo.int/search/pt/detail.jsf?docId=CN97985576&recNum=19&office=&queryString=%28%22Syzygium+cumini%22+OR+%22Eugenia+jambolana%22+OR+%22jambolan%22+OR+%22jamun%22+OR+%22java+plum%22%29+&prevFilter=%26fq%3DICF_MV%3A%22A23L%22&sortOption=Data+pub+ordem+inversa&maxRec=54
https://patentscope.wipo.int/search/pt/detail.jsf?docId=CN105882431&recNum=17&office=&queryString=%28%22Syzygium+cumini%22+OR+%22Eugenia+jambolana%22+OR+%22jambolan%22+OR+%22jamun%22+OR+%22java+plum%22%29+&prevFilter=%26fq%3DICF_MV%3A%22A23L%22&sortOption=Data+pub+ordem+inversa&maxRec=54
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CN104366539/2015

CN104286890/2015

CN104256292/2015

IN 8.945.656/2015

CN105614730/2016

CN105325995/2016

CN105410835/2016

Liangliang, S./ Wuhe
County Xinwang Halal
Food CO., LTD.

Zhang, H.

Zhang, L.;
Zhao, J./ Anhui Luoluo
Rice Industry CO.,
LTD.

Kumar; A. N.; Kumar;
U. N.

Zhang, C. / Quanzhou
Haodidao Food CO.,
LTD.

Zhizhong, T.

Zongyan, P.

China

China

China

india

China

China

China

A23L 1/315

A23L 1/311
A23L 1/30

A23L 1/10
A23L 1/29

A23L 2/02

A23L 13/50
A23L 13/40

A23L 27/00
A23L 27/10
A23L 33/00

A23L 27/00

Nutritional spicy roasted duck
with egg and preparation method
thereof.

Appetizing sauce spiced beef and
preparation method thereof.

Calcium-rich bone-building
nutritious  health  rice and
preparation method thereof.

Jamun juice composition and a
process thereof.

Preparation method of vanilla
marinated goose.

Hotpot seasoning of fried shrimp
in hot spicy sauce and preparation
method of hotpot seasoning

Chafing dish rice noodle

reduzir o edema, atuam como tonificantes, e
fortalecem tend@es e 0ss0s, entre outros.

Incluiu o jameldo em pé no
desenvolvimento de especiarias medicinais
para uso em pato assado. O produto
elaborado é ansiolitico, minimiza sintomas
reumaticos, tonifica figado e rins e fortalece
0ss0s e musculos.

Incluiu o jamel&o no desenvolvimento de
especiarias medicinais para uso em carnes
bovinas. O produto elaborado é capaz de
reduzir o risco de inicio de cancer de mama
e doencas cardiovasculares. Além disso,
melhora a visdo e desintoxica o figado.

Incluiu o jameldo no desenvolvimento de
especiarias que sdo empregadas no preparo
de arroz rico em cdlcio, benéfico a salde de
idosos por fortalecer 0s 0ss0s.

Preparou suco de jameldo com suco
concentrado de magd e péra, e
homogeneizou sob alta pressdo para
minimizar a turbidez e adstringéncia.

Incluiu o jamel&o no desenvolvimento de
especiarias para uso em ganso marinado,
substituindo aditivos cancerigenos
empregados.

Incluiu o jameldo no desenvolvimento de
especiarias medicinais para uso em
camardes. O produto elaborado possui boa
qualidade nutricional, e é capaz de
estimular o apetite.

Incluiu o jameldo no desenvolvimento de
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https://patentscope.wipo.int/search/pt/detail.jsf?docId=CN133407673&recNum=13&office=&queryString=%28%22Syzygium+cumini%22+OR+%22Eugenia+jambolana%22+OR+%22jambolan%22+OR+%22jamun%22+OR+%22java+plum%22%29+&prevFilter=%26fq%3DICF_MV%3A%22A23L%22&sortOption=Data+pub+ordem+inversa&maxRec=54
https://patentscope.wipo.int/search/pt/detail.jsf?docId=CN131083299&recNum=15&office=&queryString=%28%22Syzygium+cumini%22+OR+%22Eugenia+jambolana%22+OR+%22jambolan%22+OR+%22jamun%22+OR+%22java+plum%22%29+&prevFilter=%26fq%3DICF_MV%3A%22A23L%22&sortOption=Data+pub+ordem+inversa&maxRec=54
https://patentscope.wipo.int/search/pt/detail.jsf?docId=CN130935483&recNum=16&office=&queryString=%28%22Syzygium+cumini%22+OR+%22Eugenia+jambolana%22+OR+%22jambolan%22+OR+%22jamun%22+OR+%22java+plum%22%29+&prevFilter=%26fq%3DICF_MV%3A%22A23L%22&sortOption=Data+pub+ordem+inversa&maxRec=54
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A23L 33/00 seasoning and chafing dish rice especiarias para elaboracdo de macarrdo de
A23L 7/10 noodle making method arroz. O produto elaborado apresentou
caracteristicas sensoriais aceitaveis.

BR10 2014027806-0/2017 Lima, M. S.; Coelho, Brasil A23L 2/02 Processo de obtencdo de suco Adicionou enzimas pectoliticas ao suco
E.M.;SA A.S.C. integral de jamboldo e sua integral de jameldo para reduzir a turbidez e
utilizacdo como ingrediente na adstringéncia.
formulacdo de néctar e néctar
misto com uva.

BR 102015001163-6/2017 Ssena, A. R.; Assis, S. Brasil A23L 2/02 Suco de jamel&o e processo paraa Adicionou extrato enzimatico a base de
A.; Moreira, K. A. A23L 3/3463  fabricacdo de suco de jameldo tanase ao suco integral de jameldo para
utilizando extrato enzimatico a reduzir a turbidez e adstringéncia.
base de tanase.

EPO: European Patent Office. PCT: Tratado de Cooperacdo em Matéria de Patentes.
*Embora o titulo se refira a Passiflora edulis, o corpo da patente trata sobre Syzygium cumini.
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No desenvolvimento de novas técnicas que buscam melhorar produtos como sucos,
néctares, bebidas fermentadas/destiladas e drinks do jameldo, o maior entrave encontra-se no
controle de taninos, pois seu elevado conteudo altera viscosidade, turbidez e sabor, tornando-
0s ponto critico de controle. Visando minimizar esses efeitos indesejaveis no suco de jamel&o,
a invencdo IN 8.945.656 aplicou processo de homogeneizagcdo sob presséo, proporcionando
suco menos viscoso e turvo (KUMAR; KUMAR, 2015). Homogeneizadores de presséo,
devido a forca de cisalhamento, rompem particulas dispersas, evitando que as partes de menor
peso se separem do restante dos componentes e subam para a superficie (FELLOWS, 2016).

Além dessa técnica, a adicdo de enzimas tem se mostrado eficaz no controle dessas
propriedades. A invengcdo BR 102015001163-6 demonstrou que a adi¢cdo de extrato
enzimatico contendo tanase proporcionou suco limpido e sabor palatavel. 1sso ocorre porque
as tanases clivam as ligacdes éster e depsidica dos taninos hidrolisaveis, melhorando
aparéncia e adstringéncia do produto final. Apesar de sua alta eficiéncia catalitica, a utilizagdo
de tanase livre é inviavel devido ao alto custo da enzima purificada e baixa estabilidade,
tornando a producéo dispendiosa (JANA et al., 2015).

Para superar essas deficiéncias, a imobilizacdo das tanases em substancia
biocompativel como a quitina, tem sido uma das melhores alternativas, pois aumenta as
propriedades cataliticas da enzima e permite sua reutilizacdo, sendo economicamente viavel
para aplicacBes industriais (JANA et al., 2015). Além disso, para reduzir custos com a
aquisicdo da enzima, a industria pode extrai-la a partir das folhas do jameldozeiro (SELWAL
etal., 2011).

Enzimas pectoliticas, constituidas principalmente por celulases e pectinases, também
proporcionam melhoria nesses aspectos sensoriais por clivarem taninos, e principalmente por
degradarem pectina (BR 102014027806-0). Durante a hidrolise enzimatica sdo formados
complexos pectina-proteina, melhorando clarificagdo, viscosidade, rendimento e filtracdo
(GOSH et al., 2017).

Além dos produtos citados acima, outra forma de aplicacdo do jamel&o, bastante
estudada pelos inventores, € a inclusdo do fruto in natura ou em pd no desenvolvimento de
especiarias, para fins alimenticios e com propriedades medicinais, representando 50% das
patentes selecionadas. As especiarias contendo diversas ervas e frutos, como o jamel&o, séo
utilizadas na gastronomia, no preparo de aves (CN105614730; CN103876174;
CN104366539), camardes (CN105325995), macarres (CN105410835; CN102389096),
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carnes para churrasco (CN101292747; CN103478750; CN104286890) e preparo de arroz
(CN104256292).

As especiarias desenvolvidas sdo ricas em compostos antioxidantes que evitam a
formacgdo de radicais livres, os removem, reparam dano oxidativo e eliminam moléculas
danificadas. Dessa forma, essas especiarias sdo capazes de reduzir o processo inflamatoério,
atuar como analgésico, ansiolitico, hipoglicémico, hipolipemiantes, reduzindo o risco de
desenvolvimento de doencas reumaticas, cardiovasculares, neurodegenerativas, canceres e

diabetes tipo 2.

4. Considerac0es finais e perspectivas

A partir dessa revisdo, evidencia-se que o jameldo é um fruto com expressivo
potencial para o processamento industrial, por dispensar tratamentos térmicos intensos, e
reduzir a adicdo de ingredientes e aditivos quimicos, minimizando custos dos processos.
Quanto as patentes, vale destacar as invencdes que empregam o tratamento enzimatico,
reduzindo os efeitos indesejaveis de taninos, melhorando as caracteristicas sensoriais de sucos
e outras bebidas, além da adicdo do jameldo em especiarias com fins alimenticios e
propriedades medicinais.

Para esses produtos a base do fruto alcancarem mercados nacionais e internacionais
praticas inovadoras na industria de alimentos devem ser implementadas minimizando perdas
pos-colheita, favorecendo seu aproveitamento, e preservando compostos bioativos de

importante apelo mercadoldgico e com perspectivas de aplicacdo na saude.
Conflitos de interesse
Os autores declaram que ndo ha conflitos de interesse.
Financiamento
A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES (nimero

de concessdo 83151320325) e a Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Piaui —

FAPEPI (nimero de concessdo 006/2016), pela concessdo de bolsa de pesquisa e
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https://patentscope.wipo.int/search/pt/detail.jsf?docId=CN131083299&recNum=15&office=&queryString=%28%22Syzygium+cumini%22+OR+%22Eugenia+jambolana%22+OR+%22jambolan%22+OR+%22jamun%22+OR+%22java+plum%22%29+&prevFilter=%26fq%3DICF_MV%3A%22A23L%22&sortOption=Data+pub+ordem+inversa&maxRec=54
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financiamento do projeto, respectivamente.
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RESUMO

A extracdo de antioxidantes do jameldo € de grande interesse no &mbito tecnoldgico e quanto
a sua utilizacéo, requerendo condicfes de processamento que preservem a bioatividade desses
compostos. Nesse sentido, a otimizacdo do sistema solvente de extracdo foi aplicada
objetivando resposta maxima de rendimento de polifenois e acdo antioxidante. A analise
multivariada avaliou varias proporcGes de solventes (agua, etanol e acetona), para
quantificacdo do contetdo total de classes polifendlicas e atividade antioxidante. Os
polifenois do extrato otimizado foram identificados por cromatografia liquida de alta eficéncia
acoplada ao massas. Os melhores resultados foram obtidos com mistura binéria dgua:acetona,
0,5:0,5 (v.v'), que produziu resultados superiores a 90% dos valores maximos de multi-
respostas. A identificacdo dos biopolifenois demonstrou que acidos fendlicos, quercetina
deoxihexosideo e trimero de epigalocatequina foram os principais responsaveis pela acdo
antioxidante. O estudo conclui que a mistura binaria agua:acetona em proporc¢des iguais, foi
eficaz na extragdo de polifenois com agdo antioxidante, estabelecendo o jamel&do como fonte

alternativa de compostos bioativos.

Palavras-chave:

Syzygium cumini (L.) Skeels
Mixture design

Compostos fendlicos
Antocianinas

Capacidade antioxidante.
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1. Introducgéo

Evidéncias cientificas tém demonstrado que o consumo de alimentos fontes de
compostos bioativos reduzem o estresse oxidativo, com expressivo impacto na diminuicao da
incidéncia de doengas cronicas ndo transmissiveis. Nesse contexto, destaca-se o jameldo
(Syzygium cumini (L.) Skeels), fruto rico em polifenois, principalmente antocianinas,
responsaveis pela acdo antioxidante, e outras propriedades farmacoldgicas (TAVARES et al.,
2016).

Diferentes solventes, absolutos ou em misturas aquosas, tém sido empregados na
extracdo de polifenois no jameldo. No entanto, para que haja rendimento maximo, o solvente
e 0 método de extracdo devem permitir a separacéo total dos compostos de interesse da matriz
complexa, sem modificagdes em sua estrutura quimica. Além disso, nessa etapa, devem ser
considerados fatores que determinem o tipo e a eficiéncia de atividade, assim como o0 meio e
estrutura celular em que esses compostos possam atuar (MUSSI et al., 2015).

Apesar dos esforcos empregados por pesquisadores de todo o mundo, ainda nao foi
possivel estabelecer um método/solvente oficial pela AOAC para extracdo de compostos
bioativos. Esse fato decorre do elevado nimero, e complexidade estrutural desses compostos.
Dessa forma, fica evidente a necessidade do desenvolvimento, validacdo e otimizacdo de
novos métodos de extracdo de polifenois, como etapa prévia a sua caracterizacdo de forma
precisa, e obtencdo de resultados confidveis (AZMIR et al., 2013).

Varios estudos investigaram diferentes processos de extracdo, com énfase nas relacfes
massa-solvente, solvente-solvente, tempo de extracdo, temperatura e pressdo, bem como
formas de otimizar a extracdo de fenolicos na polpa do jameldo (MARAN et al., 2014;
MIGLIATO et al., 2011). No entanto, os resultados obtidos ndo foram capazes de estabelecer
o0 sistema solvente adequado para o processo de extracdo de diversas classes polifendlicas do
fruto, concomitatemente.

Nesse sentido, técnicas de estatistica multivariada para otimizagdo de misturas, como
simplex centroid design (SCD) com pontos axiais, tém sido empregadas para analisar
diferentes proporc¢des, com reduzido nimero de experimentos, além de examinar possiveis
interacdes sinérgicas ou antagobnicas entre variaveis (BOCHI et al., 2014). Assim, essa
ferramenta pode proporcionar o sistema solvente adequado para extracdo e caracterizacdo de
polifenois do jameldo.

Esse estudo objetivou otimizar o sistema solvente de extracdo de biopolifenois na
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polpa do jamel&o, para obtengdo da resposta maxima do rendimento de polifenois e atividade

antioxidante, utilizando desenho experimental de multivaridveis, simplex centroid design.

2. Material e Métodos

2.1 Colheita e preparo da amostra

Os frutos maduros (15,20 °Brix) foram colhidos em novembro de 2014, na cidade de
Teresina, Nordeste do Brasil (5°03°17.2°S 42°47°28.0°°0O). A exsicata do material vegetal
encontra-se depositada no Herbario Graziela Barroso da Universidade Federal do Piaui, sob
voucher 30.573. Os frutos foram higienizados com hipoclorito de sédio a 100 ppm.10 min™.
A parte comestivel (polpa + pele) foi separada manualmente da semente, ainda congelada (-20
°C), para minimizar a degradacdo enzimatica e perda de suco. A polpa foi liofilizada (30.10°
mmHg; -50 °C; 72 h), triturada em ultraprocessador de alimentos, peneirada a 50 “Mesh
Tyler”.10 min™, acondicionada em embalagem pléstica laminada, termosselada, e armazenada

a -20 °C, até o momento das analises.

2.2 Reagentes e padrdes

Os compostos quimicos (S)-(-)-6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico
(Trolox®), sal de diaménio 2,2’-azino-bis(acido 3-ethilbenzotiazolina-6’-sulfénico) (ABTS),
2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), cloreto férrico, Folin-Ciocalteu, acido galico, persulfato
de potéssio, catequina, cloreto de cianidina, p-dimetilaminocinmaldeido (DMACA), 2,4,6-
Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), cloretos de delfinidina-3-O-p-D-glicosideo, cianidina-3-O-
glicosideo, peonidina-3-O-glicosideo, malvidina-3-O-glicosideo, foram adquiridos da Sigma-
Aldrich® (St. Louis, MO, EUA) e os reagentes de grau CLAE da Merck® (Darmstadt,
Alemanha).

2.3 Extracao de compostos bioativos
O po liofilizado (0,5 g) foi misturado ao solvente extrator (25 mL), homogeneizado

em agitador magnético (25 °C.60 min™), sonicado (80 kHz/20W.20 min™), centrifugado (1200
g.5/15 minutos), filtrado & vécuo, e reextraido nas mesmas condicdes. Os sobrenadantes
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foram completados com o mesmo solvente extrator, até 50 mL, atingindo a propor¢do de
1:100 (m.v') (BOCHI et al., 2014).

A extracdo dos compostos bioativos seguiu o desenho experimental simplex centroid
design, com pontos axiais, que corresponde a trés solventes puros (X;= dgua, X, = acetona e X3
= etanol), trés misturas binarias (1:1), uma ternaria (1:1:1) e trés pontos axiais (2/3 de cada
solvente e 1/6 dos demais). As respostas avaliadas consistiram no contetdo total de polifenois
(Y1), flavonoides (Y2), flavanois (Y3), antocianinas monoméricas (), proantocianidinas (Ys)
e, 0s ensaios DPPH (Yg), ABTS (Y7) e FRAP (Yg). Com base nos resultados obtidos, o
sistema solvente otimizado foi validado. A solucdo extraida foi concentrada com auxilio de
evaporador rotativo (40 °C), liofilizada (30.10° mmHg; -50 °C; 24 h), submetida &
identificacdo dos compostos por CLAE-MS.

2.4 Andlise de compostos bioativos

2.4.1 Conteudo total de polifenois

Os polifenois totais foram analisados por Folin Ciocalteu em meio alcalino, medido a
720 nm em espectrofotdmetro UV-VIS e expressos em mg de 4cido géalico.g™ de amostra
(SWAIN; HILLS, 1959). O célculo do teor total de fendlicos foi realizado a partir da equacédo
de regressdo linear da curva padrdo de &cido galico (y = 0,0047x - 0,004; r = 0,9998),
preparada nas concentragdes de 5 a 180 pg.mL™ em funcéo da densidade Optica para essas

concentragoes.

