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INTRODUCAO:

O consumo de frutas nativas e exdticas tem aumentado nos ultimos anos devido ao seu valor
nutricional, mas também porque as frutas sdo reconhecidas como importantes fontes de compostos bioativos
(Assis et al., 2021). No entanto, algumas espécies ainda sd@o pouco exploradas comercialmente, como por
exemplo, a seriguela (Spondias purpurea L.).

A serigueleira € uma drvore nativa das Américas do Sul e Central e os seus frutos possuem formato
ovoide, com coloracdo variando do verde ao vermelho e apresentam uma polpa aromdtica, com sabor
agridoce. Os frutos de seriguela sdo ricos em compostos fendlicos como 4cido protocatecuico, dcido vanilico,
rutina e catequina (Omena et al., 2012; Silva et al., 2016; Cancino-Labra et al., 2023).

Para melhorar a liberacdo de compostos bioativos em matrizes alimentares, diversos tipos de técnicas
vém sendo desenvolvidas e aprimoradas, dentre as quais o tratamento enzimatico possui merecido destaque
(Granato et al., 2022; Santos et al., 2022). Essa tecnologia consiste em adicionar enzimas especificas ao
substrato sob condi¢des brandas de processamento, que atuam na matriz alimentar liberando compostos que
geralmente estdo complexados com macronutrientes como proteinas e carboidratos, tornando-os mais
soluveis e faceis de recuperar, resultando em maior extracdo de compostos bioativos (Benchikh et al., 2023).

Nesse sentido, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do tratamento enzimatico sobre as
propriedades antioxidantes e antidiabéticas e sobre o perfil fendlico de polpa de seriguela (Spondias
purpurea L.).

METODOLOGIA:

As polpas de seriguela (Spondias purpurea L.) foram adquiridas da empresa Frutaboa localizada na
cidade de Limoeiro do Norte (Ceard, Brasil). As polpas de frutas foram transportadas sob refrigeracdo, ao
abrigo de luz até o Laboratério de Bioquimica de Alimentos da FEA - Unicamp e foram utilizadas para o
tratamento enziméatico.

Para o tratamento enzimditico foram utilizadas as enzimas Pectinex® Ultra SP-L (pectinase),
Celluclast® 1.5L (celulase) e Viscozyme® L (complexo multienzimético de carboidrases), adquiridas da
empresa Novozymes. A polpa foi diluida em uma propor¢do de 1:1 (m:v) em tampdo de acetato (100
mmol/L, pH 5,0) para ajuste do pH. A mistura de reacdo foi incubada a 40 °C sob agita¢do de 100 rpm por
40 minutos utilizando as diferentes preparacdes enzimaticas e suas combinagdes (na concentracio final de
0,25% v:v), de acordo com o planejamento experimental de misturas (Tabela 1). A polpa sem aplicacio de
tratamento foi utilizada como controle.

XXXI Congresso de Iniciacao Cientifica da UNICAMP - 2023
1



As amostras foram analisadas quanto ao teor de compostos fendlicos totais (expressos em mg de
4cido galico equivalente por g de amostra - AGE g'') (Magro; de Castro, 2020), flavonoides totais e taninos
condensados (expressos em mg de catequina equivalente por g de amostra CE g') (Rasera; Hilkner; de
Castro, 2020); capacidade antioxidante pelos métodos: ABTS e DPPH (Rasera et al., 2019) e FRAP (Santos
et al. 2022) (expressa em umol de Trolox equivalentes por g de amostra - pmol TE g'); as propriedades
antidiabéticas foram estimadas pela inibicdo das atividades de o-amilase e de a-glicosidase (valores
expressos em %) (Ohara et al., 2020); a identificagdo dos compostos fendlicos foi realizada por HPLC
(resultados expressos em ug de composto por g de amostra - ug g') (Dutra et al. 2017).

Tabela 1. Matriz do planejamento experimental de misturas contendo as composi¢des enzimdticas utilizadas no
tratamento da polpa de seriguela.

Ensaios Pectinex® Ultra SP-L Celluclast® 1.5L Viscozyme® L
1 1 0 0
2 0 1 0
3 0 0 1
4 172 172 0
5 172 0 172
6 0 12 172
7 1/3 173 173
8 2/3 1/6 1/6
9 1/6 2/3 1/6
10 1/6 1/6 2/3

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os resultados obtidos para cada ensaio do Planejamento Experimental de Misturas (Tabela 2),
demonstraram que o teor de compostos fendlicos totais variou de 2,14 a 3,59 mg AGE g"'. De forma geral, a
aplicacdo do tratamento enzimdtico afetou de forma positiva a polpa de seriguela, atingindo um valor
maximo de 3,59 mg AGE g' (ensaio 4), com aplicagio da mistura bindria (Pectinex® Ultra SP-L e
Celluclast® 1.5L) em iguais propor¢des. O tratamento enzimdtico nesse caso resultou em um aumento
percentual de 68,10% quando comparado ao ensaio controle.

