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RESUMO

O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, e suporta uma ampla variedade de
espécies. Algumas delas, sdo conhecidas como fonte de compostos de alto
interesse biotecnoldgico. Além disso, devido as suas propriedades funcionais aliadas
ao potencial de agregar valor e conservar a biodiversidade do Cerrado, essas
espécies vém sendo utilizadas como plantas medicinais. O presente trabalho teve
por objetivo desenvolver um cha soluvel da polpa do fruto de P. ramiflora (Mart.)
Radlk, avaliar os compostos fitoquimicos presentes nos extratos, além de avaliar o
potencial antioxidante destes. Os frutos foram coletados na area de Cerrado do
Campus UnB Planaltina-DF, processados (separacdo da casca, polpa e semente) e
preparados 0s extratos aquosos, etanolicos e hexanicos de suas partes. O perfil
fitoquimico dos extratos foi analisado por CLAE/DAD. A determinacdo da atividade
antioxidante foi realizada por métodos de ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity) e complexo fosfomolibdénio. Para a obtencdo do ch& sollvel, o extrato
aquoso liquido foi submetido a secagem por spray dryer e o processo foi otimizado
por meio de planejamento fatorial. O perfil cromatografico dos extratos mostrou a
presenca de acido galico e catequina, definidos como marcadores quimicos da
planta. Para atividade antioxidante pelo método ORAC, o extrato etandlico da polpa
foi 0 que apresentou maior valor de equivaléncia de Trolox (429,40 umol ET/g de
amostra), e pelo método de reducdo do complexo fosfomolibdénio, o extrato que
apresentou maior teor de equivaléncia foi o extrato aquoso da semente (0,126 ug
EAA/mL de amostra). O processo de otimizacdo para obtencdo do cha definiu as
condicbes de secagem, onde o0 extrato aquoso da polpa, juntamente com a
maltodextrina foram submetidos ao processo de atomizacdo, que garantiu boa
aceitabilidade do produto final. Os resultados deste trabalho destacaram o
desenvolvimento e futuro potencial de um ch& promissor da polpa de P. ramiflora,

podendo ser uma fonte econémica de antioxidantes naturais.

Palavras-chave: curriola; Pouteria; metabdlitos secundarios; atividade antioxidante;

cha.



ABSTRACT

The Cerrado is the second largest Brazilian biome and supports a wide variety of
species. Some of them are known as a source of compounds of high biotechnology
interest. Additionally, to their value-added properties and their significant role in the
conservation of Cerrado’s biodiversity, these species are used as medicinal plants.
Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk, popularly known as "curriola,” is not well
documented in the scientific literature. Therefore, research on the production of
secondary metabolites produced by this plant is of extreme importance, as well as
biological activities. This work developed a soluble tea from the fruit pulp of P.
ramiflora (Mart.) Radlk, to evaluate the phytochemical compounds and the
antioxidant potential of its extracts. The fruits were collected in the Cerrado area of
Campus UnB Planaltina, DF, processed (separation of bark, pulp and seed), and
agueous, ethanolic and hexane extracts were prepared. The phytochemical profile of
the extracts was analyzed by HPLC/DAD using phosphoric acid and acetonitrile as
eluents. The determination of the antioxidant activity was performed using the
Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) and phosphomolybdenum complex.
To obtain the soluble tea, the liquid aqueous extract was subjected to spray dryer
and the process was optimized through factorial planning. The chromatographic
profile of the extracts revealed gallic acid and catechin, defined as chemical plant
markers. The antioxidant activity was measured using the ORAC method and the
phosphomolybdenum complex reduction method. Results revealed that the ethanolic
extract of the pulp had the highest Trolox equivalence (429.40 uymol TE/g sample)
and by the phosphomolybdenum complex reduction method, the highest equivalence
was the aqueous extract of the seed (0.126 yg AAE/mL sample). The results of this
work highlighted the development and future potential of a promising tea from the

pulp of P. ramiflora, which could be an economical source of natural antioxidants.

Keywords: curriola; Pouteria; secondary metabolites; antioxidant activity; tea
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1 INTRODUCAO

A informacdo de que ha associacdo entre uma planta, utilizada para fins
medicinais e as substancias presentes nela serem responsaveis pela sua acao
curativa, no contexto das ciéncias naturais e farmacéuticas, ainda é relativamente
recente, remetente a meados do século XIX (1, 2). O fato € que dentre as inUmeras
plantas conhecidas e utilizadas hoje para fins curativos, o género Pouteria, da
familia Sapotaceae, se destaca pela diversidade de espécies com caracteristicas
biologicas ativas, podendo ser encontradas em quantidades significativas no
Cerrado.

As partes de espécies do género Pouteria, entre elas as folhas e cascas ja
foram avaliadas como fontes de enzimas a serem usadas como reagente de sintese
(3). O extrato de Pouteria ramiflora demonstrou forte atividade inibitéria sob as
enzimas a-amilase e a-glucosidase, que hidrolisam carboidratos presentes no trato
digestivo (4), bem como para fins de atividade biologica (3, 5-7). Muitas dessas
espécies produzem frutos comestiveis, madeiras de alta qualidade, latex e
substancias utilizadas para a producdo de farmacos (8), além de possuirem alto
interesse biotecnoldgico com aplicacdo em diversos setores industriais. Todavia, 0s
constituintes presentes nos frutos da planta ainda ndo foram totalmente estudados.

Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk, ou curriola, como é popularmente conhecida,
produz frutos comestiveis (9) e na medicina popular é utilizada no tratamento de
doencas como hiperlipidemias e obesidade, verminoses (cascas), disenteria
(cascas), dor e inflamacéo (10, 11). Estudos fitoquimicos realizados com espécies
deste género revelaram a presenca de alcaloides, benzenoides, fenilpropanoides, e
componentes como triterpenos e flavonoides sdo o0s constituintes em maior
proporgao.

Paralelamente, taninos e saponinas foram encontrados nos extratos
etandlicos da casca, caule e raiz desta espécie. Estes mesmos extratos
apresentaram reducdo nos niveis de glicose no sangue em ratos, além de diminuir a
atividade da amilase salivar (12).

Das atividades biolégicas reportadas na literatura conferidas para P. ramiflora,

a maioria diz respeito as suas folhas. As principais sao: antioxidante, anti-
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inflamatoria e atividade antinociceptiva, além da toxicidade para larvas de Artemia
salina (13-15), antitumoral, antihelmintica, e fotoprotecéo (contra raios UVA e UVB).
Ha uma importancia econdmica relatada para P. ramiflora, uma vez que fornece
latex usado na producdo de goma comercial, madeira de qualidade, e frutos
comestiveis (16).

Nesse sentido, considerando a grande variedade de espécies nativas no
Cerrado como possiveis fontes de novas moléculas bioativas, e a inexisténcia de
estudos acerca das demais partes da planta, o desenvolvimento do cha da polpa de
P. ramiflora auxilia na exploracdo de outras formas de seu consumo, que hao
somente in natura, beneficiando alimentos com potencial de promover a saude e
bem-estar. Além disso, corrobora para a realizacdo desta investigacéo, o fato de o

tema ser ainda pouco explorado até o momento.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

O uso de produtos naturais como recurso farmacéutico € antigo, e por muito
tempo produtos minerais, vegetais e animais constituiram uma vasta gama de
produtos de origem terapéutica. Além disso, a utilizacdo de produtos naturais foi, e
por vezes ainda € acompanhada de significados religiosos e visdes peculiares de
saude e doenca dentro de cada cultura. Com o passar dos anos e a descoberta da
penicilina, produzida a partir de microrganismos no desenvolvimento de terapia
infecciosa, 0s recursos terapéuticos de origem natural passaram a ter espaco junto
aos produtos sintéticos ja existentes (17). Comunidades que ocupam florestas
tropicais convivem com a alta diversidade existente nesses territorios e
desenvolvem, cada qual a sua maneira, diversas formas de explora-los para sua
sobrevivéncia (18).

Os medicamentos fitoterapicos sao definidos pela legislacdo sanitaria
brasileira como aqueles obtidos por meio do uso exclusivo de matérias-primas ativas
vegetais cuja seguranca e eficacia estejam baseadas em evidéncias clinicas e que
sejam caracterizados pela constancia de sua qualidade (19). Grande parte das
praticas relacionadas ao uso popular de plantas medicinais e farmacos derivados
dessas plantas foram originalmente descobertas por meio de estudos sobre curas
tradicionais e do conhecimento popular de povos indigenas. Ademais, sdo o que
muitas comunidades tém como alternativa viavel para o tratamento de doencas ou
manutencdo da saude, e alguns deles, apesar do grande avan¢go na quimica de
produtos sintéticos, ndo podem ser substituidos (20).

O uso das plantas medicinais esta bem estabelecido nos dias atuais, e a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconhece que 85% da populacdo que utiliza
a atencdo priméria consome plantas ou suas preparacdes (21). A indicacdo do uso
de plantas medicinais e fitoterapicos na medicina humana, no entanto, ndo € para
substituir medicamentos ja comercializados com sua eficacia comprovada, mas sem

davida, tem um papel primordial na medicina, uma vez que aumenta a opgao
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terapéutica na oferta de medicamentos equivalentes. Ressalta-se que muitos
medicamentos fitoterdpicos, assim como os sintéticos, também possuem registro e
eficAcia comprovada (17).

No cenario atual da industria farmacéutica, a pesquisa por produtos naturais é
cada vez mais incentivada, o que tem feito aumentar o interesse pelas plantas
medicinais. Nesse contexto, o Brasil se encontra em uma posicdo de destaque,
sendo detentor de grande diversidade bioldgica, ndo sé pela grande diversidade de
espécies vegetais que ha disponivel, mas também pela diversidade quimica
presente nesses organismos. Isso faz com que essas plantas se tornem um
excelente alvo para isolamento de moléculas e/ou metabdlicos primarios ou
secundarios com potencial para utilizacdo e aplicacdes em industrias médicas,
farmacéuticas e alimenticias (22, 23).

O interesse por produtos oriundos das plantas medicinais aumenta também
frente ao alto custo na industrializacdo de medicamentos e suas patentes
tecnoldgicas, uma vez que os medicamentos fitoterapicos possuem um custo mais
baixo. Eles sdo produzidos com o mesmo rigor de qualguer medicamento
industrializado e podem contribuir para melhorar as principais funcdes fisioldgicas no
organismo, restaurando as capacidades perdidas e promover bem-estar. Nesse
sentido, os fitoterdpicos tornam-se uma alternativa acessivel a saude publica (24-
26).

