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INTRODUGAO:

O consumo de frutas tem aumentado nos Ultimos anos devido ao seu valor nutricional e por estas serem
reconhecidas como fonte importante de compostos bioativos como os compostos fenolicos, 0s quais estdo
fortemente relacionados a atividade antioxidante. Os compostos antioxidantes apresentam impactos positivos
sobre a salde de quem 0s consome e estdo presentes em especies frutiferas nativas e exoticas, como é o caso da
seriguela (Spondias purpurea L.).

A seriguela é uma arvore nativa das Américas do Sul e Central, sendo facilmente encontrada no nordeste
brasileiro. Seus frutos apresentam uma polpa aromatica com sabor agridoce e sdo ricos em compostos fenolicos
como &cido protocatecuico, acido vanilico, rutina e catequina (OMENA et al., 2012; SILVA et al., 2016).

Embora alguns frutos apresentem quantidades significativas de compostos fendlicos, a composicado da
matriz alimentar pode interferir na estabilidade desses compostos durante o processo de digestdo (DANTAS et
al., 2023). Tem sido relatado que os compostos fendlicos sdo pouco absorvidos no intestino, portanto, investigar
as transformagdes quimicas desses compostos durante a digestdo gastrointestinal é importante para entender
melhor os seus efeitos bioldgicos (INADA et al., 2020).

Alguns processos biotecnolégicos, como o tratamento enzimatico, podem ser utilizados como estratégia
para aumentar a extracdo e a bioacessibilidade de compostos fenodlicos e consequentemente, as propriedades
antioxidantes de matrizes alimentares. Essa tecnologia faz uso dos mais variados tipos de enzimas (pectinases,
celulases, proteases, dentre outras), que atuam na matriz alimentar hidrolisando componentes da parede celular
vegetal onde comumente compostos bioativos podem estar complexados com macronutrientes, como 0s
carboidratos e as proteinas; como consequéncia, esses compostos sao liberados para a fracao soltvel, tornando-os
mais bioacessiveis (ALARA; ABDURAHMAN; UKAEGBU, 2021).

Nesse sentido, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da digestdo simulada de polpa de seriguela
antes e ap0s aplicacdo do tratamento enzimatico sobre os seus compostos fenolicos e suas propriedades
antioxidantes

METODOLOGIA:

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

Para o tratamento enzimatico foram utilizadas as enzimas Pectinex® Ultra SP-L (pectinase), Celluclast®
1.5L (celulase) e Viscozyme® L (complexo multienzimatico de carboidrases), adquiridas da empresa Novozymes.

As condicOes de ensaio utilizadas para conducdo do tratamento enzimatico da polpa de seriguela foram
definidas com base em estudos prévios do grupo de pesquisa. A polpa foi diluida em uma proporgao de 1:1 (m:v)
em tampdo acetato (100 mmol/L, pH 5,0) para ajuste do pH. O tratamento foi conduzido a temperatura de 40 °C
sob agitacdo de 100 rpm por 40 minutos utilizando a combinacdo ternaria das enzimas, como segue:1/6
Pectinex® Ultra SP-L, 1/6 Celluclast® 1.5L e 2/3 Viscozyme® L, na concentracdo final de 0,25% (v:v).
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Apds o tratamento, as amostras foram congeladas imediatamente a -20°C para paralisacdo das reacfes. A
polpa sem aplicacéo de tratamento foi utilizada como controle.

A digestdo simulada foi realizada na amostra tratada enzimaticamente e no ensaio controle, seguindo trés
fases sequenciais: fase oral, fase gastrica e fase intestinal, de acordo com o protocolo INFOGEST (BRODKORB
et al. 2019). Para reduzir a presenga de interferentes dos reagentes utilizados no processo de digestao, em especial
das preparagdes enzimaticas, sobre as propriedades antioxidantes e o teor de compostos fenodlicos totais, as
amostras foram submetidas a ultrafiltragdo em membranas de corte com massa molecular de 10 kDa (Millipore
Corporation Ultrafiltration Membranes, Billerica, MA, EUA). Os resultados foram avaliados a partir da
verificacdo do efeito da digestdo (%), calculado para cada resposta de interesse de acordo com a equacao a seguir:

) ) . (amostra digerida — amostra nao digerida)
Efeito da digestdo (%): ——— X100
amostra nao digerida

As amostras foram analisadas quanto ao teor de compostos fendlicos totais (expressos em mg de acido
galico equivalente por g de amostra - AGE g™), capacidade antioxidante pelos métodos ABTS e DPPH e FRAP
(RASERA et al., 2023) (expressa em pmol de Trolox equivalentes por g de amostra - pmol TE g?). A
identificagdo dos compostos fendlicos foi realizada por HPLC e os resultados foram expressos em pg de
composto por g de amostra — (ug g*) (DUTRA et al. 2017).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os resultados obtidos para as amostras tratadas enzimaticamente e para o ensaio controle demonstraram
que a digestdo impactou positivamente a liberacdo dos compostos fenélicos da polpa de seriguela. Ao final da
digestdo houve variagdo significativa (p < 0,05) no teor de compostos fendlicos (TFT) da polpa controle (néo
tratada enzimaticamente), resultando em aumento de 42,40%, quando a amostra digerida é comparada em relacéo
a ndo digerida (Tabela 1). O mesmo efeito foi observado para a polpa tratada enzimaticamente, onde, ao fim da
digestdo, a amostra digerida apresentou aumento de 254,17% para TFT em relacdo a amostra ndo digerida. Esses
compostos podem ser liberados de macromoléculas estruturais, especialmente carboidratos e proteinas, devido a
acdo enzimatica e as condi¢des de pH durante a digestao, resultando na quebra de ligacdes covalentes e também
de outros tipos de interacdo (RASERA et al., 2023).

Com relacdo a atividade antioxidante, os resultados foram semelhantes. Na polpa controle, ao final do
processo de digestdo (fase intestinal), foram observados aumentos de 172,06, 206,87 e 39,18%, respectivamente,
para ABTS, DPPH e FRAP. Resultados similares, porém menos expressivos, foram observados para a amostra
tratada enzimaticamente, em que aumentos de 142,09, 27,52 e 2,82 foram observados para ABTS, DPPH e FRAP,
respectivamente (Tabela 1). O fato de a polpa ja ter sido submetida ao tratamento enzimatico pode justificar essa
menor variagdo; isto porque, a hidrolise prévia ja resultou na liberagdo de compostos antioxidantes, reduzindo,
assim, o efeito da digestdo ja que parte dos compostos insollveis foram previamente liberados pela acdo das
enzimas Pectinex® Ultra SP-L, Celluclast® 1.5L e Viscozyme® L.

Durante o processo de digestdo, variaches marcantes entre as fases gastrica e intestinal foram observadas
(Tabela 1). Na fase gastrica, em que o pH é mais &acido (pH 3,0), grande parte das variagdes das respostas foi
negativa. Alguns estudos ja reportaram a reducdo da atividade antioxidante na fase gastrica, porém com aumento
na fase intestinal, semelhante ao observado em nosso estudo. Essa variacdo possivelmente estd relacionada a
alguns fatores: i) tempo adicional no processo digestivo (2 h); ii) a dependéncia do pH durante o0 processo
digestivo, uma vez que em meio neutro (pH 7) ou levemente alcalino (pH > 7), a desprotonagdo dos compostos
fendlicos aumenta significativamente, o que favorece os mecanismos de a¢do antioxidante destes compostos; e iii)
os efeitos das enzimas digestivas (pancreatina, que possui atividades de a-amilase, lipase e protease), que
facilitam a liberacdo de compostos fendlicos ligados a matriz alimentar (CORONA-LEO et al., 2021; SECZYK et
al., 2021).

