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Resumo

Os frutos de Adansonia digitata e Tamarindus Indica, vulgarmente conhecido como

calabaceira e tamarindo respetivamente, uma excelente fonte de fitoquímicos, e

antioxidantes. Estes compostos têm despertado o interesse dos consumidores nos

últimos anos pelos inúmeros benefícios que apresentam para o organismo. Assim, com

este estudo pretendeu-se desenvolver compostos com propriedades biológicas

melhoradas, em especial, antioxidantes, no sumo concentrado dos frutos Tamarindo

(Tamarindus indica) e Calabaceira (Adansonia digitata). Para isso, recorreu-se aos

métodos espectrofotométricos na avaliação da atividade antioxidante total (2,2-difenil-

1- picrilidrazil (DPPH) e método de Redução do Ferro (FRAP) e determinação dos

compostos fenólicos totais pelo método Folin – Ciocalteu a determinação da atividade

anti-inflamatória pelo método pelo método de Mizushima e Kobayash. Por via

enzimática avaliou-se a bioconversão destes compostos nos sumos, de modo a melhorar

a atividade biológica e biodisponibilidade. Fez-se a simulação da absorção

gastrointestinal através de ensaios in vitro e. Os resultados obtidos demonstraram que

ambos os frutos apresentam atividade antioxidante e compostos fenólicos e, após

sofrerem um processo de digestão simulada, foram absorvidos e tornaram-se

biodisponíveis. De facto, a atividade antioxidante aumentou 24%, assim como a

atividade anti-inflamatória 18%. O melhoramento enzimático por pectinases livres e

imobilizadas não afetaram as atividades antioxidantes dos sumos. É de salientar que no

presente trabalho apenas foi avaliada a atividade in vitro e são necessárias investigações

futuras in vivo.
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Abstract

The fruits of Adansonia digitata and Tamarindus Indica, commonly known as gourd

and tamarind respectively, are an excellent source of phytochemicals and antioxidants.

These compounds have aroused the interest of consumers in recent years due to the

numerous benefits they present to the body. Thus, this study aimed to develop

compounds with improved biological properties, in particular antioxidants, in the

concentrated juice of Tamarind (Tamarindus indica) and Calabaceira (Adansonia

digitata) fruits. For this, spectrophotometric methods were used to evaluate the total

antioxidant activity (2,2-diphenyl-1-picrylidrazyl (DPPH) and Iron Reduction method

(FRAP) and determination of total phenolic compounds by the Folin - Ciocalteu method.

of anti-inflammatory activity by the method by the method of Mizushima and Kobayash.

By enzymatic route, the bioconversion of these compounds in juices was evaluated, in

order to improve the biological activity and bioavailability. A simulation of

gastrointestinal absorption was carried out through in vitro assays e. The results showed

that both fruits have antioxidant activity and phenolic compounds and, after undergoing

a simulated digestion process, they were absorbed and became bioavailable. In fact, the

antioxidant activity increased by 24%, as well as the anti-inflammatory activity.

18%.The enzymatic improvement by free and immobilized pectinases did not affect the

antioxidant activities of the juices. in the present work, only the in vitro activity was

evaluated and further in vivo investigations are needed.
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1.Introdução

Os produtos naturais são utilizados pela humanidade desde tempos antiquíssimos.

Talvez a primeira utilização de certas folhas, ervas e frutos tenha sido para alívio e

tratamento de doenças. Essas experiências e observações originaram descobertas

importantes para tratamentos das doenças através do uso das plantas e os seus derivados

(1). Em África, como em todos os continentes, os legumes, frutos e algumas plantas

fornecem vitaminas e minerais essenciais para a manutenção adequada da saúde

humana. Os frutos indígenas desempenham um papel importante na dieta e saúde das

pessoas (2). O consumo de sumo de frutos processado tem aumentado expressivamente,

já que existe uma preocupação com o uso de alimentos mais saudáveis (3).

Os radicais livres são átomos e moléculas, que quando produzidas em excesso causam

danos nas células do organismo (4). O desequilíbrio entre os mecanismos de produção e

de neutralização das ERO denomina-se, habitualmente, por stress oxidativo (5). Os

antioxidantes desempenham um papel muito importante na proteção do organismo, por

neutralizarem as espécies reativas de oxigénio, diminuindo os fenómenos oxidativos, e

intervindo em vários processos bioquímicos. Os antioxidantes têm a capacidade de,

facilmente, reagirem com radicais livres nocivos, evitando que estes últimos degradem

células dos tecidos do corpo. Reagem com espécies radiculares produzidos nos

organismos, tais como, RO2 •, HO2 • e O2 •, impedindo assim a degradação oxidativa e

a degradação de proteínas, lípidos e do próprio DNA (6).

Os alimentos funcionais, ou seja, alimentos que contêm compostos bioativos, podem

melhorar as condições gerais do organismo e/ou diminuir o risco de desenvolvimento de

algumas doenças (7). A busca por alimentos mais saudáveis, que auxiliam na prevenção

e combate de doenças, tem vindo a aumentar em todo o mundo.

Adansonia digitata, tanto a árvore como o fruto são conhecidos universalmente por

calabaceira (8), polpa da calabaceira possui diversas propriedades biológicas incluindo

atividades antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatória (9). Os fitoquímicos,

particularmente os compostos fenólicos, são considerados entre os compostos bioativos

essenciais presentes na polpa do fruto da calabaceira (10).

O tamarindo (Tamarindus Indica L.) é uma fruta originária da África, uma das poucas

frutas tropicais com baixo teor de água e, como consequência, alto teor de proteínas,

carboidratos e minerais além disso, a polpa possui diferentes tipos de ácidos orgânicos



livres, incluindo ácido tartárico, cítrico e málico (11). No entanto, alguns dos

compostos bioativos que se destacam e identificados no fruto do tamarindo são os

carotenóides, fibra alimentar e compostos fenólicos (CF), que contribuem para um

efeito positivo na saúde humana (12).

A utilização generalizada de enzimas no processamento alimentar pode ser facilmente

compreendida, dada a sua elevada especificidade, capacidade de operarem em

condições suaves de pH, temperatura e pressão, elevada atividade e biodegradabilidade

(13). Os sumos de fruta apresentam diferentes graus de turbidez natural, de acordo com

as propriedades físicas e químicas de cada fruta, um dos maiores problemas na

preparação de sumos é a turvação, devida principalmente à presença de pectinas (14).

As pectinases pertencem a um grupo enzimático capaz de catalisar a degradação de

substâncias peptídicas através de reações (15). Na indústria alimentar, as pectinases

ácidas podem ser utilizadas na extração, clarificação e remoção de pectina de sucos de

frutas (16), frequentemente utilizadas em forma solúvel. No entanto, as enzimas nesta

forma são muitas vezes incapazes de atender à exigência industrial devido à sua

estabilidade operacional de curto prazo e porque sua recuperação e reutilização são

difíceis (15;16). Uma alternativa interessante para minimizar essas limitações é a

imobilização, procedimento que permite diversas vantagens, entre as quais estão i)

confinamento ou ligamento da enzima em uma região espacial definida, mantendo

sua atividade catalítica, ii) exploração de sua atividade repetida ou continuamente (17),

iii) melhoria da sua estabilidade, em condições de armazenamento ou operacionais, iv)

fácil separação do produto e v) minimização da contaminação do produto (18).

1.1 Radicais livres

Uma quantidade substancial de evidências tem indicado o papel chave dos radicais

livres e outros oxidantes como grandes responsáveis pelo envelhecimento, pelas

doenças autoimunes e doenças infeciosas e/ou inflamatórias e pelas doenças

degenerativas, como câncer, doenças cardiovasculares, hepatopatias, catarata, declínio

do sistema imune e disfunções cerebrais. Os danos no DNA causados pelos radicais

livres também desempenham um papel importante nos processos de mutagénese e

carcinogénese (19,20). As moléculas orgânicas e inorgânicas e os átomos que contêm

um ou mais elétrons não pareados em sua camada externa., com existência independente,

podem ser classificados como radicais livres (21). A produção de radical livre (RL)

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S014181301830878X
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S014181301830878X
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/enzymatic-activity
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ocorre naturalmente como um processo fisiológico (22). Os radicais livres são

produzidos no citoplasma, nas mitocôndrias ou na membrana e o seu alvo celular

(proteínas, lipídeos, carboidratos e DNA) está relacionado com o seu sítio de formação

(23;24). Definidos como substâncias instáveis que se multiplicam em cascata, e com

uma vida média extremamente curta onde são intercetados de dois modos: pela ação dos

agentes antioxidantes endógenos, ou pelo mecanismo de oxidorredução, quando dois

radicais se ligam (25). As espécies reativas são formadas continuamente ao decorrer

dos processos metabólicos normais ou patogênicos ou provenientes de fontes exógenas

físicas e químicas. Tais espécies atuam como mediadores da transferência de elétrons

em vários processos bioquímicos (26), como a fagocitose, fenômeno em que espécies

reativas de oxigênio, H2O2, ClO⁻ e 1O2*, são produzidas para eliminar o agente

agressor por oxidação. Porém, quando em concentração excedente ao normal, essas

espécies podem provocar duas categorias de efeitos importantes:

 danos celulares, ao atacar membranas, proteínas, polissacarídeos e ácidos

nucleicos, com consequente alteração funcional e prejuízo das funções vitais em

diversos tecidos - adiposo, vascular e cerebral, e órgãos, como músculo e fígado

(27) , ocasionando eventualmente algumas doenças (25-27);

 ativação de caminhos de sinalização específicos (28-30).

1.2 Stress oxidativo

A formação de radicais livres in vivo ocorre via ação catalítica de enzimas, durante os

processos de transferência de eletrões que ocorrem no metabolismo celular e pela

exposição à fatores exógenos (tabela 1). Contudo, na condição de pró-oxidante a

concentração desses radicais pode aumentar devido à maior geração intracelular ou pela

deficiência dos mecanismos antioxidantes (31). O desequilíbrio entre moléculas

oxidantes e antioxidantes que resulta na indução de danos celulares pelos radicais livres

tem sido chamado de stress oxidativo (32).



Tabela 1 - Fontes endógenas e exógenas de geração de radicais livres

Endógenas Exógenas

Respiração aeróbica Ozono

Inflamações Radiações gama e ultravioleta

Peroxissomos Medicamentos

Enzimas do citocromo P450 Dieta

A ocorrência de um stress oxidativo moderado, frequentemente é acompanhada do

aumento das defesas antioxidantes enzimáticas, mas a produção de uma grande

quantidade de radicais livres pode causar danos e morte celular (33). Os danos

oxidativos induzidos nas células e tecidos têm sido relacionados com a etiologia de

várias doenças, incluindo doenças degenerativas tais como as cardiopatias, aterosclerose

e problemas pulmonares (34;37). Os danos no DNA causados pelos radicais livres

também desempenham um papel importante nos processos de mutagênese e

carcinogênese (35).

1.3 Antioxidantes

A exposição do organismo a radicais livres, provenientes de diversas fontes, levou o

organismo a desenvolver uma série de mecanismos de defesa para eliminar estes

radicais livres (36). Estas defesas podem ser enzimáticas ou não enzimáticas, as defesas

antioxidantes enzimáticas são em grande número e encontram-se espalhadas por todo o

organismo, tanto no meio intracelular como no meio extracelular (ex.: superóxido

dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPH-Px), a glutationa

redutase (GPHR), entre outras. Destacam-se dentre os antioxidantes enzimáticos mais

estudados, as superóxidos dismutases, apreciadas como a linha de frente de defesa,

embora possam exibir atividade peroxidásica, na presença de excesso de H2O2, também

a catálase e as glutationas peroxidases, encarregadas de reduzir peróxidos geradores de

radicais • OH e • OR, respetivamente (25).Entre as defesas antioxidantes não

enzimáticas ressaltam-se compostos como a glutationa (GSH) o α-tocoferol (vit. E), o



17

ácido ascórbico (vit. C), o ácido lipóico, os carotenóides, os flavonóides, entre outros

(37).

O termo antioxidante tem natureza multiconceitual, inclue compostos que podem

retardar ou inibir a oxidação de lipídios ou outras moléculas, evitando o início ou

propagação das reações em cadeia de oxidação. (38;39). Quimicamente, os

antioxidantes são compostos que contêm, no mínimo, um grupo hidroxilo, podendo ser

naturais ou sintéticos (40). Uma ampla definição de antioxidante é “qualquer substância

que, presente em baixas concentrações quando comparada a do substrato oxidável,

atrasa ou inibe a oxidação deste substrato de maneira eficaz” (41).

O átomo de hidrogénio ativo do antioxidante é afastado pelos radicais livres (R• e

ROO•) com maior facilidade que os hidrogénios alílicos das moléculas insaturadas.

Assim formam-se espécies inativas para a reação em cadeia e um radical inerte (A•)

procedente do antioxidante (tabela 2). Este radical, estabilizado por ressonância, não

tem a capacidade de iniciar ou propagar as reações oxidativas (42).

Tabela 2- Mecanismo de ação de antioxidantes primários (Ramalho et al., 2006)

Mecanismo de ação de antioxidantes primários

ROO • + AH ROOH + A•

R • + AH RH+A•

Onde: ROO • e R• - radicais livres; AH – antioxidante com o átomo de

hidrogénio ativo e A• - radical livre

Quanto aos antioxidantes de baixo peso molecular (antioxidantes “químicos”), devem

incluir algumas vitaminas (C, E, A), outros produtos naturais (ex.: carotenoides,

flavonoides, outros polifenóis, furanoides e tióis) e produtos sintéticos (ex.: Ebselen, N-

acetilcisteína e Trolox) (43).