Assim como o uso de qualquer medicamento, também se recomenda atencéo
na opcao pela fitoterapia quanto ao perfil téxico conhecido e, sua utilizacdo
inadequada. Alguns medicamentos fitoterdpicos possuem principios ativos com
capacidade de alterar fun¢des organicas, bem como interferir na acdo de farmacos
guando utilizados de forma simultanea. Por isso, € importante identificar propostas
terapéuticas que auxiliem no tratamento adequado, com reduzidos efeitos colaterais
que contribuem de maneira positiva ha saude publica (27).

Mundialmente, cerca 53.000 espécies de plantas ja sao utlizadas com
propdsito medicinal nos dias atuais, sendo que a Organizagdo Mundial da Saude,
em 2011, estimou que por volta de 70-95% dos cidaddos de paises em
desenvolvimento dependem principalmente da medicina tradicional como cuidados

primarios de tratamento para necessidades basicas de saude, e 0 gasto com a
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compra desses produtos pode ultrapassar de 15-30% da fonte total de renda (20, 28,
29).

O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, e abriga cerca de 160.000
espécies, entre elas animais, fungos e plantas (30). Algumas destas plantas sdo
bastante conhecidas como fonte de compostos de crescente interesse comercial,
devido as suas propriedades nutricionais e funcionais aliadas ao potencial de
agregar valor e conservar a biodiversidade do bioma. No entanto, esse manancial de
especies consideradas “Plantas do futuro”, ainda nao foi inserido no contexto do
agronegocio brasileiro, e poucas espécies foram estudadas a partir do ponto de vista
fitoquimico (31).

Visando o custo de desenvolvimento dessa categoria de produtos, 0s paises
em desenvolvimento como o Brasil oferecem integrativa terapéutica bastante
promissora para a populacdo. O pais é visto em destaque por possuir um terco da
flora mundial, além de ter a Amazénia como a maior reserva de produtos naturais
com acdo fitoterapica do planeta (32). Esta vasta disponibilidade de biodiversidade
deixa 0 pais em excelente posicdo estratégica para o desenvolvimento de novos
medicamentos a partir de metabodlitos com valor terapéutico (33). As observacdes
populares sobre o uso e eficacia de plantas medicinais contribuem de forma
relevante para a divulgacédo das virtudes terapéuticas dos vegetais, prescritos com
frequéncia, pelos efeitos benéficos a saude que produzem, apesar de ndo terem
seus constituintes quimicos totalmente esclarecidos.

De acordo com dados do Ministério da Saude (MS), de 24% do total das
espécies superiores encontradas no Brasil (21), apenas 1% delas foi estudada
quimica e farmacologicamente (34, 35); na maioria dos casos, apenas estudos
preliminares sdo realizados, ndo tendo sua potencialidade terapéutica comprovada
(36, 37). Apesar de varias delas produzirem frutos comestiveis amplamente
consumidos pela populacédo, poucas referéncias sdo encontradas em relacdo a
identificacdo dos metabdlitos responsaveis por grande espectro de atividades
bioldgicas de frutos pertencentes a espécies de diversas familias (38).

Considerando a grande diversidade de espécies nativas do Cerrado, e que
para grande parte delas ainda ndo ha estudos visando sua utilizacdo como fonte de
recursos terapéuticos, estudos abordando estes temas mostram-se importantes

incentivadores para o desenvolvimento de pesquisas (39).
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2.2 POUTERIA RAMIFLORA MART. RADLK

A familia Sapotaceae possui cerca de 1250 espécies subdivididas em cinco
tribos com 53 géneros (40) representantes desde o sul dos Estados Unidos até
Paraguai, Uruguai e Chile, sendo que 103 dessas espécies sao encontradas no
Brasil (41, 42), principalmente na regido amazonica e no litoral, encontradas
frequentemente na Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (43). Existem
muitos géneros de Sapotaceae que produzem frutos comestiveis, tais como
Chrysophyllum, Manilkara, Mimusops e Pouteria (44), além de produzirem
substancias utilizadas para a producéo de farmacos (8).

Espécies do género Pouteria, considerado o maior género da familia (43),
possuem fruto ovoide ou globoso contendo polpa, com epicarpo de textura firme, cor
amarela, ou até mesmo verde quando maduro, contendo de uma a duas sementes
que s&o envoltas por polpa gelatinosa, possivelmente de origem placentar (8, 45). E
comum no Cerrado, estando presente nas fisionomias de cerraddo, cerrado sentido
restrito ou strito senso, cerrado ralo, borda de vereda e mata mesofitica ou seca (43,
46).

Uma diversidade de espécies do género Pouteria possui quantidades
significativas de ativos antioxidantes, compostos polifendlicos, incluindo acido galico,
galocatequina, catequina, epicatequina, dihidromiricetina e miricetina. Foi relatada a
presenca de alcaloides, benzenoides e fenilpropanoides, hidrocarbonetos de cadeia
longa, alcoois, acidos e ésteres (47). Especificamente os flavonoides sdo apontados
como marcadores quimiotaxondmicos (miricitrina) para este género, encontrados
além das folhas, nos demais 6rgaos (3).

Atividades bioldgicas exercidas por essas plantas tém auxiliado na medicina
popular para tratar enfermidades como febre, inflamacéo, erupc¢des na pele, Ulceras,
diabetes, diarreia, nauseas, vomitos, dores nas costas, e até mesmo para estimular
a lactacéo (48). O potencial anti-inflamatoério dentro desse género tem sido ligado a
presenca de constituintes quimicos como triterpenos e flavonoides (3, 49, 50).

Os frutos destas espécies constituem uma fonte de compostos, atribuindo a

elas, propriedades benéficas a saude, o que pode estimular seu uso pela industria
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farmacéutica e de alimentos, para o desenvolvimento de novos produtos,
promovendo a sustentabilidade das regies com as caracteristicas do Cerrado.
Destaca-se dentro do género Pouteria, a espécie P. ramiflora (Mart.) Radlk
(Figura 1), frutifera do tipo arbustivo-arboreo néo cultivada e frequente na natureza,
gue mede aproximadamente 10 m de altura, sendo distribuida nas regides centrais e
sul do Brasil, podendo se estender ao norte para a Amazonia e oeste da Bolivia,
com registro no Paraguai (16). Em época de frutificacao, entre novembro e janeiro, é
muito visitada pela fauna, devido ao cheiro intenso e sabor agradavel do fruto,
possivel de ser detectado a cerca de 1 m de distancia das arvores floridas, sendo a

zoocoria sua principal forma de disperséao (8, 51).
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Figura 1 Arvore e frutos de Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. Amostras coletadas em Planaltina-DF
Campus UnB Planaltina

Em estudo realizado por Gama e colaboradores em 2011 (52), foi avaliada a
frutificacdo em P. ramiflora com a maturacdo dos frutos ocorrendo durante a estacéo
chuvosa do ano, ndo havendo maturacdo no ano seguinte, pois todos os frutos
foram abortados no inicio do desenvolvimento. No ano de frutificagdo, a intensidade
maxima ocorreu no periodo em que os frutos ainda estavam jovens. Quanto a

maturacdo dos frutos no periodo chuvoso, trata-se de uma situacdo comum em
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espécies arbOreas zoocoricas de ambientes sazonais. Nesta época, os frutos
permanecem atrativos por mais tempo, favorecendo a disperséo das sementes (53).

Pouteria ramiflora é popularmente conhecida como “abiu-do-cerrado”,
“curriola”, “guapeva” ou “pitomba de leite”. Se destaca pela producéo de frutos que
apresentam uma polpa doce que envolve a semente, frequentemente consumida in
natura pela populagéo, ou na forma de produtos como cremes e sorvetes, o que
representa um significativo valor econdémico (54).

Compostos  fendlicos como  miricetina-3-O-B-D-galactopiranosideo e
miricetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo foram encontrados em estudos realizados com
as folhas desta espécie nas concentracbes de 13,55 mg/g e 9,61 mg/g,
respectivamente, utilizando extratos hidroalcoodlicos. Além disso, foram encontrados
flavonoides a 48,82 mg/g e fendis a 125,87 mg/g, indicando presenca de
substancias com interesse terapéutico (55).

Dentro das atividades biologicas atribuidas a essa planta, em destaque, na
medicina popular do Cerrado mato-grossense, € utlizada no tratamento de
hiperlipidemias e obesidade (11), e suas raizes sdo Uteis para tratar verminoses,
disenteria, dor e inflamacéo (56). Apresenta potencial anti-inflamatério, analgésico e
antinociceptivo (10), citotoxico (3), antimicrobiano, antifangico (57), amilolitico e
inibitério , com atividade neuroprotetora e antitumoral (58), mutagénica (59), além
do potencial antioxidante e fotoprotetor (60).

Considerando trabalhos sobre a atividade alelopatica com a espécie P.
ramiflora, estes foram realizados com extratos hexanico, etandlico e aquoso das
folhas de exemplares coletados em Brasilia sobre sementes de alface e tomate
(Solanum lycopersicum) (56). Foi avaliado também, o potencial alelopatico, tendo
como base, a determinacdo da classe de metabdlitos secundarios presentes no
extrato aquoso e etandlico da parte interna e externa da casca de P. ramiflora, e
seus efeitos sobre a germinacdo de sementes e crescimento inicial de plantulas de
Lactuca sativa, ndo sendo observada alteracdo na germinacdo pelos extratos
testados. Porém, diferentes concentracdes do extrato etandlico da parte interna da
casca prejudicaram o desenvolvimento da planta, efeito associado a presenca de
esteroides e triterpenos, neste extrato.

A casca de P. ramiflora, apesar de ndo afetar negativamente as taxas de

germinacdo, possui aleloquimicos que interferiram negativamente no crescimento
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das plantulas de alface, indicando efeito alelopatico e potencial de utilizacdo (61).
Paralelamente, o extrato etandlico das raizes desta planta evidenciou o efeito
analgésico em camundongos, produzindo inibicdo de contragfes abdominais. Além
disso, 0 mesmo extrato inibiu o processo inflamatério, diminuindo o nimero de
células inflamatodrias, os niveis de metabolitos de Oxido nitrico e a atividade da
adenosina desaminase em 65%, 77% e 68%, respectivamente (10).

E fato que os estudos encontrados sobre as atividades reportadas para P.
ramiflora estdo diretamente ligados as diferentes classes de metabdlitos
secundarios. Nesse cenario, a avaliacdo fitoquimica e o potencial antioxidante dos
extratos de P. ramiflora bem como o desenvolvimento de um cha soluvel da sua
polpa contribui para o enriquecimento das informacdes sobre as propriedades
terapéuticas da planta, além de ser considerado um alimento que, consumido na
alimentacéo cotidiana, pode trazer beneficios fisiologicos a salude gracas aos seus
componentes ativos.

Espera-se que, além destes constituintes e atividades biologicas, outros
oriundos do metabolismo secundéario da planta sejam encontrados em partes dela
ainda pouco ou nunca investigadas (polpa e semente), assim como no cha do fruto

em desenvolvimento no presente trabalho.