No presente estudo, apenas o teor de compostos fendlicos foi investigado quanto a relagdo com a
atividade antioxidante mensurada pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP. Todavia, em um contexto mais amplo
sabe-se que compostos como carotenoides, vitaminas e outros metabo6litos (&cidos citrico e ascérbico, por
exemplo), presentes na polpa da seriguela, também apresentam potencial antioxidante e podem contribuir com o
resultado observado.
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Tabela 1. Teor de compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante de polpa de seriguela tratada enzimaticamente e ensaio controle antes e ap0s a digestao in

vitro.
Polpa controle
TFT Efeito da ABTS Efeito da DPPH Efeito da FRAP Efeito da
(mg AGE g™) digestdo (%)  (umol TEg') digestdo (%) (umol TEg')  digestdo (%) (umol TEg?)  digestdo (%)
Polpa digerida 0,84 + 0,00° 8,24 + 0,40° 5,83 + 0,05 4,98 + 0,06°
Fase Oral 5 33,33 -0,60 -0,85 -6,04
Polpa nédo 0,63 £ 0,01° 8,29 % 0,05 5,88+ 0,11° 5,30 + 0,00°
digerida
Fase Polpa digerida 0,62 +0,01° 14,87 + 0,08° 8,80 +0,11° 5,46 + 0,13°
Lo 5 -34,04 -11,22 30,76 -33,98
Gastrica Polpa ndo 0,94 +0,20° 16,75 + 0,06" 6,73 + 0,06 8,27 +0,15°
digerida
Fase Polpa digerida 1,78 + 0,00° 55,31 + 0,10° 18,32 +0,07° 6,82 +0,14°
: " 42,40 172,06 206,87 39,18
Intestinal Polpa nédo 1,25 + 0,00° 20,33 + 0,27 5,97 +1,31° 4,90 +0,14°
digerida
Polpa tratada enzimaticamente
TFT Efeito da ABTS Efeito da DPPH Efeito da FRAP Efeito da
(mg AGE g™ digestdio (%)  (umol TEg')  digestdo (%) (umol TEg™")  digestdo (%) (umol TEg™')  digestdo (%)
Polpa digerida 0,92 + 0,02° 10,45 + 0,05° 7,76 + 0,05" 6,67 + 0,05°
Fase Oral 5 10,84 4,40 15,48 33,20
Polpando 4 634 0,02 10,01 £ 0,16 6,72+0,15° 5,30 £ 0,07°
digerida
E Polpa digerida 1,47 +0,03° 16,64 + 0,07° 10,19 + 0,20° 6,98 + 0,03
Géstr Polpa néo 26,72 3,68 -0,49 -13,00
astrica P 1,16 + 0,03 16,05 + 0,07 10,24 + 0,09° 7,99 + 0,09°
digerida
Fase Polpa digerida 2,55 + 0,01° 54,76 + 0,40° 28,13 +0,01° 5,85 + 0,04°
. Polpa ndo 254,17 142,09 27,52 2,82
Intestinal digerida 0,72 +0,02° 22,62 + 0,14 22,06 + 0,14 5,70 +0,08°

O efeito da digestdo foi calculado considerando a amostra ndo digerida como valor final e a amostra digerida como valor inicial. Os resultados estdo expressos como a média (n = 3) + desvio padrdo. Letras minusculas diferentes
na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p < 0,05) entre os resultados pelo teste de Tukey.
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A identificacdo dos compostos fendlicos foi realizada apenas na fase intestinal de cada amostra (Tabela
2). Os resultados demonstraram que a digestdo da polpa de seriguela favoreceu a liberacdo dos compostos
fendlicos, onde as amostras digeridas apresentaram aumento no teor de compostos liberados com relagdo as nao
digeridas. Foram identificados dez compostos, sendo seis acidos fenolicos (acido galico, protocatecuico, cafeico,
vanilico, p-cumarico e feralico) e quatro flavonoides (catequina, rutina, miricetina e kaempferol).

Para a amostra controle, foi possivel observar que os acidos galico, protocatecuico, cafeico e a miricetina
tiveram aumentos de 15,36, 223,51, 63,85 e 7,70%, respectivamente, ap0s a digestdo. Enquanto os &cidos p-
cumarico, catequina e rutina apresentaram quantidades menores apds o processo de digestdo (Tabela 2).

Para a amostra tratada enzimaticamente, os acidos galico e p-cumarico e o flavonoide miricetina tiveram
aumentos de 74,87, 27,07 e 199,07%, respectivamente, apos a digestdo. Em contraste, os acidos protocatecuico e
cafeico, além da miricetina, apresentaram quantidades menores apds a digestdo. O contetdo de acido vanilico nao
foi detectado ap0s a digestdo, o que pode ser resultado da complexacdo fendlica com macromoléculas, que pode
ter resultado na diminuicéo da bioacessibilidade do composto durante a digestdo (RASERA et al., 2023).