Para a determinacio de flavonoides totais e taninos condensados, a polpa de seriguela tratada com a
mistura terndria das enzimas Pectinex® Ultra SP-L (1/6), Celluclast® 1.5L (1/6) e Viscozyme® L (2/3)
(ensaio 10) apresentou o maior teor desses compostos, atingindo valores de 1,98 mg CE g™ para flavonoides
e 1,00 mg CE g' para taninos condensados, resultando em um aumento percentual de 94% e 110%,
respectivamente, em relacio ao ensaio de controle.

J4 os valores de capacidade antioxidante medidos pelo método ABTS variaram de 31,98 a 60,91
umoL TE g'l, enquanto os obtidos para os métodos DPPH e FRAP variaram de 23,75 a 33,41 e de 17,37 a
34,54 umoL TE g, respectivamente. Para os métodos ABTS e FRAP, foram observados aumentos de
90,45% e 79,83%, respectivamente, na capacidade antioxidante quando a polpa foi tratada com a mistura
terndria de Pectinex® Ultra SP-L (1/6), Celluclast® 1.5L (1/6) e Viscozyme® L (2/3) (ensaio 10). J4 para o
método DPPH, a aplicacdo da enzima Celluclast® 1.5L. de forma isolada (ensaio 2), resultou em uma
amostra com maior aumento percentual (40,66%) quando comparado ao controle (Tabela 2).

Em relagdo ao potencial antidiabético das amostras apds o tratamento enzimdtico, o melhor
percentual de inibi¢do foi observado no ensaio 5, onde a amostra foi tratada com a combinacio de Pectinex®
Ultra SP-L e Viscozyme® L, em iguais propor¢des, com capacidade de inibicdo de 0,91 e 48,34% para a-
amilase e a-glicosidade, respectivamente (Tabela 3).

O tratamento enzimdtico tem sido considerado uma boa estratégia para melhorar a extracdo de
compostos fendlicos nos alimentos. Para tal, essa tecnologia faz uso de pectinases, celulases, proteases,
dentre outras enzimas, as quais atuam aumentando a solubilizacdo do tecido vegetal pela hidrélise de
macromoléculas. Como consequéncia, as amostras hidrolisadas podem apresentar maior conteido de
compostos bioativos, o que resulta em um produto com melhores propriedades bioativas e nutricionais
(GRANATO et al., 2022; SANTOS et al., 2022).
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Tabela 2. Teor de compostos bioativos e capacidade antioxidante da polpa de seriguela (Spondias purpurea L.) antes e
ap0s o tratamento enzimatico em fungéo dos ensaios definidos no planejamento experimental de misturas.

Teor de compostos bioativos

Ensaios Fenolicos totais A Flavonoides totais A Taninos condensados A
(mg AGE g™ (%)" (mg CE g™ (%)" (mg CE g (%)"
Controle 2,14 +0,13¢ - 1,02 +0,25™ - 0,52 +0,29° -
1 3,31 £0,23%® 55% 1,42 +£0,45™ 32% 1,03 +£0,35° 96%
2 2,60 +0,32% 21% 1,20 + 0,08 17% 0,95 +0,23° 81%
3 2,63 +£0,12% 23% 1,49 +0,15%® 90% 1,02 +£0,13° 94%
4 3,59 +0,27° 68% 1,10 +£0,55%¢ 7% 0,66 +0,26° 27%
5 3,07 £ 0,24 44% 1,62 +£0,12% 58% 0,58 +0,28° 10%
6 3,23 £0,26® 51% 0,21 £0,19¢ -79% 0,79 +0,23° 51%
7 3,47 £0,17° 62% 1,53 +0,11%° 49% 0,87 +0,25° 66%
8 2,87 +0,18% 34% 1,64 +0,27® 60% 0,64 +0,30° 22%
9 3,39 +£0,04° 59% 1,17 £0,07*® 14% 1,00 +0,30° 91%
10 3,54 £0,16° 65% 1,98 +0,56° 94% 1,09 +0,23° 110%
Capacidade antioxidante
Ensaios ABTS A DPPH A FRAP A
(umol TE g™ (%) (umol TE g™) (%) (umol TE g™) (%)
Controle 31,98 +0,707 - 23,75 +3,06° - 17,37 +0,49° -
1 57,79 £0,31* 80% 29,22 + 1,833 23% 24,42 +2.42¢ 40%
2 38,47 +0,72° 20% 3341 +1,17° 41% 30,59 +0,74% 76%
3 45,94 +1,75° 43% 27,17 +2,70*¢ 14% 32,52 +2,89% 87%
4 39,33 +£1,39° 23% 29,51 + 1,54% 24% 25,40 + 1,28¢ 46%
5 33,14 +0,34¢ 4% 30,69 + 1,09 30% 29,42 + 0,244 70%
6 40,64 +3,07¢ 27% 25,16 +4,50% 6% 28,00 + 1,02 61%
7 39,75 + 1,67° 24% 29,25 +2.32%° 23% 32,33 +£2,62° 86%
8 42,10 +2,97™ 32% 32,29 + 1,16 36% 31,23 +£0,63™ 80%
9 60,52 + 3,42* 89% 30,15 + 1,33% 27% 31,14 + 3,54% 79%
10 6091 +1,31% 90% 30,60 + 1,40™ 29% 34,54 +0,78" 98%

