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RESUMO

Investigamos com a presente pesquisa a fermentacdo espontdnea de subprodutos do
processamento de acerola (Malpighia emarginata D.C., ACE) e goiaba (Psidium guajava L.,
GUA) a uma temperatura de 37 °C, a 200 rpm, por 120 horas avaliando alteracdes no perfil de
compostos bioativos durante a fermentacdo. Além disso, elaboramos uma farinha a partir desses
subprodutos fermentados por 48 horas nas condi¢bes ja citadas. Antes da fermentacéo,
realizaram-se andlises da caracterizacao fisico-quimica dos subprodutos in natura da acerola e
goiaba. Nos intervalos de zero, 8, 24, 48, 72 e 120 horas de fermentacdo foi realizada a
contagem de células viaveis. Os parametros fisico-quimicos, conteldo de compostos bioativos
(perfil de fenolicos e fendlicos totais, carotendides totais, flavondides e vitamina C) e atividade
antioxidante (FRAP e ABTS) foram avaliados nos tempos zero, 48 e 120 horas de fermentac&o.
As farinhas dos subprodutos de acerola e goiaba fermentadas por 48 horas (ACES e GUAS,
respectivamente), bem como as farinhas de acerola e goiaba in natura (ACE e GUA,
respectivamente) foram avaliadas quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas, fibras
dietéticas, perfil de compostos bioativos (compostos fenolicos, acucares e acidos organicos) e
composi¢do elementar. Houve um aumento significativo (p<0,05) na contagem de células
viaveis em ACE e GUA em 24 h de fermentacdo, sendo que as maiores contagens de células
viaveis (p<0,05) foram observadas apds 24 h para GUA (8,9 log UFC/mL) e apds 48 h para
ACE. Houve diminuicdo no conteddo de sélidos solGveis totais, aumento da acidez titulavel e
do contetido de acido latico, e reducao do pH, para os subprodutos fermentados, bem como para
ACES e GUAS (p<0,05). Quanto aos parametros de colorimetria dos subprodutos fermentados,
houve aumento da luminosidade e reducdo do contraste ao longo da fermentacdo, e os
tratamentos apresentaram uma tonalidade tendendo a ir do vermelho para vermelho-amarelado
durante este periodo (p<0,05). Enquanto que para as farinhas, ACES apresentou um aumento
de luminosidade, enquanto que GUAS demonstrou um aumento no contraste. O conteddo de
acido ascorbico foi maior no tempo zero da fermentacdo para ACE; no entanto, esse valor
reduziu durante a fermentagéo (p<0,05). Enquanto para GUA, o conteudo de &cido ascorbico
aumentou com a fermentacdo (p<0,05). A fermentacdo contribuiu com o aumento do contetido
de flavonoides e fendlicos totais nos subprodutos fermentados, o que possivelmente favoreceu
a maior atividade antioxidante observada em todos o0os momentos da fermentacéo,
principalmente para ACE. O teor de fibras insoltveis foi superior ao de fibras sollveis nas
farinhas fermentadas. O potassio foi 0 mineral predominante encontrado em todas as farinhas,
seguido do magnésio e manganés e o contetdo de ferro e zinco aumentaram apos a fermentacao.
As concentracdes de frutose e glicose diminuiram nas farinhas fermentadas ao mesmo tempo
em gue houve aumento dos acidos organicos. O acido galico foi o composto fenolico encontrado
em maior quantidade nas farinhas de acerola e a hesperidina foi a flavona encontrada em maior
quantidade nas farinhas de goiaba. Os resultados indicam que a fermentacdo natural de
subprodutos do processamento de acerola e goiaba, bem como a farinha obtida desses
subprodutos fermentados, favorece o aumento do conteldo de compostos bioativos e da
atividade antioxidante, indicando que esse processo € uma alternativa para agregar
multifuncionalidade aos subprodutos de frutas, além do seu potencial para promocéo de saude
e de trazer beneficios ao meio ambiente.

Palavras-chave: Subprodutos de frutas. Bioprocesso. Fermentacdo natural. Compostos
Bioativos.



ABSTRACT

With this research, we investigated the spontaneous fermentation of by-products from the
processing of acerola (Malpighia emarginata D.C., ACE) and guava (Psidium guajava L.,
GUA) at a temperature of 37 °C, at 200 rpm, for 120 hours, evaluating changes in the profile
of bioactive compounds during fermentation. Furthermore, we prepare a flour from these by-
products fermented for 48 hours under the conditions already mentioned. Before fermentation,
physical-chemical characterization analyses of the acerola and guava by-products in natura
were carried out. At intervals of zero, 8, 24, 48, 72 and 120 hours of fermentation, viable cell
counts were performed. The physicochemical parameters, content of bioactive compounds
(phenolic profile and total phenolics, total carotenoids, flavonoids and vitamin C) and
antioxidant activity (FRAP and ABTS) were evaluated at times zero, 48 and 120 hours of
fermentation. Flours from acerola and guava byproducts fermented for 48 hours (ACES and
GUAS, respectively), as well in natura acerola and guava flours (ACE and GUA, respectively)
were evaluated for their physicochemical characteristics, dietary fiber, profile of bioactive
compounds (phenolic compounds, sugars and organic acids) and elemental composition. There
was a significant increase (p<0.05) in the viable cell count in ACE and GUA in 24 h of
fermentation, with the highest viable cell counts (p<0.05) being observed after 24 h for GUA
(8 .9 log CFU/mL) and after 48 h for ACE. There was a decrease in the content of total soluble
solids, an increase in titratable acidity and lactic acid content, and a reduction in pH, for
fermented by-products, as well as for ACES and GUAS (p<0.05). Regarding the colorimetry
parameters of the fermented by-products, there was an increase in luminosity and a reduction
in contrast throughout fermentation, and the treatments presented a tone tending to go from red
to yellowish-red during this period (p<0.05), while for flours, ACES had an increase in
brightness, while GUAS had an increase in contrast. The ascorbic acid content was higher at
zero fermentation time for ACE; however, this value reduced during fermentation (p<0.05), for
GUA, the ascorbic acid content increased with fermentation (p<0.05). Fermentation contributed
to an increase in the content of flavonoids and total phenolics in the fermented by-products,
which possibly favored the greater antioxidant activity observed at all times of fermentation,
especially for ACE. The insoluble fiber content was higher than the soluble fiber content in
fermented flours. Potassium was the predominant mineral found in all flours, followed by
magnesium and manganese, the iron and zinc content increased after fermentation. The
concentrations of fructose and glucose decreased in fermented flours at the same time as there
was an increase in organic acids. Gallic acid was the phenolic compound found in greatest
quantity in acerola flour and hesperidin was the flavone found in greatest quantity in guava
flour. The results indicate that the natural fermentation of by-products from the processing of
acerola and guava, as well as the flour obtained from these fermented by-products, favors an
increase in the content of bioactive compounds and antioxidant activity, indicating that this
process is an alternative to add multifunctionality to by-products fruit, in addition to its potential
to promote health and bring benefits to the environment.

Keywords: Fruit by-products. Bioprocess. Natural fermentation. Bioactive compounds.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de frutas tropicais, ficando atras apenas da
China e da india (MOREIRA-ARAUJO et al., 2019). As frutas nativas ou exdticas cultivadas
no Brasil ganharam popularidade no mercado por seus sabores e cores agradaveis, além de
serem consideradas fontes ricas de compostos bioativos, indispensaveis a boa saude do
organismo (CARVALHO et al., 2017; FDA, 2010; LEONARD et al., 2021). Por serem alimentos
pereciveis, ocorrem muitas perdas ao longo da cadeia produtora, de forma que cerca de 53% de
toda a producdo de frutas no Brasil é destinada ao processamento industrial (IBRAF, 2015) e,
consequentemente, ocorre a formacdo de uma grande quantidade de subprodutos. Existem
poucas alternativas para seu aproveitamento, o que resulta no descarte inadequado destes
subprodutos, que além de prejuizos econdmicos provoca também impactos negativos no meio
ambiente.

A acerola (Malpighia emarginata D.C.) e a goiaba (Psidium guajava L.) sdo frutas de
alto valor nutricional, ricas em compostos fendlicos, vitaminas, minerais e fibras. Seus
consumos estdo associados a uma dieta saudavel, ajudando na prevencédo de doencgas cronicas
ndo transmissiveis (DCNT) (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2018; JAESCHKE; MARCZAK;
MERCALLI, 2016; PAZ et al., 2015). Semelhante ao que ocorre com as demais frutas, a
producdo de acerola e goiaba é destinada, principalmente ao processamento agroindustrial com
geracdo de grandes quantidades de subprodutos, que geram residuos organicos que contribuem
para a poluicdo ambiental (ARAUJO et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2020).

A grande quantidade de subprodutos de frutas gerados do processamento industrial e 0s
problemas causados no meio ambiente, despertou a necessidade do desenvolvimento de estudos
sobre 0 uso de subprodutos de frutas, visto que sdo fontes de muitos compostos bioativos com
inGmeras propriedades, dentre as quais cabe destaque a atividade antioxidante (ARAUJO et al.,
2020; LEITE et al., 2011; SILVA et al., 2014).

Os subprodutos de frutas, como j& mencionado, sdo fontes naturais de bioativos e, a
aplicacdo de determinados bioprocessos pode aumentar a disponibilidade destes compostos,
dando valor agregado para esses materiais (SAGAR et al., 2018). A fermentacdo é um dos
métodos mais antigos de bioprocessamento de alimentos que envolve a acdo de microrganismos
como bactérias e fungos. Além de contribuir para prolongar a vida de prateleira e melhorar as
propriedades organolépticas, a fermentacgdo altera o perfil nutricional dos alimentos através da
conversdo de macronutrientes e liberacdo de peptideos antioxidantes e compostos fendlicos
(LEONARD et al., 2021; TAMANG et al., 2016). Neste contexto, o interesse pela fermentacao



11

permanece alto na comunidade de ciéncia de alimentos, com mais de 5.000 variedades de
produtos alimenticios fermentados desenvolvidos e consumidos em todo o mundo, incluindo
vinho, cerveja, kimchi, queijo e mais recentemente os subprodutos de frutas (ARAUJO et al.,
2020; OLIVEIRA et al., 2020).

A fermentacdo espontanea é um bioprocesso que ocorre quando a microbiota natural
estd em condi¢bes de baixa concentracdo de oxigénio, elevada atividade de &gua, boa
concentracdo de nutrientes e temperatura em torno de 37 °C (DI CAGNO et al., 2013). A
fermentacdo é responsavel por induzir a quebra estrutural das paredes celulares, o que pode
liberar e/ou induzir a sintese de varios compostos bioativos; além disso, esse processo pode
inibir a multiplicacdo de microrganismos patogénicos e deteriorantes, bem como modificar
caracteristicas de sabor, odor e textura dos alimentos (DI CAGNO et al., 2013; KIM; KIM;
KANG, 2019).

Diante do exposto, com o presente estudo objetivou-se realizar a fermentacédo
espontanea de subprodutos de processamento de acerola e goiaba durante 120 horas, bem como
de elaborar uma farinha destes subprodutos fermentados por 48 horas, a fim de avaliar o
possivel efeito deste processo no perfil nutricional, contelido de compostos bioativos e na

atividade antioxidante desses subprodutos fermentados e nas farinhas obtidas a partir deles.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 FRUTAS E SUBPRODUTOS DE FRUTAS

As frutas sdo fonte de carboidratos, acidos organico, minerais, polifendis, vitaminas
hidrossoltveis (vitamina C e vitaminas do complexo B), provitamina A, aminoacidos,
compostos aromaticos, carotenoides, fibras, fitoesterois e outras substancias bioativas da dieta
humana. O teor de &gua das frutas varia de 70 a 90%. Embora as frutas possuam quantidades
pobres de lipidios em sua polpa e casca, esses compostos estdo presentes principalmente em
suas sementes, que ndo s&o comumente consumidas (GOMEZ; MARTINEZ, 2018; OLIVEIRA
etal., 2022; RODRIGUEZ et al., 2021).

Devido as suas propriedades, frutas e subprodutos de frutas sdo uma boa fonte para
extrair compostos bioativos para a producdo de nutracéuticos e alimentos funcionais
(RODRIGUEZ et al., 2021). Alimentos funcionais sdo definidos como “alimentos processados
industrialmente ou naturais que, quando consumidos regularmente em uma dieta diversificada
em niveis eficazes, tém efeitos potencialmente positivos na saide além da nutrigdo basica”. Os
alimentos funcionais possuem valor agregado, como aumento do teor de compostos promotores
de salde, reducdo de componentes indesejaveis e/ou adicdo de novos ingredientes com
propriedades tecnoldgicas (JIMENEZ-MORENO et al., 2020; PENG et al., 2020).