Dependendo do seu mecanismo de ação, os antioxidantes podem ser divididos em dois

grupos, de quebra de cadeia ou antioxidantes preventivos. Antioxidantes preventivos

reduzem a taxa de iniciação da cadeia e antioxidantes de quebra de cadeia influenciando

na propagação da cadeia. Antioxidantes preventivos incluem enzimas como catalases e

outras peroxidases que reagem com ROOH (hidroperóxido lipídico) e quelantes de íons



metálicos como EDTA (tetraacetato de etilenodiamina) e DTPA (pentacetato de

dietilenotriamina). As células utilizam compostos enzimáticos e não enzimáticos – os

chamados antioxidantes para tais sistemas antioxidantes previnem a formação

descontrolada de radicais livres e espécies de oxigênio ativado, ou inibem suas reações

com estruturas biológicas (44). In vivo, os principais antioxidantes preventivos são as

superóxidos dismutases (SOD), que atuam na fase aquosa para capturar os radicais

livres superóxidos. Os mecanismos endógenos de defesa (ou mediadores de redox tais

como: superóxido dismutase, catalase, peroxidase e metaloproteínas) podem ser

auxiliadas favoravelmente com a introdução de antioxidantes por meio da dieta. (42;45).

Um antioxidante é considerado efetivo quando cumpre os seguintes requisitos (46):

✓ Ter potencial de redução equivalente ao radical livre a ser eliminado, isto é ter

eletrões suficientes para doar à partícula instável;

✓ Capacidade de inibir radicais livres de qualquer tipo;

✓ Ter capacidade de quelante metálico

Para melhor compreender os antioxidantes estes foram categorizados em enzimáticos e

não enzimáticos (TABELA 3) (47).

Tabela 3 - Classificação de Antioxidantes (Adaptado Shalaby & Shanab, 2013)
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Apesar desta organização os antioxidantes também podem ser divididos pelo seu modo

de atuação, pois existem antioxidantes com diversas funções (48-51):

 Chain-breakers: eliminam os radicais livres ativos de modo a suprimir cadeias de

iniciação e quebram reações de propagação.

 Prevenção: Reduzem peróxidos de hidrogénio e hidroperóxidos transformando

em álcool e água, suprimindo a formação de radicais livres.

 Enzimática: Catalisam a redução de outras moléculas

Figura 1 - Exemplo do processo de formação de radicais livres exógenos (imagem

retirada de http://suplementosvitais-radicais.blogspot.pt/).

Mecanismos de proteção dos antioxidantes

Os antioxidantes atuam em diferentes níveis na proteção dos organismos:

 O primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres é impedir a sua

formação, principalmente pela inibição das reações em cadeia com o ferro e o

cobre.

 Intercetar os radicais livres gerados pelo metabolismo celular ou por fontes

exógenas, impedindo o ataque sobre os lipídeos, os aminoácidos das proteínas, a

dupla ligação dos ácidos graxos poli-insaturados e as bases do DNA, evitando a

formação de lesões e perda da integridade celular. Os antioxidantes obtidos da

http://suplementosvitais-radicais.blogspot.pt/


dieta, tais como as vitaminas E, C e A, os flavonóides e carotenóides são

extremamente importantes na interceção dos radicais livres.

 Reparo das lesões causadas pelos radicais (esse processo está relacionado com a

remoção de danos da molécula de DNA e a reconstituição das membranas

celulares danificadas) (52).

1.3.1 Atividade antioxidante dos compostos fenólicos

Os fitoquímicos são classificados como compostos bioativos procedentes de diferentes

partes das plantas, tais como, sementes, cereais, vegetais, frutos, folhas, raízes,

especiarias e ervas (53;54), e estão relacionados com a redução do risco de ocorrência

de inúmeras doenças crónicas, principalmente vários tipos de cancro doenças

cardiovasculares, inflamação crónica e muitas doenças degenerativas. Vegetais in natura,

como frutos, legumes, folhosos em geral e condimentos, contêm numerosos

fitoquímicos, destacando-se os compostos fenólicos, os compostos nitrogenados, os

carotenóides, o ácido ascórbico e os tocoferóis. Na indústria de alimentos, a oxidação

lipídica é impedida por sequestradores de radicais livres. Butil-hidroxi-anisol (BHA),

butil-hidroxi-tolueno (BHT), tércio-butil-hidroxiquinona (TBHQ), tri-hidroxi-

butilfenona (THBP) e propil galato (PG) são os compostos mais utilizados para esse

caso. Estudos toxicológicos têm apresentado a eventualidade de estes antioxidantes

apresentarem algum efeito tóxico, e o Joint Expert Committee on Food Aditives

(JECFA) da Food and Agriculture Organization (FAO) e World Health Organization

(WHO) têm modificado nos últimos anos a ingestão diária aceitável (IDA) destas

substâncias como resultado de algumas pesquisas científicas (55). Tendo em vista os

indícios de problemas que podem originar com o consumo de antioxidantes sintéticos,

as pesquisas têm-se direcionado no sentido de encontrar produtos naturais com

atividade antioxidante os quais permitirão substituir os sintéticos ou fazer associações

entre eles, com o intuito de diminuir sua quantidade nos alimentos. Antioxidantes

fenólicos funcionam como sequestradores de radicais e algumas vezes como quelantes

de metais (56), agindo tanto na etapa de iniciação como na propagação do processo

oxidativo. Os produtos intermediários, formados pela ação destes antioxidantes, são

relativamente estáveis devido à ressonância do anel aromático apresentada por estas

substâncias (57). Os compostos fenólicos e alguns de seus derivados são, portanto,

eficazes para prevenir a oxidação lipídica; entretanto, poucos são os permitidos para o

uso em alimentos, devido a sua toxicidade (58). São compostos largamente distribuídos
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no reino vegetal, encontram-se presentes em frutas, folhas, sementes e em outras partes

da planta na forma de glicosídios. São compostos de baixo peso molecular e

estruturalmente consistindo em 15 átomos de carbono, organizados na configuração C6

–C3 –C6 22. Os compostos fenólicos de fontes vegetais podem se divididos em dois

grupos: os flavonóides e os não flavonóides, sendo que ambos são metabólitos

secundários presentes em frutas e vegetais.

Os ácidos fenólicos caracterizam-se por terem um anel benzênico, um agrupamento

carboxílico e um ou mais agrupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula,

conferindo propriedades antioxidantes para os vegetais (59).

Para que qualquer composto fenólico seja definido como antioxidante deve satisfazer as

duas seguintes condições:

 Quando está em baixa concentração relativamente ao substrato a ser oxidado, este

pode retardar, atrasar ou prevenir a auto oxidação ou a oxidação provocada por radicais

livres.

 O radical resultante formado da captação de outro radical, deve ser estável para

interromper a oxidação da cadeia de reação.

Os antioxidantes fenólicos (PPH) inibem a peroxidação lipídica por doação de um

átomo de hidrogénio ao radical peroxilo (ROO●) resultando na formação de

hidroperóxido de alquilo (arilo) (ROOH), como ilustrado na seguinte reação: ROO● +

PPH → ROOH + PP● O radical polifenol fenoxilo (PP●) produzido pode ser

estabilizado por uma subsequente doação de um átomo de hidrogénio e formação de

quinonas (C6H4O2 ), ou reagindo com outro radical, inclusive outro radical fenoxilo,

interrompendo assim a iniciação de uma reação em cadeia.(60).

Tipos de compostos fenólicos

A diversidade estrutural dos compostos fenólicos deve-se à grande variedade de

combinações que acontece na natureza e os compostos resultantes são chamados de

polifenóis. Estas combinações fenólicas podem ser categorizadas em várias classes

como mostradas na Tabela 4 (61;62). Dentre os fenólicos, destacam-se os flavonóides,

os ácidos fenólicos, os taninos e os tocoferóis como os mais comuns antioxidantes

fenólicos de fonte natural (58).



Tabela 4 - Classe de compostos fenólicos em plantas

Classe

Estrutura

Fenólicossimples, benzoquinonas C6

Ácidos hidroxibenzóicos C6 –C1

Acetofenol,ácidos fenilacéticos C6 –C2

Ácidos hidroxicinâmicos,fenilpropanóides C6 –C3

Nafitoquinonas C6–C4

Xantonas C6 –C1 –C6

Estilbenos, antoquinonas C6 –C2 C6

Flavonóides, isoflavonóides C6 –C3 –C6

Lignanas, neolignanas (C6 –C3 )2

Biflavonóides (C6 –C3 –C6) 2

Ligninas (C6 –C3) n

Taninos condensados (C6 –C3 –C6) n

1.4 Inflamação

Historicamente, os produtos naturais são conhecidos por exercer propriedades

biológicas e farmacológicas significativas e desempenhar um papel valioso na

descoberta de medicamentos e no tratamento de muitas doenças (63-66). A Organização

Mundial da Saúde (OMS) estimou que 80% dos habitantes mundiais utilizavam a

medicina tradicional para suas necessidades básicas de saúde e a maior parte dessa

terapia requer o uso de extratos de ervas e seus componentes ativos (67).
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Inflamação é uma resposta imune complexa que protege os órgãos contra infeções e

lesões teciduais. As respostas inflamatórias controladas são benéficas para o hospedeiro,

resultando na remoção de imunostimulantes dos tecidos hospedeiros e na restauração de

funções estruturais e fisiológicas (68)

As características, da inflamação incluem calor, inchaço, vermelhidão, dor e perda de

funções teciduais. Estudos mostraram que até 20% dos canceres humanos estão

relacionados à inflamação crônica, não resolvida causada por infeções virais e

bacterianas, exposição a irritantes e doenças autoimunes (69). Assim, a inibição de

respostas inflamatórias excessivas é um fator crítico para manter um sistema

imunológico bem equilibrado e saúde humana (70) .O processo inflamatório pode ser

dividido em três fases: a fase inicial, onde os mediadores pró-inflamatórios agem dando

início a cascata inflamatória; seguido da fase de resolução, no qual outro conjunto de

mediadores desencadeia eventos que encerram o processo inflamatório, e por fim, a fase

pós-resolução, que ocorre quando o tecido afetado desenvolve imunidade adaptativa e

recupera o status de homeostase adaptada. (71).

Classificação de Inflamação

Os estágios de inflamação dependem da duração do processo, bem como vários fatores

imunológicos e inflamação foram classificados em duas classes diferentes que são

processos agudos e crónicos.

Inflamação aguda

Inflamação aguda é um procedimento curto, que dura de minutos a poucos dias, e suas

essenciais características são derramamento de proteínas plasmáticas ou fluido e

movimento de leucócitos em uma área extra-vascular. Essas reações celulares e

vasculares são intermediadas por fatores químicos produzidos a partir de células ou

plasma e são responsáveis pelos sintomas clínicos clássicos da inflamação, como

inchaço, vermelhidão, dor, calor e perda de função. Embora uma resposta inflamatória

possa acontecer em qualquer estímulo prejudicial, a característica desse processo é a

reação do tecido conjuntivo vascularizado. Existem três etapas principais nas respostas

inflamatórias agudas que incluem o aumento do fluxo sanguíneo para a área inflamada,

seguido de vasodilatação e permeabilidade vascular aprimorada com derramamento de

https://www.sinonimos.com.br/derramamento/


plasma da microcirculação, e migração de leucócitos fagocíticos para o tecido

circundante (72-75)

Inflamação Crónica

Inflamação é uma resposta vital do sistema imunológico humano. No entanto, o estado

de inflamação cronica pode ter várias consequências secundárias na resposta biológica

associada ao aumento do risco de doenças crônicas e desordens. A inflamação crônica

no tecido geralmente acontece quando as respostas inflamatórias estão na ausência de

um estímulo real. Geralmente ocorre através de infeções que não são resolvidas nem

dentro de mecanismos de proteção endógena ou através de algum outro mecanismo de

resistência das defesas do hospedeiro (76).

1.5 Adansonia digitata L (Calabaceira)

Calabaceira (Adansonia digitata L.) é uma árvore icónica pertencente

à família Bombaceae e Malvales que é amplamente distribuída nas florestas savanas da

África Subsariana (77), com tolerância a climas quentes e secos (78). É conhecida

como a “árvore da vida” devido à sua capacidade de retenção de água, bem como ao seu

uso tradicional como medicamento e como alimento (79).

Figura 2 - A) Árvore Adansonia digitata B) Aspeto dos frutos Adansonia digitata

Adansonia digitata apresenta ramos grossos, largos e espalhados e um tronco robusto e

muito espesso na base, chegando a atingir 10-14 metros em diâmetro (figura 2). A

forma do tronco varia, sendo cónica em árvores jovens, em árvores mais velhas pode ser

cilíndrica, em forma de garrafa ou com ramificações perto da base (80). O fruto da

Adansonia digitata tem uma polpa ácida seca protegida por uma cápsula externa muito
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resistente e contem sementes de grande dimensão. O epicarpo pode diferir na forma

apresentando, normalmente, 12 a 40 cm de comprimento e 7 a 17 cm de diâmetro, com

coloração branca ou rosa, mediante a espécie. A parte interna do fruto, o mesocarpo,

quando maduro, apresenta um sabor ligeiramente ácido que se deve, essencialmente, à

presença de teores elevados de ácidos orgânicos tais como o ácido cítrico, tartárico,

málico, o e ascórbico (81). No interior do fruto (Figura 3), a polpa encontra-se dividida

em pequenos aglomerados, que contêm filamentos (fibras castanhas) que subdividem a

fruta por segmentos (81).