2.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Um antioxidante pode ser definido como uma substancia que, em baixas
concentracfes, retarda ou previne a oxidacdo de um substrato, diminuindo a
velocidade do processo de oxidagdo envolvendo principalmente, moléculas de
lipideos. Essa acdo ocorre através de um ou mais mecanismos de protecdo em
varios niveis dentro das células, tais como inibicdo da formacdo de espécies de
radicais livres, capacidade de deslocamento do radical formado em sua estrutura,
evitando a fase de iniciacdo da oxidacdo e quelando ions metélicos (62).

Os radicais livres, acumulados nas células devido a fatores como radiagdes,
poluentes ambientais, componentes quimicos, toxinas, alimentos com alto teor de

gordura e picantes, bem como o estresse fisico causam o0 esgotamento de
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antioxidantes presentes no sistema imunolégico, modificam a expressdo dos genes,
e induzem proteinas anormais (63). O desequilibrio entre moléculas oxidantes e
antioxidantes resultante da acdo pelos radicais livres € chamado de estresse
oxidativo (64).

Os danos oxidativos induzidos nas células e tecidos estdo relacionados com o
aparecimento de alguns disturbios, podendo incluir doencas degenerativas como as
cardiopatias, aterosclerose e problemas pulmonares (65-68), além de artrite, lesédo
de isquemia e reperfusdo de muitos tecidos, lesdo no sistema nervoso central,
gastrite, cancer, entre outros (69, 70). As moléculas antioxidantes atuam auxiliando
as células a lidar com o estresse, sequestrando os radicais livres, de modo que eles
estejam ligados a prevencao dessas doencgas.

Da classe dos antioxidantes sintéticos, o hidroxianisol butilado (BHA) e
hidroxitolueno butilado (BHT) s&o os mais importantes e comercialmente disponiveis.
Dentre o0s antioxidantes naturais, destacam-se o0s tocoferois, vitamina C,
carotenoides e compostos fendlicos, presentes particularmente em frutos e vegetais.
Um aumento exponencial no interesse por estes antioxidantes tem sido relatado,
devido a presenca de certos componentes oriundos do metabolismo secundario das
plantas.

Estudos epidemiolégicos reportados indicam que o consumo frequente destes
ativos esta associado a um menor risco de doencas crénico-degenerativas e cancer
(71), podendo ser usados para controlar o equilibrio entre radicais livres e estresse
oxidativo, o que torna uma alternativa menos prejudicial aos produtos antioxidantes
sintéticos (72).

As plantas medicinais constituem uma fonte inesgotavel de antioxidantes. De
acordo com Bakkali et al. (2008) (73), o teor de substancias ativas e a composicao
guimica dos fitobiéticos nos produtos finais podem variar amplamente, dependendo
das partes da planta utilizadas, da origem geografica e da época de colheita. Além
disso, foi demonstrado que as propriedades antioxidantes desses produtos naturais
estdo principalmente relacionadas ao seu conteudo fendlico, portanto, sua acdo é
semelhante aos antioxidantes fendlicos sintéticos (74).

A tendéncia a substituicho de antioxidantes sintéticos por naturais pode
apresentar vantagens devido a implicagcbes na saude e na funcionalidade. A nivel

preservacionista, favorece o homem e o meio ambiente na medida em que as
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industrias alimenticias geram residuos. A industrializacdo de produtos como sucos,
doces e geleias geram residuos (cascas e sementes) que sao importantes fontes
naturais de antioxidantes, e estas, na maioria das vezes s&o descartadas. O
aproveitamento destes residuos torna-se uma alternativa economicamente
vantajosa, por meio da exploracdo completa do conteddo antioxidante presente
nestes produtos (75).

Apesar dos beneficios na conservagédo de alimentos, o uso de antioxidantes
sintéticos tem sido restringido em alguns paises por seus possiveis efeitos adversos
e toxicoldgicos. Dentre eles estdo carcinomas apds exposicdo ao BHA e efeitos
adversos nos pulmdes, figado e sangue causado por BHT (76, 77). Além disso, a
preferéncia por antioxidantes naturais possui vantagem de ordem fisico-quimica,
uma vez que estes apresentam maior solubilidade tanto em agua como em 6leo, e
auxiliam na preparacdo de emulsdes e outras formulacdes como os hidrogéis (78).

Uma série de metodologias ja foram desenvolvidas para determinar a
atividade antioxidante in vitro, e componentes do metabolismo secundario das
plantas séo cada vez mais utilizados para este fim. Nesse contexto, a exploragao por
substancias oriundas de extratos vegetais e seus produtos se faz importante, com o
objetivo de sequestrar radicais livres, no sentido de serem utilizados a fim de inibir

processos oxidativos e auxiliar na prevencao das doencas.

2.4 CHA SOLUVEL

Com origem na China, de um modo geral, o cha € uma bebida muito popular,
largamente consumida por grande parte da populacdo mundial, devido a suas
caracteristicas de aroma e sabor e propriedades medicinais. Seu consumo frequente
se da devido ao efeito benéfico a saude caracterizado pela acdo antioxidante,
geralmente atribuida as altas concentrac6es de componentes como flavonoides, que
por sua vez atuam em diferentes niveis de protecédo do organismo (79).

Por definicdo, segundo o que é referenciado no Informe Técnico n° 45 de 28
de Dezembro de 2010, no item IV das Instrugdes Normativas da Agéncia Nacional

de Vigilancia Sanitaria, um esclarecimento sobre a regulamentagdo de chas, na
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qual, ha a definicho para o Cha Soluvel: “Os produtos soluveis sdo aqueles
resultantes da desidratacdo do extrato aquoso de espécie(s) vegetal(is) prevista(s)
neste Regulamento e em Regulamento Técnico especifico, obtidos por métodos
fisicos, utilizando agua como Unico agente extrator. Estes podem ser adicionados de
aroma.” Neste contexto, é viavel a utilizacdo das espécies vegetais previstas pela
ANVISA e/ou em Farmacopeias que sao consumidos tradicionalmente como
alimentos para o preparo de extratos aquosos.

Consumidos geralmente sob a forma de infusdes ou decocgdes, preparadas a
partir de diferentes partes das plantas, isto é, ervas, flores, frutas, folhas, sementes,
cascas e raizes (inteiras, fragmentadas ou moidas) que passaram por processo de
secagem, os chas sollveis arométicos sdo classificados como a segunda bebida
mais consumida no mundo, pertencente a um mercado de rapido crescimento de
bebidas wellness e possui multiplos valores econdémicos, sanitarios e culturais (80,
81).

As formulacdes de plantas medicinais desempenham um papel importante e
preventivo no tratamento de distarbios mediados por radicais livres e terapia de
suporte para diferentes doencas cronicas (82-84). Os beneficios a saude relatados
na literatura pelo consumo de chas destas plantas estdo relacionados a diversas
atividades biolégicas como: antioxidante, hepatoprotetora, com propriedades
diuréticas, inflamatérias e até mesmo anticancerigenas (84-88) e anti-anémicas, com
efeitos hipoglicémicos e neuroprotetores (85, 89), além de estimulantes, relaxantes,
calmantes, desintoxicantes e reguladores metabdlicos.

O consumo habitual de chas a base de plantas ndo esta associado somente
as suas propriedades terapéuticas e curativas (85, 90), como também ao seu baixo
custo, baixa incidéncia de efeitos colaterais e agressividade biologica, além de uma
tendéncia a complementagdo de medicamentos convencionais. Os consumidores
estdo cada vez mais cautelosos em relagédo a saude e, por isso, estdo exigindo uma
alimentagcdo mais natural e saudavel, muitas vezes dando preferéncia a bebidas
como o cha, tornando este, um bom veiculo a este respeito.

A FAO (Organizacado das Nacbes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura)
destacou que a producdo e o consumo global de chas continuam a crescer
globalmente (91), uma vez que aproximadamente 2 bilhGes de xicaras de cha sao

consumidas diariamente em todo o mundo (92). A taxa de crescimento da producao
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de cha verde, por exemplo, até 2027, deve chegar a mais de 7,5% ao ano, com
demanda estimada em 3,6 milhdes de toneladas (91), enquanto o mercado global de
cha de ervas (significando diferente de Camelia derivados sinensis, sem cafeina)
espera atingir uma CAGR (taxa composta de crescimento anual) de 4,94% e envolve
US$ 4.226,9 milhGes até 2025, estimulando o langamento de produtos funcionais
com sabores novos e inovadores (93).

A ascensdo desse mercado se deve principalmente ao aumento da
conscientizacdo e do interesse da populacdo em geral por esses produtos, pelos
beneficios a saide humana ou pelas funcées biorregulatérias (94). As formulacdes a
base de ervas desempenham um papel vital na reducdo do dano oxidativo por meio
de diferentes mecanismos, como eliminacdo de radicais, quelacdo de metais e
efeitos redutores, e séo ricas em diferentes componentes antioxidantes naturais
(95).

Estudos tém demonstrado que o cha brasileiro possui maior quantidade de
compostos fendlicos em comparagcdo aos chas de outros paises, fato que pode ser
atribuido as caracteristicas do clima e do solo (96, 97). Assim, eles tém um papel
importante na manutencédo da saude de seus consumidores (95).

Aliado a melhora das propriedades organolépticas do produto final como cor,
aroma, sabor, adstringéncia, em geral, o cha pertence a um mercado em
crescimento rapido de bebidas de bem-estar (98), resultando em boa aceitabilidade
devido as suas caracteristicas quimicas ja relatadas, conferindo-lhe propriedades
benéficas devido aos componentes ativos presentes e um produto que influencia na
qualidade e expectativa de vida da populacdo em geral.