As frutas séo consideradas alimentos funcionais, pois contém quantidades significativas
de compostos bioativos que previnem algumas atividades fisiol6gicas prejudiciais, incluindo
doencas metabdlicas e cardiovasculares (PENG et al., 2020), além de contribuir também com
a prevencdo de cancer, mortalidade prematura e com a redugéo do risco de acidentes vasculares
cerebrais (RODRIGUEZ et al., 2021).

Em relacdo a contaminacdo microbioldgica, as frutas estdo suscetiveis a deterioracéo
microbiana e a contaminacgdo por patdégenos, o que influencia diretamente na sua vida Util,
tornando-a curta. Por outro lado, cada tipo de fruta € um nicho Gnico em termos de composigédo
quimica, disponibilidade de nutrientes, microbiota hospedeira competitiva e compostos
antagonistas naturais, tendo uma microbiota dominante caracteristica, onde as contagens de
células usuais variam de 5 a 7 log UFC/g (DI CAGNO et al., 2013; GARCIA et al., 2016;
RODRIGUEZ et al., 2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/phytosterols
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No entanto, apesar da sua composi¢do quimica e microbioldgica, hd uma grande
quantidade de desperdicio de frutas, o que se deve também a larga producdo desse alimento,
estimada em mais de 900 milhdes de toneladas métricas em 2020, gerando uma grande
quantidade de subproduto (IQBAL; SCHULZ; RIZVI, 2021). O manejo do subproduto do
processamento de frutas € um dos grandes problemas da agroindustria. Geralmente, 0s
produtores descartam toneladas de bagago diretamente nos aterros, 0 que causa Sérios
problemas ambientais (OSORIO; FLOREZ-LOPEZ; GRANDE-TOVAR, 2021).

Os subprodutos sédo residuos obtidos da utilizacdo de matérias-primas na inddstria; ou
seja, sdo o resultado do processamento de alimentos por uma variedade de fontes,
principalmente frutas, vegetais, laticinios, frutos do mar e alimentos processados derivados de
animais. Esses produtos tém impactos ambientais, sociais e econdémicos em todo o mundo.
Durante muito tempo, os subprodutos foram tratados apenas como um problema ambiental,
pois geralmente esses residuos sdo langados em aterros sanitarios ou queimados para producéao
de energia. No entanto, recentemente os subprodutos tém sido valorizados pela comunidade
cientifica devido ao seu potencial uso em alimentos como aditivos alimentares, prebi6ticos,
biocombustiveis, 6leos, na fortificacdo de alimentos e no desenvolvimento de alimentos
funcionais e nutracéuticos (CAMPOS et al., 2020; TRIGO et al., 2020).

Os maiores produtores mundiais de residuos alimentares sdo as industrias de
processamento de frutas, e a quantidade de subprodutos gerados varia de acordo com o produto
de origem, chegando a até 50% da fruta inteira (GOMEZ; MARTINEZ, 2018).
Aproximadamente 40-50% das frutas e vegetais sdo desperdicados em todo o mundo (FAO,
2015). Os subprodutos de frutas s&o compostos por cascas, caules, sementes e/ou bagaco e
contém niveis mais elevados de compostos bioativos e nutricionais do que nas partes
comestiveis das frutas (CAMPOS et al., 2020; SILVA et al., 2014). O subproduto gerado a
partir do processamento das frutas & rico em compostos fendlicos, polissacarideos,
fitoquimicos, fibras alimentares, antioxidantes naturais e varios outros nutrientes que
promovem saude (IQBAL; SCHULZ; RIZVI, 2021). Portanto, o uso benéfico desses

subprodutos tornou-se uma tendéncia crescente na industria de alimentos.

2.1.1 Acerola


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/food-additive
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/prebiotics
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/food-fortification
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996922008997#b0365
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A acerola ou aceroleira (Malpighia emarginata) é uma fruta tropical nativa das ilhas do
Caribe e cultivada em regides de clima tropical e subtropical, incluindo principalmente o Brasil,
que possui as maiores plantagées do mundo (BARROS et al., 2020; MALEGORI et al., 2017).
A acerola possui alto teor de vitamina C e de outros componentes bioativos importantes, como
antocianinas, carotendides, flavonoides e compostos fendlicos (APARICIO-GARCIA et al.,
2020; PRAKASH; BASKARAN, 2018; RIBEIRO; FREITAS, 2020).

O Brasil € 0 maior produtor de acerola, com significativo aumento da producéo ao longo
dos anos, o que se deve a suas condicdes favoraveias em relacdo a posicao geografica, condicdes
de solo e clima (CAVICHIOLI et al., 2014; LEFFA et al., 2015). A producéo de acerola atingiu
um volume de aproximadamente 70 mil toneladas em 2017, com produg¢do maxima na regido
Nordeste que respondeu por 75% da producdo total do pais (BORGES et al., 2021, CAETANO
etal., 2011; PRAKASH; BASKARAN, 2018).

O fruto da acerola caracteriza-se por ser uma fruta pequena, carnosa, variando na sua
forma, tamanho e peso e contém trés pequenas sementes ndo albuminosas de tamanhos
diferentes, envoltas por um endocarpo trilobado reticulado (Figura 1) (BATAGLION et al.,
2015; COSTA et al., 2003).

A fruta de acerola é comumente utilizada na indUstria para producao de polpas, sucos e
geleias, além de apresentar grande potencial para utilizacdo na producdo de suplementos
alimentares que melhoram a resposta imune do organismo devido a presenca de compostos
antioxidantes e alto teor de vitamina C (BELWAL et al., 2018). No entanto, o uso em larga
escala da acerola gera cerca de 40% de subprodutos, sendo 30% de sementes e cascas (bagaco)
da etapa de prensagem e 10% de borra da etapa de clarificagdo do suco (sem bagaco)
(POLETTO et al., 2021).

Figura 1 — Acerola (Malphigia emarginata D.C.

Fonte: Belwal et al. (2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/anthocyanin
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/carotenoid
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/flavonoid
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/phenolic-compound
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814622025754#b0005
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814622025754#b0005
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/antioxidant-agent

15

O subproduto da acerola (Figura 2), formado pela semente e bagacgo, além de ser rico
em compostos bioativos como carotendides, antocianinas, fenodlicos, flavonoides e &cido
ascorbico , também contém altos teores de fibras soltveis e insoliveis (MARQUES et al., 2013;
REZENDE; NOGUEIRA; NARAIN, 2017). Aproximadamente 60% de &cido ascorbico &
relatado nos residuos da acerola, quando comparado a polpa da fruta (REZENDE;
NOGUEIRA; NARAIN, 2017).

Devido a sua composicdo bioativa e consequente atividade antioxidante, o subproduto
de acerola pode promover diversos beneficios a saude, como acdo antienvelhecimento,
reparacdo do sistema nervoso, atividade antiinflamatoria, prevencdo do céancer e
antiaterogenicidade (MISKINIS; NASCIMENTO; COLUSSI, 2022). Logo, levando-se em
consideracdo o potencial bioativo do subproduto do processamento da acerola, é importante
destacar a necessidade do aproveitamento integral desta fruta (fruta e subproduto), promovendo

maior desenvolvimento para a industria de alimentos.

Figura 2— Subproduto de acerola

\7

Fonte: Acervo pessoal (2020).

2.1.2 Goiaba

A goiaba (Psidium guajava L.) é considerada uma importante fruta tropical amplamente
distribuida em regiGes tropicais e subtropicais (SILVA et al., 2018). A producdo global de
goiaba foi de aproximadamente 55,85 milhdes de toneladas em 2019 (KUMAR et al., 2022). A
goiaba é considerada uma fruta rica em compostos bioativos, por ser uma excelente fonte de
fibra dietética, vitaminas, minerais e compostos fenolicos (MURMU; MISHRA, 2018).
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A goiabeira é uma planta de pequeno porte, que pode atingir de 3 a 6 metros de altura.
A fruta apresenta forma arredondada ou baga globosa, ovoide ou piriforme, de 4 a 12 cm de
comprimento (Figura 3) (ALVES; FREITAS, 2007). O consumo de goiaba é conhecido por
reduzir os niveis séricos de colesterol, triglicerideos e hipertensdo, a0 mesmo tempo em que
aumenta o nivel de colesterol HDL (lipoproteina de alta densidade) (MANGARAJ;
GOSWAMI, 2011).

Figura 3 — Goiaba (Psidium guajava L.)

Fonte: Marques et al. (2008).

A goiaba apresenta sabor doce e agradavel, além da rica composicdo de nutrientes e
propriedades terapéuticas. A fruta é consumida in natura e também é formulada em inimeros
produtos de valor agregado, como suco, geleia, compota, néctares e xaropes, por exemplo
(NARVAEZ-CUENCA et al., 2020). Esta fruta e seus subprodutos tém potencial para serem
incorporados a alimentos processados mais saudaveis devido as suas caracteristicas sensoriais
e a presenca de compostos bioativos (KUMAR et al., 2022; LIMA et al., 2019).

A producdo global combinada de goiaba € de cerca de 40 milhdes de toneladas
(IRSHAD et al., 2019). O processamento em larga escala da goiaba em varios produtos gera
uma grande quantidade de subproduto, criando o problema de descarte de residuos. Em
particular, o processamento de uma tonelada métrica de frutos de goiaba produz
aproximadamente 80 kg de subprodutos (LING; CHANG, 2017). Segundo Treichel et al.
(2016), o indice de desperdicio da cultura da goiabeira chega a 30% apds o beneficiamento,
sendo constituido principalmente por sementes com alto valor nutritivo.

O subproduto de goiaba (Figura 4) é uma fonte abundante de varios componentes
nutricionais, incluindo polissacarideos, proteinas, lipidios, minerais, vitaminas, fendlicos,
carotendides e fibras alimentares, juntamente com uma vasta gama de bioatividade e

propriedades funcionais (KUMAR et al., 2022). Sendo assim, é claro a necessidade do
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desenvolvimento de estratégias que visem utilizar os subprodutos do processamento de goiaba

como potencial ingrediente funcional para o desenvolvimento de novos produtos alimenticios.

Figura 4 — Subproduto de goiaba

Fonte: Acervo pessoal (2020).

2.2 APROVEITAMENTO INTEGRAL DOS ALIMENTOS

Segundo a Organizacdo das NagOes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO),
estima-se que 1,3 bilhdes de toneladas de alimentos sdo perdidas e desperdi¢cadas mundialmente
todos os anos, cerca de 33% de tudo que € produzido, podendo alimentar 815 milhGes de
pessoas (FAO, 2018). Ja no Brasil, aproximadamente 26 milhdes de toneladas de alimentos sdo
desperdicadas, dos quais, 5,6 milhdes de toneladas sdo hortalicas, e 5,3 milhGes sdo de frutas
(DOLABELLA, 2018).

Além da perda econdmica, a FAO estima que 0s prejuizos econdmicos provocados pelo
desperdicio de alimentos sejam da ordem de US$ 700 bilhdes do ponto de vista ambiental e
US$ 900 bilhdes na dimensdo social. Sendo assim, ao analisar o tripé da sustentabilidade
(econdmico, ambiental e social), o custo total relacionado ao desperdicio de alimentos situa-se
em torno de US$ 2,6 trilhdes por ano, valor que corresponde ao PIB do Reino Unido, que
atualmente representa a quinta maior economia do mundo (FAO, 2015).

Dada a importancia de reduzir as perdas e o desperdicio de alimentos, a FAO e o
Programa das Nag@es Unidas para o0 Meio Ambiente estdo agora medindo o indice de Perda de
Alimentos e o Indice de Desperdicio de Alimentos para avaliar o progresso em direcdo a Meta
12.3 do Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS) (SANTOS; SILVA; PINTADO,
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2022). Recentemente, a FAO propds o conceito de perda e desperdicio de alimentos, onde
refere-se a perdas que ocorrem ao longo da cadeia de abastecimento de alimentos desde a
colheita até, mas néo incluindo, o nivel de varejo, ja os desperdicios de alimentos ocorrem no
nivel de varejo e consumo (FAO, 2019).