2.4.2 Conteudo total de flavonoides

Os flavonoides totais foram quantificados pelo método do tricloreto de aluminio
(AICI3), medidos a 510 nm em espectrofotdmetro UV-VIS e expressos em mg de catequina.g”
! de amostra (ZHISHEN et al., 1999). O célculo do contetdo total de flavonoides foi realizado
a partir da equacdo de regressdo linear da curva padréo de catequina (y = 3,575x — 0,0079; r =
0,9983), preparada nas concentracdes de 0,02 a 0,12 mg.mL™ em funcéo da densidade éptica

para essas concentrag(")es.

2.4.3 Conteudo total de antocianinas monoméricas

SOUSA, M. M.



Capitulo 2 | 88

As antocianinas monomeéricas foram quantificadas pelo método de diferenca de pH e
mensuradas a 510 nm e 700 nm em espectrofotometro UV-VIS, em tampdes com pH 1,0 e 4,5
(GIUSTI; WROLSTAD, 2001). A absorbancia das diluicdes foi calculada por meio da
Equacéo 1.

A = (As10- A700) pH 1,0 — (As10 - A700) pH 4.5 (1)

Os resultados da concentracdo de antocianinas monomeéricas foram expressos em mg
de cianidina-3-glicosideo.g™de amostra. Valores de 449,2 e 26900 foram considerados como
peso molecular (PM) e absortividade molar (¢) de cianidina-3-glicosideo, respectivamente
(Equacéo 2)

Antocianinas monoméricas (mg.L™) = (A x PM x FD x 1000).(e x 1) (2)

2.4.4 Conteudo total de flavanois

Os flavanois totais foram analisados por DMACA 0,1% em HCI 1N em metanol,
mensurados a 640 nm em espectrofotémetro UV-VIS e expressos em mg de equivalente de
catequina.g™ de amostra (ARNOUS et al., 2002). O célculo do teor total de flavanois foi
realizado a partir da equacao de regresséo linear da curva padrédo de catequina (y = 0,0731x +
0,0708; r = 0,999), preparada nas concentracdes de 2 a 12 pg.mL™ em funcdo da densidade

Optica para essas concentracdes.

2.4.5 Conteudo total de proantocianidinas

O teor total de proantocianidinas, pelo ensaio acido-butanol, foi mensurado a 550 nm
em espectrofotometro UV-VIS e expresso em mg de cloreto de cianidina.g® de amostra
(PORTER et al., 1986). O calculo do contetdo total de proantocianidinas foi realizado a partir
da equacdo de regressao linear da curva padrao de cloreto de cianidina (y = 0,0139x + 0,0262;
r = 0,9993), preparada nas concentracdes de 5 a 50 ug.mL™ em funcéo da densidade 6ptica

para essas concentrac;()es.

2.5 Avaliacéo da atividade antioxidante

2.5.1 Atividade scvanger do radical DPPH-
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A capacidade antioxidante, pelo método de sequestro do radical DPPH" foi realizada
segundo Kim et al. (2002), mensurada a 517 nm, em espectrofotdmetro UV-VIS, ap6s 30
minutos do inicio da reacdo. O calculo da atividade antioxidante foi realizado a partir da
equacdo de regressdo linear da curva padrdo de trolox (y = 0,0007x - 0,0031; r=0,9999),
preparada nas concentracdes de 40 a 800 umol.L™, em funcio da densidade 6ptica para essas
concentracdes. Os resultados foram expressos em TEAC, em pmol de Trolox.g™ de amostra.

2.5.2 Atividade scavanger do radical ABTS™

A atividade antioxidante, pelo método de sequestro do radical ABTS™, foi executada
de acordo com Re et al. (1999), mensurada a 734 nm, em espectrofotébmetro UV-VIS, apos 6
minutos do inicio da reacdo. O calculo da atividade antioxidante foi realizado a partir da
equacdo de regressdo linear da curva padrdo de trolox (y = 0,0009x - 0,0722; r=0,9985),
preparada nas concentragdes de 25 a 700 umol.L™, em funcéo da densidade éptica para essas

concentragdes. Os resultados foram expressos em TEAC, em pmol de Trolox.g™ de amostra.

2.5.3 Potencial de reducdo do Fe** (FRAP)

A capacidade redutora do ferro foi avaliada segundo método proposto por Arnous et
al. (2002). As amostras reagiram por 30 minutos com solucdo de cloreto de ferro (3 mM), em
banho-maria a 37 °C. Adicionadas a solucdo &cida de TPTZ e mensuradas a 620 nm, em
espectrofotémetro UV-VIS, ap6s 10 minutos. O célculo do potencial redutor foi realizado a
partir da equacdo de regressao linear da curva padrdo de trolox (y = 0,0023x + 0,1699;
1=0,9999), preparada nas concentracdes de 30 a 625 pmol.L™*, em funcéo da densidade 6ptica
para essas concentracdes. Os resultados foram expressos em TEAC, em umol de Trolox.g™ de

amostra.

2.6 Determinacdo de polifenois por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a

espectrometria de massas - CLAE-MS

A separacdo dos polifenois pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), foi realizada conforme procedimentos descritos por De-Melo et al. (2018) e

Martinez-Villalba et al. (2013), com modificagdes. Foi utilizada coluna de fase reversa
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LiChroCART Cyg (Merck, Darmstadt, Alemanha) (250 mm x 4 mm, 4,5 um) mantida a 25
°C. O cromatografo utilizado foi um Shimadzu Proeminence (modelo LC-20ADX — Quioto,
Japdo) (Software LabSolutions), equipado com duas bombas de alta pressdo e detector com
arranjo de diodos (modelo SPD-M20A), termostato (modelo CTO-20A), acoplado ao
espectrometro de massas. A fase movel foi constituida por: (a) acido formico 0,1% e (b)
acetonitrila; e o gradiente de elui¢do adotado foi 3 min — 10% (b), 22 min — 20% (b), 42 min —
35% (b), 65 min — 8% (b). A taxa de fluxo executada foi de 0,8 mL.min™.

Para identificacdo dos compostos foi empregada técnica de espectrometria de massas
(MS). Para isso, foi utilizado espectrometro de massa Bruker modelo Amazon Speed
(Billerica, MA, EUA) com analisador tipo ion trap, com fonte de ionizacdo por eletrospray
(ESI) no modo negativo e positivo, controlados pelo software HyStar, seguindo as seguintes
condicdes: temperatura e voltagem do capilar de ionizacdo foram ajustadas em 230 °C e 3,5
kv; fluxo de gas de desolvatacdo (N;) de 360 L/h. Os espectros foram obtidos na faixa de 100-
1000 m/z. As amostra foram injetadas em triplicatas e os compostos fendlicos identificados
correlacionando seus ions moleculares (m/z) e fragmentos principais com padrdes comerciais

ou dados da literatura.
2.7 Analise estatistica

Todos os experimentos do simplex centroid design foram executados em ordem
randdmica, em replicata genuina, para minimizar erros sistematicos. Esse desenho
experimental permite avaliagdo linear (B1, B2 € P3), quadratica (P12, P13 € B23) € cubico especial
(B123) (Equacéo 3) para cada resposta em estudo (CALADO; MONTGOMERY, 2003).

Y=B1X1 + B2Xz + B3X3z + P12X1 X2 + P13X1 X3 + P23XoX3 + P123X1 X2 X3 3)

Os modelos matematicos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e de
regressdes, usando o software Statistica 13.3 (StatSoft, Tulsa, OK, EUA). A otimizacdo
simultanea das variaveis resposta foi baseada na resposta maxima desejada para todas as
variaveis. Os modelos foram validados usando o teste t-student (o = 0,05; 95% de confianca),
em que a média dos valores experimentais (n = 3) foi comparada com as respostas estimadas

(n = 3) do modelo.
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3. Resultados e discussao

3.1 Efeitos do sistema solvente sobre o conteddo total de compostos bioativos e atividade

antioxidante

Os resultados obtidos com os experimentos de otimizacdo do sistema solvente por
SCD, estéo dispostos na Tabela 1. Os modelos apresentaram coeficiente de determinacéo (R?)
de 83% a 99% e R? ajustado de 77% a 99% (Tabela 2).

Conforme demonstrado na Tabela 1, os menores rendimentos da extragdo de
compostos bioativos foram obtidos com solventes puros ou misturas binérias sem a presenga
de 4gua. A extracdo com a agua mostrou-se mais eficiente do que com etanol e acetona puros,
resultado atribuido a formacdo de pontes de hidrogénio com os polifenois e presenca de
acucares na estrutura quimica desses compostos, que aumenta a sua solubilidade (MARAN et
al., 2014). A acetona pura, por ser um solvente polar aprético, ndo é capaz de formar pontes
de hidrogénio, o que reduz a solubilidade dos polifenois, sendo, portanto, o solvente que
menos extraiu esses compostos (BHEBHE et al., 2016). No entanto, ao solubilizar a acetona
em agua, mistura binaria 0,5:0,5 (v/v), obteve-se maior eficacia na extracdo de polifenois e
flavanois; enquanto para o teor total de flavonoides, antocianinas monoméricas e
proantocianidinas, a mistura ternéria, 0,33:0,33:0,33 (v/v/v, agua:acetona:etanol), foi a que
proporcionou melhor resultado. Esses achados foram contrarios aos obtidos por Chanda;
Kaneria (2012).

Com base nesses resultados, fica evidente que a eficcia da extracdo, com obtencdo de
maior teor de compostos bioativos, decorre do aumento do indice de polaridade e constante
dielétrica dos solventes orgénicos, com consequente diminui¢do desses parametros da agua. A
reducdo da polaridade do sistema solvente aumenta a capacidade de dissolugéo dos polifenois,
incluindo os de média polaridade, como os flavonoides ligados a radicais metila e acetila. Por
esse mesmo motivo, solucBes aquosas de acetona possuem rendimento de extragdo maior que
soluc@es hidroetandlicas (BRAVO et al., 2012).
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Tabela 1 - ProporcGes de solventes extratores de polifenois do jamel&o de acordo com SCD*
e, respostas observadas.

Corridas Variaveis independentes Respostas

Agua Acetona Etanol PT FT FIT AM PrT DPPH ABTS FRAP

(X1) (X2) (X3)
1 1,00 0,00 0,00 6,06 0,77 000 236 0,88 4863 27,61 1054
2 0,00 1,00 0,00 329 091 000 037 036 3169 1487 2,67
3 0,00 0,00 1,00 484 132 000 185 1,14 4182 23,09 0,56
4 0,50 0,50 0,00 11,63 158 029 2,79 193 80,36 5457 22,39
5 0,50 0,00 0,50 875 1,24 009 271 1,71 6388 4298 4,18
6 0,00 0,50 0,50 59 1,30 0,00 2,10 1,38 4891 2596 1,38
7 0,33 0,33 0,33 785 1,80 023 3,08 203 7650 4819 9,86
8 0,67 0,17 0,17 943 146 0,16 2,79 1,09 7037 47,60 13,20
9 0,17 0,67 0,17 976 158 0,17 285 151 6991 4030 845
10 0,17 0,17 0,67 772 144 005 275 1,74 59,06 3660 1,51
11 1,00 0,00 0,00 596 0,74 000 244 0090 4849 27,94 1024
12 0,00 1,00 0,00 333 088 000 040 0,39 31,13 1465 241
13 0,00 0,00 1,00 488 124 0,00 185 1,13 42,11 2353 0,65
14 0,50 0,50 0,00 11,67 163 029 285 1,92 80,21 5336 22726
15 0,50 0,00 0,50 882 141 009 269 1,72 6459 4265 4,53
16 0,00 0,50 0,50 594 144 000 213 1,38 4821 2563 1,64
17 0,33 0,33 0,33 783 1,85 0,24 314 205 7665 47,86 1050
18 0,67 0,17 0,17 951 155 0,16 2,86 1,11 69,80 4848 13,72
19 0,17 0,67 0,17 978 163 0,17 287 155 7020 4525 10,12
20 0,17 0,17 0,67 768 149 006 281 1,75 5948 37,37 1,59

Resultados expressos em mg de equivalente de acido gélico.g™ da amostra liofilizada para polifenois totais (PT);
mg de equivalente de catequina.g™ da amostra liofilizada para flavonoides totais (FT); mg de equivalente de
catequina.g™ da amostra liofilizada para flavanois totais (FIT); mg de equivalente de cianidina-3-glicosideo.g™
da amostra liofilizada para antocianinas monoméricas (AM); mg de equivalente de cloreto de cianidina.g™ da
amostra liofilizada para proantocianidinas (PrT); pmol de equivalente de Trolox.g™ da amostra liofilizada para
DPPH, ABTS e FRAP.

* SDC: Simplex Centroid Design.
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Tabela 2 - Resultados ANOVA dos modelos de regresséo estimados por SCD para otimizagéo
do sistema solvente de extragdo dos polifenois do jameldo e adequacgéo da proposta.

ANOVA S GL F p R’
Fonte de Variacao
PT
Linear 17,9933 2 1,58548 0,233689 0,157204
Quadratico 83,3877 3 29,75806 0,000002 0,885749
Cubico 3,2660 1 4,32758 0,057844 0,914284
FT
Linear 0,098739 2 0,45625 0,641191 0,050942
Quadratico 1,701704 3 57,62289 0,000000 0,928898
Cubico 0,069660 1 13,28730 0,002965 0,964837
FIT
Linear 0,028626 2 1,3617 0,282788 0,138082
Quadratico 0,170925 3 102,7996 0,000000 0,962572
Cubico 0,003148 1 8,8732 0,010665 0,977755
AM
Linear 3,53846 2 3,80513 0,043085 0,309231
Quadratico 6,99369 3 35,84107 0,000001 0,920420
Cubico 0,14886 1 2,54040 0,134980 0,933429
PrT
Linear 0,388077 2 0,75202 0,486464 0,081281
Quadratico 3,594461 3 21,18085 0,000018 0,834129
Cubico 0,007380 1 0,12228 0,732177 0,835675
DPPH
Linear 626,700 2 1,3377 0,288705 0,135979
Quadratico 3844,277 3 130,1784 0,000000 0,970098
Clbico 25,989 1 3,0215 0,105782 0,975737
ABTS
Linear 516,925 2 1,7772 0,199129 0,172924
Quadratico 2423,601 3 231,8309 0,000000 0,983680
Cubico 3,772 1 1,0894 0,315635 0,984942
FRAP
Linear 458,3817 2 9,7984 0,001478 0,535478
Quadratico 388,1981 3 191,8461 0,000000 0,988969
Cubico 2,6099 1 4,9655 0,044136 0,992018

Adequacao da proposta para modelo quadratico para o total de compostos bioativos

Fonte de variagéo SS GL QM F-valor p-valor R%ajustado
PT

Modelo 101,3810 5 20,27620 21,708 0,000004 0,844946
Erro total 13,0769 14 0,93406

Falta de ajuste 13,0616 4 3,26540 2134,901 0,000000

Erro puro 0,0153 10 0,00153

FT

Modelo 1,800443 5 0,360089 36,57983 0,000000 0,903504
Erro total 0,137815 14 0,009844

Falta de ajuste 0,100622 4 0,025156 6,76362 0,006657

Erro puro 0,037192 10 0,003719

FIT

Modelo 0,199551 5 0,039910 72,0097 0,000000 0,949204
Erro total 0,007759 14 0,000554

Falta de ajuste 0,007713 4 0,001928 420,7840 0,000000

Erro puro 0,000046 10 0,000005
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AM

Modelo 10,53216 5 2,106431 32,3849 0,000000 0,891999
Erro total 0,91061 14 0,065044

Falta de ajuste 0,89821 4 0,224553 181,1234 0,000000

Erro puro 0,01240 10 0,001240

PrT

Modelo 3,982538 5 0,796508 14,0806 0,000049 0,774889
Erro total 0,791949 14 0,056568

Falta de ajuste 0,789946 4 0,197486 985,9867 0,000000

Erro puro 0,002003 10 0,000200

DPPH

Modelo 4470,978 5 894,1955 90,8401 0,000000 0,959419
Erro total 137,811 14 9,8436

Falta de ajuste 136,791 4 34,1977 335,3544 0,000000

Erro puro 1,020 10 0,1020

ABTS

Modelo 2940,526 5 588,1052 168,7666 0,000000 0,977851
Erro total 48,786 14 3,4847

Falta de ajuste 34,767 4 8,6918 6,2001 0,008940

Erro puro 14,019 10 1,4019

FRAP

Modelo 846,5799 5 169,3160 251,0260 0,000000 0,985029
Erro total 9,4429 14 0,6745

Falta de ajuste 7,5039 4 1,8760 9,6750 0,001816

Erro puro 1,9390 10 0,1939

Simplex centroid design.

PT = Polifenois totais; FT = Flavonoides totais; FIT = Flavanois totais; AM = Antocianinas monomeéricas; PrT =
Proantocianidinas; DPPH = atividade antioxidante determinada pelo ensaio DPPH-, ABTS = atividade
antioxidante determinada pelo ensaio ABTS-+, FRAP = capacidade redutora do fon férrico Fe**.

*F-valor calculado em nivel de significancia de 95%.

Com relagcdo a acdo antioxidante dos solventes extratores, o estudo mostrou que a
solucdo aquosa de acetona, 0,5:0,5 (v/v), também proporcionou os melhores resultados. Essa
acao antioxidante é atribuida aos polifenois, principalmente, aos flavanois e antocianinas,
devido a forte correlacdo positiva entre esses compostos e 0s ensaios DPPH (rfavancis= 0,92;
Fantocianinas= 0,87; p < 0,05) e ABTS (rfiavanois= 0,91; Fantocianinas= 0,86; p < 0,05) (Tabela 3). No
ensaio FRAP, ao contrario dos flavandis (rfavancis= 0,81; p < 0,05), as antocianinas,
apresentaram baixa correlacdo (Fantocianinas = 0,48; p < 0,05), sugerindo que a redugdo do ion
férrico (Fe**) é independente da concentragdo de antocianinas. Esses resultados sdo
corroborados por Slatnar et al. (2012), que atribuem maior acdo antioxidante aos flavanois,
em comparagao as antocianinas, devido a sua estrutura molecular, com presenca da estrutura
O-di-hidroxi no anel B, insaturagdo no anel C e, grupos 3 e 5-OH com funcéo 4-0x0 nos anéis

A e C, necessarios para maxima eliminagdo de radicais/ions.
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Tabela 3 - Coeficientes de correlagdo de Pearson’s (r) entre compostos bioativos e atividade
antioxidante do jamel&o

Variaveis PT FT FIT AM PrT DPPH ABTS

Flavonoides 0,675612*
Flavanois 0,850071* 0,767937*

Antoclaninas ——, g5710ax () 681689%  0,641595%
monomericas

Proantocianidinas 0,715955* 0,818205* 0,681092* 0,820442*

DPPH 0,937507* 0,800991* 0,923896* 0,874053* 0,817324*
ABTS 0,947966* 0,761889* 0,910244* 0,855712* 0,779182* 0,987433*
FRAP 0,747220* 0,333214 0,814963* 0,478831* 0,328146 0,721903* 0,733698*

As correlagdes de Pearson’s entre as classes polifenolicas foram realizadas a 95% de significancia.