Nesse cenario, como uma opcéo alternativa ao consumo dos frutos in natura
de P. ramiflora, a polpa do fruto, juntamente com excipiente farmacéutico adequado,
permite o desenvolvimento de um ch& sollvel promissor devido aos componentes

bioativos naturalmente presentes na planta.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo tem por objetivo desenvolver um ché soltvel da polpa do fruto de
Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk, avaliar os compostos fitoquimicos presentes nos

extratos, bem como avaliar o potencial antioxidante destes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Obter os extratos aquoso, etandlico e hexanico a partir da polpa e semente de
P. ramiflora;

o Avaliar o perfil cromatografico dos extratos por CLAE/DAD;

o Avaliar a capacidade antioxidante dos extratos por meio de diferentes
métodos;

o Desenvolver um cha sollvel a partir da polpa de P. ramiflora;

o Otimizar o processo de obtencado do cha através da secagem por atomizacao,

utilizando planejamento fatorial.
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4 METODOLOGIA

4.1 COLETA E PROCESSAMENTO DOS FRUTOS

Os frutos de Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk foram identificados pelo botanico
Prof. Dr. Christopher William Fagg, e coletados no Campus Universitario de
Planaltina, da Universidade de Brasilia — UnB, coordenadas latitude -15.6008169,
longitude - 47.65821119999998, altitude 979 m. Uma amostra foi depositada no
herbario da UnB sob a exsicata de nimero CW Fagg 2296. O material botanico foi
processado, onde as partes do fruto foram separadas (casca, polpa e semente) e
cada parte in natura foi liofilizada (Figura 2) (liofilizador modelo Advantage Plus XL-
70, SP Scientific), triturada e destinada a preparacdo dos extratos brutos aquoso,
etandlico e hexanico. Além de ser utilizado para o preparo do extrato aquoso, parte
do material botanico (polpa liofilizada) foi destinado a preparacdo do ch& soluvel,
seguindo as Boas Préticas de Higiene e Manipulacdo de Alimentos (99). A escolha
por liofilizar o material botanico se deu a fim de preservar a matéria-prima (frutos
frescos) e obter quantidades suficientes para realizar andlises adicionais, uma vez

que a frutificacdo ocorre a cada dois anos.

Figura 2 Material vegetal liofilizado da casca, polpa e semente de P. ramiflora (Mart.) Radlk para
producédo dos extratos aquoso, etandélico e hexanico



27

4.2 PREPARO DOS EXTRATOS

Foram preparados extrato aquoso da polpa (EAP), extrato aquoso da
semente (EAS), extrato etandlico da polpa (EEP), extrato etandlico da semente
(EES), extrato etandlico da casca (EEC), extrato hexanico da polpa (EHP), extrato
hexanico da semente (EHS) e extrato hexanico da casca (EHC), de P. ramiflora
aplicando a proporgao de 1:10 (P/V) das partes do fruto em relagdo ao solvente. O
extrato aquoso bruto foi submetido a extracdo por infusdo com agua destilada
aguecida a 70°C. O recipiente foi tampado e o infuso deixado arrefecer a 50°C,
sendo, em seguida, submetido a filtragdo a vacuo em funil de Buchner. O filtrado
coletado foi levado ao freezer a -80°C para congelamento e posteriormente foi

submetido a secagem por liofilizacdo (Figura 3).

Parte da planta Parte da planta Filtragem do Extrato aquoso Extrato aquoso
liofilizada liofilizada/triturada extrato aquoso liquido filtrado liofilizado

Figura 3 Processo de obtenc¢&o do extrato liofilizado das partes do fruto de P. ramiflora

Além dos extratos aquosos, 0s extratos etandlicos e hexanicos foram
submetidos ao processo de maceracdo pelo periodo de nove dias, com troca de
solvente a cada trés dias. A solucdo extrativa hexanica foi coletada, e o material
vegetal residual (torta) da extracdo foi macerado com etanol 95% nas mesmas
condigbes. Os extratos foram submetidos & evaporagdo do solvente extrator
utilizando rota evaporador (Hei-VAP Advantage, ML, G1, 115v - Heidolph) sob
pressao reduzida a temperatura de até 40°C, obtendo os extratos hexanico e
etandlico brutos (Figura 4).



Partes liofilizadas
de P. ramiflora

Infusdo

Infuso a 50°C;
Filtragdo a vacuo

Congelamento a -80°C;
Liofilizagéo
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Partes liofilizadas
de P. ramiflora

Agua destilada a 70°C;

Maceragao com hexano por nove
dias com reposigéo
do solvente a cada trés dias

Evaporagdo do
solvente

Maceragdo com etanol 95% nas

mesmas condigbes

Evaporagdo do
solvente

(B)

Figura 4 Fluxograma de preparagéo e obtencéo dos extratos aquosos (A), etandlicos e hexanicos (B)

das partes liofilizadas de P. ramiflora

Apos o processo de extracdo, foi obtido o rendimento final de cada extrato

através da razéo entre 0 peso do extrato seco e o0 peso total do material botanico

utilizado antes da extragédo, dado em porcentagem (Tabela 1).

Tabela 1 - Rendimento dos extratos brutos dos frutos de Pouteria ramiflora

Extrato Rendimento (%)

EAP 49,18
EAS 6

EAC -

EEP 6,73
EES 4,09
EEC 18,36
EHP 13,97
EHS 7,31
EHC 2,33
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Nesse estudo, apenas 0s extratos aquosos e etanolicos da polpa e semente
foram avaliados devido as caracteristicas de solubilidade das amostras e
compatibilidade com as técnicas utilizadas.

4.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

As diferentes partes liofilizadas do fruto (casca, polpa e semente) foram
submetidas as seguintes andlises fisico-quimicas: acidez total, pH, sélidos solluveis e
teor de umidade. Acidez total titulavel foi determinada por volumetria potenciométrica
(100), utilizando hidroxido de sddio 0,1 M. Foram pesados 5 g de cada uma das
amostras, e diluidas em um Becker com 100 mL de agua destilada. Para melhor
limpidez, filtrou-se essa solu¢cdo. Com pHmetro digital (modelo 3510, Jenway®) e o
auxilio de um eletrodo, as amostras foram tituladas com a solucdo de hidroxido de
sédio até uma faixa de pH (8,2 - 8,4). O calculo utilizado para os valores de acidez
total titulavel (ATT) foi:

Vxfx10
ATT%=——
onde:

V= volume gasto da solucdo de hidroxido de sédio (mL)
f= fator de correcéo de hidroxido de sodio

P= massa da amostra (g).

O pH foi medido por pHmetro digital. Os solidos soltuveis foram determinados
utilizando um refratdbmetro de campo (Briobrix, Modelo 2 WAJ). Ao equipamento,
foram adicionadas duas gotas das amostras (solucao filtrada anteriormente) e as
leituras foram realizadas. A umidade foi determinada por analisador de umidade por
infravermelho (Modelo V2000 Gehaka) (100). Todas as analises foram realizadas
em triplicata para cada amostra.
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4.4 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA (CLAE)

As analises por CLAE foram realizadas em equipamento LaChrom Elite
(Hitachi, Toquio, Japao) com coluna LiChroCART 150-4,6 Purospher STAR RP-18e -
5 um, utilizando detector de arranjo de diodos (DAD) e pré-coluna LichroCART 4-4,6
Purospher STAR RP 18e - 5 ym mantidas a 25°C com fluxo de vazéo de 0,6 mL por
minuto e tempo de analise de 55 minutos. Os eluentes usados foram: solucdo a 1%
de éacido fosférico (bomba A) (Sigma-Aldrich) e acetonitrila (bomba B) (Sigma-
Aldrich) em sistema de eluigdo por gradiente (101), com intervalo de analise de 230
a 600 nm. O detector DAD foi usado e ajustado para os dados extraidos em 280 nm
e 354nm. Os extratos aquosos e etandlicos da polpa e semente de Pouteria

ramiflora (Mart.) Radlk foram preparados em concentracdo de 10 mg/mL (102).

4.5 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS

A atividade antioxidante dos extratos aquoso e etandlico da polpa e semente
de Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk foi medida por dois métodos: método ORAC
(Oxygen radical absorbance capacity), e meétodo da formacdo do complexo

fosfomolibdénio.

4.5.1 Método ORAC (Oxygen radical absorbance capacity)

Para avaliacdo da atividade antioxidante pelo método ORAC, todos os
reagentes foram preparados em tampao fosfato 75 mM (pH 7,4). Uma solucéo de
fluoresceina foi preparada a 10,1 mM em tampao fosfato sob abrigo da luz. A
solucdo de ABAP [(dicloridrato de 2,2’-azobis-(2-metil-propanoamida)] foi preparada

a 398 mM. Trolox [(xacido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico)], um
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analogo da vitamina E soluvel em agua, foi utilizado como padrdo. Uma solucéo
estoque de trolox foi preparada a uma concentracdo de 1 mg/mL em tampé&o fosfato,
e a partir desta solucdo foram preparadas diferentes concentragdes (8; 12; 16; 24;
32; 48; 64 e 96 uM) para construcdo de curva analitica (103). As amostras foram
preparadas da mesma maneira que o padrao. Em uma microplaca preta de 96 pocos
(Perkin Elmer), foram adicionados em cada poc¢o, 20 pyL do padrdo ou amostra
previamente diluidos, que foram misturados a 120 pL da solugédo de trabalho de
fluoresceina e 60 pL da solucdo de ABAP recém preparada. Foi realizada leitura em
leitor de microplaca Elisa (Perkin Elmer Envision Leitor de Microplacas), com
monitoramento da fluorescéncia (excitacdo 485 nm e emissédo 528 nm) por 1 hora e
30 minutos a 37°C. Para controle do ensaio, foram preparados os brancos da placa
(200 pL de tampao fosfato), branco do tampéo (20 puL de tampéo fosfato, 120 pL de
fluoresceina e 60 pL de ABAP) e branco da fluoresceina (200 pL de fluoresceina). O
calculo da perda de fluoresceina ou area sob a curva (ASC) foi realizado por meio
da fluorescéncia relativa do branco e de cada amostra e ponto da curva por meio da

formula:

Fn
FO
Onde:
Fr = fluorescéncia relativa
Fn = fluorescéncia no tempo n

FO = fluorescéncia no tempo inicial
A partir das frequéncias obtidas, a area sob a curva (ASC) foi calculada:

ASC_1+f1+f2+f3 fn
N fo f0O f0"f0

Foi calculada a ASC de todas as amostras e padrdo, em cada concentragao,
subtraindo-se o valor do branco do valor de cada amostra. A construgdo da curva
analitica de trolox pelo calculo da perda de fluorescéncia da fluoresceina foi

realizada de modo que o eixo Y refere-se a ASC e 0 eixo X a concentragao de trolox
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na placa. Apos regressao linear dos dados, pela equacao da reta obtida, para cada
amostra foi calculado o equivalente de trolox (ET). Todas as amostras foram
testadas em triplicata e o resultado final foi expresso em uM ET/g de extrato, de

acordo com a equacao (104):

[(AS Camostra - AS Cbranco)

UMET =
(AS Ctrolox— AS Cbranco)]

X Fator de diluicao

4.5.2 Reducéao do complexo fosfomolibdénio

A avaliacdo da capacidade antioxidante pelo método de reducéo do complexo
fosfomolibdénio foi baseada na metodologia proposta por Pietro, Pineda e Aguilar
(1999) (105), com algumas modificacdes.

Neste ensaio, primeiramente foi preparada uma solucdo reagente contendo:
1) 1,199 g de fosfato de sédio monobasico anidro (0,1 M), pH 6,9; 2) 3,0896 g de
molibdato de ambnio (0,025 M); e 3) 12,645 mL de &cido sulfdrico (2,4 M), todas
diluidas em 100 mL (gsp) de agua destilada. Apés o preparo de cada solucédo, para
obter a solucéo reagente, estas solu¢des foram diluidas nas quantidades de 11,2 mL
de fosfato de so6dio monobéasico anidro, 10 mL de acido sulfdrico e 6,4 mL de
molibdato de amonio, adicionado de agua destilada (gsp), considerando o volume
final da solucao reagente de 40 mL.