O primeiro relatorio desenvolvido pela FAO mostrou que 14% dos alimentos
produzidos s&o perdidos desde a pds-colheita até, mas ndo incluindo o nivel de varejo, relatou
ainda que frutas e vegetais apresentam as maiores perdas devido a sua natureza altamente
perecivel, uma vez que mais de 20% das frutas e vegetais produzidos em todo 0 mundo séo

perdidos desde a pds-colheita até, mas excluindo, o nivel de varejo (FAO, 2019).

2.2.1 Aproveitamento integral de frutas

Frutas e vegetais geram muitos subprodutos durante o processamento e armazenamento
pos-colheita (COMAN et al., 2020; SHARMA et al., 2021). Cerca de 50% dos subprodutos
gerados a partir do processamento de frutas e hortalicas sdo constituidos de cascas, carocos e
bagacos (PADAYACHEE et al., 2017). Estes subprodutos contém altos niveis de compostos
bioativos, fibra alimentar e proteinas vegetais (BAYRAM et al., 2021; LI et al., 2020;
MOHAMMADI et al., 2022; URBINA; ECELZA; GABLLONDO, 2019). Portanto, por ser um
produto rico nutricionalmente, tornou-se um aspecto importante da cadeia de processamento
(RODA; LAMBRI, 2019).

Os subprodutos sao residuos obtidos da utilizacdo de matérias-primas na industria; ou
seja, sdo o resultado do processamento de alimentos por uma variedade de fontes,
principalmente frutas, vegetais, laticinios, frutos do mar e alimentos processados derivados de
animais. Esses produtos tém impactos ambientais, sociais e econdmicos em todo o mundo
(OLIVEIRA et al., 2022).

Durante muito tempo, os subprodutos foram tratados apenas como um problema
ambiental, pois geralmente esses residuos séo lancados em aterros sanitarios ou queimados para
producdo de energia. No entanto, recentemente os subprodutos tém sido valorizados pela
comunidade cientifica devido ao seu potencial uso em alimentos como fontes naturais novas e
baratas de fibra dietética, pectina, antioxidantes, enzimas, compostos fenodlicos, aditivos
alimentares e suplemento nutricional, para elaboracdo de novos produtos funcionais e

nutracéuticos (Quadro 1).
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Quadro 1 — Subprodutos de frutas: composicao, aplicacdo e principais efeitos no produto final

Subproduto Produto Principais resultados Referéncia
desenvolvido
Subproduto de | Leite de cabra | Modulacdo da microbiota intestinal, | Casarotti
maracuja fermentado aumento de bactérias benéficas et al., 2020
Semente de uva | logurte Inibicdo do crescimento de Escherichia | Ferreira e
coli e Staphylococcus aureus, | Santos,
capacidade antioxidante semelhante a | 2022
antioxidantes sintéticos
Casca de uva Massa (tagliatelle) | Aumento do teor de fibras em (3%), | Balli et al.,
compostos fendlicos retidos ap6s a | 2021
cozedura da massa (6,21 mg/100 g)
Casca de | Maionese Capacidade antioxidante e | Ferreira e
abacate antibacteriana, conteudo fenolico total | Santos,
(197,42 mg/100g) superior  ao | 2022
encontrado na literatura
Subproduto de | Fermentado Aumento da contagem de células | Oliveira et
acerola e goiaba vidveis de lactobacilos probidticos, | al., 2020
aumento de acido  ascorbico,
flavonoides,  fendlicos  totais e
antioxidantes.
Semente de | Oleo essencial Vanilina e &cido vanilico foram os | Narvaez-
goiaba principais compostos fenodlicos, o B- | Cuenca,
sitosterol foi o fitosterol ~mais | 2020
abundante, o y-tocoferol foi o principal
tocoferol, aumento da propor¢do de
acido linoléico.
Subproduto de | Microencapsulado | Aumento  da  concentragdo  de | Rezende,
acerola compostos bioativos e boa atividade | Nogueira,
antioxidante. Narain,
2018
Casca de manga | Extrato Aumento do teor de compostos | Sanchez-
bioativos Mesaetal.,
2020

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Os resultados obtidos nestes estudos comprovam que a utilizagéo de subprodutos de

frutas como suplemento, 6leo essencial ou extrato sdo eficientes para 0 aumento da quantidade

de compostos bioativos e da atividade antioxidante.

2.2.2 Farinha de subproduto de frutas

Embora os subprodutos de frutas sejam produzidos em grande quantidade em todo e
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mundo, tenham chamado a atencdo da comunidade em geral e sejam identificados e
caracterizados como potenciais ingredientes alimentares, fontes de fibras alimentares e
compostos bioativos, eles também sdo explorados de forma pouco lucrativa.

Sendo assim, é importante agregar valor a esses subprodutos de frutas, enfatizando sua
utilizacdo para elaboracéo de ingredientes alimentares que possam ser consumidos diariamente.
As farinhas produzidas a partir de subprodutos de frutas s&o um ingrediente que pode ser
adicionado a diversos produtos alimenticios, melhorando o valor nutricional e as propriedades
dos alimentos processados (RESENDE; FRANCA; OLIVEIRA, 2019).

As farinhas obtidas dos subprodutos de frutas sdo ricas em fibras alimentares, compostos
bioativos, como A&cidos fendlicos e carotenoides (ACOSTA-ESTRADA; GUTIERREZ-
URIBE; SERNA-SALDIVAR, 2014, SANTOS; da SILVA; PINTADO, 2022). As fibras
alimentares podem influenciar as propriedades de hidratacdo, solubilidade e viscosidade dos
alimentos. Além disso, contribuem para retardar a absorcdo de glicose, diminuir o colesterol
total e o colesterol LDL, estimular a fermentacédo intestinal e a producdo de acidos graxos de
cadeia curta, entre outras funcdes (DHINGRA et al., 2012).

As farinhas de subprodutos de frutas e hortalicas, obtida de residuos gerados a partir do
processamento de frutas e hortalicas, apresentou alta fracdo de fibras insoltveis (39%) e
soltveis (9,6%), além de um teor de carboidratos disponiveis de 26% e teor de proteina de 9,5%
(ANDRADE; FERREIRA; GONCALVES, 2016, FERREIRA et al., 2015).

Além de ser fonte de fibras alimentares, as farinhas de subprodutos de frutas também se
destacam pelo seu alto conteudo de compostos bioativos e potencial antioxidante
(GONCALVES et al.,, 2018, SANTOS et al., 2020). Sendo assim, as fibras alimentares
provenientes de subprodutos de frutas ricas em antioxidantes geralmente apresentam altos
teores de polifenois e carotenodides, combinando assim os efeitos benéficos tanto da fibra
alimentar quanto dos antioxidantes, sendo portante uma fibra alimentar antioxidante (LEAO et
al., 2017).

Resende, Franca e Oliveira (2019) avaliaram o teor de fibras alimentares, compostos
bioativos e potencial antioxidante de farinhas obtidas a partir do subproduto do processamento
industrial de frutas de buriti e observaram que essa farinha pode ser classificada como um
ingrediente funcional de altor teor de fibras alimentares, carotenoides e antioxidantes naturais.

As farinhas de subprodutos de frutas também chamam atencdo devido seu potencial
prebidtico. de Andrade et al (2020) avaliaram o potencial efeito prebidtico de farinhas de
subprodutos de frutas (FVBP) e vegetais utilizando digestdo gastrointestinal in vitro e

observaram que essa farinha apresentou efeito  positivo no  crescimento
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de Bifidobacterium e Lactobacillus, destacando que a farinha de FVBP apresentou maior efeito
prebidtico que o frutooligossacarideos (FOS) no aumento do crescimento de Lactobacillus apds
48h de fermentacdo e efeito bifidogénico semelhante ao FOS no crescimento de
Bifidobacterium em 12, 24 e 48 h de fermentacéo.

Um outro estudo realizado por de Melo et al. (2022) avaliou o potencial antioxidante de
farinha de subproduto agroindustrial do bacupari em diferentes estagios de maturacdo e
constataram que essa farinha é fonte potencial de compostos fendlicos e atividade antioxidante,
especialmente a farinha da casca verde, apresentando alto teor de quinina, acido p-cumarico,
acido m-cumérico e formononetina.

Além desses, outras farinhas de subprodutos do processamento industrial de frutas foram
exploradas quanto a sua capacidade bioativa, antioxidante e teor de fibras alimentares, como
por exemplo, farinhas de subprodutos de seriguela (CANGUSSU et al., 2024), farinha de
semente de jaca (XIAN; MAMAT; AZIZ, 2024), farinha de subproduto de abacaxi (CAMPQOS
et al., 2020) e farinha de subproduto de manga (MARTINEZ-OLIVE et al., 2023).

Estes estudos mostram que as farinhas de subprodutos do processamento de frutas podem
ser utilizadas como ingrediente funcional que pode agregar valor a alimentacdo, uma vez que
possuem efeito antioxidante comprovado, o que esta relacionado a sua composicao bioativa,
por ser fonte de compostos fendlicos, carotenoides, acidos organicos, fenolicos, flavonoides e
fibras dietéticas.

2.3 FERMENTACAO: INOVACOES TECNOLOGICAS EM FRUTAS E SUPRODUTOS

Um sistema de fermentacdo é composto fundamentalmente por trés elementos, 0s
microorganismos, o substrato e as condi¢des ambientais. Os microrganismos utilizados para a
fermentagdo sdo muito diversos. Eles incluem bactérias, leveduras e bolores. A fermentagéo
baseia-se na sua acdo sobre o substrato que lhes fornece nutrientes para a multiplicagéo e fins
energéticos. Podem ocorrer vérios tipos de fermentacdo (lactica, alcodlica, propidnica,
malolactica, butirica e etc.) que partilham a mesma caracteristica basica de ser um catabolismo
anaerdbico de compostos organicos cujo rendimento € inferior ao da cadeia respiratoria em
termos de producdo de energia (SEPTEMBRE-MALATERRE; REMIZE; POUCHERET,
2018).
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A fermentacdo € tradicionalmente iniciada por etapas simples de processamento, como
adicdo de sal ou condicdo anaerobica, que levam a um desequilibrio da microbiota natural. A
fermentacao foi implementada em todo o mundo empiricamente com métodos semelhantes e
resultou em uma diversidade muito grande de produtos alimenticios com sabores diferentes
(FRANZ et al., 2014, NURAIDA, 2015, SAGDIC et al., 2014, SINGH; LEE; LEE, 2017). As
frutas e hortalicas fazem parte dos grupos de alimentos que sdo submetidos & fermentacéo,
abrigando um ecossistema multiespécies de bactérias acido laticas (BAL) e leveduras
(SEPTEMBRE-MALATERRE; REMIZE; POUCHERET, 2018).

As BAL sdo microrganismos Gram-positivos ndo formadores de esporos, que podem
apresentar morfologia de cocos ou bacilos (KLAENHAMMER et al., 2002). Sdo oxidase e
catalase negativos, ndo atuam na reducéo de nitratos a nitritos. Sao bactérias que se multiplicam
em temperaturas que variam de 5 a 45 °C com condi¢des 6timas de pH entre 55 e 6,5
(VODNAR; PAUCEAN; DULF, 2010). Sao anaerdbias ou anaerdbias facultativas (CARR,;
CHILL; MAIDA, 2002).

As principais BAL encontradas em frutas sdo: Lactiplantibacillus plantarum,
Levilactobacillus. brevis, Lactiplantibacillus pentosus, Limosilactobacillus fermentum,
Lacticaseibacillus casei, Lacticaseibacillus paracasei e Lactobacillus acidophilus. Estas
bactérias representam uma grande porcdo de microbios autéctones nestes alimentos
(SEPTEMBRE-MALATERRE; REMIZE; POUCHERET, 2018). Podem ser utilizadas nos
processos de fermentacdo de alimentos vegetais, produtos lacteos e carneos (HLADIKOVA et
al., 2012; NIETO-LOZANO et al., 2010).

Os processos de fermentacdo alimentar apresentam varias vantagens, uma vez que
preservam e melhoram a seguranca alimentar, principalmente pela formacdo de &cidos
organicos (lactico, acético, férmico, propidnico, etc.), etanol e compostos antimicrobianos;
além de melhorar o valor nutricional e manter a qualidade organoléptica dos produtos
(RODRIGUEZ et al., 2021). A biopreservacdo pela fermentacdo do &cido latico ocorre
principalmente através da sintese de uma ampla variedade de metabolitos antagonistas, como
acidos organicos, didxido de carbono, etanol, diacetil e peroxido de hidrogénio, compostos
antifangicos (acidos graxos, acido fenil-lactico) e bacteriocinas (BOURDICHON et al., 2012;
DI CAGNO et al., 2013).