Analisando-se ainda a Tabela 2, observa-se que 0s modelos quadraticos foram
significativos para todas as respostas. O conteudo de flavonoides, flavanois e atividade
antioxidante pelo ensaio FRAP, também apresentaram modelo cubico significativo. Com base
nesses resultados, o melhor modelo foi definido por meio um novo teste F, em que comparou-
se a reducdo nos residuos causada pela ampliacdo do modelo com a média quadrética residual
do modelo mais extenso, com 95% de confianca. Assim, o modelo quadratico foi o que
apresentou melhores interagdes entre solventes e respostas estudadas, demonstrando nao
haver necessidade de utilizar mais que dois solventes para extracdo de polifenois do fruto. Os
solventes que mostraram significativo efeito sinérgico em todas as interacdes foram agua e

acetona (Tabela 4), corroborando com os demais resultados apresentados nesse estudo.

Tabela 4 - Coeficientes de regressdo para modelos quadraticos

Variaveis Coeficientes de regressio
resposta X1 Xo X3 X1Xp X1X3 XoX3
PT 5,97* 3,85* 4,96* 26,11* 10,65* 5,87
FT 0,75* 0,90* 1,24* 3,53* 1,54* 1,45*
FIT -0,007 0,002 -0,01 1,23* 0,42* 0,07
AM 2,28* 0,51* 1,83* 6,31* 2,60* 4,82*
PrT 0,74* 0,42* 1,18* 4,81* 2,49* 2,55*
DPPH 47,15* 32,97 41,09* 169,59* 79,40* 56,96*
ABTS 27,39* 15,66* 22,87 134,91* 70,49* 31,07*
FRAP 10,60* 2,59* 0,35 61,35* -7,23* -3,25

Xy = &gua, X, = acetona, X3 = etanol.

PT = polifenois totais, FT = flavonoides totais, FIT = flavanois totais, AM = antocianinas monoméricas, PrT =
proantocianidinas totais, DPPH = atividade antioxidante determinada pelo ensaio DPPH’, ABTS = atividade
antioxidante determinada pelo ensaio ABTS™, FRAP = capacidade redutora do fon férrico Fe*". A interacio
entre os solventes extratores e a extracdo das diferentes classes polifendlicas foi avaliada a 95% de significancia.
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A otimizagdo conjunta dos teores dos compostos bioativos e atividade antioxidante da
polpa liofilizada do jameldo (Figura 1), revela que as respostas maximas seriam estimadas nas
proporcoes de solventes de 0,5:0,5:0 (v/v/v, agua:acetona:etanol). A escolha desse sistema de
solventes decorre da obtencédo de resultados superiores a 90% dos valores maximos de multi-
resposta. Assim, adotou-se esse modelo para validagdo dos métodos testados e caracterizagdo
do perfil fenolico. Esse modelo foi considerado satisfatorio, por apresentar valores
experimentais que nao diferiram significativamente (p>0,05) dos estimados, conforme Tabela
5.

Tabela 5 - Conteddo total de polifenois, flavonoides, flavanois, antocianinas monoméricas,
proantocianidinas e atividades antioxidante que foram obtidos usando a mistura étima de

solventes (acetona:agua, 0,5:0,5, v.v'™)

Funcdes resposta Valores preditos Valores observados p-valor
PT (mg EAG.g™) 11,67 11,88+ 0,10 0,19
FT (mg EC.g™) 1,85 1,74 £ 0,04 0,14
FIT (mg EC.g™) 0,29 0,33 40,02 0,13
AM (mg Ci-3-gly.g™) 3,14 2,95 + 0,05 0,06
PrT (mg CiCl.g™) 2,05 1,97 + 0,01 0,06
DPPH (umol T.g%) 80,36 80,76 + 1,02 0,76
ABTS (umol T.g™) 54,57 53,63 + 0,33 0,13
FRAP (umol T.g™) 22,37 22,73+ 0,61 0,65

Resultados expresso como média ( n = 3) * desvio padrdo. Teste t-student (p<0,05).

PT = polifenois totais, FT = flavonoides totais, FIT = flavanois totais, AM = antocianinas monomeéricas, PrT =
proantocianidinas totais, DPPH = atividade antioxidante determinada pelo ensaio DPPH’, ABTS = atividade
antioxidante determinada pelo ensaio ABTS*, FRAP = capacidade redutora do fon férrico Fe*".
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Figura 1 - Perfis para valores preditos de resposta maxima em funcao do sistema solvente para compostos bioativos e atividade antioxidante
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3.2 Perfil fendlico

As caracteristicas cromatograficas e espectrométricas dos polifenois do extrato
otimizado do jameldo (acetona:agua, 0,5:0,5, v.v'') estdo apresentadas nas Tabelas 6 e 7. As
deteccOes por ESI-MS nos modos de ionizagdo negativa e positiva foram empregadas de
forma complementar. Um total de 41 compostos foi encontrado nesse extrato, sendo 24
polifenois ndo antocianicos e 17 antocianicos. Dentre 0s compostos ndo antocianicos foram
identificados, isémeros de dihidromiricetina e suas formas metiladas (picos 10 a 17) que
representaram 37,25% dos compostos presentes no fruto, e acido cafeico (pico 3c, m/z 179) e
seus derivados que estavam presentes em 34,27% (Tabela 6). Isso demonstra forte prevaléncia
de acidos hidroxicindmicos e flavanonois no jameldo, confirmando os resultados obtidos por
Tavares et al. (2016) e Lestario et al. (2017). O cromatograma obtido para esses compostos

esta demonstrado na Figuras 2.

Figura 2 - Cromatograma de polifenois do extrato acetona:agua (0,5:0,5, v.v™*) do jameldo,

obtido por CLAE-MS, modo de ionizacdo negativa
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Os acidos hidroxicindmicos apresentam estrutura C6-C3, com uma dupla ligagdo na
cadeia lateral, em configuracéo cis ou trans, que proporciona a perda do grupamento CO, [M-
H-44] (HERAS et al., 2016). Entretanto, isso ndo foi observado nesse estudo, pois 0s acidos
hidroxicinamicos identificados foram caracterizados por tipica perda de uma molécula de H,O
(18 u). Acido cafeico liberou o fragmento m/z 161, e o acido quinico (pico 7b, m/z 191), o
fragmento m/z 173. O mesmo comportamento foi observado para os derivados desses acidos.
Isso decorre da presenca de agua na solucdo extratora, que proporciona a formacao de pontes
de hidrogénio inter e intramolecular, facilitando a liberacdo dessa molécula.
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Tabela 6 - Identificacéo de polifenois na mistura binria acetona:agua (0,5:0,5, v.v'') por CLAE-MS no modo de ionizacio negativa

Pico tg(min) MS MS? MS® Identificacéo proposta Referéncia Abundancia
[M-H]/ [M-H-H,0T relativa (%6)"
1 2,8 412 366 203, 179, 142 Derivado do acido caféico Wau et al. (2009) 0,94
2 3,2 488 341, 146, 179 179, 161 Cafeoil hexose-deoxyhexosideo  Riviera-Pastrana et al. 0,55
(2010)
3a 3,3 359 179, 161 161, 119, 142 Dimero do &cido cafeico Wu et al. (2009) 10,89
3b 3,3 341 179, 161 161, 143, 113, 131 Cafeoil hexosideo Wau et al. (2009) 10,89
3c 3,3 179 161, 143 161,143,119, 131  Acido cafeico Wau et al. (2009) 10,89
4 3,4 295 179, 133, 161 161, 143, 113, 89 Ester de acido cafeico Falcdo et al. (2010) 0,07
5a 3,6 393 295 179, 133, 161 Derivado do 4cido cafeico Wau et al. (2009) 0,04
5b 3,6 333 241,171, 153 153, 223, 97 Aduto de acido protocatéquico- Lambert et al. (2015) 0,03
hexosideo com H,0
6 3,9 289 271,133 115 Aduto de apigenina com H,0O Ferreres et al. (2003) 0,66
Ta 4,6 405 387, 191 111,173,129 Derivado de acido quinico Bastos et al. (2007) 1,84
7b 4,6 191 111,173 111 Acido quinico Bastos et al. (2007) 1,84
8 4,8 331 271,169 125,211, 169 Acido galico 4-O-hexosideo Heras et al. (2016) 3,37
9 4.9 169 125 Acido galico Faria et al. (2011) 0,42
10 6,1 643 463, 481, 355, 505 301, 283, 355, 319, Dihidromiricetina-1 Tavares et al. (2016) 11,15
337, 256
11 7,2 643 481, 319, 463, 355, 301, 319, 301, 355, 329, Dihidromiricetina-2 Tavares et al. (2016) 2,29
283 257, 233
12 7,6 657 495, 477, 355 333, 315, 369, 495, Metil dihidromiricetina-1 Tavares et al. (2016) 0,38
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13

14

15

16

17

18

19

20

21

7,7

7,8

10,7

10,8

11

27,3

28,8

37,5

44,4

657

657

671

657

671

757

479

447

949

495, 477, 519, 355

495, 477, 355, 319

509

495, 333, 355

509

549, 491, 653

461, 317

301

904

297, 282, 257

333, 369, 333, 315,
271

315, 297, 333, 369,
315, 282

347, 261, 371, 261,
189

333, 369, 167, 193,
271, 125

347, 371, 329, 401,
303, 261, 189

491, 329, 531, 387

271, 287, 179, 244,
151

179, 151, 271, 229,
273, 107

338, 451, 564, 677,
790, 885

Metil dihidromiricetina-2

Metil dihidromiricetina-3

Dimetil dihidromiricetina-1

Metil dihidromiricetina-4

Dimetil dihidromiricetina-2

Derivado de malvidina 3,5-

diglicosideo

Miricetina 3-glicosideo

Quercetina deoxihexosideo

Trimero de epigalocatequina
ligado a 2H,0

Tavares et al. (2016)

Tavares et al. (2016)

Tavares et al. (2016)

Tavares et al. (2016)

Tavares et al. (2016)

Lestario et al. (2017)

Sun et al. (2007)

Gordon et al. (2011)

Costa et al. (2016)

9,65

9,65

3,27

0,65

0,21

1,55

0,32

11,30

7,13

NI: ndo identificado.

“ Célculo efetuado a partir do percentual da &rea.
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Os acidos hidroxibenzoicos encontrados no extrato otimizado do jameldo foram
0 aduto de &cido protocatéquico-hexosideo com H,O (pico 5b, m/z 333), &cido gélico 4-
O-hexosideo (pico 8, m/z 331) e &cido galico (pico 9, m/z 169). Esses &cidos, embora
apresentem estrutura quimica diferente (C6-C1) da dos hidroxicnamicos, apresentam
perda similar [M-H-44] em MS, (QUIFER-RADA et al., 2015). Entretanto, para o
acido galico monoglicosilado, essa perda s6 ocorreu em MS3, onde foi exibido o ion m/z
125. Essa alteracdo, na etapa de fragmentacéo, foi atribuida a liberag&o inicial do grupo
glicosidico em MS,, gerando m/z 169, postergando a liberagdo da molécula de CO,.
Esses achados foram semelhantes aos obtidos por Faria et al. (2011).

Além dos &cidos citados anteriormente, foram observados nove flavanonois,
isbmeros da dihidromiricetina. Esses isdbmeros sdo caracterizados pela perda de um
fragmento de 162 u, que ¢ atribuivel a perda neutra de uma hexose desidratada. A perda
de uma molécula inteira de hexose (180 u) s6 é possivel se a mesma estiver ligada a
posicdo C3 do anel C de um flavanonol, resultando na formagao de uma ligagdo dupla
entre as posi¢des C2 e C3, nesse anel. Em contraste, se a hexose for ligada a um dos
grupos hidroxilicos dos anéis A e B do flavanonol, a perda de hexose sé é possivel por
meio da sua desidratacdo. Portanto, segundo Tavares et al. (2016), a detec¢do do
fragmento [M-hexose-H]" como sinal principal no espectro MS/MS sugere que as
hexoses estdo ligadas as posi¢cdes C5 e C7 do anel A, ou a um dos grupos hidroxilicos
do anel B.

Nesse estudo, identificou-se ainda presenca de quercetina deoxihexosideo (pico
20, m/z 447) e do trimero de epigalocatequina ligado a duas moléculas de H,O (pico 21,
m/z 949). A confirmagdo dessas moléculas foi baseada nas caracteristicas de
fragmentacdo MS, e MS;. Em MS, essas moléculas liberam m/z 301 e m/z 904,
respectivamente. A liberacdo de m/z 301 em MS; pode ser confundida com a liberagdo
de éacido elagico, porém quaisquer duvidas existentes sdo esclarecidas com a
fragmentacdo MS3 Nessa fragmentagédo, quercetina libera os fragmentos m/z 271, m/z
255, m/z 179 e m/z 155; enquanto &cido elagico libera apenas o m/z 257 (GORDON et
al.,, 2011; COSTA et al., 2016). Portanto, as caracteristicas encontradas para esse
fragmento sdo referentes a quercetina. Esses dois compostos encontram-se
abundantemente no extrato otimizado do jamel&o, e sdo 0s possiveis responsaveis pela
acao antioxidante do fruto, uma vez que essa acdo apresentou forte correlagdo positiva

com flavanois e proantocianindinas.
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A identificacdo de antocianinas presentes no extrato otimizado do jameldo, esta
apresentada na Tabela 7. Entre os compostos antocianicos encontrados, destacam-se:
delfinidina (m/z 303), cianidina (m/z 287), petunidina (m/z 317), peonidina (m/z 301) e
malvidina (m/z 331), em suas formas mono ou diglicosiladas e, seus derivados. As
antocianinas glicosiladas também foram identificadas por Santiago et al. (2016) e
Tavares et al. (2017). No entanto, esses estudos ndo foram capazes de detectar a
presenca de antocianinas derivadas de petunidina (m/z 353), peonidina (m/z 413) e
cianidina (m/z 697), encontradas nesse estudo e confirmadas por co-cromatografia com

0s padrdes respectivos.

Tabela 7 - Identificacdo de antocianinas no jameldo (mistura binaria acetona:agua,

0,5:0,5, v.v%), por CLAE-MS no modo de ionizagdo positiva.

Composto MS [M]* MS? Identificacéo proposta Referéncia

1 353 335, 317, 232 Derivado de petunidina Padrao

2 413 301 Derivado de peonidina Padrao

3 449 287,278 Cianidina 3-O-glicosideo Flamini et al.
(2015)

4 451 436, 357 NI

5 463 425, 301 Peonidina 3-O-glicosideo Flamini et al.
(2015)

6 465 425, 303 Delfinidina 3-O-glicosideo  Flamini et al.
(2015)

7 479 419, 317 Petunidina 3-O-glicosideo  Flamini et al.
(2015)

8 493 331 Malvidina 3-O-glicosideo Flamini et al.
(2015)

9 611 355, 285 Cianidina 3,5-diglicosideo  Faria et al. (2011)

10 627 465, 457, 303 Delfinidina 3,5- Faria et al. (2011)

diglicosideo

11 639 301 Derivado de peonidina Padréo

12 641 597, 479, 317, 301 Petunidina 3,5-diglicosideo  Faria et al. (2011)

13 655 491, 339, 331 Malvidina 3,5-diglicosideo  Faria et al. (2011)

14 697 535, 360, 338 Derivado de cianidina Schutz et al. (2006)

malonilglicosideo
15 773 724,423, 395, 387 NI
16 787 616, 447 NI

NI: ndo identificado.
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Agliconas em suas formas livres foram reportadas anteriormente (SANTOS et
al., 2013), no entanto, as mesmas ndo foram detectadas nesse estudo. Para que haja
liberacdo das agliconas antocianicas, a hidrolise de glicosideos deve ocorrer em
condicdes drasticas com &cidos, calor e tempo elevado de extracdo (MARAN et al.,
2014). Esses parametros ndo foram empregados na extragdo de bioativos nesse estudo,
devido a degradacéo de outros polifenois.