Acido ascorbico foi utilizado como padrdo, e uma solucdo estoque dele foi
preparada (1 mg/mL) em etanol. A partir dessa solucao, foram obtidas diluicbes em
concentracdes de 0,025; 0,05; 0,075; 0,1; 0,125; 0,15; 0,2 mg/mL. Para obtencéo da
curva de calibracdo, em microtubo de fundo cénico de 2 mL foram adicionados 0,1
mL das diluicbes e 1,0 mL da solugcao reagente, em triplicata. Para o branco do
experimento, foi adicionado 1,0 mL da solucdo reagente, seguido de 0,1 mL de
etanol. Os microtubos foram tampados e mantidos em banho-maria a 95°C por 90
minutos. ApOs esse processo, as amostras foram deixadas arrefecer para que fosse

iniciada a leitura em espectrofotbmetro em comprimento de onda de 695 nm. A
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curva de calibracéo foi construida utilizando as concentracdes versus absorbancias
obtidas, estabelecendo a regressao linear dos dados.

As amostras testes foram preparadas na concentracdo de 1 mg/mL. Uma
aliquota de 0,1 mL de cada amostra foi adicionada juntamente com 1 mL da solugéo
reagente. O mesmo procedimento descrito na obtencdo da curva de calibracdo de
acido ascoérbico foi utilizado nas amostras. Por fim, a determinacdo quantitativa do
indice antioxidante realizou-se através da equivaléncia da amostra em relacdo ao
padrdo, com base no coeficiente de absorgéo e, aplicados a equacao da reta obtida
(105). O resultado da atividade antioxidante foi expresso em equivalente de acido

ascorbico (EAA pg/mg).

4.6 CHA SOLUVEL DE P. RAMIFLORA

4.6.1 Delineamento experimental

Inicialmente, o desenvolvimento do cha soltvel de P. ramiflora se deu através
de indmeras tentativas de formulacbes do EAPL com base na utilizagcdo de
diferentes excipientes farmacéuticos (carbonato de calcio, fosfato tricalcico, goma
arabica, maltodextrina, manitol, dextrose anidra, lactose, polissorbato 20 e acido
citrico) em diferentes concentracdes, de forma a adequar as caracteristicas
tecnologicas e organolépticas ideais ao cha. Entretanto, devido a alta

higroscopicidade do extrato, o que &€ comum em extratos oriundos de frutos, o

processo de formulacdo tornou-se inviavel para tal funcionalidade (Figura 5).
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o WET

() (E)

Figura 5 Testes de formulacdes do EAP com base na utlizacdo de diferentes excipientes
farmacéuticos. (A) EAP, carbonato de célcio, fosfato tricalcico, goma arabica e maltodextrina; (B)
EAP, goma arabica e maltodextrina; (C) EAP, goma arabica, maltodextrina e manitol (D) EAP, manitol
e lactose (E) EAP, goma arabica, maltodextrina, manitol, dextrose anidra e lactose

Nesse caso, foi realizada a otimizagdo do processo de secagem do cha por
atomizacdo, onde o0 extrato aquoso liquido da polpa (100 mL) foi utilizado,
juntamente com a maltodextrina como excipiente carreador. As condi¢cOes
operacionais utilizadas no teste preliminar foram definidas com base na literatura e
apresentadas na Tabela 2, utilizando um delineamento experimental do composto
central rotacional (DCCR), com fatorial 22 completo. Quatro ensaios principais foram
feitos, com trés repeticbes no ponto central (106), totalizando 7 ensaios para
determinar a influéncia das variaveis independentes: temperatura da entrada de ar
(100-140°C) e concentracdo de maltodextrina (15-35%) na varidvel resposta
rendimento (%). Para a validacdo da resposta 6tima foi considerada a funcao
desejabilidade calculada com o auxilio do programa Protimiza Experimental Design.
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Tabela 2 - Matriz de planejamento do delineamento experimental do composto
central rotacional (DCCR) com fatorial 2?2 e as variaveis operacionais de entrada e
seus niveis utilizados para otimizacdo do processo de secagem em spray dryer

NIVEL NIVEL NIVEL

VARIAVEIS INDEPENDENTES
() (0) (+)

Temperatura de secagem (°C) 100 120 140
Concentragéo de excipiente (%) 15 25 35
Variaveis

Experimento

T°C C% TC
1 - - +
2 + + +
3 - + -
4 + - -
5 0 0 0
6 0 0 0
7 0 0 0

O processo foi realizado por meio do equipamento Spray Dryer (modelo MSD
1.0 LabMaq) com capacidade de secagem de 1 L.h! de agua, utilizando-se um bico
atomizador duplo fluido de 1,2 mm de diametro, fluxo de ar de entrada ou vazédo da
amostra utilizando 0,35 L.h™!, pressdo relativa de atomizacdo de 4,5 bar. A
temperatura de saida do ar de 87°C. A temperatura do ar de entrada utilizada foi
120°C.

4.6.2 Desenvolvimento e secagem do cha soluvel de P. ramiflora

Apbs serem definidas as condigBes de secagem, aproximadamente 400 g de
polpa liofilizada foram utilizados para a por¢cao experimental (extrato aquoso liquido),
que consistiu de aproximadamente 3 L utilizados para secagem do cha. A
maltodextrina foi o excipiente escolhido para melhorar 0 manuseio do produto final,
pois protege a adsor¢cdo de umidade devido a sua baixa higroscopia e possui alta

solubilidade em agua.
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A maltodextrina foi formulada e adicionada ao cha com porcentagem
determinada sobre o teor dos sOlidos totais da mistura extrato/agua. Apos
homogeneizacédo, até a completa solubilizacdo, a mistura foi injetada no spray dryer
(Figura 6). Os pos obtidos foram acondicionados em recipientes de vidro (evitar o
contato com o oxigénio), protegidos com papel aluminio e armazenados em

dessecador com silica gel a temperatura ambiente.

Figura 6 Processo de secagem do cha de P. ramiflora por atomizacao

Além disso, o p6 foi pesado para o efeito de rendimento, expresso em
porcentagem através da razao entre a quantidade de p6 obtida apds o processo de
secagem e a quantidade total de solidos presentes no cha da polpa, mais

maltodextrina, conforme a equagao:

%Rendim. = % x100 (1)

Onde:
A = quantidade de p6 obtido apds o processo de secagem (Q)
B = quantidade total de sélidos presentes no cha da polpa mais maltodextrina

(9)
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

Apébs separacdo da casca, polpa e semente, as diferentes partes in natura do
fruto foram submetidas ao processo de liofilizagdo. O material liofilizado foi
caracterizado quanto as suas propriedades fisico-quimicas, e os resultados podem

ser observados na Tabela 3.

Tabela 3 - Caracterizacédo fisico-quimica da casca, polpa e semente de P. ramiflora

Caracteristica Casca Polpa Semente
Acidez titulavel (%) 0,42 £ 0,02 0,53 £ 0,06 0,30 £ 0,03
pH 5,15+ 0,02 5,90 £ 0,03 6,53 £ 0,03
Solidos soluveis 1335+1,73 1343 + 0,28 1335+ 0
Umidade (%) 6,70 £ 0,30 5,53+0,15 4,80 + 0,20

Os dados representam a média das triplicatas + desvio padréo.

Todos os extratos realizados com a casca apresentaram aspecto pegajoso de
dificil dispersado, o que inviabilizou a realizacdo dos demais ensaios previstos, sendo
assim descartado deste estudo.

O fruto de P. ramiflora apresentou acidez total titulavel que variou de 0,30 a
0,53%, sendo a polpa a parte que demonstrou teor mais elevado deste parametro,
explicado pelo sabor exético (doce com leve acidez), caracteristico deste fruto.

O pH aproximou-se da neutralidade, sendo que a semente possui o valor
mais alto (6,53).

De maneira geral, as trés partes do fruto apresentaram um moderado teor de
sélidos soluveis, uma vez que grande parte dos teores deste parametro presentes
nas frutas também estdo presentes em seus residuos. Valores expressivos de
sélidos solluveis sao valorizados para 0 consumo in natura ou também por parte da
industria de alimentos, uma vez que estdo intimamente relacionados a um maior
rendimento durante o processamento de produtos oriundos das partes do fruto
(107).
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A parte do fruto que apresentou maior conteudo de umidade foi a casca,
seguido da polpa e da semente (4,80 a 6,70%). Apds os frutos passarem pelo
processo de liofilizacdo ha uma reducgdo significativa no teor de umidade, o que
implica na reducdo da atividade de agua e uma consequente diminuicdo da
perecibilidade do produto. Como esse processo é realizado a baixa temperatura e
auséncia do ar atmosférico, ele permite que as propriedades quimicas e
organolépticas praticamente néo se alterem (108).

Os valores de caracterizacao fisico-quimica encontrados neste trabalho para
as partes do fruto de P. ramiflora podem ser comparados com valores apresentados
em estudos realizados com frutos do Cerrado, entre eles a curriola (9) e mangaba
(109).

5.2 PERFIL CROMATOGRAFICO DOS EXTRATOS DE P. RAMIFLORA (MART.)
RADLK

Os extratos EAP, EAS, EEP e EES do fruto foram analisados por CLAE-DAD
para identificacdo dos compostos presentes e obtencdo dos seus perfis
cromatograficos. Os dados foram extraidos em dois comprimentos de onda: 280 nm
e 354 nm. Nos perfis cromatograficos de EAP, EAS e EES foi possivel observar a
presenca de picos principais, podendo confirmar a identificacdo de dois destes picos
(Tabela 4).

Tabela 4 - Caracterizacao e quantificacao dos extratos de P. ramiflora por CLAE-
DAD

Amostra tR (min) El(lrjlir%?() Composto CO?SS;HSQ&O
EAP 5,19 280 acido galico 3,07
EES 5,19 280 acido galico 3,42
EAS 14,54 280 catequina 8,13

tR: tempo de retencéo
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No cromatograma do EAP, um pico foi identificado em tR=5,19 minutos, o
qual apresentou espectro UV com similaridade >99% com o acido gélico (Sigma-
Aldrich) (Figura 7).

De acordo com o perfil cromatografico do padrao de acido galico eluido a 280
nm, foi possivel identificar este composto, pertencente a classe dos acidos fendlicos,
no extrato aquoso da polpa eluido nas mesmas condi¢cdes. A identificacdo foi
confirmada avaliando-se a similaridade entre tempos de retencdo e espectros na
regido do UV da amostra e do padrdo (Figura 8). Quanto a analise quantitativa, o
conteudo de acido galico encontrado no EAP foi de 3,07 pg/mL.