Figura 3 - Apresentação do

interior do fruto de Adansonia Digitata , vulgarmente designado por calabaceira.

A polpa de Adansonia digitata que contém hidratos de carbono, especialmente na forma

de açúcares e pectina, é utilizada como aperitivo e temperos e na preparação de sumos,

molhos e iogurtes (82). É considerada um complemento alimentar, sendo recomendada

a sua ingestão a crianças e gestantes, por contribuir para obtenção de energia, hidratos

de carbono e proteínas (83;84). Os fitoquímicos, particularmente os compostos

fenólicos, são considerados, entre os compostos bioativos presentes na polpa do fruto da

calabaceira, importantes nas propriedades antioxidantes, efeito hepatoprotetor (85),

cardioprotetor (86), antidiabético (87) e ação antitumoral (88), anti-inflamatórias e

propriedades antimicrobianas atribuídas a este fruto. Em termos de macronutrientes, a

polpa de fruto seco da calabaceira é pobre em gorduras, mas muito rica em fibras (cerca

de 50 g/100, g). A polpa tem um baixo teor de açúcar em comparação com outras frutas.

Em relação a outros alimentos é de baixo índice glicémico, mas com bom efeito

saciante, devido ao seu alto teor de fibras solúveis (83;84).

Muitos compostos fenólicos diferentes foram descritos em frutos da calabaceira

incluindo procianidina, epicatequina, ácido gálico (85), glicosídeos de ácido

hidroxicinâmico (86) taninos, fenóis e flavonóides que contribuem grandemente para a

sua capacidade antioxidante (87).



Por isso a polpa deste fruto pode desempenhar um papel importante no combate ao

stress oxidativo (87-90).

A polpa da Adansonia digitata apresenta uma composição nutricional, em que se

destaca o elevado teor em alguns minerais essenciais e vitaminas. A Adansonia digitata

é uma excelente fonte de cálcio, potássio e magnésio, conforme exposto na tabela 5. O

baixo teor de humidade na polpa da Adansonia digitata pode contribuir para a sua

conservação. Nos vários estudos realizados verifica-se que a origem do fruto e

condições climáticas influenciam as propriedades do fruto (90-92).

Tabela 5- Composição da polpa Adansonia digitata L.

Componentes Valores Referências

Humidade (%) 10,4 Osman, 2004

Cinza (%) 4,5 Osman, 2004

Proteína (g/100g) 3,0 Ibrahima 7 et. al.

2013

Lipídeos (g/100g) 0,5 Ibrahima 7 et. al.

2013

Cálcio (mg/100g) 295 Osman, 2004

Potássio (mg/100g) 1240 Osman, 2004

Ferro (mg/100g) 9,3 Osman, 2004

Magnésio (mg/100g) 90 Osman, 2004

Frutose (g/100g) 7,0 Ibrahima 7 et. al.

2013

1.6 Tamarindus indica L (Tamarindo)
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O tamarindeiro (Tamarindus indica ) pertence à família das leguminosas, sendo

originário da África Equatorial e da Índia, é muito abundante nos países da Ásia e

América do Sul. É considerado uma árvore ideal para regiões semi-áridas, tolerante as

condições das secas (93). O tamarindo é uma fruta exótica pertencente à Família

Fabaceae, que se adapta facilmente às regiões semitropicais com pouca chuva, o que

contribui para a expansão deste fruto (94). A fruta pode ser estruturada em quatro

partes: a casca, marrom escuro ou cinza, formada de fissuras dispostas

longitudinalmente e horizontalmente, as fibras, ramificadas lenhoso que gruda na polpa,

a polpa comestível, marrom, doce ou ácida e as sementes, internas ao endocarpo, com

formato oval longo em tons escuros marrom (figura 4) (95).

Figura 4 - Fruto de Tamarindo

(Tamarindus indica )

Composição química

Estudos fitoquímicos e farmacológicos no tamarindo indicam a existência de diferentes

componentes, como compostos voláteis, compostos fenólicos, ácidos gordos, ácidos

orgânicos e demonstrara a atividades antioxidantes, antimicrobianas entre outras (96). O

tamarindo é rico em antioxidantes, contribuindo para manter o equilíbrio entre a

produção e a eliminação de espécies reativas de oxigênio e outros compostos

relacionados, e assim protegendo as células, inibindo e reduzindo as lesões causadas

pelos radicais livres nas células, e consequentemente, atuando na prevenção de doenças

como o cancro, por exemplo (97). O perfil de polifenóis do tamarindo é dominado por

proantocianidinas em várias formas, apigenina, catequina, procianidina B2, epicatequina,

dímeros e trímeros de prociandinas, juntamente com taxifolina, eriodictiol, naringenina,

respetivamente (98).



Tabela 6 - Constituintes de nutrição da polpa de tamarindo por 100 g (Dados derivados

de: (99-101).

Energia 115-216 calorias

Humidade 28,2-52 %

Proteína 2,40-3,10 g

Gordura 0,1 g

Fibra 5,6 g

Carboidratos 51,5-67,4 g

Açúcares redutores 30-41 g

Cinzas 2,9-3,3 g

Cálcio 35-170 mg

Fósforo 54-160 mg

Ferro 1,3-10,9 mg

Sódio 24 mg

Potássio 116-375 mg

Vitamina A 15 UI

Tiamina 0,16 mg

Riboflavina 0,07 mg

Niacina 0,6-0,7 mg

Ácido ascórbico 0,7–3,0 mg

Ácido tartárico 8-23,8 mg

A polpa da fruta de tamarindo, tabela 6 corresponde cerca de 30-50% da fruta

possuindo fibras solúveis e insolúveis, contendo elevados teores de minerais como
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potássio, cálcio, magnésio, fósforo, manganês e zinco (102). É uma boa fonte de

minerais e de riboflavina, tiamina e niacina, mas é pobre em vitaminas A e C. A

semente de tamarindo contém 13% de proteína bruta, 6,7%fibra bruta, 4,8% de gordura

bruta e 5,62% de taninos (103). Além disso, a semente contém ácido fítico, manose e

glicose como principais açúcares solúveis, e alguns aminoácidos (104;105). Os frutos de

tamarindo são conhecidos pelas suas propriedades medicinais e têm sido usados na

fitoterapia em países produtores de tamarindo (106). A polpa de Tamarindo é utilizada

para tratar doenças como infeções da pele, doenças intestinais e o suco da polpa é

usado como gargarejo para tratar dores de garganta. Também tem tido utilizações como

anti-inflamatório (107) e possui propriedades antibacterianas, propriedades antifúngicas

e moluscicidas também (108). O extrato de polpa é usado para curar a febre da malária e

na indústria farmacêutica, a polpa de tamarindo é um ingrediente comum em

medicamentos redutores de açúcar no sangue e cardíacos (109). Os efeitos anti-

inflamatórios da polpa de tamarindo segundo (110) avaliaram o efeito modulador de

um extrato hidroalcoólico de polpa de tamarindo em algumas funções de neutrófilos

periféricos humanos. A geração de espécies reativas de oxigênio de neutrófilos causada

por N-formil-metionil-leucil-fenilalanina foi inibida por este extrato; da mesma forma, a

atividade da NADPH oxidase de neutrófilos, a degranulação e a atividade da elastase

foram inibidas em concentrações superiores a 200 μg/106 células e células nas

condições avaliadas. Esses resultados indicam que os extratos de polpa de tamarindo

podem modular doenças inflamatórias de neutrófilos(111;112).

É de referir que estas propriedades curativas são usadas em países de África e da Ásia,

mas na Europa, como se sabe, os chamados alimentos funcionais não podem ser

identificados com propriedades terapêuticas, específicas dos medicamentos, mas sim

usados para manutenção do bem estar e saúde, como profilaxia no desenvolvimento de

doenças e, quando muito, como adjuvantes em algumas terapias.

1.7 Biodisponibilidade

Conforme descrito as frutas são ricas em compostos bioativos, para garantir que os

inúmeros benefícios dos compostos bioativos, descritos na sessão anterior, de fato

ocorram no organismo humano os sumos das frutas precisam ser digeridas para que

compostos sejam liberados, e se tornarem acessíveis e disponíveis para serem, então

absorvidos pelo intestino humano, As avaliações da biodisponibilidade são geralmente



realizadas pela metodologia de digestão in vitro, a qual simula a digestão gástrica e

intestinal com membranas artificiais (113).

A digestão dos alimentos é um processo complexo no qual muitos fatores estão

envolvidos e tem despertado o interesse na indústria alimentícia devido à crescente

relação entre alimentação e saúde (114). A biodisponibilidade dos constituintes do

alimento é um processo complexo, que envolve a digestão, a captação intestinal e sua

absorção, distribuição para os tecidos e sua utilização por eles (115-117).

A determinação da biodisponibilidade de um determinado composto é um processo

difícil e implica a obtenção de resultados relativos à sua absorção, metabolismo,

distribuição pelos tecidos e excreção (118-120). Os ensaios considerados mais eficazes

são os que usam modelos in vivo. Este tipo de ensaios, realizados em animais ou

humanos, permitem determinar a biodisponibilidade por quantificação dos analitos

presentes em amostras biológicas como urina ou sangue (121). A biodisponibilidade

pode ser determinada com recurso a metodologias in vivo a digestão humana ou animal

é tecnicamente difícil, cara e limitada por questões éticas quando substâncias

potencialmente nocivas estão envolvidas. Consequentemente, há uma necessidade real

de usar modelos in vitro que imitem de perto dos processos fisiológicos que ocorrem

durante a digestão humana (122).

Nos últimos anos têm surgido várias técnicas in vitro que permitem avaliar a

biodisponibilidade de determinados compostos de forma fidedigna. A utilização de

técnicas in vitro associada a digestões simuladas tem vindo a aumentar no decorrer dos

anos. Grande parte dos modelos que usam a digestão in vitro simulam de uma forma

mais simples o processo digestivo na boca, estômago, intestino delgado, e em alguns

casos a fermentação intestinal, para que estudos acerca de biodisponibilidade possam

ser efetuados de forma mais viável (122). Em suma, a aplicação da digestão

gastrointestinal simulada in vitro tem demonstrado que os componentes dos alimentos

ou matrizes alimentares têm efeitos diferentes sobre os compostos bioativos e, em

alguns casos, apenas uma pequena fração da quantidade total desses compostos em

alimentos é potencialmente bioacessível.

1.8 Enzimas
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Preparados enzimáticos comerciais utilizados na produção de sumos são constituídos

de um complexo de enzimas pectinolíticas e celulolíticas que atuam de modos diferentes,

catalisando a hidrólise dos polissacarídeos das frutas (123). Na produção dos sumos , a

adição de enzimas, é um pré-requisito para a obtenção de satisfatórios rendimentos de

suco. Além disso, as degradações catalisadas por enzimas das paredes celulares ajudam

a libertar compostos bioativos, aumentando assim a recuperação de compostos fenólicos

e antocianinas. (124).

Enzimas são substâncias presentes nas células de organismos vivos em pequenas

quantidades que são capazes de acelerar reações químicas sem serem alteradas após a

reação. Em comparação com catalisadores químicos, as enzimas têm muitas vantagens,

como alta especificidade, alta eficiência catalítica e atividade ajustável, que promovem

muito o uso de enzimas nas indústrias farmacêutica, química e alimentícia (125;126).

Devido a essas características desejáveis, a demanda por enzimas industriais catapultou

para novos patamares que exigem pesquisa e desenvolvimento constantes, para otimizar

sua produção e minimizar os custos de recursos (127).

Entre essas enzimas industrialmente importantes, as pectinases têm um significado

especial devido aos seus múltiplos usos em setores importantes como alimentos, têxteis,

bebidas, papel e celulose e biocombustíveis (128). As pectinases microbianas

representam 25% da escala mundial de alimentos e enzimas industriais e aumento de

mercado de tempos em tempos (129)

As enzimas pectinases são amplamente utilizadas na indústria alimentícia,

particularmente na extração e bioprocessamento de suco de frutas (130).As substâncias

pécticas são responsáveis pela consistência, turbidez e aparência dos sumos de fruta, e a

sua presença provoca um aumento considerável na viscosidade do sumo, dificultando a

filtração e a clarificação (131). A imobilização de enzimas surgiu no início do século 20

como uma alternativa para ultrapassar os inconvenientes associados ao uso da enzima

na sua forma livre (132). Desde então, têm-se utilizado diferentes métodos e suportes

para levar a cabo a imobilização de diversas enzimas. Através da imobilização, é

possível reter ou recuperar as enzimas, consegue-se tornar a enzima mais estável,

preservando a sua atividade global, reutilizá-la (tornando o processo mais económico)

ou usá-la num processo contínuo (133).



Capítulo II

Objetivos:

Geral

Desenvolver novos compostos com propriedades biológicas melhoradas, em especial,

antioxidantes, no sumo concentrado dos frutos Tamarindo (Tamarindus indica) e

Calabaceira (Adansonia digitata) em Cabo Verde.