4. Conclusodes

A obtencdo dos rendimentos maximos de compostos bioativos e a capacidade
antioxidante do jameldo foram otimizados com a mistura binaria agua:acetona, em
iguais proporcdes. O estudo também mostra que o extrato otimizado do fruto consegue
extrair as principais classes polifendlicas com acéo antioxidante, como &cidos fendlicos,
flavanonois, flavanois, proantocianidinas e antocianinas. Assim, essas informagoes
definem o jameldo como uma fonte alternativa de compostos bioativos, especialmente
devido ao alto contetdo de polifendis e antocianinas, que implica na sua potencial
aplicacdo comercial como corante alimentar, producdo de nutracéuticos, farmacos e

cosmeéticos com beneficios para a salde humana.
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Material Suplementar

S1 - Equacdes provenientes da otimizagdo dos compostos bioativos do fruto do jamel&o

PT =5,97x; + 3,85%, + 4,96x3 + 26,11x1X, + 10,65X1X3
(£ 0,66) (% 0,66) (+ 0,66) (% 3,04)(x 3,04)

FT =0,75%x; + 0,90%, + 1,24%3 + 3,53X1Xo + 1,54X1X3+ 1,45X5X3
(x0,07) (x0,07) (£ 0,07) (£ 0,31)(x0,31) (£ 0,31)

FIT = 1,23x1X, + 0,42X1X3
(£ 0,07) (£ 0,07)

AM = 2,28x; + 0,51, + 1,83X3 + 6,31X1X> + 2,6X1X3+ 4,82X,X3
(x0,17) (£ 0,17) (£ 0,17) (x 0,80)(x 0,80) (x 0,80)

PrT =0,74x; + 0,42x, + 1,18X3 + 4,81Xx1X> + 2,49%X1X3+ 2,55%,X3
(£ 0,16) (£ 0,16) (+ 0,16) (+ 0,75)(x 0,75) (+ 0,75)

DPPH =47,15x; + 32,97, + 41,09%3 + 169,59%1X, + 79,40X1X3+ 56,96X5X3
(£ 2,14) (+ 2,14) (+ 2,14) (+ 9,86)(% 9,86) (+ 9,86)

ABTS = 27,39%; + 15,66x%, + 22,87x3 + 134,91X1Xs + 70,49%1X3+ 31,07X>X3
(£ 1,27) ( 1,27) (+ 1,27) (+ 5,87)(x 5,87) (+ 5,87)

FRAP =10,60x; + 2,59%, + 61,35X1Xs — 7,23X1X3
(£ 0,56) (% 0,56) (+ 2,58)(x 2,58)
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RESUMO

O jameldo possui importante atividade biologica devido aos seus biopolifenois antioxidantes.
Entretanto, o consumo excessivo desses compostos pode ocasionar danos a nivel genético. O
estudo objetivou avaliar possiveis efeitos citogenotoxicos do fruto, bem como determinar os
componentes da mistura complexa e agdo antioxidante. A identificagdo dos biopolifenois foi
realizada por CLAE-MS. A atividade scavanger do radical peroxil e inibicdo da oxidagdo
lipidica foram mensuradas pelos ensaios ORAC e rancimat, respectivamente. O teste de
citotoxicidade foi realizado em Artemia salina, enquanto citogenotoxicidade em Allium cepa
em concentragdes de 100 a 2500 pug.mL™. Os resultados demonstraram a presenca de 15
compostos no EAJ, entre eles acidos hidroxicinamicos, hidroxibenzoicos, antocianinas 3,5
diglicosiladas e flavanonois. Esses compostos podem ser 0s responsaveis pela acao
antioxidante do fruto, demonstrada pelos ensaios ORAC (112,31 + 12,56 pmolTrolox.g™) e
inibicdo da oxidacao lipidica (53,66%). Em relacdo aos efeitos toxicogenéticos, observou-se
que concentracdes inferiores a 1500 ug.mL™, ndo exibiram efeito citotéxicos pelos métodos
analisados. O estudo demonstrou ainda que o extrato aquoso do fruto ndo apresentou efeitos
genotoxicos e mutagénicos significativos (p>0,05) em nenhuma das concentracdes testadas
nas raizes de A. cepa. O estudo conclui que o jameldo possui biopolifenois com acdo
antioxidante, que ndo ocasionam riscos de instabilidade genética, se consumido nas

concentracdes adequadas.

Palavras-chave:

Syzygium cumini (L.) Skeels
Compostos bioativos
Efeitos citogenotdxicos
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1. Introducéo

O jamelao (Syzygium cumini (L.) Skeels, Familia Myrtaceae) tem demonstrado varias
propriedades bioldgicas por atuar como antioxidante, antibacteriano, anti-inflamatorio,
antiproliferativo contra células de cancer de pulmdo humano A549 e, inibidor de crescimento
e inducdo de apoptose de cancer de mama humano (LI et al., 2009; PAVAN et al., 2010;
AQIL et al., 2012; SHARMA et al., 2017). As bioatividades mencionadas sdo atribuidas aos
seus polifenois, principalmente as antocianinas (RUFINO et al., 2011; MUSSI et al., 2015).

Devido a essas propriedades, o jameldo tem sido empregado na industria de alimentos,
farmacéutica e de cosméticos (SHEIKH et al., 2011; TOBAL et al., 2012; SANTIAGO et al.,
2016). Entretanto, os efeitos citogenotoxicos do fruto e de seus produtos elaborados devem
ser avaliados, pois concentracdes elevadas de antocianinas, taninos e outros flavonoides
podem ocasionar danos a biomoléculas como o DNA (TEDESCO et al., 2015).

No Brasil, pesquisas realizadas para avaliar o uso seguro de frutos, plantas e ervas com
propriedades farmacoldgicas ainda estdo em estagio inicial (KUHN et al., 2015). Essa
avaliacdo inclui caracterizacdo da atividade bioldgica, investigacdo de mecanismos atribuidos
aos constituintes quimicos, determinacdo da concentracdo ativa e do potencial toxico
(ARAUJO et al., 2014). O grau de toxicidade desses produtos depende de fatores como: parte
e idade da planta; grau de maturacdo do fruto; sensibilizacdo do individuo aos compostos
quimicos; assim como a quantidade ingerida e a forma de ingestdo (SANTOS et al., 2011).

Para o emprego seguro de espécies vegetais, nas formas in natura ou processada, sao
necessarias pesquisas que enfatizem a eficiéncia terapéutica e a seguranca dessa pratica.
Dessa forma, o estudo da toxicidade torna-se indispensavel, devido a complexidade e
diversidade dos compostos quimicos, que reduzem ainda mais o limite estreito entre o
terapéutico e o toxico, especialmente ao material genético (MARIZ et al., 2012).

Na perspectiva do consumo in natura e desenvolvimento de novos produtos a base do
jameldo, além da determinacdo de seus biopolifenois, ¢ de fundamental importancia a
realizacdo de ensaios citogenotoxicos, a fim de verificar o grau de seguranga em relacdo aos
riscos de instabilidade genética. Nesse sentido, os bioensaios in vivo com Artemia salina
Leach e Allium cepa Linn s&o apropriados para a determinacdo da concentracdo minima capaz
de ocasionar efeitos toxicos e citotoxicos ao material genético (OZKARA et al., 2015; ROSA
etal., 2016).

Diante do exposto, o0 estudo objetivou avaliar possiveis efeitos citogenotoxicos do

SOUSA, M. M.

111



Capitulo 3

extrato aquoso do jameldo, usando os bioensasios A. salina Leach e A. cepa Linn, bem como
determinar os componentes da mistura complexa e avaliar sua acdo antioxidante frente ao

radical peroxil e a oxidacdo lipidica.
2. Material e Métodos
2.1 Colheita e preparo da amostra

Os frutos maduros (15,20 °Brix) foram colhidos em novembro de 2014, na cidade de
Teresina, Nordeste do Brasil (5°03°17.2°’S 42°47°28.0’’0). A exsicata do material vegetal
encontra-se depositada no Herbario Graziela Barroso da Universidade Federal do Piaui, sob
voucher 30.573. Os frutos foram higienizados com hipoclorito de sédio a 100 ppm.10 min™.
A parte comestivel (polpa + pele) foi separada manualmente da semente, ainda congelada (-20
°C), para minimizar a degradacdo enzimatica e perda de suco. A polpa foi liofilizada (30.10°
mmHg; -50 °C; 72 h), triturada em ultraprocessador de alimentos, peneirada a 50 “Mesh
Tyler”.10 min™, acondicionada em embalagem pléstica laminada, termosselada, e armazenada
a -20 °C, até o momento das analises. A banha de suino, os nduplios de A. salina Leach e 0s
bulbos de cebolas foram obtidos no comércio local.

2.2 Reagentes e padrdes

Os compostos quimicos (S)-(-)-6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico
(Trolox®), fluoresceina - (3,6~ dihidroxi[isoben*“zofuran-1[3H],9“[9H]-xanten]-3-ona),
AAPH [dicloreto de 2,2“-azobis (2-amidinopropano)], BHT (hidroxi-butil-tolueno),
dicromato de potassio (K,Cr,O7) e sulfato de cobre (CuSO4.5H,0) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich Co® (St. Louis, MO, EUA). Os reagentes de grau CLAE (4cido férmico,
metanol e acetonitrila) foram obtidos da Merck® (Darmstadt, Alemanha).

2.3 Extracgéo de polifenois bioativos

A polpa do fruto liofilizada (0,5 g) foi misturado a agua deionizada (25 mL),

homogeneizado em agitador magnético (25 °C.60 min™), sonicado (80 kHz/20W.20 min™),
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centrifugado (1200 g.s/15 minutos), filtrado & vacuo, e reextraido nas mesmas condicées. Os
sobrenadantes foram completados com o solvente extrator, até 50 mL, atingindo a proporgéo
de 1:100 (m.v') (BOCHI et al., 2014). O extrato aquoso do jameldo (EAJ) obtido foi
concentrado com auxilio de evaporador rotativo (40 °C), liofilizado (30.10° mmHg; -50 °C;
24 h), ressuspendido em agua deionizada, submetido & identificacdo dos compostos por
CLAE-MS e, empregado nas analises de citogenotoxicidade com A. salina Leach e A. cepa

Linn.

2.4 Determinacdo de polifenois por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas - CLAE-MS

A separacdo dos polifenois pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), foi realizada conforme procedimentos descritos por De-Melo et al. (2018) e
Martinez-Villalba et al. (2013), com modificacfes. Foi utilizada coluna de fase reversa
LiChroCART Cig (Merck, Darmstadt, Alemanha) (250 mm x 4 mm, 4,5 um) mantida a 25
°C. O cromatografo utilizado foi um Shimadzu Proeminence (modelo LC-20ADX — Quioto,
Japdo) (Software LabSolutions), equipado com duas bombas de alta pressao e detector com
arranjo de diodos (modelo SPD-M20A), termostato (modelo CTO-20A), acoplado ao
espectrometro de massas. A fase movel foi constituida por: (a) acido férmico 0,1% e (b)
acetonitrila; e o gradiente de elui¢do adotado foi 3 min — 10% (b), 22 min — 20% (b), 42 min —
35% (b), 65 min — 8% (b). A taxa de fluxo executada foi de 0,8 mL.min™.

Para identificacdo dos compostos foi empregada técnica de espectrometria de massas
(MS). Para isso, foi utilizado espectrometro de massa Bruker modelo Amazon Speed
(Billerica, MA, EUA) com analisador tipo ion trap, com fonte de ionizacdo por eletrospray
(ESI) no modo negativo, controlados pelo software HyStar, seguindo as seguintes condigdes:
temperatura e voltagem do capilar de ionizacdo foram ajustadas em 230 °C e 3,5 kv; fluxo de
gas de desolvatacdo (N,) de 360 L/h. Os espectros foram obtidos na faixa de 100-1000 m/z.
As amostra foram injetadas em triplicatas e o0s compostos fendlicos identificados
correlacionando seus ions moleculares (m/z) e fragmentos principais com padrdes comerciais

ou dados da literatura.
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2.5 Atividade antioxidante pelo método ORAC (Oxygen radical absorbance capacity)

A atividade scavenger do radical peroxil pelo EAJ foi avaliada pelo método ORAC
segundo Ou et al. (2001) e Prior et al. (2003). Este método baseia-se na protecdo de sonda
fluorescente de fluoresceina contra o ataque do radical peroxil, gerado pela reacdo do AAPH
com oxigénio atmosférico. Em microplaca FLUOTRAC 200 com 96 cavidades (fundo plano,
preta, Greiner BIO-one Brasil), adicionou-se 50 pL de amostra diluida, 150 pL de
fluoresceina (93,54 nmol.L™") e 50 L de AAPH (221 mmol.L™). Para o branco e dilui¢des foi
empregado o tampéo fosfato (75 mmol.L™?, pH 7,4). A fluorescéncia foi mensurada a 37 °C,
com excitacdo de 493 nm e emissdao de 515 nm, durante 60 minutos, e a cada 1 minuto,
utilizando-se o leitor de placas (modelo SpectraMax M5, Molecular Devices Inc.). A area sob

a curva (AUC) para as solucdes testadas foi determinada pela expressao:

AUC = (0,5 + Fs/ Fo + F1of Fo + F1s/ Fo + ... + Feo/ Fo) X 5
Onde:
Fs.10.15..60 = fluorescéncia em 5, 10, 15...60 minutos

Fo = fluorescéncia no tempo 0

O calculo da capacidade antioxidante foi realizado por meio da curva padrdo de trolox
nas concentragdes de 0 a 50 uM (r? = 0,9968). Os resultados foram expressos em equivalentes

de Trolox (uM).g™ de amostra.
2.6 Inibicdo da oxidacao lipidica

Para avaliar a capacidade protetora do EAJ utilizou-se o aparelho Rancimat® 743,
marca Metrohm, conectado ao programa PC: 743 Rancimat 1.0, no qual foi medido o periodo
de inducdo da oxidacao lipidica da banha de suino. Os extratos foram colocados nos tubos do
Rancimat® e evaporados sob atmosfera de nitrogénio. Em seguida, 3 g de banha de suino,
sem conservantes, foram adicionados em cada tubo. A temperatura empregada foi de 110 °C,
AT = 1,5 °C e, fluxo de ar de 20 L.h™. Os tubos foram acoplados ao aparelho Rancimat® até a

finalizagdo da curva de condutividade em relacdo ao tempo de inducdo (TI) e célculo do
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indice de Atividade Antioxidante (IAA). Os controles negativo e positivo foram banha de
porco, sem antioxidantes, e BHT (1,0 mg.mL™), respectivamente. Os resultados foram
expressos como IAA, obtidos de acordo com a Equacéo 1:

IAA = (Tl amostra)/T1 controle negativo 1)

Onde:
Tl amostra = tempo de inducéo (h) da banha de porco + amostra.

TI controle negativo = tempo de inducdo (h) da banha de porco sem antioxidante.
2.7 Teste de citotoxicidade em A. salina Leach

Os ovos de A. salina Leach foram incubados em &gua salina artificial (39,35 mM de
NaCl, 18,66 mM de MgCl,.6H,0, 28,16 mM de Na,;SO4, 8,84 mM CaCl,.2H,0 e 9,38 mM de
KCI em 1000 mL de &gua) a 25-30 °C. Bicarbonato de s6dio (Na,COs) foi utilizado como
tampdo para atingir o pH 9,0 da solucdo de salmoura. Apo6s 48 h de incubacdo, 10 nduplios
vivos foram transferidos para tubos de ensaio, contendo 0 EAJ nas concentra¢des de 100, 500,
1000, 1500, 2000 e 2500 pg.mL™* (MEYER et al., 1982). O volume final de cada amostra foi
ajustado para 5 mL com solugdo salina artificial e gua mineralizada (1:1, v.v'"). As amostras
foram mantidas sob a mesma condi¢do de incubacdo por 24 h adicionais. Nauplios vivos
foram contados para determinar o nimero de mortes por amostra. Agua salina artificial e
dicromato de potassio a 10 pg.mL™ foram utilizados como controles negativos (CN) e
positivos (CP), respectivamente. Os tratamentos foram realizados em triplicata e os resultados

expressos como porcentagem da mortalidade.
2.8 Avaliacdo dos efeitos toxicos e citogenotoxicos em A. cepa Linn

O bioensaio com A. cepa Linn foi realizado conforme Fiskesjo (1997). As camadas
externas e o parénquima de brotagdo da coroa central das cebolas foram cuidadosamente
removidos com o auxilio de lamina cirurgica, perfazendo uma pequena incisdo circular para
facilitar o crescimento da raiz (CR), sem que a area radicular fosse danificada. Os bulbos
foram lavados com agua desclorificada por 20 minutos e submetidos ao pré-tratamento, no

qual os bulbos foram germinados em recipientes apropriados, com a parte inferior mergulhada
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em agua desclorificada durante 48 h a 25 + 1 °C, em ambiente ausente de luz. Os bulbos com
CR satisfatdrio tiveram as raizes medidas com auxilio de paquimetro, e encaminhados para o
tratamento. Cada concentracéo teste contento 500, 1000, 1500, 2000 e 2500 ug.mL‘1 do EAJ,
constou de cinco bulbos, além de controle negativo (agua desclorificada) e controle positivo,
utilizando solucéo de sulfato de cobre (2,4.10° mM). O volume de solucdo absorvida foi
reposta diariamente, a fim de manter as raizes mergulhadas nas concentragdes. Apds 72 h de
exposicao, as raizes foram medidas, sendo desprezadas as menores de 10 mm ou maiores que
30 mm. Em seguida, as raizes foram cortadas, fixadas em solucdo de carnoy (etanol:acido
acético glacial, 3:1, v.v'') durante 24 h a 4 °C e estocadas em etanol 70%. Para a preparacéo
das laminas, as raizes foram submetidas a trés banhos com agua destilada, durante 5 min,
hidrolisadas com &cido cloridrico 1 M (HC1) em 25 °C por 11 min, e tratadas com corante de
Schiff por aproximadamente 2 h em recipiente @mbar. O corante foi removido com agua
destilada corrente e a regido meristematica foi seccionada, seguindo o tratamento com 2% de
solucdo de acido acético e, observacdo fotomicroscopica com ampliacdo de 40x. Mil células
foram contadas para cada concentracdo de teste. Para andlise das atividades toxicas e
citotoxicas, o CR e a fase da divisdo celular foram calculados, assim como a ocorréncia de

aberragdes celulares.
2.9 Andlise estatistica

Os resultados da atividade antioxidante e dos ensaios citogenotoxicos foram
apresentados como média + desvio padrdo. Os dados foram analisados por meio de andlise de
variancia (ANOVA) one-way ou two-way, seguidos pelo teste de Tukey. Esses dados, assim
como correlagdes e determinagdes da concentracdo efetiva e letal foram efetuados usando

GraphPad Prism (verséo 6.0), com nivel de confianca de 95% (p<0,05).