No cromatograma do EES quando eluido em 280 nm, o0 mesmo pico de acido
galico (similaridade >99%) aparece em igual tempo de retencao (Figura 9), porém
com teor de 3,42 pg/mL.

No cromatograma do EAS foi observada a presenca de um pico dominante
em tR=14,54 minutos com eluicdo em 280 nm (Figura 10) e tR=14,55 minutos em
354 nm (Figura 11). O pico eluido em 280 nm apresentou espectro UV com
similaridade >99% com o flavonoide catequina (Sigma-Aldrich). Através do perfil
cromatografico da catequina, a identificacdo deste flavonoide foi confirmada
avaliando-se a similaridade entre tempos de retencdo e espectros na regidao do UV
da amostra EAS eluida em 280 nm (Figura 12) e do padrdo. Quantitativamente, o
conteudo de catequina encontrado no EAS foi de 8,13 pg/mL.

Uma série de outros padrées foram eluidos junto das amostras, entre eles:
isoquercitrina, miricetina, epictequina, acido cafeico, acido clorogénico, &acido
ferdlico, acido rosmarinico, acido elagico, kaempherol, hesperidina, hiperosideo,
guercetina e rutina.

O perfil cromatografico de EEP ndo mostrou similaridade com os padrées
identificados (acido galico e catequina), porém pela caracteristica do pico principal
com eluicdo em 280 nm e tR=7,02 minutos, possivelmente pertence a classe dos

acidos fendlicos (Figura 13).
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Figura 10 Perfil cromatogréafico de EAS em 280 nm e espectro no ultravioleta do composto
catequina referente ao pico tR=14,54 minu
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Os perfis cromatograficos dos extratos eluidos foram analisados, nos quais
foram detectados dois componentes majoritarios em EAP, EES e EAS: &cido galico
nos dois primeiros e catequina no ultimo.

A analise quantitativa dos extratos permitiu concluir que o EAS é o extrato que
naturalmente contém o maior valor de componentes bioativos. Nesse sentido, pode
ser observado que a semente de P. ramiflora, além de ter grande utilidade para
extracdo de 6leo, pode também atuar como uma possivel matriz exploratéria para
desenvolvimento de cha solivel ou outros produtos, uma vez que apresenta
guantidades substanciais de compostos da classe dos acidos fendlicos, assim como
descrito com a polpa do fruto neste trabalho.

Dos perfis cromatograficos de P. ramiflora obtidos em estudos anteriores, a
maioria diz respeito as suas folhas. Nas folhas, o composto miricitrina foi isolado e
definido como marcador quimico da planta segundo estudos realizados em 2014 e
2016 (55, 110).

Apenas um estudo, realizado recentemente (111) elucidou os compostos
fendlicos na polpa, onde o teor de acido galico foi o maior (5,659 + 0,881 mg/100 g)
entre os compostos identificados. Isso confirma a evidencialidade da presenca deste
composto, demonstrada neste estudo através da andlise qualitativa de identificacao
por CLAE-DAD.

Ha auséncia na literatura sobre os metabdlitos secundéarios presentes na
semente desta planta.

Através da identificacdo destes compostos presentes no extrato da polpa, é
esperado que eles se mantenham quando submetidos ao processo de
desenvolvimento do ch& soluvel bem como durante o armazenamento do produto
final, ja que os resultados obtidos neste estudo corroboram com os trabalhos citados
acima.

Dentre os estudos existentes na literatura, Kongpichitchoke et al. (2016) (112)
detectaram acido galico em cha preto (0,14 mg/g DW) e chéa verde (2,79 mg/g DW)
(folhas de Camellia Sinensis) com base na absorbancia a 280 nm. A presenca de
acido galico também foi confirmada em outros chas de ervas como Cistus incanus,

em que sua concentragéo variou de 253,8 a 1079,1 pg/g (113).
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5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS DE P.
RAMIFLORA (MART.) RADLK

Uma série de metodologias diferentes ja foram descritas com o objetivo de
avaliar e mensurar a atividade antioxidante de substancias em plantas, e todas elas
possuem em comum a presenca de um agente oxidante, sendo este um substrato
adequado e uma estratégia de medida da reacdo (114). Essas metodologias
baseiam-se em diversos fundamentos teéricos e podem estar sujeitas a possiveis
interferéncias. Sendo assim, uma vez que nenhum ensaio utilizado isoladamente
para determinar a atividade antioxidante ir4 refletir exatamente na capacidade
antioxidante total de uma amostra (115), neste estudo, optou-se por avaliar essa

atividade pelos diferentes métodos ja citados na metodologia.

5.3.1 Método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

O ensaio pela capacidade de absorcao do radical oxigénio, ou ORAC tem por
finalidade verificar a capacidade sequestradora de uma molécula antioxidante frente
a formacdo de um radical peroxila, induzido pelo dicloridrato de 2,2’-azobis-(2-metil-
propanoamida (ABAP) a uma temperatura de 37°C (103). Durante este experimento,
o radical peroxila reage com um composto fluorescente (fluoresceina), utilizado
como indicador, formando um produto ndo fluorescente. Os radicais peroxila
formados degradam a estrutura quimica da fluoresceina, levando a perda da
conformacao inicial, com consequente decréscimo da emissdo de fluorescéncia
(103). O efeito protetor de uma molécula antioxidante é verificado, justamente por
impedir esse decréscimo. Entdo, quanto maior a fluorescéncia medida no aparelho,
maior € o poder antioxidante da amostra.

Neste estudo, foram investigadas as atividades antioxidantes dos extratos da
polpa e semente de P. ramiflora. A atividade foi expressa em equivalente Trolox (UM
ET/g de amostra), sendo os valores obtidos pela equacédo da reta obtida com o
padrdo (y = 0,6333x + 1,9567, R?=0,9968) (Figura 14).
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As curvas das amostras testes foram construidas por calculo da perda de
fluorescéncia da fluoresceina, ou area sob a curva, descontando o branco (ASC-
BR), versus a concentracdo. A partir da regresséo linear foram obtidas as curvas de
EAS r=0,9935, EES r=0,9961 e EEP r = 0,993 (Figura 15).

60
40
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0 20 40 60 80

Concentragédo (pM)

Figura 14 Curva padrdo da atividade antioxidante de Trolox pelo método ORAC (Oxygen radical
absorbance capacity) nas concentragfes de 8 a 64 pM. y=0,6333x + 1,9567 R2=0,9937
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Figura 15 Atividade antioxidante demonstrada pelas leituras das fluorescéncias de (A) EAS, (B) EEP
e (C) EES, respectivamente, nas concentracdes de 0,002 a 0,024 mg/mL obtidas por método ORAC

A Tabela 5 mostra os valores de equivalente Trolox encontrados para as
diferentes amostras. Foi possivel observar que os extratos apresentaram boa
capacidade de sequestro dos radicais livres, sendo capazes de proteger a molécula
fluorescente. O EEP (429,40 umol ET/g de amostra) foi o que apresentou maior
capacidade antioxidante, seguido do EES (384,12 ET/g) e EAS (95,38 ET/g). A partir
do teste de comparacdo de Kruskal-Wallis, seguido de pos teste de Dunn’s, foi
observado que os extratos ndo mostraram diferencas significativas entre as
amostras (Figura 16).

Embora perceba-se que existe uma diferenca entre os valores, ha uma
limitacdo matematica onde o conjunto de dados ou niumero amostral muito pequeno
(n=3) ndo permite mostrar esta diferenca pelo método estatistico escolhido. Mesmo
nao sendo diferentes significativamente, o EEP foi 1,18 vezes mais ativo que EES e
4,5 vezes mais ativo que EAS. Ao mesmo tempo, EES foi 4 vezes mais ativo que

EAS.
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Tabela 5 - Atividade antioxidante demonstrada através dos valores totais de ORAC
dos extratos de P. ramiflora

Amostra Atividade (ET/g)
EAS 95,38 +£ 16,83
EEP 429,40 + 96,05
EES 384,12 + 60,16
EAP nao ativo

Os valores séo expressos em equivaléncia de umol Trolox por g de extrato. Os dados representam a
médias das triplicatas + desvio padrao
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Figura 16 Atividade antioxidante demonstrada pelo método ORAC dos extratos de P. ramiflora. O
teste estatistico aplicado foi Kruskal-Wallis-Dunn's. Nao foram detectadas diferencas significativas (p
<0,05)

Os valores totais de ORAC foram analisados também seguindo distribuicéo t
através do teste de t-Student, no qual é indicado para amostras pequenas e
independentes. Nesse caso, foi observado que os extratos mostraram diferencas
significativas entre as amostras EEP e EAS (p=0,0237) e EES e EAS (p=0,0098).

Os resultados dos diferentes ensaios utilizados nesse estudo para determinar
0 qudao ativo foram os extratos de P. ramiflora, podem ser comparados com estudos
semelhantes realizados ao longo dos ultimos anos, de suma importancia para a
comunidade cientifica. Valores de atividade antioxidante obtidos pelo ensaio ORAC
neste estudo foram representados por equivaléncia de Trolox por grama de amostra
(umol ET/g) e variaram de 95,38 a 429,40 umol ET/g amostra, sendo que o EAP nao

apresentou atividade antioxidante frente a este método.
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Um estudo foi realizado com extratos de frutos como graviola, abiu e polpas
de cagaita e cambuci, onde as atividades antioxidantes desses extratos foram de
156 pmol ET/g, 136 pmol ET/g, 455 pmol ET/g, 182 umol ET/g, respetivamente
(116). Paralelamente, Hogan et al., 2010 encontraram atividade antioxidante para
uva vermelha no valor de 245,3 umol/g, uva branca 197,7 umol/g e maca vermelha
168,8 umol/g expressos também em pumol ET/g (117). Frutos como mirtilo, cramberry
e morango corresponderam a 9621 pumol/100 g, 8394 umol/100 g e 8348 umol/100 g
(118). Além dos frutos citados, Hogan e colaboradores, em 2010 analisaram extrato
de acai rico em antocianina e encontraram atividade antioxidante no valor de 2589
pumol/g (119).

Foi observado que os valores encontrados em nosso estudo foram
semelhantes aos descritos na literatura, conforme citados acima, utilizando o mesmo

método.

5.3.2 Reducgéo do complexo de fosfomolibdénio

Esse ensaio é realizado por método espectrofotométrico para determinar a
capacidade antioxidante total, no qual baseia-se na reducéo de molibdénio VI (Mo®*)
em molibdénio V (Mo®*) pela amostra e a formacdo de complexo de cor verde-
azulado fosfato/molibdénio em pH &cido (105).