Os valores foram expressos como a média (triplicata) + desvio padrao. Letras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p
< 0,05) entre os resultados pelo teste de Tukey. A (%)!: A variacdo percentual dos resultados foi calculada considerando a diferenca entre os valores
obtidos para as amostras hidrolisadas (testes 1 a 10) em relagdo ao teste de controle (ndo hidrolisado).

Tabela 3. Determinacdo da capacidade de inibicdo de a- amilase e a-glicosidase antes e apds o tratamento enzimatico
em fun¢do dos ensaios definidos no planejamento experimental de misturas.

Ensaios Inibicao a- amilase (%) Inibicao a-glicosidase (%)

Controle 4,20 +0,82% 38,95 +0,85°
1 3,97 £0,93% 29,01 +1,78f
2 5,17 +1,26%%€ 26,51 £0,72"
3 6,92 +1,06° 26,79 2,42
4 2,44 +0,69¢ 43,92 +0,66°
5 0,91 +0,43° 48,34 +0,41°
6 3,07 £0,62¢ 47,51 +1,10°
7 0,41 +£0,02¢ 53,03 +£0,62°
8 12,91 £2,38° 58,07 + 1,84
9 8,22 +0,46° 48,06 +0,41°
10 7,57 +0,24% 4226 +1,01¢

Os valores foram expressos como a média (triplicata) + desvio padrdo. Letras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p
< 0,05) entre os resultados pelo teste de Tukey. A (%)!: A variacdo percentual dos resultados foi calculada considerando a diferenca entre os valores
obtidos para as amostras hidrolisadas (testes 1 a 10) em relagdo ao teste de controle (ndo hidrolisado).

A identificagdo dos compostos fendlicos foi realizada na polpa de seriguela apds a aplicacdo do
tratamento enzimdtico que foi selecionado como o mais adequado tanto com relacdo a recuperagcdo de
compostos fendlicos e propriedades antioxidantes quanto em relacdo as propriedades antidiabéticas, da
seguinte forma: polpa tratada com a mistura terndria de Pectinex® Ultra SP-L (1/6), Celluclast® 1.5L (1/6) e
Viscozyme® L (2/3) (ensaio 10) e polpa tratada com a mistura bindria de Pectinex® Ultra SP-L (1/2) e

Viscozyme® L (1/2) (ensaio 5), respectivamente.
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Na etapa de identificacdo dos compostos fendlicos por HPLC, foi possivel confirmar que a aplicagdo
do tratamento enzimdtico culminou no aumento da recuperacao de compostos fendlicos, quando comparados
ao ensaio controle (sem aplicagdo do tratamento) (Tabela 4). Na polpa da seriguela tratada sob as condigdes
do ensaio 10 foram identificados nove compostos, sendo seis dcidos fendlicos (dcido gilico, protocatecuico,
vanilico, cafeico, p-cumadrico e ferulico) e trés flavonoides (catequina, rutina e miricetina). J4 na polpa
tratada sob as condi¢Ges do ensaio 5 foram identificados seis compostos, sendo quatro dcidos fendlicos
(4cido galico, protocatecuico, vanilico e cafeico) e dois flavonoides (catequina e rutina).