3. Resultados e discussao

3.1 Identificacéo de polifenois no EAJ

As caracteristicas cromatograficas e espectrométricas dos polifenois do EAJ estdo
apresentadas na Tabela 1. O cromatograma obtido para esses compostos esta demonstrado na

Figura 1.
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Tabela 1 - Identificacdo de polifenois no EAJ por CLAE-MS no modo de ionizagdo negativa

Pico tg(min) MS MS? MS? Identificacdo proposta Referéncia Abundéncia
[M-H]/ [M-H-H,O] relativa (%0)

1 2,5 273 159, 245 131,201, 173,246 NI 1,63

2 3,1 293 203, 131 131, 113, 185 NI 2,88

3a 3,5 371 353, 323,191 173, 161 Aduto de acido clorogénico com  Heras et al. (2016) 18,53
H,0

3b 3,5 311 149, 221, 179, 251, 293 179 Acido caftarico Nuengchamnong; 1,12

Ingkaninan (2009)

4 3,6 333 241,153 153 Aduto de acido protocatéquico- Lambert et al. (2015) 6,15
3-glicosideo com H,O

5 4,6 405 191, 387 191, 213,111 Derivado do &cido quinico Bastos et al. (2007) 2,23

6 47 191 173,111 111 Acido quinico Bastos et al. (2007) 2,21

7 4.8 331 169, 271 125,211 Acido gélico 4-O-hexosideo Heras et al. (2016) 4,47

8 6,0 625 463, 455, 301 301 Delfinidina 3,5-diglicosideo Lestario et al. (2017) 8,74

9 6,1 643 463, 355, 481, 283, 505, 283,301,319 Dihidromiricetina Tavares et al. (2016) 2,48

625, 193

10 17,7 657 495, 477, 315, 519 315, 297, 282, 315 Metil-dihidromiricetina- Tavares et al. (2016) 2,17
dihexosideo-1

11 7,8 639 477,315 315 Petunidina 3,5-diglicosideo Lestario et al. (2017) 8,49

12 10,8 653 489, 337, 329 329 Malvidina 3,5-diglicosideo Lestario et al. (2017) 3,35

13 10,9 657 495, 333 333, 315, 369, 167 Metil-dihidromiricetina- Tavares et al. (2016) 3,29
dihexosideo-2

14 44,4 949 904 886, 564, 451, 338, Trimero de epigalocatequina Costa et al. (2016) 8,35

677,790

ligado a 2H,0

NI: ndo identificado.
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Figura 1 - Cromatograma de CLAE-MS obtido em 200-600 nm de compostos fenélicos do EAJ. Picos: 1 e 2: N&o identificados. 3a: Acido
clorogénico monohidratado. 3b: Acido caftarico. 4: Acido protocatéquico monohidratado. 5: Derivado de acido quinico. 6: Acido quinico. 7:
Acido gélico 4-O-hexosideo. 8: Delfinidina-3,5-diglicosideo. 9: Dihidromiricetina-5. 10: Metil-dihidromiricetina-4. 11: Petunidina-3,5-
diglicosideo. 12: malvidina-3,5-diglicosideo. 13: Metil-dihidromiricetina-5. 14: N&o identificado
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Um total de 15 polifenois foi encontrado no EAJ. Dentre os polifenois identificados, o
aduto de acido clorogénico com H,O (pico 3a, m/z 371) foi o mais abundante, seguido por
delfinidina-3,5-diglicosideo (pico 8, m/z 625), petunidina-3,5-diglicosideo (pico 11, m/z 639)
and e trimero de epigalocatequina ligado a 2H,0 (pico 14, m/z 949). Esses compostos, quando
aliados a outros biopolifenois tornam-se responsaveis por diversas propriedades
farmacoldgicas do fruto (FARIA et al., 2011; SHARMA et al., 2017).

Nesse estudo, foram identificados &cidos hidroxicindmicos, hidroxibenzoicos,
flavanonois, antocianinas e proantocianidinas. Entre os hidroxicindmicos, destacam-se 0sS
acidos clorogénico, caftarico (pico 3b, m/z 311), quinico (pico 6, m/z 191) e derivado do acido
quinico (pico 5, m/z 405), caracterizados por tipica perda de uma molécula de H,O (18 u). O
acido clorogénico monohidratado, além dessa fragmentacdo, apresentou perda de acido
quinico e de uma hexose (162 u), semelhante a fragmentacdo descrita por Heras et al. (2016).
Esses acidos foram reportados anteriormente em uvas e, em vinhos a base do jameldo, por
contribuir com a atividade scavanger de radicais livres e de quelacdo de ions metalicos
(SOUQUET et al., 2000; NUENGCHAMNONG; INGKANINAN, 2009).

Os 4cidos hidroxibenzoicos encontrados no EAJ foram o aduto de acido
protocatéquico-hexosideo (pico 4, m/z 333) e galico 4-O-hexosideo (pico 7, m/z 331). Esses
acidos apresentam perda caracteristica de CO;, [M-H-44] em MS, (QUIFER-RADA etal.,
2015). Entretanto, para o acido galico monoglicosilado, essa perda s6 ocorreu em MS3, onde
exibiu-se o ion m/z 125. Essa alteracdo, na etapa de fragmentacdo, foi atribuida a liberacao
inicial do grupo glicosidico em MS;, gerando m/z 169 (acido galico), postergando a liberacéo
da molécula de CO,. Esses achados foram semelhantes aos obtidos por Faria et al. (2011).

Flavanonois, também denominados dihidroflavonois, séo encontrados em todas as
partes comestiveis do jameldo (GORDON et al., 2011). Nesse estudo, além da
dihidromiricetina (pico 9, m/z 643), observou-se a presenca de isOmeros de metil-
dihidromiricetina (picos 10 e 13, m/z 657), possiveis responsaveis pela acdo antioxidante do
fruto. Esses resultados sdo consistentes com os relatados anteriormente para o fruto
(TAVARES et al., 2016; LESTARIO et al., 2017).

O perfil antocianico do EAJ foi composto por delfinidina, petunidina e malvidina
(pico 12, m/z 639) 3,5-diglicosiladas. Além dessas antocianinas, a literatura reporta a presenca
de outras antocianinas mono e diglicosiladas, sendo que estas ndo foram detectadas nesse
estudo (BRITO et al.,, 2007; GORDON et al., 2011). Isso pode ser atribuido ao solvente
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utilizado durante a extracdo, visto que solventes aquosos puros, sem acidificacdo, s&o menos
especificos para extracao de flavonoides (AZMIR et al., 2013).

3.2 Atividade antioxidante do EAJ

A atividade antioxidante do EAJ mensurada pelo método de sequestro do radical
peroxil estd representada na Figura 2. Observa-se nos minutos iniciais, que a acdo
antioxidante do extrato do fruto € semelhante a acdo do Trolox a 50 uM (p>0,05). No entanto,
essa acdo diminui, com o aumento no tempo da reacdo. Nesse estudo, os valores ORAC
obtidos para 0 EAJ (112,31 + 12,56 umolTrolox.g™) foram considerados elevados, quando
comparados aos encontrados por Azima et al. (2017) e Faria et al. (2011), para 0 mesmo fruto.
Isso € atribuido as condicdes edafoclimaticas adversas da regido Nordeste do Brasil, que
proporcionam aumento na sintese de metabdlitos secundarios com acéo antioxidante, como

acidos fendlicos e flavonoides, em especial flavanois e antocianinas (SOUID et al., 2018).

Figura 2 - Atividade scavenger do radical peroxil pelo EAJ, dgua deionizada e Trolox (50

M) avaliada pelo ensaio ORAC (Oxygen radical absorbance capacity)
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A atividade antioxidante desses flavonoides depende da disposi¢do de seus grupos
funcionais, sendo que configuracdo, substituicdo e numero total dos grupos hidroxilas
influenciam nos mecanismos dessa atividade. Esses mecanismos de agédo estdo relacionados
com a inibicdo das enzimas envolvidas na producdo dos radicais livres (monooxigenase

microssomal, glutationa S-transferase, succinoxidase mitocondrial e NADH oxidase); reducdo
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dos radicais livres altamente oxidantes, como superoxido, peroxil, alcoxil e hidroxil, por
doacdo de atomos de hidrogénio; e, quelacdo de ions metéalicos (SOUZA et al., 2017).

Devido a acdo antioxidante do jameldo in vitro e visando uma possivel substitui¢do de
antioxidantes sintéticos na industria, avaliou-se a inibicdo da oxidacdo lipidica pelo método
Rancimat®. O efeito do EAJ e do BHT sobre a inibicdo da oxidagdo lipidica da banha de
suino encontra-se demonstrado na Tabela 2. Observa-se que o BHT inibiu eficazmente o
processo oxidativo na concentracdo de 1 mg.mL™. Na mesma concentragdo, o0 EAJ conseguiu
inibir essa oxidacdo em 53,66%, percentual de inibicdo satisfatorio para polpa de fruta, e
confirmado por Santos et al. (2017) ao empregar o extrato do fruto em estudo, na conservacgéo
de oleos. A reducdo na inibicdo da atividade oxidante observada no ensaio, em relagcdo ao
BHT, pode ser atribuida ao emprego de elevadas temperaturas no sistema, provocando
destruicdo de compostos antioxidantes termoldbeis e, dessa forma, requerendo maior

concentracdo dos extratos para inibicdo da oxidacdo lipidica.

Tabela 2 - indice de atividade antioxidante (IAA) pelo sistema lipidico Rancimat®

Amostras IAA (Mean + DS)
EAJ 1,76 + 0,102
BHT 3,28 +0,03°

ANOVA one way seguida do pés-teste Tukey (p<0,05, diferenca significativa no mesmo tempo de exposic¢éo do
BHT). EAJ: extrato aquoso do jameldo. BHT: hidroxi-butil-tolueno.

3.3 Efeitos citotéxicos do EAJ em A. salina Leach

Os efeitos do EAJ sobre a mortalidade de A. salina Leach estdo apresentados na
Tabela 3. As concentracdes inferiores a 1500 pg.mL™, ndo exibiram efeito citotéxico sobre o
microcrustaceo analisado (<50% de mortalidade). No entanto, observou-se aumento no
percentual de mortalidade a medida que as concentracbes do EAJ foram aumentadas.
Portanto, as concentra¢des acima de 2000 pg.mL™ apresentaram efeitos citotoxicos. 1sso
decorre do aumento da saturacdo da solucdo salina com os compostos quimicos presentes no
extrato do fruto, que se agregam a superficie do corpo da A. salina Leach dificultando sua
respiracdo cutanea e absor¢édo de ions, reduzindo o pH citoplasmatico, e afetando a bomba de
prétons e o ciclo de adenosina trifosfato-difosfato (CHANG; THIEL, 2015). A mudanca na
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fluidez da membrana resulta nos fendmenos associados ao estresse oxidativo, como
permeabilidade da membrana anormal e liberacdo de radicais livres, citocromo c, ions de
calcio e proteinas, levando a morte celular por apoptose e necrose (ISLAM et al., 2017).
Apesar disso, ressalta-se que o controle positivo exibiu maior letalidade (p<0,05), que pode
ser justificado pela forte acdo oxidante do dicromato de postassio, que inibe a absorcdo de
aminoacidos, com consequente bloqueio da sintese de macromoléculas observadas em A.

salina Leach, levando-as a morte.

Tabela 3 - Efeitos citotoxicos do EAJ e controles em ensaios com A. salina Leach

Tratamentos Mortalidade (%) Cls Limite inferior Limite superior R?
(ug.mL™ IC (ug.mL™) IC (ug.mL™)
CN - 0
cP 10 pg.mL™* 100
EAJ 100 pg.mL* 3,33 1420 1317 1531 0,95
500 pg.mL™ 6,66
1000 pg.mL™* 20,00
1500 pg.mL™ 46,66
2000 pg.mL™* 80,00
2500 pg.mL™* 93,33

Percentuais (%) de mortalidade de A. salina Leach ap6s 24 h (n = 3, 10 nauplios vivos/tubo). CN: controle negativo - solugdo
salina. CP: controle positivo - K,Cr,O;. EAJ: extrato aquoso do jameldo. CLs,: concentracdo letal média para 50% dos
nauplios. IC: intervalo de confianga; R: coeficiente de determinagéo.

O estudo ainda mostrou que a CLsp do EAJ em A. salina Leach foi superior a 1000
pg.mL™ (Tabela 3). De acordo com Nguta et al. (2011), amostras com valores de CLsg
inferiores a 100 ug.mL'1 sao consideradas altamente toxicas; valores entre 100 e 500 ug.mL'1
sdo moderadamente toxicas; entre 500 ¢ 1000 pg.mL™ sdo suavemente toxicas, e acima de
1000 pg.mL™ sdo atéxicas. Portanto, nesse ensaio toxicolégico, o0 EAJ ndo apresentou riscos
de consumo nas concentragdes inferiores a 1500 pg.mL™. Apesar disso, vale ressaltar que a
ingestdo de alimentos ricos em antocianinas, a exemplo do jameldo, ndo deve ser superior a
2,5 mg/Kg de peso corporal/dia. Isso é atribuido a alteragbes citotoxicas, mutagénicas e
teratogénicas, que ocorrem devido ao consumo excessivo de antocianinas, por longos prazos
(CLIFFORD, 2000; SEHWAG; DAS, 2016).

3.4 Efeitos citogenotoxicos do EAJ em A. cepa Linn

Os efeitos do EAJ sobre o crescimento radicular de A. cepa Linn estdo apresentados na

Tabela 4. Observa-se que a inibicdo do crescimento radicular pelo EAJ foi dependente das
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concentracdes testadas, ¢ que as concentragdes inferiores a 1500 pug.mL™ apresentaram-se
atdxicas quando comparadas ao controle positivo (p<0,05). As concentragdes acima de 2000
pg.mL?, embora ndo tenham apresentado diferencas significativas do controle positivo
(p<0,05), demonstraram elevada inibicdo do crescimento das raizes. Esse comportamento
decorre do acimulo excessivo de taninos e antocianinas nas células meristematicas da regido
apical, atuando como pro-oxidantes, prolongando o ciclo celular durante a diferenciago,
inibindo a sintese proteica, além de ocasionar danos as biomoléculas (SETH et al., 2007;
OYEYEMI; BAKARE, 2013). Esses resultados foram similares aos encontrados para outras
espécies de plantas com propriedades medicinais (AKINBORO; BAKARE 2007; OYEDARE
et al. 2009; SULTAN; CELIK, 2009; PASTORI et al., 2013).

Tabela 4 - Efeitos do EAJ sobre o crescimento radicular de A. cepa Linn

Tratamentos Comprimento médio  Reduc&o do crescimento  CEgy (ug.mL™) IC;— IC, R
da raiz (mm) das raizes (%)
CN - 19,15 + 0,80° 0,00 2161 204822281 0,99
cP 2,410° mM 2,90 +0,21° 84,86
EAJ 500 ug.mL* 16,66 + 1,08 13,00
1000 pg.mL™* 14,49 + 0,99% 24,33
1500 pg.mL™* 12,34 +0,71% 35,56
2000 pg.mL™* 9,17 + 0,79 52,11
2500 pg.mL* 6,68 + 0,52 65,12

Médias + desvio padrdo (n = 5 bulbos de cebolas/concentracdo). ANOVA one way seguida do pos-teste Tukey (p<0,05,
diferenca significativa no mesmo tempo de exposi¢do do CN, CP e diferentes concentra¢des do EAJ). CN: controle negativo
— agua salina. CP: controle positivo - sulfato de cobre. EAJ: extrato aquoso do jameldo. ECsq: concentragdo efetiva na
reducdo de 50% do crescimento radicular de A. cepa Linn. IC;: intervalo de confianca inferior. ICg: intervalo de confianca
superior. R?: coeficiente de determinagéo.

A Tabela 5 demonstra que as concentracdes do EAJ aumentaram o nimero de células
na intérfase, de forma dependente, reduzindo-o nos processos posteriores de divisdo celular,
especialmente nas concentragdes de 2000 pg.mL™ e 2500 pg.mL™ (p<0,05). Isso ocasionou
diminuicdo no indice mitdtico, que foi correlacionado positivamente ao comprimento
radicular (r = 0,98), sugerindo que raizes retardadas no crescimento sejam citotdxicas
(YILDIZ et al., 2009).
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Tabela 5 - Perfil citotdxico de diferentes concentracdes do EAJ sobre espécimes de A. cepa

124

Linn
Tratamentos Intérfase Préfase Metafase Anafase Tel6fase 1M (%)
CN - 165,533,642  227,57+8,16°  196,26+8,04*  220,55+6,21*  192,45+3,79% 83,49 +0,36?

CP  24.10%mM 845,10+6,12°  83,30+1,51° 40,36+4,21° 20,62+3,66° 12,6+4,16" 15,66+0,63°
EAJ 500 pg.mL? 240,31+11,89° 324,72+1323° 243,23+14,48° 114,80+1,92°  80,20+4,09° 76,05+1,172
1000 pgmL™  358,22+48,17"  282,81+6,50°  205,62+4,212  84,46+6,09° 69,71+8,04¢ 64,20+0,78°
1500 pg.mL™  446,94+538°  239,41+4,30°  194,48+2,97¢  74,44+2 88° 47,443 51° 55,45+0,54%
2000 pgmL?  508,03+3,54"  236,49+4,72%  173,00+524°  55,89+2,39° 28,02+4,48" 49,26+0,29%
2500 pg.mL?  560,28+4,60°  227,84+259%  144,95+339°  46,40+3,91° 23,32+1,92 44,07+0,36°

Médias + desvio padrdo (n = 5 bulbos de cebolas, 1000 células/grupo). ANOVA two way seguida do pds-teste Tukey
(p<0,05). Diferenca significativa no mesmo tempo de exposicdo do CN, CP e diferentes concentracdes do EAJ.
Cl.\I:, gontrole negativo - solugdo salina. CP: controle positivo - sulfato de cobre. EAJ: extrato aquoso do jameldo. IM: indice
mitotico.

O efeito mitodepressivo em A. cepa Linn das concentra¢fes do EAJ acima de 2000
ng.mL™ pode ser ocasionado pela alteracdo ou bloqueio dos periodos G1, S e G; na intérfase,
com inibicdo da sintese ou supressdo de DNA, diminuicdo na formacdo de microtibulos e
sintese nucleoproteica (MAJEWSKA et al., 2003). Além desses efeitos, alguns compostos
quimicos presentes em plantas podem inibir a prometafase e metéafase, devido a interagdes
com microtubulos (PANDEY, 2008). Vale ressaltar que uma reducdo de 50% no indice
mitotico quando comparado ao controle negativo € valor limitante: reducdo <50% induz efeito
sub-letal e <22% causa efeito letal (MESI; KOPLIKU, 2013). Dessa forma, as concentracoes
do EAJ inferiores a 1500 pg.mL™ ndo apresentaram efeitos citotoxicos, enquanto as
superiores a 2000 pg.mL™ demonstraram efeitos sub-letais. Resultados contrarios aos
encontrados por Kuhn et al. (2015).