Específicos

• Caracterização geral dos sumos concentrados do tamarindo e calabaceira

• Determinação dos compostos biológicos nos sumos concentrados das frutas de

tamarindo e calabaceira

• Avaliar as atividades biológicas dos sumos concentrados em estudo

• Fazer melhoramento enzimático dos sumos concentrados

• Efetuar estudos de biodisponibilidade in vitro
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3. Capítulo III /Metodologia

3.1 Obtenção das amostras

Os sumos comercias de calabaceira e tamarindo utilizados nesse estudo foram

adquiridos no Mini -mercado (Holandesa), em Cabo Verde ilha de Santiago

transportado por via aérea até Lisboa conservada á temperatura ambiente até o momento

das avaliações e para os sumos preparados as polpas dos frutos foram adquiridas em

uma comerciaria africana distrito Amadora.

O sumo de calabaceira (Adansonia digitata) comercializado advém diretamente de

calabaceira orgânico em pó e o sumo de tamarindo (Tamarindus indica)

comercializado é feito a partir do concentrado de tamarindo figura 5.



Figura 5 - Fluxograma da produção de sumo de tamarindo e calabaceira fornecido pela

empresa Técnicil Indústria
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C T

Figura 6 - Sumo comercial de Adansonia digitata (C) e sumo comercial de

Tamarindus indica (T)

Tabela 7 - Informações Nutricionais dos sumos comercias Adansonia digitata e

Tamarindus indica (valores médios por 100 mL)

Sumo de

Calabaceira

Comercial

Sumo de

Tamarindo

Comercial

Valor Energético 214,6 kJ (51,3

kcal)

96,2kJ (47 kcal)

Hidratos de carbono

(g)

13,7 11,9

Fibra (g) 2,3 0,35

Proteínas (g) 0,14 <0,001

Lípidos (g) <0,06 0

Sódio (mg) 9 3

Magnésio (mg) 7,8 7,6

Cálcio (mg) 15,8 _

Potássio (mg) 120 _

Ferro (mg) 0,6 _



Fósforo (mg) 1,9 _

Vitamina B1 (mg) _ 0,01

Preparação dos sumos de frutos calabaceira (Adansonia digitata) e tamarindo

(Tamarindus indica)

Para obtenção dos sumos foram pesadas 5 g de cada fruto e dissolvido em 50 mL de

água destilada, posteriormente foi agitado magneticamente durante 1h30min e para

separação dos resíduos centrifugados durante 10 min a 10.000 rpm (figura 7).

Preparação sempre que necessário (os sumos foram armazenados no frio

aproximadamente 30 dias).

C T

Figura 7 – Sumo de calabaceira (Adansonia digitata ) preparado (C) Sumo de

tamarindo (Tamarindus indica) preparado (T)

3.2 Caracterização geral dos sumos

As análises físico-químicas

3.2.1 pH

Os valores de pH foram medidos utilizando um potenciómetro da Metrohm, modelo

744 pH Meter. A calibração do aparelho foi feita, antes de cada utilização, com

soluções padrões de pH 7,00 da Metrohm. Seguidamente introduziu-se o valor da

temperatura e lavou-se o microelétrodo de vidro com água destilada, procedendo-se
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depois à sua secagem. Depois colocou-se o microelétrodo em contacto com as amostras,

para leitura dos valores de pH.

3.2.2 Grau °Brix

O Grau ºBrix foi determinado utilizando um refratómetro digital Instrutherm

previamente calibrado com água destilada a 20°C, de acordo com as instruções no

catálogo, e expresso em °Brix, com as amostras homogeneizadas foi colocada uma gota

de amostra no vidro azul do refratómetro, fechado com a tampa de plástico.

Seguidamente, registou-se a % °Brix correspondente. Essa percentagem corresponde à

concentração de açúcares presente na amostra.

3.2.3 Determinação dos açúcares redutores

A quantificação dos açúcares redutores foi determinada pelo método dinitrossalicílico

(DNS) Miller 1995, trata-se de um método colorimétrico que permite detetar e

quantificar a quantidade de açúcares redutores presentes em solução. O ácido 3,5-

dinitrosalicílico (agente oxidante presente no reativo DNS), sob condições alcalinas,

reage com o carbono carbonílico de açúcares redutores e reduz-se a ácido 3-amino-5-

nitrosalicílico, um composto corado cuja absorção máxima de luz se dá a 540 nm

(134;135).

Preparação da solução glucose

Curva de calibração para os açúcares redutores

Fizeram-se as diluições da solução da glucose preparado com concentrações entre 1-8

mg/ mL conforme descrito na tabela 8.

Solução de glicose

Foi pesado em uma balança analítica

0,008 g da glucose e dissolvida em balão

volumétrico de 10 mL com água destilada

e muito bem homogeneizada.



Tabela 8 - Preparação das diluições da solução padrão de glucose

Volume da

solução padrão de

glucose ( mL)

Concentrações da

glucose (mg/ L)

Água destilada

(mL)

1 0,125 0,875

2 0,250 0,750

3 0,375 0,625

4 0,500 0,500

5 0,625 0,375

6 0,750 0,250

7 0,875 0,125

8 1,00 -

Branco - 75

Em uma microplaca , foram adicionados 75 µL da preparação das diluições da solução

padrão de glucose conforme descrito na tabela 8 (100-800 mg/L) com 75 µL de

reagente DNS todas em triplicado, em seguida a microplaca foi levada a um banho de

água a 100 ºC durante 5 min seguido de arrefecimento da mesma fazendo as leituras em

triplicado, a 540 nm no Eppendorf Biophotometer  , contra um branco de água

destilada que sofreu o mesmo tratamento.
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Figura 8 - Curva de

calibração do método DNS com soluções padrões de glucose

Teste de DNS: procedimento de determinação de açúcares redutores

Para determinação dos açucares redutores nos sumos em estudo , foram adicionados 75

µL de cada uma das amostras com 75 µL de reagente DNS com 75 µL de reagente

DNS em uma microplaca, seguidamente aquecido no banho de água a 100 ºC durante 5

min seguido de arrefecimento da mesma fazendo as leituras em triplicado a 540 nm no

Eppendorf Biophotometer , contra um branco de água destilada que sofreu o mesmo

tratamento. A determinação dos açucares redutores das amostras fez-se por intercalação

com a curva de calibração da glicose.

3.2.4 Determinação da proteína

A determinação da concentração proteica foi efetuada pelo método de Bradford (1986).

Um ensaio colorimétrico utilizado para a quantificação de proteínas em solução. Neste

ensaio dá-se a formação de um complexo entre o corante de Coomassie (reagente de

Bradford) e as proteínas em solução. O reagente é preparado sob condições acídicas,

resultando na forma catiónica que tem um máximo de absorção a 465 nm (133). Na

forma catiónica o reagente apresenta uma coloração vermelha. Quando em solução

existe conteúdo proteico o reagente de Bradford liga-se às proteínas, através de

interações π-π, interações electroestáticas, e interações hidrofóbicas, resultando na

forma aniónica estável de cor azul (134). O complexo proteína-corante causa uma

mudança no máximo de absorção do corante de 465 nm para 595 nm (135). Assim a

quantidade de corante que se encontra ligado a proteínas pode ser quantificada pela

medição de absorvância da solução a 595 nm (136-139). Quanto maior a concentração



proteíca da amostra mais intensa será a coloração apresentada. O ensaio é efetuado a

partir da análise de uma curva de calibração.

Preparação da solução da albumina

Curva de calibração para

Fizemos as preparações das diluições conforme descrito na tabela 9 com as

concentrações entre (12,5-200 μl/mL):

Tabela 9 - Preparação das diluições da solução padrão da albumina

Volume da

solução padrão de

albumina (mL)

Concentrações da

albumina (μl/ mL)

Água destilada

(mL)

75 75 125

100 150 50

200 200 -

Branco - 200

Solução da albumina

Foi pesado em uma balança analítica

0,02g da solução albumina depois

dissolvida em água destilada e

homogeneizada em um balão

volumétrico de 10ml.



41

200 μl/

ml da

Solução

da

albumina

100 μl/

ml

+

100 μl/

ml

da água

destilada

100 μl/

ml

+

100 μl/

ml

da água

destilada

100 μl/

ml

+

100 μl/

ml

da água

destilada

100 μl/

ml

+

100 μl/

ml

da água

destilada

200 100 50 25 12,5

Volume da solução padrão da albumina (mL)

Em tubo de eppendorfs, foram adicionados 20 µL das soluções das concentrações

preparadas para curva de calibração de 12,5-200μl/ml, com 200 µL de reagente de

Bradford previamente diluído em água destilada (1:4). Posteriormente agitados no

vórtex (Retsch Mixer) as leituras foram feitas após 5 min para cada concentração

preparada no Eppendorf Biophotometer com absorvância a 595 nm.

Figura 9 - Curva de

calibração do método Bradford com soluções padrões da albumina



Técnica de Bradford: procedimento de determinação das proteínas

Em tubo de eppendorfs, com 20 µL das amostras e adicionados 200 µL de reagente

Bradford previamente diluído em água destilada (1:4). Posteriormente agitados e lido

as absorvências 5 min após a junção, a 595 nm. Todos os pontos da curva, bem como as

amostras, foram experimentados em triplicado, garantindo a reprodutibilidade do

método. A determinação do teor proteíco das amostras fez-se por intercalação com a

curva de calibração.

3.3 Ensaios de determinação da atividade antioxidante

3.3.1 Análise de Polifenóis pelo método de Folin-Ciocalteau

Para a quantificação dos compostos fenólicos totais, foi utilizado o método

colorimétrico de Folin-Ciocalteu, onde o ácido gálico era o padrão de referência. Este

método baseia-se na redução do reagente de Folin-Ciocalteau, em meio alcalino, através

da reação com os compostos fenólicos presentes na amostra. Ao ocorrer a redução do

reagente, existe a transformação do fosfomolibdato-fosfotungstato em molibdénio, que

apresenta uma coloração azul, tornando assim possível a leitura da solução no

espectrofotómetro. Quanto mais forte for a cor azul, maior será a quantificação total dos

compostos fenólicos (140).

Preparação das soluções

Solução ácido gálico

Foram pesadas em uma balança analítica

0,010 g de ácido gálico e adicionados à um

balão volumétrico de 10 mL, completando

com água destilada, homogeneizando a

solução.

Carbonato de sódio
Para solução do carbonato de sódio pesar

20 g do carbonato de sódio para um balão de

100 mL dissolver e completar com água

destilada.
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Determinação da curva de calibração do ácido gálico

Pipetou-se 5; 10; 25; 50; 75; 100 e 200 µL da solução de ácido gálico (5 g/L), para

diferentes balões e perfez-se com água destilada para o volume final de 10 mL. De cada

solução preparada do ácido gálico (5 g/L) pipetou-se 250 µL para os Eppendorfs, aos

quais foram adicionados 250 µL de reagente de Folin-Ciocalteu (1/10), 250 µL de

carbonato de sódio 10% e 750 µL da água destilada. Agitou-se os tubos de ensaio no

vórtex e deixou-se incubar 60 min à temperatura ambiente até a solução adquirir uma

cor azul. O branco foi composto por água destilada que sofre o mesmo tratamento que a

amostra. As leituras foram feitas em triplicado a 760 nm num espectrofotómetro

Hitachi U-200, com recurso a cuvettes de vidro.

Figura 10 - Curva de calibração

pelo método de Folin-Ciocalteu com solução padrão ácido gálico.

Determinação dos compostos fenólicos totais

Para determinação dos compostos fenólicos totais nos sumos em estudos pipetou-se

250 µL de cada uma das amostras para um Eppendorfs com adição de 250 µL de

reagente de Folin-Ciocalteu (1/10), 250µL de carbonato de sódio 10% e 750 µL da H2O

destilada. Agitou-se os tubos de ensaio no vórtex e deixou-se incubar 60 min à

temperatura ambiente até a solução adquirir uma cor azul em seguida fez-se as leituras a

760 nm num espectrofotómetro Hitachi U-200, com recurso a cuvettes de vidro, e os

dados foram expressos em mg Eq. AG (equivalente de ácido gálico) por 250 µL de

amostra.



Determinação da atividade antioxidante total

 3.3.2 Determinação da atividade antioxidante pelo método 2,2- difenil-1

picril-hidrazilo (DPPH) foi adaptado método Brand-Williams (1995)

O DPPH é um radical sintético, cuja absorção a 517 nm diminui ao sofrer redução por

moléculas com capacidade de captar o eletrão do radical, sendo um bom indicador do

comportamento dos compostos antioxidantes na presença de outros radicais livres

(figura 11) (141).

Figura 11 - Representação

esquemática da redução do radical livre DPPH˙ na presença de uma substância com

propriedades antioxidantes - adaptado (142).

Determinação da curva de calibração do DPPH

Preparação das Diluições

A partir da solução inicial de DPPH preparada, em Eppendorfs (2 mL), foram

preparadas as diluições para construção da curva de calibração (figura 12) em triplicado

(3x) conforme descrita na Tabela 10.

Tabela 10. Soluções para curva de calibração da atividade dos antioxidantes pelo DPPH



45

Volume

da

Solução

DPPH

(mL)

Solução

de

Álcool

etílico

(mL)

Concentração

final DPPH

(mM)

0,5 1,5 25

0,8 1,2 40

1 1 50

1,3 0,7 65

1,5 0,5 75

1,7 0,3 85

2 0 100

Em ambiente escuro, transferimos uma alíquota de, aproximadamente, 2 mL de cada

diluição preparada das concentrações (25 mM, 40 mM, 50 mM, 65 mM, 75 mM e 85

mM e 100 mM) para (células) cuvetes de vidro e realizada a leitura em

espectrofotômetro a 517 nm. O álcool etílico, foi utilizado como branco.