Em ambas as amostras, 0 kaempferol foi detectado apenas ap6s a digestdo. O kaempferol é um flavonoide
encontrado em abundéncia em diversas partes das plantas, como sementes, flores, frutas, folhas e vegetais, e tem
se mostrado importante para o tratamento de doencas relacionadas ao envelhecimento. Este composto, assim
como os seus derivados glicosilados ja foram reportados por apresentarem diversas propriedades benéficas,
incluindo atividades cardioprotetoras, neuroprotetoras, anti-inflamatdrias, antidiabéticas, antioxidantes,
antimicrobianas e antitumorais (DANTAS et al., 2023).

Ao analisar a atividade antioxidante da amostra controle e da amostra tratada enzimaticamente e o efeito
da digestdo, foi possivel constatar de forma geral que houve aumento nos valores absolutos obtidos. Para a anlise
de DPPH, houve aumento de 18,32 pmol TE g* (amostra controle) para 28,13 pmol TE g* (amostra tratada
enzimaticamente) na polpa digerida apés a fase intestinal. A variacdo positiva na capacidade antioxidante na polpa
tratada tem relacdo com o efeito positivo da digestdo sobre a liberacdo de compostos fenélicos como &cido galico
e miricetina. E vélido ainda ressaltar que o tratamento enzimatico mostrou um impacto notavel e positivo sobre a
polpa de seriguela. Em valores absolutos, a amostra tratada enzimaticamente apresentou melhores resultados ap6s
a digestdo, mostrando que a hidrdlise enzimatica pode ser uma aliada na extracdo dos compostos bioativos e
consequentemente, no aumento do potencial antioxidante da polpa de seriguela.

Tabela 2. Identificacdo de compostos fendlicos por HPLC em polpa de seriguela antes e depois do tratamento
enzimatico nas amostras digeridas e ndo digeridas.

Polpa controle Polpa tratada enzimaticamente

Compostos fendlicos Efeito da Efeito da
(ug g Digerido Né&o digerido digestéo Digerido Nao digerido digestdo
(%) (%)
Acido galico 375,94 £13,38 325,88 £ 93,29 15,36 499,54 + 32,34 285,67 + 33,01 74,87
Acido . 62,47 + 14,52 19,31 +0,15 223,51 70,89 + 5,04 168,74 + 8,98 -57,99
protocatecuico
Acido cafeico 589,52 £ 21,79 359,80 + 28,36 63,85 631,73 £ 26,58 773,33 + 28,39 -18,31
Acido vanilico nd nd - nd 162,78 + 2,55 -
Acido cumaérico 161,99 + 12,15 485,00 + 3,40 -66,60 477,79 £35,39 376,00 £ 5,69 27,07
Acido ferulico nd 135,13 +7,78 - nd nd -
Catequina 565,74 £ 10,08 827,58 + 15,42 -31,64 637,34 £3,73 707,11 £ 25,17 -9,87
Rutina 125,58 + 0,62 557,01 + 10,86 -77,45 nd 644,96 £ 11,18 -
Miricetina 85,88 + 1,65 79,74 £1,58 7,70 227,95+21,68 76,22 +3,02 199,07
Kaempferol 130,20 £ 0,76 nd - 663,21 + 18,90 nd -
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CONCLUSOES:

A partir dos resultados obtidos experimentalmente, foi possivel demonstrar que a digestdo das amostras
resultou em aumento da liberacdo de compostos fendlicos e consequentemente das propriedades antioxidantes da
polpa de seriguela, independentemente do tratamento enzimatico prévio. A andlise por HPLC permitiu a
identificacdo de dez compostos fenolicos, os quais foram detectados em maiores quantidades na amostra tratada
enzimaticamente quando comparados ao ensaio controle. Dessa forma, o0 tratamento enzimético prévio apresenta-
se como um processo de suma importancia para aumentar a liberacdo e a bioacessibilidade de compostos
fendlicos, para que estes sejam mais bem aproveitados pelo organismo.
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