Acido ascorbico foi o padrdo utilizado como referéncia para determinar de
modo quantitativo a atividade das amostras, a qual foi expressa em equivalente
acido ascorbico. A equacdo da reta (y=4,3057 x — 0,0221, R?=0,9984) obtida apés
regressdo linear dos dados resultantes das absorbéncias foi utilizada para
determinacao da atividade das amostras (Figura 17).

As amostras de P. ramiflora demonstraram boa capacidade de inibir a
formacdo do complexo de fosfomolibdénio, sendo que o EAS mostrou a maior
atividade (126,4 pg/mg de amostra), seguido do EAP (116,3 pug/mg), EEP (82,3
pmg/mg) e EES (67,8 pg/mg). Contudo, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas quanto a atividade antioxidante dos diferentes extratos

frente ao teste de Kruskal Wallis-Dunn’s (Figura 18).
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Figura 17 Curva padrédo da atividade antioxidante de acido ascérbico pelo método de
inibicdo do complexo fosfomolibdénio nas concentragfes de 0,025 a 0,2 mg/mL

Tabela 6 - Atividade antioxidante avaliada por inibicdo do complexo fosfomolibdénio
dos extratos de P. ramiflora

Amostra Atividade (EAA pg/mg)
EAP 116,35 + 54,08
EAS 126,35 + 15,06
EEP 82,35 + 26,18
EES 67,85 + 27,47

Os valores sdo expressos em equivaléncia de pg acido ascérbico por mg de extrato. Os dados
representam as médias das quadruplicatas + desvio padrao.
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Figura 18 Atividade antioxidante demonstrada pelo método de inibicdo do complexo fosfomolibdénio
dos extratos de P. ramiflora. O teste estatistico aplicado foi Kruskal-Wallis-Dunn's. Nao foram
observadas diferencas significativas (p <0,05) entre as amostras analisadas

Os resultados encontrados neste ensaio encontraram-se dentro de uma faixa
de 67,8 a 126,3 EAA pg/mg de amostra (Tabela 6). Estudos da literatura com
matrizes semelhantes aos extratos das partes de P. ramiflora e valores expressos
em equivaléncia de acido ascorbico foram comparados. Os resultados para extratos
aquosos e etandlicos de frutos como ameixa seca, damasco, uva passa e figo foram
de 5,4 e 22 g EAA/100g; 5,9 e 17,2 g EAA/100g respectivamente (120).

Paralelamente, em 2018 foi realizado um estudo com extratos aquosos e
etandlicos da planta medicinal Lophira procera A. Chev. (Ochnaceae) que
apresentou valores de atividade antioxidante entre 50,26 e 85,67 VitCE mg/g. Além
disso, Mladenovi¢ e colaboradores, estudaram uma série de 15 derivados
sintetizados de 4-hidroxicumarina e os valores da capacidade antioxidante total
encontrados foram expressos como pg de capacidade antioxidante total por mL
(TAC = 26,76 - 742,67 ug/mL) (121).

Em 2020, Cunha e colaboradores (111) realizaram a primeira investigacao
acerca da capacidade antioxidante da polpa de P. ramiflora, assim como de uma
geléia produzida através dela. As condicbes metodoldgicas de preparo do extrato

diferiram das demais preparacdes realizadas em outros e neste estudo. O resultado
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encontrado para esta atividade foi de 419,92 mg (polpa) e 559,51 mg de acido
ascorbico/100 g (geléia).

Embora a metodologia utilizada na bibliografia supracitada esteja em
consonancia com a pratica estabelecida no presente estudo, diante dos inUmeros
fatores que influenciam diretamente na determinacdo da atividade antioxidante de
frutos, como a época de colheita, 0 processamento e armazenamento das amostras,
a preparacdo dos extratos, dentre outros, ndo € possivel estabelecer uma
comparacao direta entre os resultados apresentados na citada produgcéo académica

com os valores aferidos neste estudo.

5.3.3 Relacdo entre a composicao fitoquimica e atividade antioxidante dos

extratos de P. ramiflora

A divergéncia entre os valores de capacidade antioxidante dos extratos pode
ser atribuida a diferencas na composi¢do quimica dos mesmos, que neste caso, é
rica em componentes da classe dos acidos fendlicos, conforme identificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia no item 5.2. Outro fator relevante é a
diferenca de polaridade destes compostos, uma vez que o0 solvente de extracdo
afeta significativamente o teor da atividade antioxidante medida (122). Esta
afirmacdo é consistente com o fato de que compostos nado fenélicos modificam a
capacidade antioxidante geral de um extrato (123, 124), como € o caso da fracdo
hexéanica de um extrato, por exemplo, notavelmente enriquecida com triterpenos
bioativos.

Uma vez que as polaridades dos componentes antioxidantes presentes em
cada extrato séo diferentes, o tipo de solvente e a polaridade destes podem afetar a
transferéncia de um anico elétron e a transferéncia do atomo de hidrogénio, que séo
aspectos fundamentais nas medi¢cbes da capacidade antioxidante (125). Nesse
caso, todos os métodos de avaliagdo da atividade antioxidante sdo fortemente
afetados pela extragdo com solvente (126).

Ensaios baseados na transferéncia de atomos de hidrogénio, como € o caso

do ORAC, possui uma correlacdo baixa em relagcado aos ensaios que utilizam outros
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mecanismos de reacdo. Ao contrario dos outros, o ensaio ORAC leva em
consideracdo a cinética de acdo dos antioxidantes e o tempo de inducdo depende
do extrato utilizado, o que pode explicar a discrepancia entre os resultados obtidos
entre este e outros ensaios (127).

As interacfes entre os antioxidantes também se refletem no valor do ensaio.
No estudo realizado por Ciz e colaboradores em 2010, foi mostrado que os valores
de ORAC sao estritamente dependentes do conteudo de polifenol, existindo uma
correlacao linear entre o teor de polifendis e a funcdo antioxidante (122).

Os resultados dos ensaios apresentados neste estudo quando avaliados pelo
meétodo de reducdo do complexo fosfomolibdénio foram consistentes entre si, com
indicativo de grande poder redutor no caso das amostras EAS e EAP.
Paralelamente, é plausivel que os maiores valores de atividade antioxidante dos
extratos avaliados pelo método de ORAC (EEP e EES) possam estar relacionadas a
facilidade com que os compostos fendlicos neles contidos conseguem liberar atomos
de hidrogénio (128).

Por esta razdo, recomenda-se o uso de diferentes solventes de extragéo para
melhor avaliar a atividade antioxidante dos produtos naturais, além da utilizacdo de
duas ou mais metodologias diferentes, com mecanismos de acdo distintos para a
confirmacéo e exploragcao dos resultados.

Os dados obtidos no presente trabalho indicam que ambos os solventes
utilizados para obtencdo dos extratos produzem uma composi¢do polifendlica e
valores antioxidantes interessantes. Além disso, a quantidade de polifendis néo
representa o potencial sinergismo ou antagonismo entre 0os compostos individuais

nas amostras, o que depende de sua estrutura e interacdes mutuas (129).

5.4 CHA SOLUVEL DA POLPA DE P. RAMIFLORA (MART.) RADLK

5.4.1 Desenvolvimento e obtenc&o do ché solavel
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Na necessidade cada vez maior de garantir elementos essenciais suficientes,
muitas vezes ausentes em nossas dietas, que tém efeitos adversos em nossa saude
e produtividade, esse tdpico esta ganhando reconhecimento (130, 131). Neste
trabalho, estudamos a melhor forma de obter cha soltvel da polpa de P. ramiflora e
otimizar esse processo, de forma a preservar seus constituintes fitoquimicos e
manter bom rendimento e aceitabilidade do produto final.

A secagem das plantas medicinais minimiza a perda de seus principios ativos,
mantendo seus componentes estaveis e retardando sua deterioracdo. Esse
processo permite a conservacdo de plantas por um periodo mais longo para
posterior comercializa¢do e uso (132), bem como o desenvolvimento de um produto
biotecnoldgico com caracteristicas desejaveis.

A grande maioria das polpas de frutas possui grande quantidade de acucar
em sua composicao, o que pode aumentar ainda mais essa quantidade quando as
polpas sdo submetidas ao processo de desidratacdo. Esse fato pode levar a
obtencdo de produtos com alta higroscopicidade e diminuicdo do rendimento do
processo, e neste caso, agentes secantes misturados aos extratos, ajudam a reduzir
a higroscopia e melhorar as caracteristicas finais dos pos obtidos (133).

A semente do fruto, embora tenha apresentado excelentes caracteristicas
fitoquimicas, é considerada um subproduto e ndo comestivel. Além disso, para que
ela possa ser utilizada como matriz exploratéria para desenvolvimento do cha, testes
de toxicidade devem ser realizados antes de ser submetida ao consumo humano.

Em virtude da natureza fendlica e capacidade antioxidante do EAS de P.
ramiflora, foi realizado um teste com este extrato como uma fortificacdo ou
suplementacdo ao cha da polpa com o intuito de reforcar a bioatividade do produto,
gue apresentou boas caracteristicas fisicas em relacdo a cor, aroma e solubilidade.
Porém em relagdo as propriedades organolépticas, a semente foi insuficiente, uma
vez que resultou em um leve amargor no sabor final do cha, mesmo em quantidades
minimas testadas.

No sentido de aproveitar os beneficios evidenciados pela semente neste
trabalho, como alternativa, ela pode ser usada para o desenvolvimento de outros
produtos como farinha, cereais, racao animal, entre outros.

A caracterizagcdo quimica e nutricional dos frutos de P. ramiflora (9)

demonstrou um alto contetdo de fibras, quantidades significativas de pectina, com
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aroma intenso e sabor doce. O extrato aquoso da polpa, neste trabalho, evidenciou
a presenca de 4cido galico e apresentou boa atividade antioxidante.

O EAP, em tese, nao foi o extrato que apresentou maior contetdo fendlico e
embora ndo tenha apresentado o melhor desempenho quanto a capacidade
antioxidante, estes foram considerados satisfatérios. Em contrapartida, a escolha da
polpa para o desenvolvimento do cha se deu principalmente por ser a parte
comestivel do fruto, por ndo apresentar toxicidade bem como devido as suas
propriedades nutricionais e organolépticas ja relatadas neste trabalho e possivel
potencial terapéutico.

Tratando-se de um fruto com teor de acUcar consideravel, para a fase de
preparo do cha foi imprescindivel a adicdo de um excipiente com funcdo de agente
transportador, adicionado ao extrato antes da secagem por atomizacao, evitando
diminuir o desempenho desse processo. A maltodextrina foi o excipiente escolhido
para melhorar 0 manuseio do produto final, uma vez que possui excelente fluidez,
alta solubilidade em agua, protege a adsor¢cdo de umidade devido a sua baixa
higroscopia e possui baixo custo (134).