No processo de fermentacdo os compostos bioativos sdo obtidos como metabdlitos
secundarios produzidos por microorganismos, seja por fermentacdo submersa, baseada no
cultivo de microorganismos em meio liquido, ou por fermentagdo em estado solido, com a

multiplicacdo microbiana e formacao de produto em meio solido (DEY et al., 2016). As BAL
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sdo capazes de produzir, liberar e/ou aumentar a concentracdo de compostos bioativos
especificos em alimentos fermentados, (LEBLANC et al., 2017) tais como vitaminas, peptideos
e lipidios bioativos e enzimas (SOUZA et al., 2012).

A biodisponibilidade dos polifendis pode ser influenciada positivamente pela
glucosidase, durante a fermentacdo, aumentando assim o potencial de eliminacdo de radicais in
situ, bem como a estimulagcdo putativa das defesas antioxidantes naturais do corpo
(ESCUDERO-LOPEZ et al., 2014; MICHLMAYR; KNEIFEL, 2014). Os peptideos bioativos
sdo gerados durante o processo de fermentacédo atraves da protedlise enzimatica, realizada por
proteases Unicas ou maltiplas, especificas ou inespecificas, de moléculas proteicas maiores,
geralmente sem nenhuma bioatividade (HUMISKI; ALUKO, 2007).

Levando-se em consideracdo as propriedades tecnoldgicas das BAL, ha um crescente
interesse na utilizacdo dessas bactérias na fermentacdo de subprodutos agroindustriais do
processamento de frutas, podendo estes ser direcionados para o desenvolvimento de novos

produtos atrativos com propriedades bioativas.

2.3.1 Fermentacao esponténea em frutas e subprodutos de frutas

Durante os ultimos trés seculos, com a melhoria do conhecimento e das ferramentas
cientificas, a fermentacdo evoluiu de um processo tradicional centrado na comunidade em
pequena escala para um processo de mercado industrializado e controlado em grande escala
com restrigdes associadas, principalmente de seguranca e qualidade. O processo de fermentacédo
é bem controlado e as culturas starters sdo cada vez mais utilizadas (CORSETTI et al.., 2012;
SEPTEMBRE-MALATERRE; REMIZE; POUCHERET, 2018). No entanto, 90% dos
alimentos fermentados em todo o mundo ainda s&o produzidos com flora autoctone natural
(TAMANG et al., 2016).

A fermentacéo de frutas e seus subprodutos pode ser realizada “espontaneamente” pela
microbiota autoctone lactica presente na matéria-prima, ou seja, Lactobacillus spp.,
Leuconostoc spp., Pediococcus spp., Weissella spp., Fructobacillus spp. e Enterococcus spp.
sob condicdes favoraveis de anaerobiose, atividade de agua, concentragéo de sal e temperatura
(RODRIGUEZ et al., 2021).

Durante o processo de fermentacdo espontanea ocorre a multiplicacdo de leveduras e

multiplicacdo de BAL, transformando os acglcares fermentaveis em etanol e acido latico,


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/pediococcus
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resultando no aumento do lactato e na diminuigdo dos agucares redutores, como resposta da via
metabolica das bactérias lacticas e leveduras (CHAGAS JUNIOR et al., 2021; DEUS et al.,
2021; FERNANDEZ-GONZALEZ; PEREZ, 2021).

A fermentacdo provoca mudancas consideraveis que afetam as propriedades
organolépticas (sabor, textura e em menor extensdo a cor), o valor nutricional e a seguranca
microbiana dos alimentos. Logo, o interesse na fermentacdo se da devido a quatro vantagens
potenciais para os alimentos, como a extensdo da vida de prateleira e seguranca microbioldgica,
propriedades de salde nutricional melhoradas, modificacdo organoléptica e producdo de
principios ativos de interesse (HUSSAIN et al., 2016; SEPTEMBRE-MALATERRE;
REMIZE; POUCHERET, 2018).

Abbasi-Parizad et al. (2022) obtiveram resultados positivos ao avaliarem o efeito da
fermentacdo espontanea em subprodutos de tomate e uva, 0 que resultou na melhora da
atividade antioxidante, além de melhorar e preservar a atividade anti-inflamatéria dos extratos
e elevar o teor de alguns estilbenos, acidos fenolicos e flavonoides. Chen et al. (2022) avaliaram
o perfil de compostos volateis em vinho Petit Verdot quando este foi submetido a fermentagédo
espontanea e inoculada, relatando que o vinho submetido a fermentacéo espontanea resultou
em vinhos com caracteristicas mais aromaticas e regionais devido ao teor significativamente
maior e variado de &lcoois superiores e ésteres de acetato, o qué, segundo a andlise de
correlacdo, ocorreu devido a acdo fermentativa das bactérias presentes espontaneamente no
vinho (Bacillus , Leuconostoc , Paenibacillus e Ralstonia).

Embora ainda seja escasso na literatura o efeito da fermentacdo espontanea em frutas e
subprodutos de frutas, os relatos (HUSSAIN et al., 2016; SEPTEMBRE-MALATERRE;
REMIZE; POUCHERET, 2018) comprovam que a fermentacao espontanea pode ser eficiente
no aumento da quantidade de compostos bioativos e atividade antioxidante de alimentos
fermentados. Novos direcionamentos para os subprodutos de frutas sdo necessarios para a
industria, sendo a fermentacdo espontanea uma tecnologia que merece destaque, uma vez que
através desta pode-se proporcionar um substrato com alto teor de compostos bioativos,
atividade antioxidante, presenca de bactérias benéficas e apelo funcional, criando novas

oportunidades para a producdo de alimentos funcionais e/ou suplementos alimentares.


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/organoleptic-property
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/organoleptic-property
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/nutritive-value
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/stilbene
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/phenolic-acids
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/flavonoid
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DA MATERIA-PRIMA E LOCAL DE EXECUCAO

Os subprodutos de acerola (Malpighia emarginata D.C.) e goiaba (Psidium guajava L.)
foram obtidos de empresas de processamento de polpas de fruta localizadas nas cidades de
Lavras da Mangabeira — CE e Jodo Pessoa - PB. As amostras (aproximadamente 500 g cada)
foram coletadas de quatro lotes de processamento de frutas, agrupados por um total de,
aproximadamente, seis kg para cada espécie de fruta. Cada tipo de subproduto foi embalado
separadamente em sacos de polietileno herméticos, colocados em caixas isotérmicas com gelo
e transportadas para o Laboratdrio de Bromatologia (LB/CCS/UFPB) da Universidade Federal
da Paraiba, Campus I, Jodo Pessoa - PB, onde foram armazenados a -18 +2 °C, até a realizagéo
dos ensaios.

A fermentacdo dos subprodutos do processamento de acerola e goiaba, bem como a
producdo das farinhas obtidas destes subprodutos, foi realizada no Laboratério de Bromatologia
(LB/CCS/UFPB). As analises microbioldgicas foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia e Bioquimica de Alimentos (LMBA/CCS/UFPB), as anélises fisicas e fisico-
quimicas (acidez, pH, soélidos sollveis totais, umidade, cinzas, atividade de &gua e
decolorimetria) foram realizadas no Laboratério de Bromatologia (LB/CCS/UFPB),
pertencentes ao Departamento de Nutricdo, Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Campus |, Jodo Pessoa - PB; a determinacdo de
compostos fenolicos e flavonoides totais, carotendides e da atividade antioxidante foi realizada
no Laboratério de Bromatologia (LABROM), Unidade Académica de Saude (UAS), Centro de
Educacao e Saude (CES), Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Campus de Cuite
- PB; o teor de &cido ascorbico foi analisado no Laboratorio de Processamento de Alimentos
(LPA), Centro de Tecnologia e Desenvolvimento Regional (CTDR), UFPB, Jodo Pessoa - PB;
a determinacdo de fibras dietéticas totais, insoluveis e sollveis foram realizadas no Laboratério
de Analise de Alimentos (LANALI), no Centro Universitario Uniesp, Jodo Pessoa - PB; o perfil
de compostos fendlicos, bem como a determinacédo de agucares e acidos organicos foi realizada
no Laboratério Experimental de Alimentos (LEA), Departamento de Tecnologia de Alimentos,
Instituto Federal do Sertdo Pernambucano, Petrolina - PE; a andlise de macrominerais e

oligoelementos foi desenvolvida no Ndcleo de Pesquisa e Extensdo de Combustivel e de
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Materiais (LACOM), no Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza (CCEN), da UFPB, Campus
I, Jodo Pessoa - PB.

Na Figura 5 esta apresentado, de forma resumida, um fluxograma abrangendo o desenho
experimental que compde esse trabalho. Todos os ensaios foram realizados em triplicata, em

dois experimentos diferentes.

Figura 5 - Desenho experimental do estudo

Subprodutos de acerola e
goiaba in natura

Fermentacio espontanea Condicdes de
dos subprodutos de fermentagdo: aerobiose,
acerola e qoiaba 37°C, 200 rpm, 120 horas.
|
Contagem de células viaveis Caraterizagao fisica e fisico- Obtencfio das farinhas de
de Bactérias Acido Léticas quimica, determinacéo de subprodutos de acerola e
(BAL) nos tempo 0, 8, 24, 48, compostos bioativos e goiaba fermentados
72 e 120 horas. atividade antioxidante nos espontaneamente por 48 horas.
tempos 0, 48 e 120 horas.

Caracterizagdo fisica e fisico-
quimica, determinagéo de
fibras alimentares, composi¢do
elementar e perfil de
compostos fendlicos.

Fonte: Autores, 2020.

3.2 FERMENTACAO ESPONTANEA DOS SUBPRODUTOS DE FRUTAS

Para preparacdo dos fermentados, os subprodutos de acerola e goiaba foram diluidos em
agua destilada esterilizada numa proporcéo de 1:5 (p:v) incorporados diretamente em frasco de
vidro estéril com tampa e levados a fermentacdo sob aerobiose em agitador orbital (Tecnal,
Piracicaba, S&o Paulo, Brasil) a uma temperatura controlada de 37 °C, com agitacéo de 200 rpm
(Rotag&o por Minuto) durante 120 horas ininterruptas. Durante os intervalos dos tempos zero
(Figura 6), 8, 24, 48, 72 e 120 horas de fermentacéo, foi realizada a contagem de células viaveis

dos subprodutos fermentados.
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Figura 6. Subprodutos de acerola (2) e goiaba (b) no tempo 0 da fermentago.

(b)

Fonte: Acervo pessoal, 2023.

3.2.1 Contagem de células viéveis durante 120 horas de fermentagédo

A viabilidade celular das bactérias lacticas totais (BAL) dos subprodutos levados a
fermentagdo espontanea foi avaliada nos intervalos de tempo de 0, 8, 24, 48, 72 e 120 horas.

Para a contagem de células vidveis nos subprodutos fermentados, uma amostra de cada
tratamento foi diluida em &gua peptonada estéril (HiMedia, Mumbai, india) (0,1 g 100/mL), e,
em seguida, homogeneizada e diluida em série (1:9, 10" a 10%) com o mesmo diluente. Uma
amostra de 10 pL de cada diluicdo foi inoculada em placas de agar MRS, usando a técnica de
inoculacdo por microgota (HERIGSTAD; HAMILTON; HEERSINK, 2001) e incubadas
durante 48 horas a 37 °C sob anaerobiose (Anaerogen System Anaerogen, Oxoid). Os

resultados foram expressos em log UFC/mL.

3.3 CARACTERIZACAO E AVALIACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS E DA
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS SUBPRODUTO FERMENTADOS
ESPONTANEAMENTE
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Os subprodutos in natura e fermentados, foram caracterizados de acordo com o0s
seguintes parametros: cor, pH, acidez titulavel e solidos sollveis totais (°Brix). Foram
determinados os compostos bioativos (perfil e total de compostos fenolicos, flavonoides totais,
carotenoides totais e vitamina C) e a atividade antioxidante (ABTS e FRAP), segundo
metodologias descritas a seguir. Todas as analises descritas abaixo foram realizadas tanto nos

subprodutos de frutas fermentado, como nos subprodutos in natura.