O 4cido fenélico majoritariamente detectado foi o dcido glico, tanto no ensaio 10 (377,15 ug g)
quanto no ensaio 5 (282,34 ug g, representando um aumento de 137% e 78%, respectivamente, em relagdo
ao controle (158,86 ug ¢'). J4 o principal flavonoide identificado foi a rutina, tanto no ensaio 10 (36,98 ug g
") como no ensaio 5 (28,34 ug g'), com aumentos de 77% e 36%, respectivamente, quando comparados ao
controle (20,83 pg g"). Diversas bioatividades tém sido relacionadas ao 4cido gélico, dentre as quais estdo
atividades antioxidantes, anti-inflamatdrias e cardioprotetoras (Salas et al., 2013). Estudos relatam que
compostos como rutina e miricetina apresentam varios efeitos benéficos a saide do organismo e podem agir
como antioxidantes, antidiabéticos, anti-inflamatérios e gastroprotetores (Semwal et al., 2021).

O 4cido p-cumdrico foi identificado somente apds a aplicagdo do tratamento enzimdtico, sugerindo
que o uso das enzimas em combinagdo ndo s6 melhorou como permitiu a recuperagdo desse composto
fendlico. De acordo com Kilic & Yesiloglu (2013), o acido p-cumdrico apresenta vdrias bioatividades
incluindo fungdes como antioxidante, antimicrobiano e antimutagénico. Em matrizes vegetais, os acidos
fendlicos ocorrem principalmente na forma insoldvel, enquanto os flavonoides sdo encontrados na forma
solivel (Inada et al., 2015), o que nos mostra a importancia de aplicar o tratamento enzimdtico como
estratégia para aumentar a extracdo desses compostos presentes na polpa da seriguela, que anteriormente
estariam complexados com macronutrientes, como as proteinas e os carboidratos.

Tabela 4. Identificacio de compostos fendlicos por HPLC em polpa de seriguela antes e depois do tratamento
enzimatico com mistura terndria de Pectinex®, Celluclast® 1.5L e Viscozyme® L (ensaio 10 — ensaio mais adequado
para recuperacdo de compostos fenélicos e propriedades antioxidantes) e mistura bindria de Pectinex® e Viscozyme® L
(ensaio 05 — ensaio mais adequado para propriedades antidiabéticas).

Concentracio (ug g Parametros de validacao
. . . LOD LOQ Linearidade

Compostos Ensaio controle Ensaio 10 A (%) Ensaio 05 A (%) (Hg)l (Hg)z (Rz)
Acido galico 158,86 + 38,29 377,15 £ 6,26 137% 282,34 + 6,28 78% 0,55 1,69 0,9956
Acido protocatecuico 4,31 +0,14 6,00 £ 0,80 40% 22,22 +1,15 270% 0,02 0,07 0,9980
Acido vanilico 71,67 £21,36 296,55 £36,36  313% 175,39+£6,72  145% 0,07 0,21 0,9561
Acido cafeico 15,12 + 1,01 40,73 £21,96 170% 34,35 +£5,28 127% 0,07 0,23 0,9978
Acido p-cumérico - 3,27 £0,02 - - - 0,16 0,48 0,9970
Acido ferilico 55,58 £0,05 68,50 £ 0,41 14% - - 0,03 0,09 0,9895
Catequina 10,28 £ 0,02 13,49 £2,97 31% 13,13 £0,86 28% 0,26 0,79 0,9914
Rutina 20,83 £ 0,01 36,98 £0,11 77% 28,34 £ 0,03 36% 0,06 0,20 0,9999
Miricetina 12,92 + 0,61 27,98 £0,18 116% - - 0,06 0,18 0,9994

CONCLUSOES:

A partir das andlises realizadas, foi possivel demonstrar que a maceragdo enzimdtica foi eficaz no
tratamento da polpa de seriguela, o que resultou em uma maior extracdo de compostos fendlicos e um
aumento de suas propriedades bioativas. A andlise por HPLC permitiu a identificacdo de nove compostos
fendlicos, com predominancia do 4cido gélico e da rutina em ambos os ensaios, confirmando a eficiéncia do
tratamento enzimdtico na liberacdo dos compostos de interesse, possibilitando também estabelecer uma
correlagdo entre a presenga desses compostos com o aumento do potencial antioxidante e antidiabético da
polpa. Os resultados obtidos oferecem uma oportunidade para um processo que pode ser aplicado
industrialmente para melhorar as propriedades funcionais de frutas nativas ainda pouco exploradas
comercialmente.
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