Figura 12 – Curva de

calibração pelo método DPPH com solução DPPH



Determinação da atividade antioxidante total (AAT) pelo método DPPH:

Com os eppendorfs protegido da luz foi pipetado uma alíquota de 100 μl das amostras

dos sumos para os Eppendorfs e com 1,4 mL do radical DPPH. As leituras foram feitas

espectrofotómetro (517 nm), ao longo do tempo com intervalos de 10 minutos dos (0

minutos - 30 minutos). Todas as determinações foram realizadas em triplicado e

acompanhadas de um controle (sem antioxidante). A atividade de eliminação dos

radicais de DPPH (%) foram calculados na sequência da equação:

Atividade de inibição (%) = (A517branco - A517amostra) ÷ A517branco × 100% (Eq.1)

 3.3.3 Determinação da atividade antioxidante total Método de Redução do

Ferro (FRAP) (método descrito por Benzie & Strain (1996))

O ensaio antioxidante de determinação do poder de redução do ião ferro, FRAP (do

inglês Ferric Reducing Antioxidant Power), é baseado na produção do ião Fe2+ (forma

ferrosa) a partir da redução do íon Fe3+ (forma férrica) presente no complexo 2,4,6-

tripiridil-s-triazina (TPTZ) . Quando a redução ocorre, há uma alteração na tonalidade

da mistura de reação, passando de roxo-claro a um roxo intenso (Figura 13), cuja

absorvância é medida no comprimento de onda de 595 nm (143-145). Quanto maior a

absorvância ou intensidade da coloração, maior será o potencial antioxidante.

Figura 13 - Reação química que descreve a produção de Fe2+ (forma ferrosa) a partir da

redução de Fe3+ (forma férrica) presente no complexo com TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-

triazina).

Inicialmente para determinação dos antioxidantes totais pelo método FRAP

foram preparadas as seguintes

soluções:
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Determinação da Curva-Padrão Trolox

Para a determinação da curva da calibração, foram preparadas as soluções de Trolox

com as seguintes concentrações: 10; 25; 50;75;100;150 e 200 µM, onde em balões

volumétricos de 10 mL, foi pipetado 10; 25; 50;75;100;150 e 200 µl da solução trolox

completando-os com etanol protegidos da luz.



Em ambiente escuro, foi transferido uma alíquota de 90 µL de cada solução Trolox (10

µM; 25 µM;50 µM, 75µM, 100 µM,150 µM e 200 µM para tubos de ensaio,

acrescentando 270 µL de água destilada e misturando com 2,7 mL do reagente FRAP,

homogeneizando-os no vórtex por 10 segundos e depois levados ao banho-maria a 37º

C durante 30 minutos. Após aos 30 min as leituras foram realizadas no

espectrofotómetro em triplicado com absorvância a 595 nm (figura 14) o branco teve o

mesmo procedimento (com água destilada em duplicado).

Figura 14 – Curva de calibração pelo método de redução do ferro (FRAP) da solução

trolox

Determinação da Atividade Antioxidante pelo método de redução do ferro (FRAP)

Em ambiente escuro, foi transferido uma alíquota 90 µL das amostras para tubos de

ensaio, acrescentando 270 µL de água destilada e misturando com 2,7 mL do reagente

FRAP, homogeneizando-os no vórtex por 10 segundos e depois levados ao banho-maria

a 37 ºC durante 30 minutos. Após 30 min as leituras foram realizadas no

espectrofotómetro em triplicado (as amostras) com absorvância à 595 nm o branco teve

o mesmo procedimento (com água destilada em duplicado). Todos os ensaios foram

realizados em triplicado. O poder antioxidante redutor de íões férricos foi determinado a

partir da curva de calibração usando Trolox como padrão de referência.

3.4 Avaliação da Atividade anti-inflamatória
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A determinação da atividade anti-inflamatório foi feita pelo método de Mizushima e

Kobayashi (1968) (146) com ligeira modificação através de um ensaio in vitro que

determina a capacidade amostra inibir a desnaturação térmica da albumina descrito.

O método da inibição da desnaturação da albumina, consiste na aplicação de calor

levando à desnaturação da albumina. A albumina é uma proteína intrínseca que

constitui cerca de 70% das proteínas do plasma sanguíneo. A desnaturação ocorre

quando a proteína perde sua estrutura secundária ou terciária, ou seja, ocorre a perda da

sua estrutura tridimensional, fazendo com que perca a sua atividade biológica. Assim,

usando o calor como fonte de desnaturação da albumina, é possível determinar se o

composto a analisar apresenta capacidade anti-inflamatória (143-145).

Determinação da Curva-Padrão de Diclofenaco Sódico

Preparação das soluções:

As diluições da solução diclofenaco sódico foram feitas conforme descrito na tabela 11.

Tabela 11- Preparação das soluções de diclofenaco sódico para curva de calibração da

atividade anti-inflamatória pelo método da inibição da desnaturação da albumina

Diluições

da solução

Diclofenaco

Volume solução

Diclofenaco

Sódico (mL)

Água

destilada (µL)



Sódio

¼ 25 75

½ 50 50

1/1,33 75 25

1/1,11 90 10

1 100 -

Com a solução da albumina sérica bovina já preparada seguiu-se a técnica para a

preparação da curva de calibração em que, foram adicionada nos eppendorfs 500 μl de

1% de albumina sérica bovina com 100 μl da solução diclofenaco sódico e as respetivas

diluições. O controlo foi feito com 100 μl de água destilada. Foram mantidas à

temperatura ambiente por 10 min, em seguida incubadas a 51ºC durante 20 minutos, e

as leituras foram feitas no espectrofotómetro a 660 nm em triplicado (figura 15).

Figura 15 – Curva de

calibração atividade anti-inflamatória é o método da inibição da desnaturação da

albumina da solução diclofenaco de sódico.

Determinação da atividade anti-inflamatória
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Para determinação da atividade anti-inflamatórios nos sumos em estudo, para cada uma

das amostras foram adicionados 100 μl e juntado a 500 μl de de albumina sérica bovina

1% nos eppendorfs. O controlo foi feito com 100 μl de água adicionado 500 μl de de

albumina sérica bovina 1% . Mantidas à temperatura ambiente por 10 min, e incubadas

a 51 ºC durante 20 minutos, por último foi feita a leitura no espectrofotómetro a 660

nm. A atividade anti-inflamatória, avaliada pela capacidade de inibição da desnaturação

da albumina foi determinada recorrendo à seguinte expressão:

% de Inibição=(A0−A1) A0×100 , onde A0 é a absorvância do controle e A1 é a

absorvância da amostra.

3.5 Procedimento de digestão in vitro

A grande parte dos ensaios in vitro baseia-se na fisiologia do trato gastrointestinal,

simulando as condições da digestão humana e recorrendo, para isso, a soluções

artificiais que simulam o meio de cada compartimento digestivo.

O método de digestão in vitro descrito por Gião et al., 2012 (149), com algumas

modificações foi aplicado no presente trabalho. O teste foi dividido em duas etapas:

digestão gástrica usando suco gástrico simulado e digestão intestinal usando fluido

intestinal simulado.

Preparação das soluções:

Preparação da solução pepsina
Foi pesado 0,125 g de pepsina e

dissolvido em 5 mL de HCl 0,1 N

Preparação da solução

pancreatina

Foi pesado 0,005 g

pancreatina e dissolvido

em NaHCO3 0,1 M



Para cada duplicado das amostras 1 mL, foram adicionados 0,05 mL de solução de

pepsina (25 mg/mL em HCl 0,1 N) seguindo-se uma incubação de duas horas a 37ºC

com agitação 100 rpm. Para interromper a digestão gástrica, os digeridos foram

mantidos em banho de gelo.

Em seguida, os digeridos gástricos foram submetidos a uma digestão intestinal, com

acerto do pH a 6,0 recorrendo a NaHCO3 1M ( 1 mL) e junção de 0,25 mL de solução

da pancreatina. Para finalizar a digestão a cada 1mL das amostras foram adicionados

0,25 mL de solução da pancreatina. As soluções resultantes foram incubadas a 37 ºC

durante uma hora, com uma agitação de 45 rpm. Para interromper a digestão intestinal,

as amostras foram mantidas em banho de gelo. Em seguida as amostras foram

submetidas às seguintes análises: conteúdo fenólico total, atividade de eliminação de

radicais DPPH, poder de redução do ião ferro FRAP, avaliação da atividade anti-

inflamatória.

3.6 Análise da atividade da pectinase

Enzimas pectinolíticas e celulolíticas são usadas para a indústria de processamento de

frutas para aumentar o rendimento da extração, reduzindo açúcares, matéria seca solúvel

e acidez titulável dos produtos de algumas frutas (150).

Os ensaios com a enzima livre e imobilizada foram realizados a 25ºC e 45ºC, com

diferentes concentrações. Todos os ensaios foram realizados em duplicado. Os controlos

foram feitos para todos os ensaios sem adição das enzimas na amostras, sofreram os

mesmos procedimentos que os restantes ensaios.

A atividade de pectinase livre e imobilizada foi determinada pelo método ácido

dinitrossalicílico de 3,5′ (DNS) utilizando d-glucose como padrão de acordo

com Miller (1959) e absorvância foi convertida em concentração de açúcar redutor de

acordo com a curva de calibração obtida com soluções de glucose como padrões

descrito anteriormente. Foram colocadas 2,5 mL dos diferentes sumos utilizados neste

estudo (SCP;SCC;STP e STC) diferentes concentrações das enzimas com 20, 40 e 80

mL para pectinase de Aspergillus aculeatus e para pectinase de Aspergillus niger 100,

200 e 400 mL para cada sumo. Posteriormente a temperatura e a agitação foram

mantidas constantes a 25°C e 45ºC a 450 rpm, na incubadora (Incubating Mini Shaker).

As amostras foram recolhidas às 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 24 h.

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643811001071
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 A concentração total de proteínas foi determinada pelo método Bradford usando

Comassie Brilliant Blue G-250 como corante.

 Avaliação da atividade antioxidante total pelo método DPPH.

 A avaliação Atividade anti-inflamatória foi determinada pelo método de inibição da

desnaturação da albumina.

A biodisponibilidade dos sumos foi avaliada 24:00 após o bioprocessamento a 45ºC,

tanto pelas enzimas livres como imobilizados.

3.6.1 Imobilização enzimática

A imobilização consiste no confinamento da enzima em um suporte sólido para

posterior reutilização do biocatalisador, tornando o processo global menos dispendioso

(151). Para a imobilização da enzima, pectinase foram usados dois suportes: alginato de

cálcio e quitosano-alginato de cálcio.

Imobilização em alginato de cálcio

Para imobilização da pectinase em esferas de alginato de cálcio, preparou-se 7,5 mL de

uma solução de alginato de sódio 2,5 % (m/v) e colocou-se em agitação a 55ºC. Após

arrefecimento a 40°C, adicionou-se um volume de 2,5 mL da pectinase Aspergillus

niger de forma a obter a concentração final desejada e procedeu-se à sua

homogeneização. A solução obtida foi gotejada com o auxílio de uma bomba- seringa

automática sobre uma solução (100 mL) de cloreto de cálcio 2,5 %. As microesferas

obtidas foram lavadas com água destilada, filtradas e secas com auxílio de papel de

filtro. A proporção utilizada foi de 1:4.

Imobilização em quitosano-alginato

Para imobilização da pectinase em esferas quitosano-alginato preparou-se 9 mL de uma

solução de alginato de sódio 1 % em agitação a 55ºC. Após arrefecimento a 40°C,

adicionou-se um volume de 1 mL da pectinase Aspergillus aculeatus de forma a obter a

concentração final desejada e procedeu-se à sua homogeneização. A solução obtida foi

gotejada com o auxílio de uma bomba-seringa automática sobre uma solução (100 mL)



de cloreto de cálcio 2,5 %. As microesferas obtidas foram lavadas com água destilada,

filtradas e secas com auxílio de papel de filtro. A proporção utilizada foi de 1:4.

3.6.2 Estabilidade enzimática

As amostras dos sumos melhoradas com pectinases imobilizadas como descrito

anteriormente, foi pré-incubada a 45° C e 450 rpm por 5 dias para avaliar a sua

estabilidade. A cada 0h00, 1h00, 2h00, 3h00, 24h00, 48h00, 72h00 e 96h00, durante o

bioprocessamento foi avaliada a atividade enzimática e a concentração de proteína

total das amostras, determinada pelo método de Bradford descrito anteriormente. As

análises foram realizadas em duplicado.

3.7 Aplicação de pectinase livre e imobilizada no bioprocessamento dos sumos

Para reduzir a turvação nos sumos foram adicionadas diferentes concentrações das

enzimas 20, 40 e 80 mL de pectinase Aspergillus aculeatus em 2,5 mL dos sumos e para

pectinase Aspergillus niger foi adicionado 100, 200 e 400 mL para 2,5 mL dos

sumos, posteriormente incubada a 25ºC e 45ºC a 450 rpm durante 24:00 e fez- se as

leituras em triplicado, a 600 nm no Eppendorf Biophotometer  , comparando os

resultados com as leituras feitas antes da adição das enzimas.