A avaliacdo da genotoxicidade e mutagenicidade revelou dados ndo significativos
(p>0,05) nas raizes de A. cepa Linn, quando tratadas com EAJ nas concentracdes de 500 a
2500 pg.mL™ (Tabela 6). Embora a genotoxicidade do EAJ n&o tenha sido demonstrada de
forma significativa, verifica-se uma tendéncia de aumento das aberra¢fes cromossémicas e de
micronucleo, a medida que se eleva a concentracdo do extrato. As anormalidades
cromossémicas observadas incluiram pontes e atrasos anafasicos, fragmentos cromossémicos
e cromossomos soltos (Figura 3). A inibicdo celular e a aparéncia de aberracGes
cromossémicas, em elevadas concentracbes do EAJ, sdo atribuidas principalmente aos

flavonoides e acidos fendlicos presentes no fruto (TEDESCO et al., 2015).
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Tabela 6 - Aberraces cromossémicas e micronucleo de espécimes de A. cepa Linn expostos a
diferentes concentracdes de EAJ

Tratamentos Pontes Fragmentos Cromossomos Atrasos Células
anafésicas cromossdmicos soltos anafasicos micronucleadas
CN - 0,00 + 0,00? 0,00 +0,00° 0,20 +0,45? 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°
CP  2410°mM 5,00 + 1,34° 4,80 + 0,83 10,20 +0,83° 10,00 + 1,58° 3,40 +1,14°
EAJ 500 pg.mL* 1,00 + 0,712 0,60 + 0,892 0,40 £ 0,892 0,20 £ 0,45? 0,00 + 0,00?
1000 pg.mL? 1,60 +1,14° 0,00 +0,00? 0,80 + 1,302 0,40 £ 0,542 0,00 +0,00%
1500 pg.mL? 0,80 + 0,452 0,20 + 0,45? 0,6 +0,89% 0,60 + 0,892 0,00 +0,00?
2000 pg.mL? 0,60 + 0,542 0,20 + 0,45? 1,80 +0,45° 0,80 = 0,45% 0,4 £0,55%
2500 pg.mL? 1,00 £0,832 1,80 +0,84° 0,6 +0,89% 0,60 + 0,542 0,8 +£0,45%

Médias + desvio padrdo (n = 5 bulbos de cebolas, 1000 células/grupo). ANOVA two way seguida do pos-teste Tukey
(p<0,05, diferenca significativa no mesmo tempo de exposi¢do do CN, CP e diferentes concentracdes do EAJ).
CN: controle negativo - solugdo salina. CP: controle positivo - sulfato de cobre. EAJ: extrato aquoso do jamel&o.

Figura 3 - Fases da divisao celular: Intérfase (A), préfase (B), metafase (C), anafase (D),

telofase (E). Anormalidades cromossdmicas: atrasos cromossdmicos (F), microndcleo (G),

pontes cromossdmicas (H) e cromossomos soltos (1)

Estudos de genotoxicidade sdo projetados para determinar agentes que podem
danificar DNA causando mutacGes genéticas ou cromossémicas. Em geral, os resultados do
teste de genotoxicidade sdo considerados indicadores de efeitos clastogénicos, aneugénicos e
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mutagénicos (ADEYEMO; FARINMADE, 2013). Portanto, pelo ensaio de genotoxicidade
em A. Cepa Linn, o EAJ ndo apresentou nenhum dos efeitos supracitados significativos,
independente da concentracdo analisada. Resultados contrarios aos obtidos por
Chukwujekwu; Staden (2014) e Prajitha; Thoppil (2016). Esses achados, assim como os de A.
salina Leach, sdo fundamentais para garantir a seguran¢a do uso do jameldo nas formas in
natura e processada. Aliado a isso, estudo com camundongos também demonstrou auséncia
de toxicidade aguda e cronica do fruto, o que reforca a seguranca do Seu consumo nas

concentracdes apropriadas (SILVA et al., 2012).

4. Conclusodes

O EAJ apresenta acidos fendlicos e flavonoides, com destaque para os isémeros de
diidromiricetina e antocianinas, capazes de capturar o radical peroxil e inibir a oxidagéo
lipidica. Em concentraces adequadas, esses compostos ndo exibem efeitos toxicogenéticos.
Isso demonstra que o jameldo possui biopolifenois com expressiva acdo antioxidante, e ndo

ocasionam riscos de instabilidade genética.
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RESUMO

O jameldo é um fruto rico em polifenois com acdo antioxidante. No entanto, estudos sobre a
bioatividade desses compostos sdo escassos. A pesquisa objetivou analisar alteragdes nos
polifenois e na capacidade antioxidante da polpa do jameldo durante a digestdo in vitro, em
relacdo a extracdo quimica, bem como seus efeitos na resposta ao estresse oxidativo em
Saccharomyces cerevisiae. Na digestdo in vitro, empregou-se solucbes de enzimas
fisioldgicas, nos diferentes estagios do processo digestivo. A extracdo quimica foi realizada
com 4gua, e acetona a 50% (v.v). O teste in vivo foi avaliado em leveduras proficientes e
mutadas, quanto ao sistema enzimético. Os resultados demonstraram aumentos significativos
(p<0,05) dos biopolifenois durante a digestdo gastrica. Na digestdo duodenal, flavonoides e
proantocianidinas foram estdveis as mudancas de pH, enquanto antocianinas sofreram
degradacdo ao entrar em contato com o pH neutro. A atividade antioxidante das fracOes
bioacessiveis estd correlacionada as elevadas concentragdes de flavonoides e
proantocianidinas, refletindo na modulacdo de enzimas antioxidantes em S. cerevisiae.
Conclui-se que o processo de digestdo do fruto do jameldo favorece a liberacdo de
flavonoides, com acdo antioxidante preventiva, scavenger e reparadora, além de modular a

atividade da superdxido dismutase e catalase.

Palavras-chave:

Digestéo in vitro
Compostos bioativos
Capacidade antioxidante
Superoxido dismutase
Catalase
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1. Introducgéo

A ingestdo elevada de frutas e vegetais tem sido associada a menor incidéncia de
estresse oxidativo e doencas crénicas ndo transmissiveis. Essa protecdo decorre da presenca
de compostos antioxidantes, especialmente, os polifenois, que sdo capazes de quelar ions
metalicos, capturar radicais livres, e inibir a sintese radicalar (SOUZA et al., 2017). No
entanto, é importante destacar que os beneficios proporcionados a saude humana, dependem
do estado bioguimico em que esses compostos se encontram quando atingem a corrente
sanguinea e os tecidos (HERAS et al., 2017).

O perfil polifenélico do jameldo tem sido bem elucidado em estudos anteriores
(TAVARES et al., 2016; LESTARIO et al., 2017). A polpa e a pele do fruto contém
flavonoides e acidos fendlicos com excelentes caracteristicas antioxidantes. Também possuli
taninos hidrolisaveis e condensados, que conferem adstringéncia, e antocianinas 3,5-
diglicosiladas, responsaveis por diversas propriedades terapéuticas (BRANCO et al., 2016).
Entretanto, ha escassez de estudos sobre a bioatividade dos compostos bioacessiveis do fruto
e a minimizacdo de danos ocasionado pelo estresse oxidativo.

A biodisponibilidade de fitoquimicos depende da estabilidade do composto no trato
gastrointestinal, da liberacdo da matriz alimentar, e de sua eficiéncia na passagem
transepitelial (OLIVEIRA; BASTOS, 2013). Um dos métodos empregados para avaliar 0s
beneficios da biodisponibilidade de nutrientes no organismo é o método in vivo. Entretanto,
ensaios utilizando essa metodologia sdo caros e requerem longos periodos de observacéo,
especialmente em amostras humanas. Além disso, envolvem implicagbes médicas e éticas.
Devido a essas limitacOes, evidéncias cientificas apoiam, positivamente, o emprego de
modelos in vitro por reproduzir, com precisdo, as condi¢cdes bioquimicas de diferentes fases
envolvidas no processo de digestdo (MINEKUS et al., 2014), além de possibilitar a analise da
biotransformacdo de compostos em diferentes momentos do processo digestivo, e minimizar
os efeitos da variabilidade interpessoal.

Nesse  contexto, torna-se fundamental investigacbes sobre  polifenois
bioacessiveis/biodisponiveis do jameldo e, seus efeitos sobre o0 estresse oxidativo. Um dos
modelos fundamentais para avaliacdo do estresse oxidativo, € 0 ensaio com Saccharomyces
cerevisiae, levedura que possui maquinaria apoptotica nuclear bastante conservada e

metabolismo similar ao dos eucariotos superiores, com mecanismos apropriados de ativacao
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metabdlica (citocromo P450) e de detoxificacdo, que ndo estdo presentes em bactérias
(MENG et al., 2017).

O objetivo deste estudo foi avaliar a bioacessibilidade de polifenois, flavonoides,
flavanois, antocianinas e proantocianidinas, bem como a capacidade antioxidante da polpa do
jameldo, durante a digestdo in vitro, em relacdo a extracdo quimica. Avaliou-se ainda 0s
efeitos antioxidantes dos polifenois bioacessiveis do fruto sobre o estresse oxidativo em

linhagens de S. cerevisiae.
2. Material e Métodos
2.1 Amostra

Os frutos maduros (15,20 °Brix) foram colhidos em novembro de 2014, na cidade de
Teresina, Nordeste do Brasil (5°03°17.2°S 42°47°28.0°°0O). A exsicata do material vegetal
encontra-se depositada no Herbario Graziela Barroso da Universidade Federal do Piaui, sob
voucher 30.573. Os frutos foram higienizados com hipoclorito de sédio a 100 ppm.10 min™.
A parte comestivel (polpa + pele) foi separada manualmente da semente, ainda congelada (-20
°C), para minimizar a degradacdo enzimatica e perda de suco. A polpa foi liofilizada (30.10°
mmHg; -50 °C; 72 h), triturada em ultraprocessador de alimentos, peneirada a 50 “Mesh
Tyler”.10 min™, acondicionada em embalagem plastica laminada, termosselada e armazenada

a -20 °C, até o momento das analises.
2.2 Reagentes, padrdes e solugdes

Os compostos quimicos utilizados nas determinacBes de substancias bioativas,
enzimas para ensaio de bioacessibilidade, bem como os kits comerciais para analises da
atividade das enzimas SOD e CAT empregados nesse estudo foram adquiridos da Sigma-
Aldrich® (St. Louis, MO, EUA). O peréxido de hidrogénio foi obtido da ISOFAR® Indstria
e Comércio de Produtos Quimicos Ltda, e os reagentes de grau CLAE da Merck® (Darmstadt,
Alemanha). As solugdes eletroliticas, fluidos fisioldgicos salivares, gastricos e intestinais e, as
solugdes enzimaticas foram preparadas conforme Minekus et al. (2014) e Fogliano et al.
(2011).
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2.3 Extragéo quimica

O p6 liofilizado da polpa do jamelo (0,5 g) foi misturado a acetona aquosa (1:1, v.v%)
(25 mL), homogeneizado em agitador magnético (25 °C.60 min™), sonicado (80 kHz/20W.20
min™), centrifugado (1200g.s/15 minutos), filtrado & vacuo e, reextraido nas mesmas
condi¢Bes. Os sobrenadantes foram completados com o solvente extrator, até 50 mL,
atingindo a proporcéo de 1:100 (m.v') (BOCHI et al., 2014). O extrato foi concentrado com
auxilio de evaporador rotativo (40 °C), liofilizado (30.10° mmHg; -50 °C; 24 h),
ressuspendido em 4gua deionizada (100 pg.mL™), submetido & identificacdo dos compostos
por CLAE-MS e, empregado nos ensaios com S. cerevisiae.

2.4 Simulacao in vitro da digestao gastrointestinal

A digestdo in vitro del g da polpa liofilizada do jamel&o, diluida em agua MiliQ (1:4,
m.v'Y), foi realizada em quatro etapas: oral, géastrica, duodenal e simulag&o da ac&o enzimatica
da microbiota col6nica, conforme protocolos de Minekus et al. (2014) e Fogliano et al.
(2011). Apos cada etapa, a solucéo foi centrifugada a 2177,28 g, por 40 minutos, e filtrada a
vacuo em papel filtro quantitativo. O sobrenadante foi coletado, o volume aferido e
armazenado a -20 °C. Para todas as etapas da digestdo foi preparado branco, sem adi¢édo de

amostras, para evitar a superestimacao na quantificacdo dos compostos analisados.
2.5 Determinacao de compostos bioativos

Os polifenois totais foram analisados por Folin Ciocalteu em meio alcalino,
mensurados a 720 nm em espectrofotdmetro UV-VIS e expressos em mg de acido galico.g™
de amostra (SWAIN; HILLS, 1959). O calculo do teor total de fenodlicos foi realizado a partir
da equacdo de regressdo linear da curva padrédo de acido galico (y = 0,0047x - 0,004; r =
0,9998), preparada nas concentragdes de 5 a 180 pg.mL™,

Os flavonoides totais foram quantificados pelo método do tricloreto de aluminio
(AICI3), mensurados a 510 nm em espectrofotdmetro UV-VIS e expressos em mg de
catequina.g” de amostra (ZHISHEN et al., 1999). O célculo do contetido total de flavonoides
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foi feito a partir da equacdo de regressao linear da curva padréo de catequina (y = 3,575x —
0,0079; r = 0,9983), preparada nas concentracdes de 0,02 a 0,12 mg.mL™.

Antocianinas monoméricas foram quantificadas pelo método de diferenca de pH e
mensuradas a 510 nm e 700 nm em espectrofotdometro UV-VIS, em tampdes com pH 1,0 e 4,5
(GIUSTI; WROLSTAD, 2001).

Os flavanois totais foram analisados por DMACA 0,1% em HCI 1N em metanol,
mensurados a 640 nm em espectrofotémetro UV-VIS e expressos em mg de equivalente de
catequina.g™* de amostra (ARNOUS et al., 2002). O célculo do teor total de flavanois foi feito
a partir da equacéo de regressao linear da curva padrdo de catequina (y = 0,0731x + 0,0708; r
=0,999), preparada nas concentracdes de 2 a 12 ug.mL'l.

O teor total de proantocianidinas, pelo ensaio acido-butanol, foi mensurado a 550 nm
em espectrofotdmetro UV-VIS e expresso em mg de cloreto de cianidina.g™ de amostra
(PORTER et al., 1986). O célculo do conteudo total de proantocianidinas foi feito a partir da
equacéo de regresséo linear da curva padréo de cloreto de cianidina (y = 0,0139x + 0,0262; r

=0,9993), preparada nas concentragdes de 5 a 50 pg.mL’l.
2.6 Avaliacdo do indice de bioacessibilidade dos compostos antioxidantes

Para avaliar as alteracbes nos compostos bioativos, ao longo da digestdo
gastrointestinal in vitro, os indices de bioacessibilidade (IB) foram calculados de acordo com
a Equacdo 1 (ORTEGA et al., 2011).

IB (%) = 100. B/C 1)

Onde B ¢ o teor de polifenois, flavonoides, flavanois, antocianinas, proantocianidinas
ou atividade antioxidante pelos ensaios ABTS e FRAP, gquantificados no sobrenadante apds
processo de digestdo, e C, a quantidade desses compostos antes da digestdo, expressa nas
mesmas unidades.

2.7 Avaliagédo da atividade antioxidante in vitro

A atividade antioxidante das fragBes bioacessiveis, pelo método de sequestro do
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radical ABTS™, foi determinada de acordo com Re et al. (1999), mensurada a 734 nm, em
espectrofotémetro UV-VIS, apds 6 minutos do inicio da reacdo. O calculo da atividade
antioxidante foi feito a partir da equacao de regressao linear da curva padrao de trolox (y =
0,0009x - 0,0722; r=0,9985), preparada nas concentragdes de 25 a 700 umoI.L'l. Os
resultados foram expressos em TEAC, em pmol de Trolox.g™ de amostra.

A avaliacdo da capacidade redutora do ferro foi avaliada segundo Arnous et al. (2002).
As amostras reagiram por 30 minutos com solucéo de cloreto de ferro (3 mM), em banho-
maria a 37 °C. Adicionadas a solucdo acida de TPTZ e, mensuradas a 620 nm, em
espectrofotémetro UV-VIS, ap6s 10 minutos. O célculo do potencial redutor foi feito a partir
da equacéo de regressao linear da curva padréo de trolox (y = 0,0023x + 0,1699; r=0,9999),
preparada nas concentragdes de 30 a 625 umol.L™. Os resultados foram expressos em TEAC,

em pmol de Trolox.g™ de amostra.

2.8 Determinacdo de polifenois por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a

espectrometria de massas - CLAE-MS

A separacdo dos polifenois pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), foi realizada conforme procedimentos descritos por De-Melo et al. (2018) e
Martinez-Villalba et al. (2013), com modificacfes. Foi utilizada coluna de fase reversa
LiChroCART Cig (Merck, Darmstadt, Alemanha) (250 mm x 4 mm, 4,5 um) mantida a 25
°C. O cromatografo utilizado foi um Shimadzu Proeminence (modelo LC-20ADX — Quioto,
Japdo) (Software LabSolutions), equipado com duas bombas de alta pressao e detector com
arranjo de diodos (modelo SPD-M20A), termostato (modelo CTO-20A), acoplado ao
espectrometro de massas. A fase mdvel foi constituida por: (a) acido férmico 0,1% e (b)
acetonitrila; e o gradiente de elui¢do adotado foi 3 min — 10% (b), 22 min — 20% (b), 42 min —
35% (b), 65 min — 8% (b). A taxa de fluxo executada foi de 0,8 mL.min™.

Para identificacdo dos compostos foi empregada técnica de espectrometria de massas
(MS). Para isso, foi utilizado espectrobmetro de massa Bruker modelo Amazon Speed
(Billerica, MA, EUA) com analisador tipo ion trap, com fonte de ionizacdo por eletrospray
(ESI) no modo negativo, controlados pelo software HyStar, seguindo as seguintes condigdes:
temperatura e voltagem do capilar de ionizacao foram ajustadas em 230 °C e 3,5 kv; fluxo de

gés de desolvatacdo (N,) de 360 L/h. Os espectros foram obtidos na faixa de 100-1000 m/z.
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As amostra foram injetadas em triplicatas e 0s compostos fendlicos identificados
correlacionando seus ions moleculares (m/z) e fragmentos principais com padr@es comerciais

ou dados da literatura.

2.9 Resposta ao estresse oxidativo em linhagens de S. cerevisiae

Foram utilizadas seis linhagens de leveduras da espécie S. cerevisiae proficiente e
mutadas em suas defesas antioxidantes. A linhagem EG118 é defectiva no sistema enzimatico
que envolve a enzima superdxido dismutase citoplasmética (CuZnSOD - produto do gene
SOD/A), enquanto a EG110 apresenta mutagcdo na SOD mitocondrial (MnSOD - produto do
gene SOD2A); EG133 é o duplo mutante defectivo para SOD/A e SOD2A; a linhagem EG223
é defectiva na enzima catalase (CAT/A); a EG é o duplo mutante defectivo para SODIA e
CATIA; e EG103 corresponde a linhagem selvagem, portanto proficiente nestas enzimas
(Tabela S1).