3.3.1 Determinacdo das caracteristicas fisico-quimicas

A cor dos subprodutos foi analisada pelo sistema CIELab: L* (0: escuro, 100: branco),
a* (valor negativo: verde, valor positivo: vermelho) e b* (valor negativo: azul, valor positivo:
amarelo) de acordo com a Comissdo Internacional de lluminagdo (CIE, 1986). O calculo do
angulo Hue (°Hue) e croma (C) foi desenvolvido, segundo Liu et al. (2010), por meio da
equacdo 1.

°Hue = arctan (b* /a*) e C = (a*2 + b*2)1/2 (Eq. 1)

Os valores de pH foram estipulados utilizando 10 g da amostra homogeneizada e um
potenciémetro com eletrodo de vidro combinado, calibrado com solucéo tampéo pH 7,0 e 4,0
(AOAC, 2016). A acidez titulavel (AT) foi estabelecido por titulometria com NaOH 0,1 M na
usando fenolftaleina como indicador. Para o calculo, utilizou-se a Equacéo 2.

AT (%) =V xfx100/P xc (Eq. 2)

Onde “V’ é nimero de mL da solugdo de hidréxido de sédio 0,1 ou 0,01 M gasto na
titulacdo, ‘f> é o fator de correcdo da solugédo de hidroxido de sodio 0,1 ou 0,01 M, ‘P’ é o
numero de g da amostra usado na titulacdo e ‘c’ € a corre¢do para solucdo de NaOH 1 M (10
para solucdo NaOH 0,1 M e 100 para solu¢cdo NaOH 0,01 M) (AOAC, 2016). Os resultados
foram expressos em g/100 g da amostra.

Solidos sollveis totais (°Brix): Amostras de cinco gramas dos subprodutos foram
homogeneizadas com um processador de alimentos e determinadas utilizando um refratbmetro
digital. Os resultados foram apresentados como g de SST/100 g da amostra (GUERRA et al.,
2016).
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3.3.2 Determinacdo do contetido de &cido ascorbico e carotenoides totais

O conteudo de acido ascérbico foi estipulado segundo o método de Tillman’s. Apoés a
padroniz¢ao da solugdo Tillman’s, titulou-se as amostras a partir de uma aliquota de 10 mL da
solucdo contendo os subprodutos de fruta, tanto in natura como fermentados, que foram
previamente filtradas em papel filtro qualitativo (125mm), e solucdo &cida de 2,6 diclorofenol
na proporgdo 1:1 em erlenmayer de 250 mL. Em seguida, realizou-se a titulagdo das amostras
agitando constantemente até aparecimento de coloracdo ligeiramente rosada, permanente por
cerca de 15 segundos. Anotou-se o volume de solugdo de Tillman’s gasto que reagiu com a
solucdo. Repetiu-se trés vezes este mesmo procedimento para cada amostra de subproduto de
fruta fermentado e in natura, conforme descrito no método usando a solugdo de corante 2,6-
diclorofenol-indofenol. O contetdo total de &cido ascorbico foi expresso em mg por 100 g da
amostra (mg/100g) (AOAC, 2016).

Para analise de carotenoides totais, utilizou-se a metodologia empregada por
Lichtenthaler e Buschmann (2001). Para tal, pesou-se 1 grama da amostra em tubos de ensaio
envoltos com papel aluminio, em seguida, 10 mL de acetona foi adicionada em cada tubo,
agitada por 30 segundos em agitador de tubos e filtrado em papel filtro qualitativo (125mm). A
amostra foi lida em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 470 nm, 645 nm e 662
nm, contra o branco constituido de acetona. O conteldo total de carotenoides foi apresentado

em mg por 100 g da amostra (mg/100).

3.3.3 Determinacéo do conteudo total de fendlicos e flavonoides

Para a determinagdo do conteudo total de fendlicos e flavonoides preparou-se
previamente um extrato das amostras. Para tal, 2 g dos subprodutos foram homogeneizados em
10 mL de metanol a 80% por 10 min usando um mini-Turrax; apds homogeneizacao, os extratos
ficaram em descanso por 24 horas e, posteriormente, filtrados com um papel de filtro de 125
mm.

O contetdo de fendlicos totais foi estipulado utilizando o método de Folin-Ciocalteu.

Para tal, 250 pL de cada extrato serd misturado em tubo de ensaio com 1250 pL do reagente
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Folin-Ciocalteau a 10%. As solucGes foram agitadas em Vortex e armazenadas em temperatura
ambiente (25 £0,5 °C) na auséncia da luz por 6 min. Apds, adicionou-se 1 mL da solucdo de
carbonato de sodio a 7,5%. A mistura foi levada ao banho maria a uma temperatura de 50 £0,5
°C durante 5 min. Apds, a absorbancia foi mensurada a 765 nm utilizando espectrofotémetro.
Também foi realizado um branco com a auséncia dos extratos para zerar o espectrofotdmetro.
O contetdo de compostos fendlicos totais das amostras foi definido utilizando uma curva
padrdo preparada com acido galico. Os resultados foram determinados em mg equivalentes de
acido galico (EAG) por 100 gramas de amostra (mg EAG/100 g) (LIU et al., 2002).

A indicacgéo do teor total de flavonoides foi realizada segundo metodologia descrita por
Guevara-Figueroa et al. (2010). Uma aliquota de 0,5 mL dos extratos fendlicos foi adicionada
a 2 mL de agua destilada em um tubo de ensaio. Em seguida, adicionou-se 150 pL de nitrito de
sodio a 5%. Apds 5 min, 150 L de cloreto de aluminio a 10% foram adicionados e, ap6s 6
min, 1 mL de hidréxido de sédio a 1 M, seguido pela adicdo de 1,2 mL de &4gua destilada. A
absorbancia da amostra foi medida a 510 nm usando um espectrofotdmetro contra um branco
na auséncia dos extratos. O teor de flavonoides totais foi mensurado usando uma curva padrao
de equivalentes de catequina (EC). Os resultados foram expressos em mg equivalentes de

catequina (EC) por 100 gramas de amostra (mg EC/100 g).

3.3.4 Determinacao do perfil dos compostos fendlicos

Para preparo do extrato para analise de compostos fendlicos, 5g dos subprodutos foram
homogeneizados em aparelho mini-Turrax (Tecnal) com 5 mL de metanol 80% (Sigma-
Aldrich), em seguida, os extratos foram centrifugados (9000 x g, 15 min, 4°C) (NT — 815,
Tecnal) e filtrados em filtros de polipropileno com membranas de 0,45 um (Millex Millipore,
Barueri, SP, Brasil).

Os compostos fenolicos individuais foram determinados com cromatdgrafo liquido de
alta eficiéncia, com adaptacdes de gradiente e tempo de execucdo para quantificar diferentes
classes fendlicas usando um cromatdgrafo liquido Agilent 1260 Infinity System LC (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EUA) acoplado a um detector de arranjo de diodos (DAD )
(G1315D). A coluna foi uma Zorbax Eclipse Plus RP-C18 (100 x 4.6 mm, 3.5 um) ¢ a pré-
coluna foi uma Zorbax C18 (12.6 x 4.6 mm, 5 um) (Agilent Technologies). A temperatura do
forno foi de 35°C e o volume de inje¢ao foi de 20 pL diluido na fase A e filtrado com filtro de

0,45 um (Millex Millipore). O fluxo de solvente foi de 0.8 mL/min; novo gradiente utilizado
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na separacdo foi de zero a 5 min: 5% B; 5-14 min: 23% B; 14-30 min: 50% B; 30-33 min:
80% B, onde o solvente A foi uma solugéo de acido fosforico (0.1 M, pH = 2.0) e o solvente B
metanol acidificado com 0.5% de H3PO4. Os dados foram processados com o software
OpenLAB CDS ChemStation Edition (Agilent Technologies). A deteccéo de fendlicos foi feita
em 220, 280, 320, 360 e 520 nm. A identificacdo e quantificagdo foram feitas por comparagéo
com padrdes externos (Sigma-Aldrich). Os resultados foram expressos em mg de fendlico para
100 g de amostra (mg/100g) (PADILHA et al., 2017).

3.3.5 Atividade Antioxidante

Métodos distintos foram utilizados para avaliar a atividade antioxidante dos subprodutos
de frutas fermentados e in natura, os quais: ABTS (2,2-azino-bis (3-etilbenzo-tiazoline)-6-
sulfonic acid) e FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma).

Previamente, foi preparado um extrato de cada subproduto. Para isso, 2 g da amostra foi
homogeneizada em 10 mL de metanol a 80% por 10 min usando um mini-Turrax, apos
homogeneizacdo, os extratos foram mantidos em descanso por 24 horas, seguindo-se por
filtracdo em papel filtro qualitativo 125 mm.

Capacidade Redutora de Ferro — FRAP: a capacidade dos extratos em reduzir o ion
férrico (Fe3+) a ion ferroso (Fe2+) foram mensuradas pelo método FRAP, adaptado segundo
Rockenbach et al. (2011). Inicialmente, foi preparado o reagente FRAP com solucdo tampé&o
acetato de sédio anidro 0,3 M (pH 3,6), TPTZ (2,4,6-tris (2-pyridyl)-s-triazine) a 10 mM/L em
uma solucéo de HCI a 40 mM e cloreto férrico (FeCl3) a 20 mM. Em uma aliquota de 200 pL
do extrato foram adicionados 1800 pL da solu¢cdo FRAP. Em sequéncia, os tubos contendo o
extrato e a solucdo FRAP foram agitados e levados ao banho-maria a 37 °C por 30 min. A
absorbancia foi mensurada a 593 nm em espectrofotdmetro. A curva padréo foi obtida com
Trolox 1 mM e os resultados apresentados em M Trolox por g da amostra (uM Trolox/g).

Capacidade antioxidante equivalente a Trolox — ABTSe+: a capacidade dos extratos em
capturar o cation ABTS<+ (2,2-azino-bis (3-etilbenzo-tiazoline)-6-sulfonic acid), foi obtida
pelo método ABTSe+. Inicialmente, foi preparado o reagente ABTSe+, que é obtido pela reacdo
de 5 mL de ABTS a 7 mM com 88 pL de persulfato de potassio a 140 mM (concentracao final
de 2,45 mM), segundo método de Sariburun et al. (2010). Posteriormente, essa solucdo foi

mantida em repouso, a temperatura ambiente de 12 a 16 horas em auséncia de luz, para
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formagdo do ABTS«+. Uma vez formado, o mesmo foi diluido com agua destilada até obter
valor de absorbancia de 0,800 — 0,900 a 734 nm. A leitura da absorbancia foi feita a 734 nm em
espectrofotbmetro, com a mistura de reacéo (600 L) contendo 100 pL da amostra e 500 pL de
solucdo ABTSe<+. Também foi feita uma solucdo “controle” que consiste em uma aliquota de
100 pL do solvente extrator dos extratos adicionada de 500 pL do radical ABTS<+. A solucdo
“branca” é 0 solvente extrator de cada extrato, utilizada para zerar o espectrofotdmetro. Como
referéncia, utilizou-se o Trolox e os resultados foram expressos em pM trolox por g da amostra

(umol Trolox/g).

3.4  ELABORACAO DASFARINHAS OBTIDAS DOS SUBPRODUTOS DE ACEROLA
E GOIABA FERMENTADOS ESPONTANEAMENTE

As farinha foram obtidas dos subprodutos fermentados espontaneamente por 48 horas
seguindo as condicOes descritas no topico 3.2 e dos subprodutos de acerola e goiaba in natura.
O tempo de fermentacdo selecionado para producéo das farinhas foi escolhido de acordo com
os dados observados na primeira parte do estudo, onde os subprodutos de acerola e goiaba
fermentados por 48 horas apresentaram melhor contagem de BAL e resposta favoravel em
relacdo ao contetdo de compostos bioativos e atividade antioxidante, quando comparado aos
outros tempos de fermentacdo. Para obtencdo das farinhas os subprodutos in natura e 0s
fermentados foram submetidos a liofilizacdo a -55 + 2°C, com presséo de vacuo de <138 pHG
e uma taxa de liofilizagdo de 1 mm/h, por aproximadamente 24 h usando um liofilizador de
bancada (LIOTOPfi, Modelo L-101, Sdo Carlos-SP, Brasil). Em seguida foram moidos em
moinho multiuso (modelo TE 631/2, Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) e peneirados em peneira
de malha 40 (425 pm). As farinhas de subprodutos de acerola e goiaba in natura (ACE e GUA,
respectivamente) e fermentadas (ACES e GUAS) (Figura 7) resultante foram armazenadas em
sacos de polietileno de baixa densidade com 140 um de espessura, envoltas em papel laminado

e congeladas a -20°C para andlises posteriores.
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Figura 7. Farinhas de subprodutos de acerola e goiaba in natura e fermentadas.