Análise estatística

Os resultados foram expressos como médias de dados triplicados ± erro padrão. As

análises estatísticas das médias em triplicado (n=3) e o tratamento estatístico dos

resultados obtidos foi efetuado recorrendo ao software Microsoft Office Excel 2011®

(Microsoft Corporation, Washington). Em todos os testes elaborados foi utilizado um

nível de significância de 0,05.
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Capítulo- IV

Resultados e Discussão



Caracterização geral dos sumos concentrados do tamarindo (Tamarindus indica) e

calabaceira (Adansonia digitata)

4.1 Propriedades físico-químicas das bebidas

Os resultados atingidos sobre as características físico-químicas dos sumos de

tamarindus indica (tamarindo) e de Adansonia digitata(calabaceira) comerciais e

preparados no laboratório estão apresentados na tabela 12.

Tabela 12- Composição físico-química dos sumos. SCC-Sumo de calabaceira

comercial; SCP- Sumo de calabaceira preparado; STC-Sumo de tamarindo comercial;

STP- Sumo de tamarindo preparado.

Parâmetros físico-químicos SCC SCP STC STP

pH (17,0ºC) 3.17 3 2,77 2,77

Açucares redutores (mg/L) 0,29 0,35 0,21 0,24

Proteínas (mg /mL) 0,97 1,13 0,41 0,47

Sólidos solúveis totais ºBrix (20ºC) 13 3,1 13,8 2,8

4.1.1 pH

Conforme os resultados descritos na tabela 12 é notável que os valores de pH dos sumos

são baixo variando de (2,77-3,17) o que quer dizer que os sumos são de características

ácidas. O sumo de tamarindo comercial e preparado apresentaram os mesmos valores do

pH 2,77 comparando com o valor do sumo de tamarindo preparado encontrado por

González-Monroy et al. (2018) (152) que foi de pH 2,74, os resultados mostraram-se

concordantes entre si, o sumo de calabaceira que teve um valor maior de pH 3,00 para o

preparado e pH 3,17 sumo comercial, valor superior do Antoine Kouame et al. (2018)

(153) de pH 2,4 no sumo preparado de calabaceira. Os valores baixos de pH são

preferidos para indústria, constituindo-se um fator favorável ao baixo favorecimento das

atividades enzimáticas e desenvolvimento de microrganismos. Os valores do pH

encontrados nos sumos de tamarindo são justificáveis devido ao facto da polpa do

Tamarindus indica que é bastante ácida e esse valor já era esperado, assim como o

sumo de calabaceira podendo-se afirmar que a calabaceira é um fruto ácido,

aumentando o tempo de vida útil do fruto.
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4.1.2 Grau °Brix

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 12, verificou-se que grau °Brix

para os sumos variaram de 13,8ºBrix (sumo de tamarindo comercial ) a 2,8ºBrix (sumo

de tamarindo preparado no laboratório), e valor encontrado segundo o (González-

Monroy, et all ,2018 (152) no sumo de tamarindo preparado foi de 12,31ºBrix um valor

inferior ao sumo de tamarindo comercial e superior ao tamarindo preparado. E para os

sumos de calabaceira os valores do Grau ºBrix, encontrados foi de 13ºBrix para o

comercial e de 3,1ºBrix para o preparado no laboratório, com o valor inferior ao

12,3ºBrix segundo Kivoloka Flávio (2015) (153) para o sumo calabaceira comercial e

superior para o preparado. Os sumos preparados tanto de calabaceira como de

tamarindo obtiveram o valor do grau ºBrix muito mais menor do que os comercias.

Os sólidos solúveis totais são uma importante característica dos sumos que representam

uma concentração de açúcares e outros sólidos diluídos no sumo dos frutos, sendo um

parâmetro fundamental para avaliação da qualidade (155).

4.1.3 Proteínas

Os teores de proteínas, são baixos para os dois sumos. O teor de proteína foi de

0,41mg/mL para o sumo de tamarindo comercial figura 16A, enquanto para o preparado

no laboratório foi de 0,47 mg/m, comparando com o valor 0,28g/100ml encontrado

pelo Kivoloka Flávio (2015) (153) foi superior para o sumo de tamarindo. O sumo de

calabaceira teve o teor da proteína de 0,97g/ml para a comercial figura 16B e 1,13g/ml

para o preparado comparando com o do Kivoloka Flávio (2015) com o teor de proteína

de 0,21 (g/100ml) é notável que os valores encontrados foram superiores.

Figura 16 - A).Reação do reagente Bradford B).Reação do reagente Bradford

com sumo de calabaceira com o sumo de tamarindo



4.1.4 Açúcares redutores

A quantidade dos açucares redutores encontrados nos sumos foi de 0,24 g/L para o

sumo tamarindo preparado e 0,21 g/L para o comercial. O sumo de calabaceira obteve

o valor de 0,29 g/ L para comercial e 0,35 g/L para o preparado (figura 17).

De acordo com o Kivoloka Flávio (2015) (153), o teor encontrado no sumo de

tamarindo preparado foi de 23,92g/100ml um valor superior ao dos sumos em estudo e

para o sumo de calabaceira preparado com 29,44 g, também um valor superior ao dos

sumos em estudo. É visto que os sumos apresentam teores de açucares redutores baixo.

Figura 17- Avaliação dos açúcares redutores dos sumos pelo método do DNS

4.2 Compostos bioativos e atividade antioxidante

É notório o crescimento de pesquisas científicas relacionadas com os antioxidantes,

assim como o número de métodos desenvolvidos que permitem medir a sua atividade. É

sabido que existem diversas formas de antioxidantes nos sistemas biológicos, que

podem atuar por diferentes mecanismos consoante o sistema de reação. Devido a estes

fatores, nenhum ensaio poderá detetar conjuntamente todos os antioxidantes de um

sistema complexo.

4.2.1 Compostos fenólicos totais (CFT)

Os compostos fenólicos totais, com sua capacidade de doar hidrogénio ou eletrões além

da capacidade de formar intermediários radicais estáveis, são considerados os principais

metabólitos antioxidantes ativos de plantas. O CFT, determinado pelo método de Folin–

Ciocalteu, não é uma medida absoluta das quantidades de compostos fenólicos, no

entanto, em vez disso, é uma medida da capacidade química de redução de compostos

Sumo de tamarindo

Sumo de calabaceira
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presentes no extrato em relação ao ácido gálico (156). O mecanismo de reação é uma

reação redox, por isso também pode ser considerado como um método de medição da

atividade antioxidante total.

Através da curva de calibração do ácido gálico (figura 10) foi possível o cálculo das

quantidades dos componentes de composto fenólico presentes nos sumos, ilustrados na

Tabela 13.

Tabela 13. Concentração de compostos fenólicos totais equivalentes ao ácido gálico

nos sumos avaliados. SCC-Sumo de calabaceira comercial; SCP- Sumo de calabaceira

preparado; STC-Sumo de tamarindo comercial; STP- Sumo de tamarindo preparado.

Compostos Fenólicos

totais (mg GAE/100 g)

SCC SCP STC STP

323 337 94,4 115,2

Os resultados estão expressos em mg de compostos fenólicos equivalentes ao ácido

gálico por 100 g de extrato dos sumos. Os resultados deste estudo, apresentados em

Tabela 13, os sumos de calabaceira comercial e preparado apresentaram maiores teores

dos compostos fenólicos totais com 323 mgGAE/g e 337 mgGAE/g respetivamente. Os

teores fenólicos totais são significativamente superiores segundo aos valores

encontrados pelo Lim et all (2013) (157), com a polpa do fruto de calabaceira de

161,40 mgGAE/g, cujos frutos são provenientes de outras áreas geográficas, as quais

influenciam a síntese de metabólitos secundários.

Os sumos de tamarindo com os teores dos compostos fenólicos de 115,2 mgGAE/g para

o sumo preparado e 94,4 GAE/g para o comercial um valor inferior encontrado ao do

Wong (2006) (158) que foi de 244.93 mgGAE/g para polpa do fruto de tamarindo.

Uma variabilidade grande de compostos fenólicos foi observada entre os dois sumos. As

presenças de níveis significativos dos compostos fenólicos nestes sumos indicam as

suas potenciais atividades antioxidantes e com elevados benefícios a nível da saúde

humana como mencionado por Mullen (159). Assim, o consumo de grande quantidade

desses sumos poderá ajudar a reduzir o stress oxidativo (160;161).

A comparação foi feita com resultados da polpa dos frutos porque não foram

encontrados estudos feitos com os sumos.



Figura 18 - A). Reação do Sumo de calabaceira B). Reação do Sumo de tamarindo

com reagente de Folin-Ciocalteu com reagente de Folin-Ciocalteu

Figura 18. Avaliação dos polifenóis no sumo de calabaceira pelo método de Folin-

Ciocalteu (a) e no sumo de tamarindo (b)

Ácido fosfomolibdotúngstico (formado pelos dois sais no meio ácido), de cor amarela,

quando reduzido pelos grupos fenólicos, dá origem a um complexo de cor azul intensa,

cuja intensidade é a que medimos para avaliar o teor dos polifenóis figura 19. A

oxidação dos polifenóis presentes na amostra provoca o aparecimento de uma coloração

azulada, baseando no fundamento podemos observar na (figura 18A) que o sumo de

calabaceira teve uma coloração azul intensa nos primeiros minutos, confirmando um

nível significante dos compostos fenólicos presentes, intensidade da coloração azul é

maior quanto mais composto fenólicos houver na solução ,enquanto que o sumo de

tamarindo (figura 18B) não atingiu a coloração azul totalmente , mas obteve uma

coloração azul menos intensa o que significa ter menos teor compostos fenólicos

presentes indo de encontro com os teores obtidos na leitura da absorvância.

Figura 19 - Mecanismo de ação do reagente de Folin-Ciocalteu
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4.2.2 Atividade sequestrante do radical livre (DPPH)

A redução do radical DPPH foi medida por meio da monitorização da diminuição da

absorvância ao longo do tempo (0-30 minutos), com mudança de coloração passando de

violeta para o amarelo consoante é visível nas figuras 20 , caraterizando a redução do

radical.

Figura 20 A)-Reação do reagente DPPH B) - Reação do reagente DPPH

com sumo de calabaceira com o sumo de tamarindo

Consoante a (figura 20B) podemos ver que o sumo de tamarindo não ficou com a

coloração totalmente amarela não foi totalmente reduzida difenil-picril-hidrazina de

coloração amarelada, mudou de cor aos 20 min após a adição do reagente DPPH, isto

devido a menos quantidade da capacidade de neutralizar os radicais livres. O sumo de

calabaceira alterou de cor nos primeiros instantes (figura 20A) aos 0 minutos da adição

do regente DPPH passou a coloração difenil-picril-hidrazina de coloração amarelada,

isso por ter elevada capacidade de neutralizar os radicais livres. Essa mudança de cor

ocorre quando o eletrão desemparelhado do átomo de nitrogénio no DPPH recebe um

átomo de hidrogénio proveniente de compostos antioxidantes, ocorre a mudança de cor.

Quando uma solução de DPPH é misturada com a de um substrato (AH) que pode doar

um átomo de hidrogénio, então isso dá origem à forma reduzida com a perda desta cor

violeta.



Figura 21-A) Curva cinética do potencial

antioxidante do sumo de tamarindo comercial e preparado no laboratório, pelo método

de DPPH

B) Curva cinética do potencial antioxidante do

sumo de calabaceira comercial e preparado no laboratório, pelo método de DPPH.

Percebe-se, a partir dessas figuras 21 (A e B), que cada sumo possui um comportamento

diferente de acordo com a concentração testada, o sumo de calabaceira preparado e

comercial respetivamente apresentaram forte capacidade antioxidante nos primeiros 5

minutos de reação, com expressiva redução do radical DPPH com maior a redução de

concentração do radical DPPH e sumo de tamarindo preparado no laboratório, e

comercial obtiveram menor atividade com moderada capacidade de sequestro do

radical DPPH ao longo do tempo da reação. A diminuição da absorvância em função do

tempo está diretamente relacionada a variação da concentração de radical DPPH no

meio reacional, ou seja, quanto mais significante o decréscimo da absorvância mais

efetiva a atividade antioxidante do substrato. O decréscimo na absorvância mostra-nos

a eficiência do extrato com relação ao seu poder antioxidante e como sequestrador de

radicais livres. Na tabela 14 está apresentado atividade antioxidante, utilizando o

método de captura dos radicais DPPH, dos sumos de frutas avaliadas neste estudo.
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Tabela 14. Capacidade redução dos sumos de frutas, utilizando o radical livre DPPH•.

SCC-Sumo de calabaceira comercial; SCP- Sumo de calabaceira preparado; STC-

Sumo de tamarindo comercial; STP- Sumo de tamarindo preparado

Sumos de fruta

Percentual de inibição

radical de DPPH (%)

SCC 67,8

SCP 63,6

STC 34

STP 64

O sumo de calabaceira comercial mostrou maior capacidade antioxidante (67,8% de

inibição de DPPH), e o sumo de calabaceira preparado (63,6% de inibição de DPPH).

Estes valores são superiores aos referidos por Ju Woon Lee et al. (2015) (162) com

59,20% de inibição de DPPH.

O sumo de tamarindo preparado com (64% de inibição de DPPH) e o comercial com

(34 % de inibição de DPPH). Segundo os autores Ssen S et all (2015) (169) o sumo de

tamarindo apresentou um potencial de 37,67 % de inibição de DPPH, um valor inferior

ao de sumo de tamarindo preparado neste trabalho e superior ao sumo de tamarindo

comercial.

A percentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde à quantidade de DPPH

consumida pelo antioxidante, quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, é

maior a sua atividade antioxidante (163;164).