Os experimentos foram realizados por meio do teste do disco central em S. cerevisiae,
onde as culturas de leveduras, tratadas com H,O, foram submetidas as técnicas de pre-
tratamento, co-tratamento e pos-tratamento. As linhagens foram cultivadas em meio solido
YEL, segundo Oliveira et al. (2014). Células em suspensdo foram semeadas a partir do centro
para a margem das placas de Petri em movimento continuo, para ambos os lados da placa,
contendo em seu centro um disco de papel de filtro estéril, ao qual foi acrescentado, nas
distintas placas, 10 uL de cada fra¢do da etapa digestiva simulada ou extrato acetonico. Os
grupos controle utilizados foram: H,O, (10 mM) como controle positivo (10 uL); e, solugdo
salina (0,9%) como controle negativo (Tabela S2). Apos 48 h de incubagédo em estufa a 30 °C,
os halos de inibigdo de crescimento das linhagens, em milimetros, foram mensurados desde a

margem do disco de papel-filtro até o inicio do crescimento celular.

2.10 Atividade enzimatica

Para quantificacdo da atividade da CAT e SOD, as linhagens de S. cerevisiae foram
adicionadas ao meio liquido YEL (extrato de levedura 1%, 2% de Bacto-peptona, 2% de
dextrose) em tubos de ensaio. Os tubos foram incubados a 30 °C por 24 h. As solugdes foram

padronizadas quanto a densidade celular (1,7.10%) com tampdo fosfato e posteriormente,
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adicionou-se 0s sobrenadantes de cada etapa da digestdo simulada ou extrato acetbnico, e
incubou-se por mais 24 h, nas condicGes supracitadas.

A concentracdo de proteina foi quantificada espectrofotometricamente a 550 nm, de
acordo com Bradford (1976). A atividade da CAT foi determinada usando kit comercial,
segundo o fabricante e, avaliado como diminui¢cdo da absorbéancia em 230 nm, devido a
reacdo com o H,O,; a atividade da SOD foi determinada usando kit de ensaio, segundo o
fabricante, e sua atividade de inibicdo mensurada a 440 nm (ALTERIIS et al., 2017). As
atividades especificas das enzimas CAT e SOD foram expressas como pumol H,O, consumido

por min por mg de proteinas e U-SOD por mg de proteina, respectivamente.

2.11 Andlise estatistica

Os resultados dos compostos bioativos, da atividade antioxidante e dos ensaios com S.
cerevisiae foram apresentados como média + desvio padrdo. Os dados foram analisados por
meio de analise de variancia (ANOVA) two-way, seguidos pelo teste de Tukey. Esses dados,
assim como as correlacdes e graficos, foram analisados usando GraphPad Prism (versao 6.0),

com nivel de confianga de 95% (p<0,05).

3. Resultados e discussao

3.1 Bioacessibilidade in vitro de compostos bioativos

Os efeitos da digestdo gastrointestinal simulada sobre a liberacdo do conteudo total de
polifenois do jamel&@o, assim como suas classes e subclasses dessa matriz alimentar, estdo
demonstrados na Tabela 1. O contelddo total de polifenois do jameldo aumentou
significativamente (p<0,05) da fase oral para géstrica, indicando que 58% dos polifenois do
fruto sdo bioacessiveis no estbmago. Porém, nas demais etapas da digestdo, observou-se

reducdo significativa desses compostos (p<0,05).
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Tabela 1 - AlteracGes no teor total de polifenois, flavondides, flavanois, antocianinas e proantocianidinas durante simulacéo da digestao in vitro
do jamel&o, comparacdo com método quimico de extracao e, indice de bioacessiblidade

Proantocianidinas
(mg cid-3-gli.100* g)

Antocianinas monoméricas
(mg Cid-3-gli.100™ g)

Extracao de compostos bioativos Polifenois Flavonoides Flavanois
(mg EAG.100™ g) (mg EC.1007 g) (mg EC.1007 g)

Etapas da digestdo gastrointestinal

Oral 309,82 + 0,80° 75,25 +0,27° 1,06 +0,02° 137,95 + 0,64° 134,27 + 2,95°
Gaéstrica 677,13 +1,11° 84,17 + 3,32° 2,52 +0,04° 310,98 + 1,15 214,14 + 0,26
Duodenal 535,64 + 1,05° 192,67 + 0,60 Nd 21,47 +0,06° 174,46 +0,13°
Colonica 47,87 +0,94' 10,31 +0,16° Nd 11,61 + 0,08 9,26 +0,07"
Extracdo quimica
Aquosa 597,10 + 8,51° 72,59 + 1,60° Nd 239,13 +1,53° 88,64 + 1,09°
Acetdnica 50% 1162,81 + 4,22° 162,47 +1,60° 28,93 +0,14° 281,54 +3,01° 191,86 +1,09°
indice de bioacessibilidade (%)
Oral 26,64 46,32 3,66 48,99 69,98
Gaéstrica 58,23 51,81 8,71 110,11 111,61
Duodenal 28,86 118,59 - 7,62 90,93
Coldnica 4,12 6,34 - 4,12 4,82

Médias + desvio padrao (n = 3). ANOVA two way seguida do pds-teste Tukey (p<0,05). Diferenca significativa na mesma classe polifendlica e, nas diferentes etapas da
digestdo simulada e extragdo quimica. EAG: equivaléncia em &cido galico. EC: equivaléncia em catequina. Cid-3-glic: cianidina-3-glicosideo. Nd: ndo detectado. O indice de
bioacessibilidade foi calculado com base no teor de biopolifenois com acetona a 50%.
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O aumento de polifenois na fase géastrica é atribuido a ruptura das membranas
celulares dos vegetais, devido a acidez do meio e do tempo de contato do fluido géastrico com
0 substrato. Essa acdo propicia a liberacdo dos metabolitos secundarios, elevando a sua
bioacessibilidade no lumen intestinal (MINEKUS et al., 2014). Por outro lado, a reducéo
desses compostos verificados no intestino delgado, pode ser atribuida & degradacdo ou
clivagem ocorrida no estbmago, com a formacdo de novos metabdlitos, afetando sua
quantificacéo total nessa etapa.

Observa-se ainda na Tabela 1, que os teores totais de polifenois em todas as etapas da
digestdo in vitro foram menores, quando comparados a extragdo quimica com acetona a 50%,
indicando liberacdo parcial da matriz alimentar. Ressalta-se que a extragdo quimica com
solucdo aquosa de acetona aumenta a capacidade de dissolucéo dos polifenois, incluindo os de
média polaridade, como os flavonoides ligados a radicais metila e acetila, elevando a
concentracdo desses compostos (AZMIR et al., 2013).

O padrdo de liberacdo do contetdo total dos flavondides foi semelhante ao dos
polifenois, com exce¢do da digestdo intestinal (fase duodenal), que foi superior a extracdo
guimica com acetona a 50%. Esse comportamento demonstra que as enzimas do trato
gastrointestinal proximal foram mais eficazes que os solventes quimicos utilizados na
extracdo desses compostos. Além disso, os flavonoides ndo antocianicos, demonstraram
estabilidade as mudancas do pH durante a simulacdo da digestdo, ndao sendo degradados.
Resultados semelhantes aos obtidos por Heras et al. (2017).

A Tabela 1 também revela, em relacdo aos flavanois, que a extracdo quimica se
sobressaiu em relacdo a simulacdo gastrointestinal, em todas as etapas (p<0,05). Os fluidos
salivares e géastricos simulados extrairam apenas 3,66% e 8,71% dos flavanois,
respectivamente, enquanto os intestinais ndo obtiveram éxito na liberacdo desses compostos,
ndo sendo, portanto, detectados nesta etapa da digestdo. Resultados apoiados em estudos de
Tagliazucchi et al. (2010).

Com relacdo as antocianinas e proantocianidinas o estudo revelou comportamento
semelhante em todas as etapas da digestdo, com aumento gradativo na fase gastrica, e reducéo
significativa (p<0,05) nas fases posteriores. Vale destacar que, na fase gastrica, a acdo da
pepsina no meio acido foi mais eficaz, liberando maior quantidade desses pigmentos do que a

acetona a 50%.
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Em relacdo as proantocianidinas, o alto peso molecular dificulta sua liberagdo da
matriz celular e absor¢do pela corrente sanguinea. Devido a isso, devem ser clivadas em
mondmeros e dimeros pela microbiota coldnica para exercer sua bioatividade (OLIVEIRA;
BASTOS, 2013). Quanto as antocianinas, ha degradacéo intensa na fase duodenal, decorrente
do contato desses pigmentos com o pH do meio, modificando a estrutura do cation flavillium
para chalcona, inativando-os ou degradando-os (SHARMA et al., 2016).

A sensibilidade das antocianinas ao pH neutro ou ligeiramente alcalino ja foi relatada
em varios estudos (TAGLIAZUCCHI et al., 2010; BOUAYED et al., 2011). Tagliazucchi et
al. (2010), destacaram que apds a simulacdo da digestdo intestinal, houve reducdo de 80% das
antocianinas de uvas. Nesse estudo, a perda das antocianinas na fase duodenal foi de 93%,
fato decorrente também da natureza ndo acilada das antocianinas do jameldo, aumentando a

sua instabilidade. Resultados semelhantes foram encontrados por Bouayed et al. (2011).

3.2 Identificacéo de polifenois durante a simulagdo da digest&o in vitro

Conforme demonstrado nos resultados anteriores, os polifenois podem aumentar ou
diminuir sua concentracdo de acordo com a etapa do processo digestivo. As alteracfes
cromatograficas e espectrométricas observadas nesse estudo estdo apresentadas na Tabela 2.
Um total de 36 polifenois foi encontrado, sendo 11 antocianinas e 25 polifenois ndo-
antocianicos. O perfil antocianico foi composto pelas agliconas peonidina, cianidina,
petunidina, delfinidina e malvidina, em seus estados livres ou em suas formas mono e
diglicosiladas. Além das antocianinas, foram identificados &cidos hidroxicindmicos,
hidroxibenzoicos, flavanois, flavanonois e proantocianidinas. Entre esses, vale destacar a
presenca do trimero de epigalocatequina ligado a duas moléculas de agua (m/z 949),
proantocianidina presente em todas as etapas da digestdo simulada, sendo possivelmente uma
das responsaveis pela a¢do antioxidante.

Conforme demonstrado na Tabela 2, os acidos hidroxicinamicos, hidroxibenzdicos e
flavonas como catequinas, sdo bioacessiveis nas etapas iniciais do processo digestivo,
podendo ser absorvidos facilmente pelo trato intestinal. Esses achados foram confirmados por
Martin; Apple (2010). Estudos tém reportado que alguns desses acidos, como o clorogénico e
cafeico, por serem bioacessiveis no estbmago, podem ser absorvidos também pela mucosa
gastrica (CHIANG et al., 2013; OLIVEIRA; BASTOS, 2013). Os &cidos ndo absorvidos no
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estomago sdo rapidamente absorvidos pelo trato gastrointestinal proximal, enquanto os
esterificados possuem sua absor¢do dificultada, devido a mucosa gastrointestinal ndo possuir
esterases capazes de hidrolisa-los, reduzindo a eficiéncia da absor¢do no limen gastrico e
intestino delgado (MANACH et al., 2004).

Em relagdo as antocianinas, pode-se observar que estas estdo presentes na fase oral,
em suas formas mono e diglicosiladas, liberando suas agliconas na fase géstrica, devido as
condicdes acidas do meio (Tabela 2). Na fase intestinal, a neutralidade e/ou alcalinidade do
meio ocasionou diminui¢do desses pigmentos, devido a modificacdo de sua estrutura
molecular. Esses resultados foram corroborados por Peixoto et al. (2016), que relataram
reducdo da bioacessibilidade de antocianinas do jameldo, na fase intestinal, quando analisadas
em células Caco-2.

As proantocianidinas, devido ao alto peso molecular, sdo pobremente liberadas da
matriz alimentar e pouco absorvidas, devendo ser clivadas em monémeros e dimeros antes da
absorcdo (HACKMAN et al., 2008). Isso foi observado nesse estudo (Tabela 2), em que
proantocianidinas triméricas, estiveram presentes em todas as etapas do processo de digestdo
simulada. A ndo clivagem das proantocianidinas na fase colénica € atribuida ao pouco tempo
de contato das enzimas microbianas com a amostra (apenas 1 h). Em estudos com animais, a
clivagem desses compostos ocorreu apés 48 h de incubagdo, em que 6 unidades de
proantocianidinas foram degradadas em é&cidos aromaticos de baixo peso molecular (DEPREZ
et al., 2000).
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Tabela 2 - Identificacdo de polifenois nas diferentes fases da digestdo in vitro por CLAE-MS, no modo de ionizagao negativa

Identificacéo proposta MS MS? MS® Oral Géstrica  Duodenal  Col6nica
[M-HJ
Antocianinas
Cianidina (padrao) 447 285, 276 285, 145 - + - -
Peonidina (padréo) 300 130, 256 199 - + - -
Petunidina (padréo) 315 300, 286 299 - + + -
Malvidina (padréao) 329 301, 285 301 - + - -
Cianidina 3-O-glicosideo (Tavares et al., 2017) 447 285, 276 285, 131 - + - -
Peonidina 3-O-glicosideo (Tavares et al., 2017) 461 423, 300 300, 130 + + - -
Petunidina 3-O-glicosideo (Tavares et al., 2017) 478 358 315, 145, 119 + - - -
Malvidina 3-O-glicosideo (Tavares et al., 2017) 380 329, 301 301, 285, 130 + - - -
Delfinidina 3,5-diglicosideo (Tavares et al., 2017) 625 463, 455, 301 301 + + + -
Petunidina 3,5-diglicosideo (Tavares et al., 2017) 639 477, 315, 299 315 - + + -
Malvidina 3,5-diglicosideo (Tavares et al., 2017) 653 489, 337, 329 329 + + - -
Polifenois ndo antocianicos
NI 501 387,273 273, 159, 189, 247 + - - -
NI 387 273 159 - + + -
NI 589 453, 521 317, 385, 249, 181 - - - +
NI 459 391, 413 345, 271, 239 - - - +
Derivado do 4cido cafeico (De-Melo et al., 2018) 377 341,179 179, 161 + + - -
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Acido cafeico (Wu et al., 2009)
Derivado do acido cafeico (Bystrom et al., 2008)
Acido coutarico (Lambert et al., 2015)

Acido clorogénico (Heras et al., 2016)

Catequina (Wang et al., 2008)

Derivado de acido clorogénico (Heras et al., 2016)
Derivado do &cido quinico (Bastos et al., 2007)
Derivado do &cido quinico (Bastos et al., 2007)
Acido quinico (Bastos et al., 2007)

Acido gélico 4-O-hexosideo (Heras et al., 2016)
Acido gélico (Faria et al., 2011)

Dihidromiricetina-5 (Tavares et al., 2016)

Metil-dihidromiricetina-dihexosideo-4 (Tavares et al., 2016)

Metil-dihidromiricetina-dihexosideo-5 (Tavares et al., 2016)

Dimetil-dihidromiricetina-diglicosideo (Tavares et al., 2011)
Metil-dihidromiricetina-dihexosideo-4 (Tavares et al., 2016)
NI

NI

Acido elagico (Gordon et al., 2011)

Trimero de epigalocatequina dihidratada (Costa et al., 2016)

179
215
295

353
289
509
421
405
191
331
169
643

657
657

671
657
465
431
301
949

161, 143
179, 161
179, 133

173, 111
271,133
353, 329
403, 191
387,191
173,111
271,169
125

463, 355

495, 477
495, 477,
519

509

495, 477
434, 303
385, 179
257

904

315,

143, 113

161, 143, 113
161, 143, 149, 115,
119

111

115, 123

155, 267,173, 111
173, 111
173,111, 191, 213
111

211,125

463, 355, 481, 283,
505, 625, 193

315, 319, 296

315, 297, 282, 315

347, 371

315, 319, 296
271,229

152, 223, 89, 143
199, 169

338, 451, 564, 677,
790, 885

NI: N&o identificado. +: presenca; -: auséncia.
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3.3 Capacidade antioxidante dos polifenois durante a simulacéo da digestéo in vitro

A influéncia da simulacdo da digestdo gastrointestinal do jameldo na capacidade
scavenger do radical ABTS, e na reducéo do fon férrico (Fe®*") em ferroso (Fe®*) pelo ensaio
FRAP estdo apresentados na Tabela 3. O estudo demonstrou aumento significativo (p<0,05)
na acdo antioxidante do fruto, da fase oral para duodenal, independente do ensaio avaliado. Os
ensaios ABTS e FRAP também diferiram significativamente (p<0,05) entre si, com exce¢édo
na etapa em que ha simulacdo de enzimas da microbiota colénica (p>0,05). Esse fato é

atribuido a baixa concentracdo dos compostos bioativos nessa etapa.

Tabela 3 - Alteracdes na atividade antioxidante na simulacéo da digestdo in vitro do jamel&o,
em compara¢do com método quimico de extracdo e indice de bioacessiblidade da acao

antioxidante

ABTS FRAP

Extracdo de compostos bioativos (nmol. Trolox.g™) (nmol. Trolox.g™)

Etapas da digestao gastrointestinal

Oral 3,37 £ 0,03° 2,71 +£0,01°
Gastrica 12,63 +0,10° 4,99 +0,09°
Duodenal 18,13 + 0,29° 6,60 +0,07°
Colénica 1,21 +0,06" 1,32 +0,01"
Extracdo quimica
Aquosa 27,80 +0,17° 10,40 + 0,15"
Acetdnica 50% 54,54 + 0,06° 22,33 +0,07%
indice de bioacessibilidade da ac&o antioxidante (%)
Oral 6,18 12,14
Gastrica 23,16 22,35
Duodenal 33,24 29,56
Colbnica 0,02 591

Médias + desvio padrdo (n = 3). ANOVA two way seguida do pos-teste Tukey (p<0,05). Letras minusculas:
diferenca significativa no mesmo ensaio de atividade antioxidante e, nas diferentes etapas da digestéo simulada e
extracdo quimica.(*) diferenca significativa entre os ensaios de atividade antioxidante, nas diferentes etapas da
digestdo simulada e extragdo quimica. ABTS: atividade scavanger do radical ABTS™. FRAP: capacidade
redutora do ion férrico Fe** a Fe**. O indice de bioacessibilidade foi calculado com base na atividade
antioxidante com acetona a 50%.
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A acdo antioxidante conferida pelo fruto, ap6s a digestdo in vitro, pode ser atribuida
aos polifenois, particularmente, aos flavondides e proantocianidinas (Tabela 4), devido a forte
correlagdo positiva entre esses compostos e 0s ensaios FRAP  (Ipolifenois=0,87;
loroantocianidinas=0,83; P<0,05) e ABTS (Ipolifencis=0,84; Iproantocianidinas=0,77; P<0,05). Nesses
ensaios, antocianinas apresentaram baixa correlagdo (rasrs=0,16; rerap=0,20; p<0,05),
sugerindo que a reducdo do Fe®** e o sequestro do radical ABTS é independente da

concentracdo das mesmas.