Fonte: Acervo pessoal, 2023.

35 CARACTERIZACAO E AVALIACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DAS
FARINHAS in natura E FERMENTADAS ESPONTANEAMENTE

3.5.1 Determinacdo da cor instrumental e das caracteristicas fisico-quimicas

A determinacdo da cor instrumental foi realizada em colorimetro (Konica Minoltae, CR
400, Osaka, Japan), utilizando o sistema CIELAB (CIE, 1986). No espaco colorimétrico
CIELAB, definido por L*, a*, b*, a coordenada L* corresponde a luminosidade, a* e b*
referem-se as coordenadas de cromaticidade verde(-)/vermelho(+) e azul(-)/amarelo(+),
respectivamente.

As avaliacdes fisico-quimicas das farinhas envolveram a determinacdo do pH, acidez
titulavel (AT), atividade de agua (Aw), umidade e cinzas, que foram determinados usando
procedimentos padrdo (AOAC, 2019). Os valores de pH foram medidos usando um
potencidmetro com eletrodo de vidro combinado (Q400AS, Diadema, SP, Brasil), a AT foi
medida titulando amostras com NaOH 0,1 N, a atividade de agua a 25°C + 1 foi determinada
por leitura direta com equipamento Aqualab (Meter®, AqualLab Série 4TEV, S&o José dos
Campos, SP, Brasil); o teor de umidade foi determinado por secagem em estufa estabilizada a
105°C até obtencdo de massa constante e o teor de cinzas (residuo mineral fixo — RMF) foi

quantificado por carbonizagédo seguida de incineracdo em forno mufla (Jung®, modelo 0612,
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Blumenau, SC, Brasil) estabilizado a 550 °C. Os contetdos de fibras totais, insoltvel e soltvel
foram determinados usando um método enzimatico-gravimétrico (HORWITZ et al., 2005;
PROSKY et al., 1988).

3.5.2 Determinacéo de macroelementos (K e Mg) e oligoelementos (Mn, Fe e Zn)

Para determinacdo de minerais, realizou-se a digestdo acida das amostras assistida por
micro-ondas (Berghof Speedwave Entry EQ-118, Rio de Janeiro, RJ, Brasil).
Aproximadamente 400 mg de cada amostra de farinha foi pesada com preciséo e transferida
para frascos de Teflon®, seguido da adicdo de 12,0 mL de HNO3 concentrado. A seguinte
rampa de aquecimento foi utilizada: aquecimento a 170°C por 5 min, aquecimento a 190°C e
mantido a essa temperatura por 15 min, em seguida a temperatura foi reduzida a 50 °C e mantida
por 10 min. Durante todo o programa de aquecimento, a pressao esteve entre 80 e 90 Pa. Em
seguida, as amostras foram dissolvidas em agua ultrapura e transferidas para baldes
volumetricos de 10,0 mL.

A determinacdo dos minerais foi realizada segundo metodologia descrita por Dutra et
al. (2019). Para tal, utilizou-se um espectrometro de absor¢do atdmica por chama, modelo AA-
500 (Shimadzu AA-6300, Barueri, Sdo Paulo, Brasil) equipado com atomizador de chama (F-
AAS), forno de grafite (GF-AAS) e injetor automatico de amostras. A deteccdo dos metais
estudados foi feita em chama composta por ar sintético e gas acetileno, com acetileno de alta
pureza (99,0%v/v) com vazbes de 150 L min'e 2,0 L min™!, respectivamente. Os
comprimentos de onda das lampadas foram de 324,8 (K), 285,2 (Mg), 279,5 (Mn), 248,3 (Fe)
e 212,9 (Zn). Solugdes monoelementares de referéncia (Vetec®, Dugue de Caxias, RJ, Brasil)
foram utilizadas para construir as curvas analiticas, por meio de diluicdes sucessivas das

solugdes estoque de 1000 mgL ! de K, Mg, Mn, Fe e Zn.

3.5.3 Determinacao do perfil de acucares e acidos organicos

Para determinar os teores de agUcares e acidos organicos, foi preparado o extrato aquoso
das farinhas. Assim, 2 g de amostra foram homogeneizados com 10 mL de agua ultrapurificada
(Milli-Q ® Integral Water Purification System, EMD Millipore, Billerica, MA, EUA) por 10
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min em triturador/homogeneizador Turratec (TE-102-Tecnal®, Piracicaba, SP, Brasil). A
suspensdo foi centrifugada (4000xg, 15 min, a 4°C) e o sobrenadante foi filtrado em filtro de
0,45 um (Millex Millipore, Barueri, SP, Brasil).

Posteriormente, foi realizada uma injecdo do extrato em sistema de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), com um sistema LC 1260 Infinity (Agilent Technologies,
Santa Clara, Califérnia, EUA) equipado com uma bomba de solvente quaternario (modelo
G1311C), desgaseificador, compartimento de coluna termostato (modelo G1316A) e
amostrador automatico (modelo G1329B) acoplado a um detector de matriz de diodo (DAD)
(modelo G1315D) e detector de indice de refracdo (RID) (modelo G1362A). Durante a analise,
a coluna Agilent Hi-Plex H (300 x 7.7 mm) com tamanho de particula de 8,0 pum ¢ coluna de
guarda PL Hi-Plex H (5 x 3 mm) (Agilent Technologies) foram mantidas a 50°C, o volume de
injecdo foi de 10 uL, vazdo de 0,5 mL/min, fase mével H2SO4 a 4,0 mM em agua ultrapura e
corrida de 20 min. Os dados obtidos foram processados usando OpenLAB CDS ChemStation
EditionTM (Agilent Technologies). Os picos e as areas médias de pico foram utilizados para
quantificacdo de amostras de CLAE comparando seus tempos de retencdo com os padrbes de
acidos organicos e agucares (COELHO et al., 2018, PADILHA et al., 2017, BATISTA et al.,
2018, LIMA et al., 2019). Os resultados de agUcares e acidos organicos foram expressos como

g por 100g de amostra (g/100g).

3.5.4 Determinacao do perfil dos compostos fenélicos

A determinacdo do perfil dos compostos fendlicos seguiu a metodologia descrita no
topico 3.3.4.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Todas os experimentos foram realizados em triplicata com réplicas independentes e 0s
resultados expressos como a média dos testes. As andlises estatisticas serdo realizadas para
determinar diferencas significativas (p < 0,05) entre os resultados usando o teste t de Student
ou analise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. Essas analises foram realizadas
no software computacional GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA).
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A analise de componentes principais (ACP), foi aplicada para avaliar a correlacdo da
matriz entre contagens de células vidveis de BAL, carotendides totais, flavondides totais, acido
ascorbico, fendlicos totais, perfil fendlico e atividade antioxidante durante a fermentacdo. Além
disso, a ACP também foi utilizada para avaliar a matriz de correlacdo entre o perfil fendlico e
o perfil de agUcares e &cidos organicos nas amostras de farinha. Para realizar a ACP, utilizou-
se 0s programa XLSTAT versdo 2019.2.2.59614 (Addinsoft 2019; solugdo estatistica e analise
de dados XLSTAT. Boston, MA, EUA) e o software RStudio vers&o 4.3.1 (Copyright® 2023;

R Foundation for Statistical Computing).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo produzidos durante o desenvolvimento da tese estdo expostos em
formato de artigos cientificos, submetidos em revistas cientificas indexadas na area de Ciéncia

e Tecnologia de Alimentos e formatados de acordo com as normas dos periodicos.

4.1 ARTIGO 1 - Spontaneous fermentation improves the physicochemical characteristics,
bioactive compounds, and antioxidant activity of acerola (Malpighia Emarginata D.C.)
and guava (Psidium Guajava L.) fruit processing by-products.

(Artigo aceito no periodico 3 Biotech, Fator de Impacto 3,1)

4.2 ARTIGO 2 - Effect of spontaneous fermentation on the nutritional and bioactive
properties and elemental composition of flours from by-products of acerola (Malpighia
Emarginata D.C.) and guava (Psidium Guajava L.) Processing.

(Artigo submetido no periddico 3 Biotech, Fator de Impacto 3,1)
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Spontaneous fermentation improves the physicochemical
characteristics, bioactive compounds, and antioxidant activity

of acerola (Malpighia emarginata D.C.) and guava (Psidium guajava L.)
fruit processing by-products
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Abstract

This study aimed to investigate the effects of spontaneons fermentation on physicochemical characteristics, bioactive com-
prounds, and antioxidant activity of acerola and guava fruwit industrial by-prodocts. Viable cell counis of lactic acid bacterial
(LAR) in acersla and guava by-products were 2 5.0 log CFUmL. from 24 h up o 120 h of fermentation. Fermented scerola
and guava by-produces had increased lominosity and decreased contrast. Contents of total soluble solids and pH decreased.
and titrable acidity increased in acerola and guava by-products during fermentation. Ascorbic acid contents decreased in
acercla by-prodoct and increased in guava by-product during fermentation. Different phenolic compounds were found in
acerola and guava by-products during fermentation. Fermented acerola and guava by-products had increased contents of total
flavonoids, eotal phenolics, and antioxidant activity. The contents of total Aavonoids and total phenolics positively correlated
with antioxidant activity in fermented acernola and guava by-products. These resulis indicate that sponaneous fermentation
could be a sirategy o improve the contents of binactive compounds and the antioxidant activity of acerola and guava by-
produces. adding valoe and funcrionalities 1o these agro-industrial residues.

Keywords Fruit by-producis - Spontaneous fermentation - Phenolic compounds - Antioxidan properties
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Jaeschke et al. 2016; Paz et al. 2005). A significant part of
Acerola (Malpighia glebra 1.} and guava (Psidisen guayeba the acerola and guava production is directed 1o agro-indus-
L.y are fruit rich in phenolic compounds, vitardins, minerals, trial processing, with the production of large amounts of by-

amnd fiber, and their consumption has been associated with products commonly discarded in the environment (Aradjo
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ARTIGO 2

Efeito da fermentacdo espontanea nas propriedade nutricionais, bioativas e composi¢ao
elementar de farinhas de subprodutos do processamento de acerola (Malpighia emarginata
D.C.) e goiaba (Psidium guajava L.)

Titulo resumido: Farinha de subprodutos de frutas fermentados espontaneamente

Resumo

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos da fermentacéo espontanea no perfil nutricional
de farinhas dos subprodutos do processamento de acerola e goiaba. Para isso, foram avaliados os
efeitos de uma fermentacao espontanea por 48 horas nas caracteristicas fisico-quimicas e teores de
diferentes compostos bioativos de farinhas obtidas do subproduto do processamento de acerola e
goiaba. Houve uma reducdo do pH e aumento da acidez nas farinhas fermentadas, o teor de
umidade, de cinzas e da atividade de &gua estiveram de acordo com o esperado. A farinha de
subproduto de acerola fermentada teve um aumento de luminosidade, enquanto que a farinha de
goiaba fermentada teve um aumento no contraste. O teor de fibras insoluveis foi superior ao de
fibras sollveis nas farinhas fermentadas, no entanto, estdo de acordo com o esperado para
suplementos de fibras. O potassio foi 0 mineral predominante encontrado em todas as farinhas,
seguido do magnésio e manganés, o contetdo de ferro e zinco aumentaram apos a fermentacgdo. As
concentracOes de frutose e glicose diminuiram nas farinhas fermentadas ao mesmo tempo em que
houve aumento dos &cidos organicos. O &cido galico foi o composto fendlico encontrado em maior
quantidade nas farinhas de acerola e a hesperidina foi a flavona encontrada em maior quantidade
nas farinhas de goiaba. Estes resultados indicam que a producdo de farinhas derivadas de
subprodutos fermentados de acerola e goiaba sdo uma alternativa valiosa para agregar valor a esses
subprodutos agroindustriais, contribuindo com a promocao da satde.

Palavras-chaves: Fruit by-products; spontaneous fermentation; minerals; dietary fiber;
phenolic compounds.

1. Introducéo

O crescimento da populagdo mundial nos ultimos anos levou a um aumento substancial na
producdo de alimentos e consequentemente de formagdo de residuos sélidos causadores de
impactos ambientais negativos, sendo motivo de grande preocupacéo por parte das industrias e dos
orgdos de protecdo ambiental. Anualmente sdo gerados milhares de milhGes de toneladas de
subprodutos provenientes da agricultura e da transformagdo alimentar, o que provoca graves
problemas, ndo s6 para 0 meio ambiente, mas também para a saude humana e economia, como
também para a seguranca alimentar (Lai et al., 2017; Mattsson, Williams e Berghel, 2018).