4.2.3 Determinação da atividade de redução do Fe (III) pelo ensaio FRAP (“Ferric

Reduction Antioxidant Power”)

O ensaio FRAP mediu a capacidade dos fenólicos de reduzir Fe (3+) para Fe (2+). Os

resultados do método FRAP seguiram as mesmas perspetiva aos do método DPPH. O

ensaio avalia o potencial de transferência de eletrões com valores mais elevados de

FRAP indicando uma melhor atividade antioxidante (165). Conforme apresentado na

figura 22.



Figura 22- Capacidade antioxidante

determinada pelo ensaio FRAP. O potencial redox, expresso em trolox em µmol/g;

SCC-Sumo de calabaceira comercial; SCP- Sumo de calabaceira preparado; STC-

Sumo de tamarindo comercial; STP- Sumo de tamarindo preparado.

No que concerne a avaliação de antioxidante pelo método FRAP o sumo de calabaceira

preparado e comercial indicaram uma melhor atividade antioxidante conforme

demonstrado na figura 22 com valor de 6,7 (µmol/g) e 5,8 (µmol/g) respetivamente com

teor muito inferior do que publicado (166) com 24,50 µmol/100 g, na polpa do fruto

extraído com metanol.

O sumo de tamarindo com 1,5 (µmol/g) e 1,3 (µmol/g) para preparado e comercial

respetivamente com um teor superior ao de (158) 0.72 (µmolFe/g). Para que os

compostos presentes no FRAP tenham uma melhor capacidade para ser relacionado

como agente antioxidante, eles devem necessariamente possuir um potencial padrão de

reação para reduzir do Fe3+ para Fe2+, o que limita o método de abranger a classe de

compostos que possuem capacidade antioxidante e não são englobadas no método (146).

Esta pode ser uma possibilidade para os baixos resultados encontrados para a polpa de

tamarindo pelos ensaios de FRAP em comparação com outros métodos.

A atividade redutora pode ser devido a polifenóis, como flavonóides e antocianinas

(167). Alguns autores relataram que existe uma correlação direta entre as atividades

antioxidantes e a capacidade dos constituintes da planta em reduzir o ferro férrico (Fe3+)

a ferro ferroso (Fe2+) ( 85). De facto, a presença de agentes redutores em extratos

vegetais resulta na redução de Fe3+ à forma ferrosa pelo complexo ferricianeto.

Consequentemente, Fe2+ pode ser avaliado medindo e monitorando o aumento na

intensidade da cor azul da mistura de reação em 700 nm (168). Em nosso sumo,

demonstramos atividades que reduzem iões férricos a iões ferrosos. Em um estudo
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sobre os sumos obtidos de Adansonia digitata e Tamarindus indica, altos teores de

fenólicos foram observados e todas as amostras apresentaram efeitos redutores, que

aumentaram com o aumento da concentração (FRAP). Níveis elevados de CFT foram

associados a uma maior capacidade antioxidante, o teste de redução radical DPPH

utiliza radicais pré formados e determina a diminuição da absorvância, enquanto o teste

FRAP mede os íons ferrosos formados através do aumento da absorvância.

4.3 Avaliação da atividade anti-inflamatória

4.3.1 Método da inibição da desnaturação da albumina

Na Figura 23 encontram-se apresentados as percentagens da capacidade de inibição da

desnaturação da albumina dos sumos.

Figura 23 - Atividade

anti-inflamatória expresso em percentagem (%); Representação gráfica da percentagem

de inibição da desnaturação de albumina sérica bovina (BSA) para os sumos; SCC-

Sumo de calabaceira comercial; SCP- Sumo de calabaceira preparado; STC-Sumo de

tamarindo comercial; STP- Sumo de tamarindo preparado.

De acordo com os resultados os sumos apresentaram um baixo potencial anti-

inflamatório, o sumo de calabaceira preparado foi o que apresentou mais atividade

com 33,3% de inibição de (BSA), em seguida o sumo de calabaceira comercial com

21 % de inibição da desnaturação (BSA) por último os sumos de tamarindo preparado e

comercial com 20,7 % e 10,7 desnaturação (BSA) respetivamente. A desnaturação da

proteína tem um mecanismo que inclui modificação por pontes de hidrogénio, ligações

hidrofóbicas e dissulfureto (169). A desnaturação da proteína causa a produção de

autoantigeneos em condições como artrite reumática, cancro e diabetes, que são



condições de inflamação. Assim, pela inibição da desnaturação da proteína, a atividade

inflamatória pode ser reduzida ou inibida (170). Por fim, pode-se concluir que os sumos

analisados neste estudo apresentam atividade anti-inflamatório comprovado contra o

método de desnaturação da albumina. Não há referências na literatura sobre a aplicação

da desnaturação in vitro da BSA para avaliar a atividade anti-inflamatória dos sumos de

espécies de Adansonia digitata e Tamarindus indica.

4.4 Biodisponibilidade/Digestão in vitro

Para avaliar as alterações nos compostos bioativos, ao longo da digestão gastrointestinal

in vitro foi avaliado recorrendo à avaliação dos compostos fenólicos totais pelo método

pelo método de Folin–Ciocalteu, redução Fe (III) a Fe (II) pelo ensaio FRAP e

capacidade de sequestro do radical DPPH• e avaliação da atividade anti-inflamatória.

Certamente, as atividades biológicas dos fitoquímicos encontrados nas amostras são

afetados principalmente pelo metabolismo e biodisponibilidade dessas moléculas no

organismo. A biodisponibilidade dos fitoquímicos obedece a vários fatores, incluindo

diferenças de polaridade, peso molecular, digestão enzimática, absorção, etc. Os

compostos bioativos, durante ao processo da digestão podem sofrer alterações

estruturais e químicas que podem resultar em variações das atividades biológicas. As

amostras não digeridas foram incluídas neste resultado para poder comparar com os

resultados das amostras digeridas. No geral, tanto o CFT e antioxidantes das amostras

estudadas aumentou após a digestão in vitro na fase intestinal e diminui nas fases

gástrica e gastrointestinal. Encontram-se na tabela 15 os resultados diferenciados de

acordo com cada etapa da digestão gastrointestinal.

Tabela 15 - Perfis fenólicos e capacidade antioxidantes pelo método DPPH e FRAP dos

sumos antes e após digestão gastrointestinal in vitro. Os resultados foram expressos

como média de triplicados ± desvio padrão. Compostos fenólicos totais expresso em mg

GAE/100 g; Atividade antioxidante pelo DPPH expresso em percentagem de inibição

DPPH (%), FRAP expresso em trolox em µmol/g e atividade anti-inflamatória expressa

em percentagem (%) da atividade anti-inflamatória. SCC-Sumo de calabaceira

comercial; SCP- Sumo de calabaceira preparado; STC-Sumo de tamarindo comercial;

STP- Sumo de tamarindo preparado. % aum./dim (percentagem de aumento e

diminuição da após a simulação da digestão in vitro).
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Amostra CFT
%

aum./dim.
DPPH

%

aum./dim.
FRAP

%

aum./dim.

A. Anti-

inflamatória

%

aum./dim.

SCP 337 - 64 - 6,7 - 33 -

Digestão Gástrica 312 -7% 55 -14% 5,7 -15% 29 -21%

Digestão intestinal 418 24% 71 11% 7 4% 34 3%

Digestão

Gastrointestinal
248 -26% 52 -19% 1,8 -73% 14 -57%

SCC 323 - 69 - 5,8 - 21 -

Digestão Gástrica 231 -28% 39 -43% 2,4 -58% 24 14%

Digestão intestinal 342 6% 69 0% 6 3% 27 29%

Digestão

Gastrointestinal
155 -52% 52 -27% 1,1 -81% 10 -52%

STP 115 - 64 - 1,5 - 21 -

Digestão Gástrica 68 -40% 31 -51% 0,8 -47% 17 -19%

Digestão intestinal 116 1% 60 6% 1,7 11% 26 24%

Digestão

Gastrointestinal
70 -39% 46 -28% 0,4 -73% 9 -57%

STC 94 - 34 - 1,3 - 11 -

Digestão Gástrica 63 -32% 27 -20% 0,6 -53% 12 9%

Digestão intestinal 109 16% 57 68% 1,4 8% 13 18%

Digestão

Gastrointestinal
63 -40% 43 26% 0,3 -76% 8 -27%

4.4.1 Efeito da digestão in vitro nos compostos fenólicos totais dos sumos

As condições GI simuladas afetaram diretamente os CFTs na composição dos sumos, a

observação permite verificar a existência de um decréscimo do teor em compostos

fenólicos totais após a simulação da digestão in vitro na fase gástrica e um decréscimo

maior na fase gastrointestinal. Na fase intestinal com um aumento em relação as

amostras não digeridas, os teores obtiveram poucas variações entre si em todas,

incluindo as amostras não digeridas. Esta observação da diminuição na fase gástrica e

gastrointestinal aponta no sentido durante a digestão dos sumos não se conseguirem

obter uma libertação completa dos compostos fenólicos presentes ou de uma parte



destes compostos ser degradada nas condições digestivas. Também pode ser justificada

pela quimiodiversidade dos compostos fenólicos, já que durante o processo de digestão,

esses compostos são constantemente expostos a diferentes condições físicas, químicas e

bioquímicas, o que pode promover alterações estruturais e químicas, resultando em

variações na atividade biológica e consequentemente afetando a biodisponibilidade e a

bioatividades dos compostos (171). De acordo com os resultados obtidos em

comparação com os sumos antes na simulação da digestão in vitro, o CFT após

passarem pela fase gástrica in vitro com uma diminuição de 7%; 28%; 40% e 32% e

com uma minoração superior de 26%; 52%; 39; e 40% na fase gastrointestinal para os

sumos de SCP, SCC, STP, STC . respetivamente. Na fase intestinal o aumento foi

pouco significativo de 24%; 6% 1% e 16% nos sumos de SCP, SCC, STP E STC. Tanto

o sumo de calabaceira como de tamarindo apresentaram o mesmo comportamento.

4.4.2 Efeito da digestão in vitro nas atividades antioxidantes totais dos sumos pelo

DPPH e FRAP

Os ensaios DPPH e FRAP foram usados para determinar a atividade antioxidante nos

sumos, depois da digestão in vitro os resultados são relatados na tabela 15.

A análise da capacidade antioxidante e dos sumos pelo método DPPH e FRAP

permitiram verificar a existência de diferenças significativas entre os tratamentos, tanto

antes como depois das digestões simuladas. A atividade antioxidante está intimamente

ligada com o teor dos compostos fenólicos totais e como esperado após digestão in vitro

o resultado mostrou, um decréscimo nos ensaios de DPPH e FRAP na fase gástrica para

o sumo de calabaceira preparado uma diminuição µmol/g (14% e 15%) o sumo de

calabaceira comercial (43% e 58%), sumo de tamarindo preparado (51% e 47%) e o

sumo de tamarindo comercial com (20% e 53%), para o ensaio DPPH e FRAP

respetivamente.

Na fase gastrointestinal também ocorreu uma diminuição maior em relação a fase

gástrica nos sumos com os seguintes valores para o sumo de calabaceira preparado com

(19% e 73%) o sumo de calabaceira comercial (27% e 81%), sumo de tamarindo

preparado (28% e 73%) e o sumo de tamarindo comercial com 76% para o FRAP,

(diferente dos outros sumos o STC teve um aumento de 26% na fase gastrointestinal)

para o ensaio DPPH e FRAP respetivamente. A perda de atividade antioxidante pode

ser relacionada com a instabilidade dos polifenóis às mudanças de pH, principalmente a

exposição ao pH ácido do estômago (172). Sabe-se ainda que não somente os
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polifenóis são responsáveis pela atividade antioxidante das frutas cítricas, mas também

os carotenoides e a vitamina C. Colocar o nome dos autores e o ano (173;174)

estudaram 15 variedades de frutas cítricas e foi constatado que a contribuição do ácido

ascórbico para a atividade antioxidante total de sucos cítricos foi superior a 50% para

todas as variedades e espécies avaliadas, com base nos coeficientes de correlação do

ácido ascórbico, fenólicos totais, DPPH, FRAP e ácidos fenólicos totais, enquadra-se no

perfil das frutas em estudos calabaceira e tamarindo. Sendo assim, ocorreu uma

redução da atividade antioxidante observada ao longo da digestão na fase gástrica e

gastrointestinal com exceção do sumo de tamarindo comercial no ensaio de DPPH .

Interferências de outros constituintes dietéticos libertados durante o processo digestão,

como ferro, minerais, fibras ou proteínas da dieta podem promover alterações na

capacidade antioxidante dos alimentos. Assim como, condições quase neutras e a

presença de oxigénio na maioria dos modelos de digestão gastrointestinal in vitro,

também podem promover a degradação não enzimática de alguns compostos fenólicos,

e consequentemente afetarem a biodisponibilidade dos mesmos acarretando a redução

da capacidade antioxidante (175). Após passar da fase gástrica para a intestinal a

atividade antioxidante aumentou com pouca significância em relação ao sumo não

digerido atingindo o valor para sumo de calabaceira preparado de 71,3% e 7 µmol/g

(11% e 4%) o sumo de calabaceira comercial 68,7% e 6 µmol/g (0% e 3%), sumo de

tamarindo preparado 59,7 % e 0,4 µmol/g (6% e 11%) e o sumo de tamarindo comercial

com 59,9 % e 0,3 µmol/g (307% e 8 % para o ensaio DPPH e FRAP respetivamente.

Esta diferença pode ser resultado da ação da enzima digestiva libertando mais

compostos presentes nas amostras, que proporcionam um meio mais estável para os

polifenóis (176). Entretanto, não foram observadas alterações significativas nas

atividades antioxidantes dos sumos após a digestão.