Tabela 4 - Coeficientes de correlagdo de Pearson’s (r) entre compostos bioativos e atividade

antioxidante do jamel&o nas etapas do processo de digestdo simulada

Variaveis PT FT FIT AM PrT ABTS
FT 0,668479*
FIT 0,638992* -0,120197
AM 0,661857* -0,090360  0,999386*
PrT 0,977118* 0,676984*  0,647768* 0,669801*
ABTS 0,838206* 0,900382* 0,132848 0,161946 0,771573*
FRAP 0,869156* 0,926850* 0,175746 0,205368 0,829162* 0,990997*

PT = Polifenois totais; FT = Flavonoides totais; FIT = Flavanois totais; AM = Antocianinas monoméricas; PrT =
Proantocianidinas; DPPH = atividade antioxidante determinada pelo ensaio DPPH:, ABTS = atividade
antioxidante determinada pelo ensaio ABTS-+, FRAP = capacidade redutora do fon férrico Fe**.

*Interagdo significativa (p<0,05) entre as classes polifendicas.

Na extracdo quimica, embora as antocianinas tenham sido expressivas no ensaio
ABTS (Ifiavanois=0,91; TFantocianinas=0,86; p<0,05), no ensaio FRAP 0s principais responsaveis
pela acdo antioxidante foram os flavanois (rfavanois=0,81; rantocianinas=0,48; P<0,05). Esse
resultado remete a cautela necessaria quando se pretende afirmar quais compostos conferem a
real acdo antioxidante, visto ser uma caracteristica dependente do composto extraido; do
solvente empregado; dos processos de digestdo ou do processamento para o desenvolvimento
de novos produtos.

Embora a capacidade antioxidante, verificada nas etapas do processo de digestéo,
tenha sido similar entre os dois ensaios avaliados, o ensaio FRAP apresentou valores
inferiores aos do ABTS na fase gastrica e duodenal, sugerindo que a acdo enzimatica e

mudanca de pH podem gerar novos compostos, com maior ou menor atividade antioxidante,
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do que os compostos originais (SAURA-CALIXTO et al., 2007). Assim, os resultados desses
experimentos demonstram que a medicdo de atividades antioxidantes, especialmente no caso
de sistemas multifasicos complexos, ndo podem ser avaliados satisfatoriamente por um Unico

método.

3.4 Resposta ao estresse oxidativo em linhagens de S. cerevisiae

Os polifenois bioacessiveis do jameldo, assim como os do extrato acetdnico a 50%,
ndo induziram danos oxidativos significativos ao DNA nuclear e mitrocondrial em todas as
linhagens de S. cerevisiae testadas e, em todos os tratamentos, quando comparados ao H,0,
(p<0,05) (Figuras 1). Além disso, ocasionaram modulacdo significativa dos danos causados
pelo agente estressor, em todas as linhagens e tratamentos analisados (Figuras 2). Os efeitos
moduladores da acdo enzimética foram superiores a 60% e, em alguns casos, como nha
modulagdo da SODJA e SOD2A, esse efeito foi superior a 90%, demonstrando forte efeito
modulador sobre a SOD citoplasmatica e mitocondrial, por esse ensaio.

Esses efeitos decorrem da protecdo proporcionada pelos compostos antioxidantes
liberados da matriz alimentar, que inibem a acéo deletéria do H,O, em sistemas biol6gicos. O
H,O,, quando em excesso, pode modificar bases nitrogenadas, levando a inativacdo ou
mutacdo do DNA e alteragdes de outras biomoléculas (BARREIROS; DAVID, 2006;
BLOKHINA et al., 2003). Assim, esse estudo indica que os polifenois do jameldo, nas
concentracdes analisadas, minimizaram os efeitos do estresse oxidativo. Vale destacar que a
reducdo desses efeitos foram maiores na fase gastrica e duodenal, devido a maior
bioacessibilidade de flavonoides com agédo antioxidante, nessas etapas.

A caracteristica antioxidante do jamel&o ¢ atribuida a interacdo desses polifenois com
radicais livres, sequestrando-os, prevenindo a oxidagdo e dano ao DNA, e modulando o
sistema enzimatico, evitando a formacdo de radicais livres e promovendo aumento da
atividade de enzimas como SOD e CAT. A neutralizacdo desses radicais ocorre pela doagéo
do atomo de hidrogénio do grupo hidroxila do polifenol, que converte os grupos fendlicos em
radicais livres estaveis, que ndo iniciam ou propagam a oxidacdo lipidica (AFIFY et al.,
2011).
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Figura 1 - Efeito preventivo (a, pré-tratamento), scavanger (b, co-tratamento) e reparador (c,

pos-tratamento) dos polifenois bioacessiveis do jameldo e, comparagdo com a extracao

quimica, em relacao aos danos induzidos pelo H,O, (10mM) em linhagens de S. cerevisiae
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Figura 2 - Efeitos modulatdrios dos polifenois bioacessiveis do jameldo frente ao H,O,, em S.
cerevisiae, proficiente e mutadas em defesas enzimaticas (a, pré-tratamento; b, co-tratamento;

% Modulagéo

1

00

80

60 -

40

20

c, pés-tratamento)

K*khkk

1001

% M odulagéo

80

o
o
1

N
o
1

20

f

—*— Solucédo Salina

- H,0,

Extracdo quimica

—&— Fase Oral

Fase Gastrica

& 4
1 h 4

*kkk

—*— Fase Coldnica

o,
%

)

—*— Solugdo Salina
= H,0,

—®— Extra¢do quimica

—*— Fase Oral

Fase Gastrica

7

—— Fase Colbnica

SOUSA, M. M.

153



Continuacao...

% Modulacéo

1007

Capitulo 4

& 4 Y
T b4 b4 ‘f‘/_*\t
80
i Hkkk i Fkkk
60 -
40
20—
0 ] I i 1 1 F
¥ ¥ ¥ i * ¥
A > Vv G N N
> > > X <
& &° o & 94 °
° S S

—®— Solucdo Salina
- H,0,

—&— Extragdo quimica

—— Fase Oral
Fase Géastrica

Fase Duodenal
—*— Fase Coldnica

Os dados estdo apresentados como percentual de modulagdo (%M), calculado pela equacdo: %M = [(A-
B)/A]*100, onde %M representa o percentual de modulagdo de polifenois bioacessiveis em cada etapa da
digestdo in vitro. A: o valor do dano oxidativo induzido pelo jameldo em cada etapa da digestdo. B: o valor do
dano oxidativo induzido pelo H,O,. O %M foi avaliado na fase de pré-tratamento, co-tratamento e pés
tratamento. ANOVA two-way e pos-teste Tukey (p<0,05), comparados ao controle negativo: solucdo salina.
H,0,: Controle positivo: H,0, - peroxido de hidrogénio. Extracdo quimica com acetona aquosa a 50% (100
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Os polifenois que possuem estruturas orto e para, apresentam melhor atividade
antioxidante devido a grande capacidade de doar &tomos de hidrogénio e formar estruturas do
tipo quinona que sdo estabilizadas por ressonancia (ZHANG et al., 2017). Essas estruturas
estdo presentes em alguns compostos do jameldo, elevando sua capacidade antioxidante.
Assim, nesse ensaio, 0 jameldo apresentou-se como antioxidante preventivo, scavenger e
reparador. Esses resultados foram semelhantes aos obtidos por Slatnar et al. (2012), ao avaliar
a acdo antioxidante de sucos de berries em S. cerevevisiae.

Conforme demonstrado nas Figuras 3 e 4, a atividade das enzimas SOD e CAT foram
moduladas pelos polifenois do jameldo. A atividade dessas enzimas apresentou
comportamento similar entre todos os tratamentos avaliados, embora a agdo mais efetiva
tenha sido no pré e co-tratamento. Observa-se ainda na Figura 3 que a atividade da CAT foi
mais expressa na linhagem duplomutante, SOD/ASOD2A. Isso se justifica pela auséncia da
SOD citoplasmatica e mitrocondrial, requerendo maior acdo da CAT para conversdo do H,O,
em agua e minimizacdo dos danos oxidativos.

A Figura 4 demonstra que a atividade da SOD foi mais pronunciada nas linhagens
deficientes em SOD mitocondrial. A SOD apresenta-se nas células eucariotas nas isoformas
cobre/zinco-dependente (Cu/Zn-SOD) e manganés-dependente (Mn-SOD). Embora Cu/Zn-
SOD seja encontrada nos fluidos extracelulares, sua maior agdo € no citosol celular, sendo sua
atividade inalterada pelo estresse oxidativo. A Mn-SOD localiza-se estrategicamente no
interior da mitocondria, sitio de ativacdo da producdo do radical anion superdxido, cuja
atividade aumenta com o estresse oxidativo (LUSHCHAK, 2014). Isso explica a maior
modulagéo dessa enzima pelos polifenois do fruto em estudo.

As enzimas SOD e CAT sdo essenciais para a neutralizagdo de ERO’s ¢ manutengdo
das células isentas de danos mediados pelo estresse oxidativo. S. cerevisiae tem compostos
antioxidantes no citoplasma, mitocondrias e em toda a superficie celular. Além disso, um dos
seus polimeros estruturais de parede celular (1-3),(1-6)-b-D-glucano possui atividades
antioxidantes e imunomoduladoras. Portanto, essa levedura pode ser usada para medir a agdo
antioxidante de uma variedade de substancias organicas e inorganicas, como o jameldo
(ISLAM et al., 2016).
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Figura 3 - Modulacéo da atividade enzimética da CAT pelos polifenois bioacessiveis do
jameldo frente ao H,O,, em S. cerevisiae, proficiente e mutadas em defesas enzimaticas no

pré-tratamento (a), co-tratamento (b) e pos-tratamento (c)
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Figura 4 - Modulacéo da atividade enzimética da SOD pelos polifenois bioacessiveis do
jameldo frente ao H,O,, em S. cerevisiae, proficiente e mutadas em defesas enziméticas no

pré-tratamento (a), co-tratamento (b) e pos-tratamento (c)
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Continuacao...
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H,0,: peroxido de hidrogénio (controle positivo). Controle negativo: agua salina. SOD: superéxido dismutase. A
atividade da SOD foi expressa como U-SOD.mg™ de proteina. ANOVA two-way e pés-teste Tukey (p<0,05),
comparado ao controle positivo. Extragio quimica com acetona aquosa a 50% (100 pg.mL™).

4. Concluséao

A simulacdo da digestdo in vitro mostra que o trato gastrointestinal favorece a
liberacdo de compostos antioxidantes presentes na matriz alimentar do jameldo, em
comparacao com a extracdo quimica, disponibilizando-os para absorcéo, e eventual utilizagdo
pelos tecidos, particularmente flavonoides e proantocianidinas. Esses polifenois séo capazes
de reduzir a inibicdo do crescimento de S. cerevisiae, de modular os danos causados pelo
H20, e estimular a produgdo de SOD e CAT, demonstrando agdo antioxidante nos ensaios

analisados.
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Material suplementar

Tabela S1
Descricdo das linhagens e geno6tipos de S. cerevisiae utilizadas no estudo.
Descricdo Gendtipo Origem
EG103 (SODWT) MATa leu2-3,112 trp1-289 ura3-52 GAL+
EG118 (SODIA) SOD1::URAS all other markers as EG103
EG110 (SOD2A) SOD2::TRP1 all other markers as EG103
EG133 (SOD/ASOD2A) SOD1::URA3 SOD2::TRP1 double mutant all Edith Gralla, L Angeles
other markers as EG103
EG223 (CATIA) EG103, except CAT1:: TRP1
EG (SODI/ACATIA) EG103, except SOD1:: URA3 and CAT1:: TRP1

Fonte: Adaptado de De Lima, 2008.
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Capitulo 5

RESUMO

PROCESSO DE EXTRACAO E FABRICACAO DO SUCO TROPICAL DE
JAMELAO UTILIZANDO POLISSACARIDEOS PARA REDUCAO DA
ADSTRINGENCIA

A invencdo refere-se ao processo de fabricacdo de suco tropical de jameldo, extraido por
arraste a vapor e, adicionado de polissacarideos que minimizam a interacdo tanino-proteina. A
técnica de extracdo empregada suprime a etapa de despolpamento, evitando um contetdo
maior de taninos devido a extracdo desses compostos presentes também nas sementes do
fruto. A adicdo de polissacarideos ao suco do jameldo reduz sua adstringéncia por vias
simples e sem perda de qualidade do produto final, sendo seu uso viavel economicamente.
Assim, a técnica de extracdo/fabricacdo empregada reduz esse atributo sensorial indesejavel,
aumenta a aceitacdo do produto e preserva compostos bioativos bioacessiveis e com acéo
antioxidante, capazes de atuar como agente preventivo, scavanger e reparador de danos

ocasionados pelo estresse oxidativo.
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REIVINDICACOES

1. Processo de extracdo de suco tropical de jameldo caracterizado por processo de arraste a

vapor isento de conservantes quimicos e adicionado de polissacarideos.

2. Processo de extragéo de suco tropical de jameldo caracterizado por extracdo efetuada a uma
temperatura de vapor, entre 50 °C e 110 °C, com temperatura 6tima a 70 °C, capaz de

proporcionar boa extracao de polifenois e minima caracteristica de adstringéncia.

3. Processo de extracdo de suco tropical de jameldo caracterizado por tempo de extracéo,
entre 30 e 60 minutos, com tempo 6timo em 45 minutos, capaz de proporcionar boa extracao

de polifenois e minima caracteristica de adstringéncia.

4. Processo de fabricacdo de suco tropical de jameldo caracterizado por adicdo de
polissacarideos em concentracdes entre 0,005 e 0,08 g.L™*, com concentracdo 6tima em 0,03

g.L™", capazes de inibir a interagdo tanino-proteina.

5. Suco tropical de jameldo caracterizado por apresentar menor adstringéncia e bom conteido

de polifenois bioacessiveis com acao antioxidante.
6. Suco tropical de jameldo caracterizado por ser atoxico em testes de citogenotoxicidade.

7. Suco tropical de jameldo caracterizado por atuar como agente preventivo, scavanger e

reparador de danos ocasionados pelo estresse oxidativo.

8. Suco tropical de jameldo caracterizado por uso na elaboracdo de néctares e refrescos, sendo
diluido em &gua potavel e com adi¢do de sacarose ou outros edulcorantes, em concentracdes

estabelecidas em decretos e instru¢des normativas.

9. Suco tropical de jamel&o caracterizado por uso na elaboracdo de geléias, sorvetes, mousses,
drinks alcodlicos e ndo alcoolicos, bebidas fermentadas e gaseificadas, licores, vinhos e,

outros produtos panificaveis e de confeitaria.
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Conclusdes

5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, pode-se inferir que:

O jamel&do possui caracteristicas quimicas, nutricionais e bioativas que favorecem o
seu consumo in natura e em produtos derivados, como sucos, néctares, geleias,
bebidas alcodlicas, misturas de especiarias, entre outros.

Um dos maiores obstaculos na industrializacdo do jameldo € a presenca de taninos que
proporcionam adstringéncia e turbidez, reduzindo a aceitacdo dos produtos a base do
fruto. Tanases e pectinases tém sido empregadas para minimizar os efeitos
idensejaveis, no entanto, oneram os custos de producao.

As antocianinas também sdo consideradas ponto critico de controle, pois devido sua
sensibilidade térmica séo facilmente degradadas.

Na otimizacdo da extracdo de biopolifenois do jameldo, a obtencdo de rendimentos
maximos desses compostos e atividade antioxidante ocorreu com a mistura binaria de
agua e acetona, em proporc¢oes iguais.

Acidos fendlicos, quecertina deoxihexosideo, isbmeros de dihidromiricetina e trimero
de epigalocatequina sdo os principais responsaveis pela acdo antioxidante do jamel&o.
Os polifenois do jameldo séo capazes de capturar o radical peroxil e inibir a oxidacao
lipidica.

O jameldo ndo exibe efeitos toxicogenéticos em Artemia salina Leach e Allium cepa
Linn, ndo ocasionando risco de instabilidade genética, quando ingeridos em
concentracdes adequadas.

A digestdo in vitro mostra que todas as etapas da digestdo favorecem a liberacdo de
compostos antioxidantes presentes na matriz alimentar do jameldo, em especial
flavonoides e proantocianidinas.

Os flavonoides foram mais extraiveis na etapa duodenal da digestdo simulada do que
na extracdo quimica.

As antocianinas mono e diglicosiladas liberam suas agliconas na etapa gastrica, porém
na etapa duodenal séo fortemente degradadas.

A acidez géstrica proporciona a liberagéo de &cidos fendlicos.

A atividade antioxidante avaliada pela reducdo do ion férrico independe da
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Conclusdes

concentra¢do de antocianinas, tanto na extragdo quimica quanto apds simulagdo da
digestao.

Os derivados do &cido cafeico, assim como o trimero de epigalocatequina estdo
presentes em todas as etapas do processo de digestdo, sendo possiveis responsaveis
pela acdo antioxidante do fruto, apos processo de digestao.

Os polifenois bioacessiveis do jameldo, nas diversas etapas da digestdo reduzem a
inibicdo do crescimento de Saccharomyces cerevisiae, modulam os danos causados
pelo peroxido de hidrogénio e estimulam a producdo de SOD e CAT. Dessa forma, o
fruto possui atividade preventiva, scavanger e reparadora.

Conseguiu-se desenvolver um suco tropical do jameldo, com adstringéncia reduzida e
capaz de proporcionar beneficios a salde devido a presenca de polifenois

bioacessiveis, antioxidantes e ndo citogenotoxicos, em concentracfes adequadas.
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