A acerola (Malpighia emarginata DC) e a goiaba (Psidium guajava L.) s&o frutas tropicais
conhecidas por seu alto valor nutricional e teor de compostos bioativos associados a diversas

propriedades promotoras de saude (Alvarez-Suarez, 2018; Silva, Duarte e Barrozo, 2016). Porém,
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parte significativa da producdo de acerola e goiaba tem sido destinada ao processamento
agroindustrial com geracdo de grandes quantidades de subprodutos, que comumente s&o
descartados no meio ambiente (Araujo et al., 2020; Duarte et al., 2017). Estudos demonstraram que
estes subprodutos alimentares sdo excelentes fontes de fibras alimentares; acidos graxos
poliinsaturados e outros lipidios; compostos bioativos antioxidantes; e outros compostos com
propriedades funcionais e nutracéuticas, que podem ser empregados em alimentos funcionais de
maior valor agregado (Silva et al., 2014; Araujo et al., 2020; Leite et al., 2011).

Além de serem utilizados como fonte de constituintes naturais, os subprodutos de frutas podem
ser explorados em bioprocessos para potencializar suas propriedades bioativas, sendo um possivel
destino de valor agregado para esses materiais (Sagar et al., 2018). A fermentacdo espontanea é um
bioprocesso simples tem sido aplicada ha milhares de anos para a producdo de alimentos (Jin, Zhu
e Xu, 2017). Além de contribuir com as caracteristicas sensoriais do produto, o processo de
fermentacdo também altera a composicéao nutricional dos alimentos, o que se deve principalmente
a atividade das enzimas microbianas, que atuam por meio da conversdo de macronutrientes e da
liberacdo de peptideos antioxidantes e compostos fenolicos (Nascimento et al., 2023; Yan et al.,
2019). Portanto, a fermentacdo espontanea pode ser utilizada para agregar valor nutricional e
funcional a alimentos ou suplementos alimentares oriundos de subprodutos de frutas.

Até o presente momento, um Unico estudo foi realizado avaliando os efeitos da fermentacéo
espontanea em subprodutos de acerola e goiaba (de Oliveira et al., 2023), no entanto, nenhum
estudo desenvolveu um produto alimenticio de subprodutos de frutas fermentados
espontaneamente, embora possa haver uma gama de alimentos que possam ser desenvolvidos, em
especial a farinha, que é um produto muito utilizado na indUstria de alimentos, como por exemplo
para a elaboracdo de produtos de panificacdo, além de ser uma alternativa interessante para
substituicdo da farinha de trigo, contribuindo com a diversidade nas possibilidades de alimentos
para intolerantes a gluten.

Este estudo levantou a hipétese de que a fermentacdo espontanea impacta positivamente no
perfil nutricional de farinhas dos subprodutos do processamento de acerola e goiaba. Para testar esta
hipdtese, foram avaliados os efeitos de uma fermentaco espontanea por 48 horas nas caracteristicas
fisico-quimicas e teores de diferentes compostos bioativos de farinhas obtidas do subprodutos do

processamento de acerola e goiaba.

2. Material e métodos

2.1 Preparacao dos subprodutos de acerola e goiaba
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Os subprodutos do processamento dos frutos de acerola (Malpighia emarginata D.C.) e
goiaba (Pisidium guayaba L.) foram obtidos de uma empresa processadora de polpa de frutas
(Lavras da Mangabeira, CE, Brasil). Amostras (aproximadamente 500 g) de seis diferentes lotes de
processamento foram agrupadas (totalizando aproximadamente trés kg para cada subproduto),
acondicionadas em sacos plasticos estéreis e armazenadas (-18 + 2 °C). Subprodutos de acerola e

goiaba foram utilizados separadamente nos experimentos.

2.2 Fermentacéo espontanea

Subprodutos de acerola e goiaba foram incorporados diretamente (1:5, p/v) em frasco de
vidro estéril com tampa e submetidos a fermentacdo sob aerobiose em agitador orbital (Tecnal,
Piracicaba, SP, Brasil) sob agitacdo (200 rpm) a 37 £ 1 °C durante 48 horas. O volume final do meio
de fermentacéo foi de 500 mL. Um prévio estudo publicado pelo grupo mostrou que o tempo de 48
horas de fermentacdo esponténea é o ideal para proporcionar melhoria nas propriedades fisico-
quimica, técnicas e nutricionais nos subprodutos de acerola e goiaba, sendo, portanto, escolhido na

realizacdo deste trabalho (de Oliveira et al., 2023).

2.3 Preparacao das farinhas de acerola e goiaba

Os subprodutos de acerola e goiaba in natura e fermentados foram submetidos a liofilizacdo
a -55 £ 2 °C, com pressao de vacuo de <138 pHG e uma taxa de liofilizacdo de 1 mm/h, por
aproximadamente 24 h usando um liofilizador de bancada (LIOTOPfi, Modelo L-101, Sdo Carlos-
SP, Brasil). Em seguida foram moidos em moinho multiuso (modelo TE 631/2, Tecnal, Piracicaba,
SP, Brasil) e peneirados em peneira de malha 40 (425 pm). As farinhas de subprodutos de acerola
e goiaba in natura (ACE e GUA, respectivamente) e fermentadas (ACES e GUAS) resultante foram
armazenadas em sacos de polietileno de baixa densidade com 140 um de espessura, envoltas em

papel laminado e congeladas a -20 °C para analises posteriores.

2.4 Determinagdo das caracteristicas fisico-quimicas, cor instrumental, fibras alimentares e
conteldo mineral das farinhas de subprodutos de acerola e goiaba in natura e fermentadas
espontaneamente

A cor (L, croma e matiz°®) foi determinada de acordo com McLaren (1976), enquanto o pH,
acidez titulavel (AT), atividade de agua (Aw), umidade e cinzas, foram determinados usando
procedimentos padrao (AOAC, 2019). Os valores de pH foram medidos usando um potenciémetro
com eletrodo de vidro combinado (Q400AS, Diadema, SP, Brasil), a AT foi medida titulando

amostras com NaOH 0.1 N, a atividade de agua a 25 °C + 1 foi determinada por leitura direta com
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equipamento Aqualab (Meter®, Aqualab Série 4TEV, S&o José dos Campos, SP, Brasil); o teor
de umidade foi determinado por secagem em estufa estabilizada a 105 °C até obtencdo de massa
constante e o teor de cinzas (residuo mineral fixo — RMF) foi quantificado por carbonizacéo seguida
de incineracéo em forno mufla (Jung®, modelo 0612, Blumenau, SC, Brasil) estabilizado a 550 °C.
Os conteudos de fibras totais, insolivel e solivel foram determinados usando um método
enzimético-gravimétrico (HORWITZ et al., 2005; PROSKY et al., 1995).

Para determinacdo de minerais, realizou-se a digestdo acida das amostras assistida por
micro-ondas (Berghof Speedwave Entry EQ-118, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Aproximadamente
400 mg de amostra seca foram pesados com precisdo e transferidos para frascos de Teflon®,
seguido da adicdo de 12,0 mL de HNOs concentrado. A seguinte rampa de aquecimento foi
utilizada: aquecimento a 170 °C por 5 min, aquecimento a 190 °C e mantido a essa temperatura por
15 min, em seguida a temperatura foi reduzida a 50 °C e mantida por 10 min. Durante todo o
programa de aquecimento, a pressdo esteve entre 80 e 90 Pa. Em seguida, as amostras foram
dissolvidas em &gua ultrapura e transferidas para baldes volumétricos de 10,0 mL. Em seguida, foi
utilizado um espectrémetro de absorcdo atdbmica de chama (FAAS) (Shimadzu AA-6300, Barueri,
Sao Paulo, Brasil) equipado com lampadas de catodo oco (Shimadzu, Barueri, Sdo Paulo,
Brasil). Os comprimentos de onda em nm utilizados foram: 248.3 (Fe), 324.8 (Cu), 212.9 (Zn),
279.5 (Mn), 422.7 (Ca) e 285.2 (Mg). A chama era composta por uma mistura de ar e acetileno
(99,9%) com vazdes de 15.0 L min ' e 2.0 L min !, respectivamente. SolugBes monoelementares
de referéncia (Vetec®, Duque de Caxias, RJ, Brasil) foram utilizadas para construir as curvas
analiticas, por meio de diluices sucessivas das solugdes estoque de 1000 mgL ™! de K, Mg, Mn, Fe

eZn.

2.5 Perfil de aglcares e &cidos organicos das farinhas de acerola e goiaba in natura e fermentadas
espontaneamente

Para determinar os teores de acUcares e acidos organicos, foi preparado o extrato aquoso
das farinhas. Assim, 2 g de amostra foram homogeneizados com 10 mL de agua ultrapurificada
(Milli-Q © Integral Water Purification System, EMD Millipore, Billerica, MA, EUA) por 10 min
em triturador/homogeneizador Turratec (TE-102-Tecnal ®, Piracicaba, SP, Brasil). A suspensio
foi centrifugada (4000%g, 15 min, a 4°C) e o sobrenadante foi filtrado em filtro de 0.45 um (Millex
Millipore, Barueri, SP, Brasil).

Posteriormente, foi realizada uma injecdo do extrato em sistema de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), com um sistema LC 1260 Infinity (Agilent Technologies, Santa Clara,

Califérnia, EUA) equipado com uma bomba de solvente quaternario (modelo G1311C),
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desgaseificador, compartimento de coluna termostato (modelo G1316A) e amostrador automatico
(modelo G1329B) acoplado a um detector de matriz de diodo (DAD) (modelo G1315D) e detector
de indice de refracédo (RID) (modelo G1362A). Durante a analise, a coluna Agilent Hi-Plex H (300
x 7.7 mm) com tamanho de particula de 8.0 pm ¢ coluna de guarda PL Hi-Plex H (5 x 3 mm)
(Agilent Technologies) foram mantidas a 50 °C, o volume de inje¢do foi de 10 pL, vazio de 0.5
mL/min, fase movel H2SO4 a 4.0 mM em &gua ultrapura e corrida de 20 min. Os dados obtidos
foram processados usando OpenLAB CDS ChemStation EditionTM (Agilent Technologies). Os
picos e as areas medias de pico foram utilizados para quantificacdo de amostras de CLAE
comparando seus tempos de reten¢do com os padrdes de acidos organicos e agucares (COELHO et
al., 2018; PADILHA et al., 2017; BATISTA et al., 2018; LIMA et al., 2019). Os resultados de

acucares e acidos organicos foram expressos como g por 100g de amostra (g/100g).

2.6 Compostos fendlicos das farinhas de acerola e goiaba in natura e fermentadas
espontaneamente

Para preparo do extrato para analise de compostos fendlicos, 5 g das farinhas foram
homogeneizados em aparelho mini-Turrax (Tecnal) com 5 mL de metanol 80% (Sigma-Aldrich),
em seguida, os extratos foram centrifugados (9000x g, 15 min, 4 °C) (NT-815, Tecnal) e filtrado
com filtro de 0.45 pum (Millex Millipore, Barueri, SP, Brasil).

Os compostos fendlicos individuais foram determinados com cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia, com adaptacGes de gradiente e tempo de execucdo para quantificar diferentes classes
fendlicas usando um cromatdgrafo liquido Agilent 1260 Infinity System LC (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, EUA) acoplado a um detector de arranjo de diodos (DAD ) (G1315D). A coluna
foi uma Zorbax Eclipse Plus RP-C18 (100 x 4.6 mm, 3.5 um) e a pré-coluna foi uma Zorbax C18
(12.6 x 4.6 mm, 5 um) (Agilent Technologies). A temperatura do forno foi de 35°C e o volume de
injecdo foi de 20 pL diluido na fase A e filtrado com filtro de 0,45 pm (Millex Millipore). O fluxo
de solvente foi de 0.8 mL/min; novo gradiente utilizado na separacdo foi de zero a 5 min: 5% B; 5—
14 min: 23% B; 14-30 min: 50% B; 30-33 min: 80% B, onde o solvente A foi uma solugéo de
acido fosférico (0.1 M, pH = 2.0) e o solvente B metanol acidificado com 0.5% de H3PO4. Os
dados foram processados com o software OpenLAB CDS ChemStation Edition (Agilent
Technologies). A deteccdo de fendlicos foi feita em 220, 280, 320, 360 e 520 nm. A identificacéo
e quantificacdo foram feitas por comparagdo com padrdes externos (Sigma-Aldrich). Os resultados
foram expressos em mg de fendlico para 100 g de amostra (mg/100g) (Dutra et al., 2018; Padilha
etal., 2017).
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2.7 Anélises estatisticas

Os experimentos foram realizados em triplicata em trés ocasifes independentes. Os
resultados foram expressos como média + desvio padrdo. O teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov foi executado para verificar a distribuicdo normal dos dados. Os dados foram submetidos
ao teste t de Student ou anélise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey considerando
valor de p < 0.05 para significancia. Uma analise de componentes principais (PCA) foi realizada
utilizando o software RStudio versdo 4.3.1 (Copyright®© 2023; R Foundation for Statistical
Computing) para avaliar a matriz de correlacéo entre o perfil fenolico e o perfil de acucar e acidos

organicos nas amostras de farinha.