4.4.3. Efeito da digestão in vitro sobre atividade anti-inflamatória nos sumos

É observável que as atividades anti-inflamatórias aumentaram na fase intestinal para

todas as amostras com as seguintes percentagens para o SCP 3%, SCC 29%, STP 24% e

o STC 18% e na fase gástrica teve um aumento da atividade anti-inflamatória apenas

nos SCC de 4% e STC de 9 % e diminuições nos SCP 21% e STP 19%. E por fim na

fase gastrointestinal as atividades anti-inflamatórias tiveram uma menor atividade anti-

inflamatória comparando com as outras fases da digestão e os sumos antes de serem

digeridas, onde o SCP com uma diminuição de 57%, SCC 52%, STP 57% e STC 27%.



4.5 Bioprocessamento enzimático pelas pectinases /Efeito da temperatura na

atividade enzimática

As atividades das pectinases foram medidas a duas temperaturas diferentes, 25 e 45 °C.

As atividades mais elevadas das pectinase tanto para A. Niger como A. Aculeatus

foram obtidas na faixa de temperatura de 45 °C.

Ambas as preparações com as pectinase foram submetidas aos ensaios com diferentes

concentrações de pectinase de Aspergillus niger 10 e 50; 20 e 100 µL/mL pectinase

Aspergillus aculeatus 40 e 200, 80 e 400 respetivamente ao longo do tempo das 0h até

6h e às 24h nas faixas de temperatura 25 e 45 °C e de acordo com os resultados foram

levados em considerações as últimas concentrações que são ilustrados nas figuras 24 e

25. Foram feitos os controles em todos os ensaios com o sumo sem enzimas. O valor

dos controles manteve-se ao longo dos ensaios.
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Figura 24 - Atividade pectinases com temperatura de 45ºC nos sumos (A-SCP; B-SCC;

C-STP e D-STC) nas concentrações de 80 µL/mL para pectinase de Aspergillus

aculeatus e 400 µL/mL para pectinase de Aspergillus niger

Conforme a figura 24 na avaliação das atividades enzimáticas dos sumos melhorados

aos 45ºC houve uma pequena oscilação concentração de glucose, um decréscimo em

1h00 após adição das pectinases tanto como Aspergillus niger e Aspergillus

aculeatus e com um aumento depois de 2h, depois desse período ocorreu um

decréscimo não significativo ao longo do tempo até às 24h. A pectinase de Aspergillus

niger com menor atividade em comparação com pectinase Aspergillus aculeatus.



Figura 25- Atividade pectinases com temperatura de 25ºC nos sumos (A-SCP; B-SCC;

C-STP e D-STC) nas concentrações de 80 µL/mL para pectinase de Aspergillus

aculeatus e 400 µL/mL para pectinase de Aspergillus niger

No gráfico 25 para os sumos todos é notável que a concentração de glucose teve um

aumento no início da reação e continuou a aumentar até às 1h e após as 2h teve uma

diminuição até aos 4h e aos restantes das horas até aos 24h manteve-se constante. A

pectinase Aspergillus niger apresentou uma menor atividade em comparação com

pectinase Aspergillus aculeatus.

4.5.1 Estabilidade enzimática pelas pectinases imobilizadas

A estabilidade das atividades enzimáticas foi avaliada ao longo de 5 dias a 45ºC com as

pectinases imobilizadas em alginato de cálcio e quitosano-alginato, representados nas

(figuras 26 e 27).

Figura 26 - Atividade enzimática da pectinase imobilizada em alginato de cálcio, em

tampão acetato de sódio 2,5 % (m/v), 45ºC e 450 rpm
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Figura 27 - Atividade enzimática da pectinase imobilizada em quitosano-alginato, em

tampão acetato de sódio 2,5 % (m/v), 45ºC e 450 rpm

Relacionado com as figuras 26 e 27 os sumos melhorados com as enzimas imobilizadas

pelo Aspergillus niger e aculeatus as atividades enzimáticas obtidas ao longo das

primeiras horas até aos 5 dias, ao longos das primeiras 3h00 as concentrações de

açucares aumentaram significativamente e uma pouca diminuição da atividade

enzimática até aos 96h00.

Verificou-se que não há perda de atividade enzimática pelas enzimas imobilizadas ao

fim de 5 dias a 45°C. Ainda para as mesmas condições, a diferença entre a atividade

restante na primeira e na segunda semana de armazenamento, não apresenta uma

diferença estatisticamente significativa quando comparada com a atividade inicial. Nos

ensaios realizados com a pectinase de Aspergillus aculeatus ( quitosano-alginato)

imobilizada obtiveram melhores resultados.

As atividades enzimáticas dos sumos processados com enzimas imobilizadas foram

sempre menores dos sumos melhoradas com as enzimas livres, justificável por uma

maior perda de enzimas para a solução do cloreto de cálcio durante o gotejamento. A

imobilização da enzima, foi eficiente.

4.5.2 Avaliação do teor proteico nos ensaios de estabilidade enzimática

No processo a avaliação das atividades enzimáticas foram medidos os teores de

proteínas nos sumos processados pelas enzimas imobilizadas ao longo dos 5 dias, cujo

resultados estão representados na tabela 16 e 17.



Tabela 16 – Teor de proteína nos sumos processados com pectinase imobilizada em

alginato de cálcio em tampão acetato de sódio 2,5 % (m/v), 45ºc e 450 rpm.

Proteínas

(mg /mL)

Tempo 0h 1h 2h 3h 24h 48h 72h 96h

SCP 1,5 1,8 1,5 1,3 1,4 1,3 1,2 1,1

SCC 1,2 0,9 1,2 1,1 0.8 0,1 1,1 1

STP 0,6 0,6 0,6 0,4 0,6 0,4 0,4 0,5

STC 0,5 0,5 0,7 0,5 0,4 0,4 0,5 0,5

Tabela - 17 Teor de proteína nos sumos processados com pectinase imobilizada em

quitosano-alginato em tampão acetato de sódio 2,5 % (m/v), 45ºC e 450 rpm

Proteínas

(mg

/mL)

Tempo 0h 1h 2h 3h 24h 48h 72h 96h

SCP 1,6 1,4 1,1 1,3 1,2 1,1 1,1 1,1

SCC 1,3 1,2 1,2 0,9 0,9 0,9 1 0,9

STP 0,6 0,6 0,7 0,5 0,5 0,4 0,4 0,5

STC 0,5 0,5 0,7 0,5 0,4 0,4 0,5 0,5

Conforme os resultados apresentados nas tabelas 16 e 17 os teores de proteínas

calculados durante avaliação da estabilidade enzimáticas dos sumos processados pelas

pectinases imobilizadas, não alteraram significativamente, os valores das concentrações

das proteínas foram muitos aproximadas uma das outras ao longo do processo da

estabilidade enzimática. As diferenças nas pectinases Aspergillus niger e aculeatus não

foram relevantes.
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4.5.3 Avaliação da atividade antioxidante e anti -inflamatória nos sumos

processados com a pectinase livre e imobilizada a 45ºC após simulação da digestão

in vitro

Os sumos processados com as pectinases de Aspergillus niger e aculeatus livre e

imobilizada após 24h00 a 45ºC, foram avaliadas as atividades antioxidantes pelo

método DPPH e as atividades anti-inflamatória após a simulação da digestão in vitro

com os resultados representados na tabela 18 e 19.

Tabela 18 – Atividade antioxidante (DPPH) nos sumos melhorados com pectinases

livre e imobilizadas após digestão in vitro



As atividades pelo método do DPPH das amostras dos sumos não processados e

processados foram determinadas, o que permitiu avaliar as suas propriedades

antioxidantes após a simulação da digestão in vitro. As atividades antioxidantes dos

sumos processados tanto com as pectinases livres e imobilizadas após a simulação GI,

pela percentagem calculadas através do método DPPH e os resultados obtidos são

mostrados na tabela 18. Como se pode ver, ambas as pectinases livres e imobilizadas

originaram a redução em todos os sumos e em todas as fases. Os sumos processados

com pectinas imobilizadas originaram um maior decréscimo de atividade antioxidante.

Nos sumos processados pela pectinase Aspergillus niger originaram uma diminuição da

atividade antioxidante maior do que pectinase Aspergillus aculeatus.

Tabela 19 - Atividade anti-inflamatória nos sumos processados com pectinases livres e

imobilizadas após digestão in vitro. P.A.n - pectinase -Aspergillus niger ; P.A.a -

pectinase Aspergillus aculeatus

Em face a tabela 19 é de realçar que as atividades anti-inflamatórias nos sumos

processados com as pectinases de Aspergillus niger e aculeatus livres e imobilizadas

após a simulação da digestão in vitro diminuíram. Essa diminuição não é muito

significativa em relação aos sumos não processados. As processadas com as enzimas

livres originaram uma menor percentagem do que as imobilizadas. Os resultados de

ambas as preparações enzimáticas foram muito semelhantes.
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4.5.4 Aplicação de pectinase livre e imobilizada no bioprocessamento dos sumos

O aparecimento turvo do sumo de fruta é atribuído à presença de componentes pecticos.

Assim, a decomposição desses polissacarídeos por pectinase pode melhorar a qualidade

e a estabilidade de armazenamento dos sumos (177). No presente estudo, os sumos

foram tratados com pectinase imobilizada e livre. O bioprocessamentos dos sumos foi

medido em termos de redução da turbidez, utilizando o método espectroscópico e os

resultados apresentados na (figura 28).

Figura 28 - Bioprocessamento de sumos de fruta pela pectinase Aspergillus niger e

Aspergillus aculeatus ao 45 ºC imobilizada (A) e livre (B) SCC-Sumo de calabaceira

comercial; SCP- Sumo de calabaceira preparado; STC-Sumo de tamarindo comercial;

STP- Sumo de tamarindo preparado.

O sumo de calabaceira preparado reduziu a turbidez em 33 % após o processamento

com pectinase Aspergillus niger livre, enquanto para enzima pectinase Aspergillus niger

imobilizada reduziu a turbidez de 17,3% e o sumo de calabaceira comercial reduziu

28,3 % com a pectinase Aspergillus niger livre, enquanto para enzima pectinase

imobilizada Aspergillus niger reduziu a turbidez de 19,9 % após 24h00.

No sumo de tamarindo preparado a redução da turbidez foi 50,2% após processamento

com a pectinase Aspergillus niger livre e com a pectinase de Aspergillus niger

imobilizada em 33,5% , enquanto para o sumo de tamarindo comercial foi de 73,4%, o

mesmo que para a pectinase de Aspergillus niger livre e imobilizada.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7821784/


O sumo de calabaceira preparado reduziu 33,2 % para pectinase Aspergillus aculeatus

livre, enquanto para enzima pectinase Aspergillus aculeatus imobilizada reduziu a

turbidez de 18% e o sumo de calabaceira comercial reduziu 36,4% para pectinase

Aspergillus aculeatus livre, enquanto para enzima pectinase imobilizada Aspergillus

aculeatus reduziu a turbidez de 20,19 % em 24h00.

O sumo de tamarindo preparado a redução da turbidez foi 63% para pectinase

Aspergillus aculeatus livre e para pectinase Aspergillus aculeatus imobilizada 54,6 % ,

para o sumo de tamarindo comercial foi de 74,5% o mesmo para pectinase Aspergillus

niger aculeatus e imobilizada. O tratamento com a pectinase livre e imobilizada ao fim

de 96h00 não originou redução da turbidez significativa nos sumos, em relação aos das

24h00.

Nos sumos de calabaceira tanto preparado como comercial houve uma menor redução

da turbidez. Para o processamento com pectinases do Aspergillus aculeatus houve uma

maior percentagem de redução da turbidez em todos os sumos. A pectina tem uma

elevada capacidade de retenção de água e cria uma estrutura de rede coesa. Portanto, a

hidrólise da pectina por pectinase livre e/ou imobilizada pode reduzir a capacidade de

retenção da água, libertar a água no sumo de fruta e, assim, reduzir a viscosidade (178).
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5. Conclusão

O sumo de calabaceira apresentou a maior quantidade de compostos bioativos e

atividades antioxidantes, quando comparada o sumo de tamarindo.

Esses resultados confirmam uma boa gama das atividades antioxidantes presentes nos

sumos, calabaceira e tamarindo. E segundo os resultados os sumos apresentam um

baixo poder anti-inflamatório.

O resultado mostrou que a biodisponibilidade de compostos fenólicos as atividades

antioxidantes e anti-inflamatórias são sensíveis as alterações fisiológicas, e suas

quantidades podem ser diferentes após absorção do que as das próprias amostras e com

uma pequena variabilidade entre eles.No geral, tanto o CFT e antioxidantes das

amostras estudadas aumentou após a digestão in vitro na fase intestinal e diminui nas

fases gástrica e gastrointestinal nos sumos em estudos.

A utilização das enzimas (pectinases), levou um melhoramento na redução da turbidez

dos sumos e com alterações nas propriedades biológicas dos sumos.

Nos sumos de calabaceira tanto preparado como comercial houve uma menor redução

da turbidez. Para o processamento com pectinases do Aspergillus aculeatus houve uma

maior percentagem de redução da turbidez em todos os sumos

5.1 Perspetivas Futuras

 Pesquisas exploratórias no desenvolvimento de técnicas eficientes para

processamento dos sumos, para produzir frações bioativas com maior atividade

biológicas.



 Realização de estudos in vivo.
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