5.4.2 Otimizacgao e rendimento do cha soluvel

O processo de formulacdo do EAPL (extrato aquoso da polpa liofilizado)
tornou-se invidvel para desenvolvimento do cha devido a formacdo de pequenos
cristais de dificil pulverizagdo, mesmo com intensa maceragdo do extrato. Essa
caracteristica apresentada possivelmente se deu devido aos acucares presentes na
polpa serem responséaveis por fortes interacdes com a molécula de agua em razao
dos terminais polares presentes nelas (135), o que pode acarretar na obtencao de
um produto final com alta pegajosidade, e assim diminuir o rendimento do processo.

Nesse sentido, a escolha pelo método de atomizacdo para obtengcdo do cha
bem como a utilizacdo do agente carreador adequado, possibilitou um melhor
aproveitamento do extrato e melhor rendimento do produto final.

A temperatura de secagem e a concentracdo de maltodextrina nos niveis

utilizados indicaram que o modelo é compativel para predizer o efeito das variaveis.
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Os modelos de predicdo das respostas do processo de producéo foram gerados por
analise de variancia (ANOVA), conforme ajustados, mostraram significancia (p <
0,05), com valor de p (0,0287) e R? (0,95).

O delineamento composto central rotacional utilizou como variaveis
independentes temperatura de secagem (°C) e concentracdo de maltodextrina (%).
A variacdo da concentracdo de maltodextrina, assim como a temperatura de
secagem afetaram o rendimento do processo, gerando valores que variaram de 4,2
a 30,8%. Os resultados observados para a variavel rendimento podem ser

encontrados na Tabela 7.

Tabela 7 - Planejamento do delineamento do composto central rotacional (DCCR)
usado na otimizacdo do processo de secagem do cha soluvel de P. ramiflora por
spray dryer

Ensaio Temp. Maltodextrina Rendimento
(°C) (% m/m) (% m/m)
1 100 15 4,27
2 140 35 15,38
3 100 35 30,83
4 140 15 5,70
5 120 25 21,60
6 120 25 16,80
7 120 25 21,83

Foi gerada uma equacdo matematica e superficie de resposta, as quais
forneceram uma aproximacdo ao verdadeiro sistema, observando uma forte
correlacdo. A superficie de resposta gerada pelo modelo de regressdo proposto
indicou condi¢cdes Otimas para o seguinte processo de secagem: temperatura de
entrada do ar de secagem de 100°C e 35% de maltodextrina para obtencdo do cha
soltvel de P. ramiflora. A interpretacdo desses resultados pode ser esclarecida com
o auxilio da Figura 19, na qual é representada graficamente de acordo com as

variaveis estudadas.
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Figura 19 Grafico de superficie de resposta para o rendimento da varidvel dependente, em funcéo
das variaveis independentes: temperatura versus concentragdo de maltodextrina

O diagrama de Pareto (Figura 20) mostra que apenas uma condicao
(temperatura de secagem ou concentragcdo de maltodextrina) testada nao foi
significativa para definir a condicdo de secagem ideal para o cha solavel. Para

condicles ideais de secagem, € necessaria a combinacao das duas condi¢des.

Pareto Chart

785 Bonfemoni Limit 7 ,;.A

AB

t-Value Limit 4.20265

382 —

191 —
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Figura 20 O gréfico de Pareto indica o efeito da temperatura do ar de entrada e da concentragdo de
maltodextrina no rendimento final do p6 do cha solivel
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Sabe-se que a instabilidade dos compostos fendlicos estd associada as
condi¢des de processamento e armazenamento dos produtos, sendo a elevagéo da
temperatura um dos fatores que mais atuam para a sua degradacao (136). O
aumento da temperatura durante o processo de secagem de frutos, e 0s possiveis
efeitos da utilizacdo do calor no processo, influenciam diretamente na capacidade
antioxidante das plantas (137-139).

Quek et al. (2007) (140) verificaram uma redugdo do contetdo de licopeno e
beta-caroteno no processo de atomizagcédo do suco de melancia com o aumento da
temperatura do ar de secagem. Ao analisar a retencéo de betacianinas extraidas de
amaranto, Cai e Corke (2000) (141) reportaram que temperaturas altas
proporcionam uma maior perda dos pigmentos com o0 aumento da temperatura, e
verificaram que as amostras produzidas em temperaturas menores apresentaram
maior estabilidade ao armazenamento.

Temperaturas de secagem mais altas resultam em pdés com umidades mais
baixas e maior facilidade em adsorver agua, ou seja, mais higroscépicos, o que esta
relacionado ao maior gradiente de concentracdo de agua existente entre o produto e
0 ambiente (142).

Em contrapartida, os pos produzidos a temperaturas mais baixas apresentam
uma tendéncia a aglomeracao, devido a sua umidade mais alta, especialmente em
amostras com elevado teor de acUcar. Esta aglomeracdo faz com que as particulas
apresentem menor superficie exposta, diminuindo a exposi¢cdo dos pds ao oxigénio,
protegendo os compostos contra a degradacédo (140).

Em relacdo aos coadjuvantes de secagem no processo de atomizacao de
frutos, no trabalho de Oliveira (2008) (143) avaliou-se a influéncia da secagem com
maltodextrina e goma de cajueiro nas propriedades fisico-quimicas e bioativa do
suco de caju. Observou que quanto maior o teor de adjuvantes, maior a retencéo de
acido ascorbico, além de favorecer melhor fluidez, higroscopicidade e solubilidade.

No presente estudo, atingiu-se uma temperatura consideravelmente reduzida
no processo de obtencdo do chg, tendo o objetivo alcancado aos 100°C, o que,
entende-se, pode ser caracterizado como um importante beneficio para a
manutencdo da estabilidade da amostra. A utilizacdo de temperaturas mais baixas
no processo, em face da reducao dos efeitos que contribuem para a degradacao do

po, revela assim, a possibilidade de se obter uma elevacao da qualidade do produto.
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Essa condicdo, agregada a quantidade suficiente de maltodextrina
adicionada, indica que o rendimento final foi considerado satisfatorio, uma vez que o
cha apresentou um po fino e uniforme, com baixa aderéncia as paredes da camara
do atomizador e facilidade em ser removido do recipiente coletor. Esse fato tornou
positiva a escolha da maltodextrina como excipiente para diminuir a higroscopia do
extrato e melhorar as caracteristicas do produto final.

Em qualquer processo de secagem, espera-se obter o maximo rendimento do
produto final. Um extrato de produto natural € uma fonte rica em compostos
bioativos, porém € um desafio para o desenvolvimento de produtos com bioatividade
identificar que esses compostos apresentem o efeito bioldgico desejado (144) e,
simultaneamente, obtenham um alto desempenho no rendimento final deste produto.

Alguns estudos que evidenciaram a secagem da polpa de frutas relataram
dificuldade no processo devido ao alto carater higroscopico desses produtos, como
no trabalho realizado por De A Silva et al. (2014) (145), ao avaliar o efeito de alguns
parametros de secagem sobre o rendimento da polpa de umbu submetida ao
processo de atomizagao.

No estudo de Miravet et al. (2016) (146), que utilizou frutooligossacarideos
comerciais como agente carreador para a secagem por spray dryer de suco
concentrado de rom&, o rendimento de secagem foi considerado zero. Somente
quando uma proporcao maior foi usada, produziu-se um p6 ndo pegajoso, mas com
baixo rendimento.

Segundo Goula e Adamopoulos (2005; 2006) (147), os baixos rendimentos
neste tipo de processo podem ser explicados pela natureza termoplastica do agucar
e das moléculas de acido organico de baixo peso molecular, causando adesao de
particulas na parede da camara de secagem e a formacéo de indesejaveis clusters
nos sistemas de transmisséao.

Vale ressaltar que a atomizacao de produtos com alta higroscopicidade e que
minimizam o rendimento do processo bem como o escoamento e a reconstituicao
desses alimentos em pd, embora seja de dificil utilizacdo, é fundamental que haja a
tentativa de utilizacdo de temperaturas mais baixas. Além disso, € imprescindivel a
selecdo correta de adjuvantes para garantir a estabilidade e a qualidade do produto
final, tendo em vista que podem afetar fortemente a biodisponibilidade do produto
(148).
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Paralelamente, devido a elevada higroscopicidade, esse tipo de produto deve
ser armazenado adequadamente em embalagens com barreira a troca de gases e

umidade, bem como mantido em ambiente fresco e seco (149).
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6 CONCLUSAO

Este estudo possibilitou a obtengédo de extratos aquoso e etandlico a partir da
polpa e semente dos frutos de Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. O perfil fitoquimico
das partes da planta foi obtido por CLAE-DAD, onde os compostos presentes nos
extratos foram identificados como sendo &cido galico e catequina, e definidos como
0s marcadores quimicos da planta.

A capacidade antioxidante total foi determinada pelos métodos ORAC (Oxygen
radical absorbance capacity) e reducdo da formacdo do complexo fosfomolibdénio.
O EEP (429,40 ET/g) apresentou maior atividade para ORAC e EAS (0,126 pg/mL)
apresentou maior atividade antioxidante frente ao método do complexo de
fosfomolibdénio.

Devido as caracteristicas quimicas e excelentes propriedades organolépticas
da polpa de P. ramiflora, esta foi escolhida para o desenvolvimento do cha soluvel.
O processo de otimizacdo para obtencdo do cha definiu as condi¢cdes de secagem,
onde o EAP, juntamente com a maltodextrina foram submetidos ao processo de
atomizacao, que garantiu caracteristicas favoraveis e boa aceitabilidade do produto
final.

A crescente tendéncia no mercado de chas de plantas medicinais, cria
oportunidade de tracar novas estratégias para o desenvolvimento de chas ricos em
interesse comercial e utilizacdo em nutricdo e saude humana. Além disso, possibilita
a exploracédo da flora nativa e conservar a biodiversidade do bioma Cerrado.

Os resultados deste trabalho destacaram o desenvolvimento e futuro potencial
de um cha promissor da polpa de P. ramiflora, podendo ser uma fonte econémica de

antioxidantes naturais.
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7 PERSPECTIVAS

Com o intuito de dar continuidade a este estudo, como proximos passos
pretende-se:

e Determinar os parametros de qualidade do cha solavel: higroscopicidade,
grau caking e solubilidade;

e Realizar analise sensorial do cha da polpa de P. ramiflora;

e Determinar as fracdes fitoquimicas responsaveis pela atividade biol6gica dos
extratos: flavonoides totais, polifendis e triterpenos;

¢ Realizar identificacdo e potencial antioxidante do cha por CLAE/DAD e pelos
métodos ORAC e fosfomolibdénio;

e Determinar a composic¢ao nutricional do cha;

e Avaliar estabilidade da polpa atomizada.
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