3. Resultados e discussao

3.1 Caracteristicas fisico-quimicas e cor instrumental das farinhas

O processo de fermentacdo espontanea levou a uma reducédo do pH (3.47 + 0.03 para 3.14 +
0.01e4.79£0.03 para4.35+ 0.01) e aumento da acidez (2.72 + 0.07 para 3.82 £ 0.07 ¢ 1.67 £ 0.10
para 2.21 + 0.08) em ambas as farinhas (ACE e GUA) (Tabela 1). A reducdo do pH com
concomitante aumento da acidez é esperada em alimentos que foram submetidos a processos
fermentativos (Aparicio-Garcia et al., 2021), pois durante a fermentagdo ocorre a sintetizacao de
acidos organicos que diminuem o pH e, consequentemente, aumenta a acidez, contribuindo com a
inibicdo do crescimento de microrganismos desfavoraveis (Zhang et al., 2024).

O teor de umidade encontrado nas farinhas do presente estudo esta bem abaixo do limite de
15% estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Brasil, 2005), sendo
que ACE e ACES apresentaram maior teor de umidade (0.06 + 0.01 e 0.05 £ 0.01, respectivamente)
em comparacdo a GUA e GUAS. O baixo teor de umidade contribui para uma melhor conservacao
do produto, pois reduz a 4gua disponivel para a proliferacdo de microrganismos e rea¢des quimicas,
impactando diretamente a vida util, evitando a deterioracdo de produtos alimenticios a curto prazo
(Martins et al., 2022; Le&o et al., 2017).

Com respeito a atividade de agua, todas as amostras apresentaram valores abaixo do limite
considerado seguro para o desenvolvimento de microrganismos indesejaveis. De acordo com a
literatura valores de atividade de agua inferiores a 0,7 contribuem para a inibicdo da multiplicagdo
microbiana (Bourdoux et al., 2016), tornando a matriz microbiologicamente segura, com baixo
risco de alteragdes fisico-quimicas e boa estabilidade (Martins et al., 2022; Chahdoura et al., 2018).
Resultados similares foram observados no estudo de Jofre, Campderrds e Rinaldoni (2024), onde

obtiveram 0.20 Aw em bagaco de uva liofilizado.
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O teor de cinzas ndo variou significativamente entre as amostras, sendo ligeiramente baixo
em comparagdo com outras farinhas de frutas ou vegetais (2.34 —4.24 g/100g) (de Melo et al., 2022;
Martins et al., 2022; Ledo et al., 2017). Segundo Marshall (2010), o teor de cinzas nas farinhas
(graos integrais, cereais e vegetais) varia de 0.3 a 1.4 g/100g.

Com relacéo aos aspectos de cor, foi observado que o processo de fermentagdo levou a um
aumento no valor de L para ACES (27.21 + 1.12) em relacdo a ACE (19.67 £ 0.16), ndo havendo
diferenca estatistica entre GUA e GUAS (p > 0,05). Esses resultados indicam que a fermentacéo
espontanea deixou a farinha ACES mais brilhante em relacdo a ACE. Quanto ao valor de croma,
ndo houve diferenca entre ACE e ACES, por outro lado, GUAS apresentou valor de croma maior
do que GUA. Quando ao valor de °Hue, as amostras GUA e GUAS foram iguais e ACE e ACES
diferiram entre si. Por ndo haver diferenca no valor de L e valor de °Hue entre GUA e GUAS, a
coloracdo das amostras ndo diferiu muito, exceto pelo aumento do contraste entre as duas amostras,
deixando a amostra GUAS com uma coloracdo amarelo alaranjada, enquanto que GUA apresentou
uma cor amarelada.

Os carotenoides sdo pigmentos naturais presentes nos alimentos, principalmente em frutas
e vegetais de cor amarela, laranja e vermelha, no entanto, esses pigmentos sdo instaveis e sensiveis
a luz, ao oxigénio e a oxidacao (Nabi et al., 2023). Sendo assim, aumento no valor de L e alteracfes
nos valores de croma e °Hue podem ser explicados por uma possivel oxidacdo dos carotenoides
durante o processo de fermentagdo. Além disso, os carotenoides sdo sensiveis ao pH &cido e ao
calor, podendo sofrer isomerizacdo com perda de cor (Amorim et al., 2022; Rodriguez-Amaya,
2015), o que pode estar relacionado as alteragdes nos parametros instrumentais de cor encontrados
nesse estudo.

As fibras dietéticas sdo compostas de fibras solGveis (um componente da parede celular do
cereal) e polissacarideos ndo celulésicos insoluveis (Zhang et al., 2018). Neste estudo, como
esperado, o processo de secagem por liofilizagdo concentrou o teor de fibras nas amostras (Ramada,
Mostafa e led, 2018), principalmente de fibras insollveis. Os valores de fibra insoluvel (FDI)
variaram de 24.77 £ 0.13 a 69.50 + 0.06 g/100g, enquanto que para fibras soltveis (FDS) esse valor
esteve entre 15.71 £ 0.20 e 24.40 £ 0.16 ¢g/100g (Tabela 2). O mesmo foi observado no estudo de
Resende, Franca e Oliveira (2019), que avaliou o contetdo de fibras alimentares em farinha de
subproduto de frutos de buriti e observou que o teor de fibras insolUveis foi superior ao de fibras
sollveis.

O teor total de fibras dietéticas (TDF) encontrado nas farinhas de subprodutos de acerola e
goiaba antes e ap0s o0 processo de fermentacao foi similar aos relatados em outros tipos de farinhas

derivadas de subprodutos de frutas, como na farinha de subproduto de buriti (87.39 g/100g), maca
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(42.2 g/100g) e framboesa (52.51 g/100g) (Resende, Franca e Oliveira, 2019; Zlatanovi¢ et al.,
2019; Sari¢ et al., 2019). As farinhas obtidas nesse estudo atendem aos requisitos para alimentos
ricos em fibras definidos pela Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar (EFSA) e pela
ANVISA, que estabelece como limite minimo para um suplemento de fibras a quantidade de 5.7¢g
de fibras da recomendacéo diaria de consumo (Brazil, 2018; Agostoni et al., 2010).

Com relagdo aos macrominerais avaliados, o potéssio foi 0 macromineral predominante
encontrado em todas as farinhas, com valores que variaram de 142.66 + 0.25 a 278.27 = 0.20
0/100g, seguido de magnésio (4.81 £ 0.07 a 7.06 + 0.02 g/100g) e manganés (0.05 £ 0.01a0.37 £
0.01 g/100g). Resultados semelhantes foram relatados no estudo feito por Millena et al. (2023) em
graos de cacau fermentado, com valores de potassio variaram de 12.707 a 6.865 mg/Kkg, e de 4.566
a 2.256 mg/kg para o magnésio. No trabalho de Dick et al. (2020) avaliando a farinha do cladédio
do cacto (Opuntia monacantha), o potassio também foi o mineral mais abundante.

O potassio € um macromineral essencial exigido pelo organismo para manter a homeostase
celular, o metabolismo, a funcdo cardiaca e desempenha um papel fundamental na contracao do
musculo esquelético e liso, sendo indispensavel para a funcao digestiva e muscular (Farag et al.,
2023). Apesar das suas funcOes essenciais, o potassio é frequentemente consumido em niveis
abaixo do ideal. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda uma ingestao de potassio de
3.5g/dia (Leonberg-Yoo et al., 2017). O processo de fermentacdo espontanea favoreceu o contelido
de potéssio em ACES e GUAS, principalmente em GUAS, onde houve um aumento de 135.61
mg@/100g de farinha em comparacdo com GUA.

Em relacéo aos oligoelementos, ndo houve diferenga estatistica (p > 0,05) para o teor de
zinco encontrado nas amostras, por outro lado, o contetdo de ferro foi maior em GUA e GUAS
(10.55+0.13 e 17.54 + 0,13 g/100g, respectivamente). O contetido de ferro e zinco aumentou apds
a fermentacdo de sementes de tamarindo (Olagunju et al., 2018).

O processo de fermentacao influenciou positivamente no contetdo de macrominerais e
oligoelementos das farinhas dos subprodutos de acerola e goiaba fermentados espontaneamente. O
aumento de macrominerais e oligoelementos em alimentos fermentados ocorre porque durante a
fermentacdo, algumas enzimas microbianas, como as fitases, podem atuar sobre compostos
guelantes de minerais, por exemplo o &cido fitico, causando um aumento na disponibilidade e/ou
estabilidade de alguns minerais (Sade, 2009). Devido ao seu alto teor de fibras (fracdo insoltvel e
soltvel) e importantes minerais, as farinhas obtidas de subprodutos de fruta de acerola e goiaba
podem ser utilizada para melhorar a qualidade nutricional de produtos de panificacdo, pois estes s&o

frequentemente feitos de farinha refinada e/ou amido.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643823002669#bib44
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/nutritive-value
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/starch
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3.2 Perfil de aglcares e &cidos organicos

Enzimas extracelulares e &cidos orgénicos produzidos a partir de diferentes espécies
microbianas e diferentes mecanismos de fermentacdo podem potencializar a hidrélise de
macromoléculas, como os carboidratos (Osorio et al., 2023). As concentracdes de frutose e glicose
diminuiram em ACES e GUAS, ao mesmo tempo, existe um acimulo substancial de &cidos
organicos nessas amostras, incluindo &cido malico, succinico, formico e citrico (Tabela 2). Isto
implica que durante a fermentacéo o perfil de acidos organicos em subprodutos de acerola e goiaba
é modificado. Além disso, este processo metabdlico pode contribuir potencialmente para o pH mais
baixo e a acidez elevada observados. A diminuigdo do teor de glicose e frutose nas farinhas
fermentadas pode estar relacionado ao fato de que estes aglcares podem ter sido utilizados como
fontes de carbono durante o processo de fermentacao, estando também intimamente relacionada ao
crescimento e metabolismo dos microrganismos presentes (El-Sayed et al., 2022).

Os acidos organicos sdo responsaveis por aspectos sensoriais de sabor e atividade
antimicrobiana em matrizes alimentares (Pham et al., 2022). Neste estudo, foram detectados acido
malico, succinico e formico em ACE, ACES, GUA e GUAS e acido citrico em GUA e GUAS. O
teor de &cidos organicos foi maior nas amostras fermentadas ACES e GUAS, exceto para o acido
malico, que foi maior em ACE (1.35 + 0.01 mg/100g) quando comparado a ACES (1.21 £ 0.01
mg/100g). O &cido malico foi o principal &cido organico encontrado em ACE e ACES, jaem GUA
e GUAS foi encontrado principalmente o &cido succinico e citrico. O acido malico atua na sintese
de ATP, respiracdo mitocondrial e fosforilagdo oxidativa para permitir processos de liberacdo de
energia (Ferreira, Ortigoza e Moore, 2019). O &cido citrico atua como um importante acidulador
ajustador de pH, além de ser um importante antioxidante utilizado pela industria alimenticia (Adeyi,
Ikhu-Omoregbe e Jideani, 2019). O acido succinico pode ser produzido por microrganismos dos
géneros Bacillus spp., Lactobacillus heterofermentativos e leveduras, o que explica seu contetdo

aumentado nas amostras fermentadas (Ribeiro et al., 2020).

3.3 Perfil de compostos fenolicos

Residuos agroindustriais foram extensivamente investigados por meio de diversas
estratégias de fermentacdo microbiana destinadas a fabricacdo de diversos compostos fendlicos
(Saeed et al., 2021). Estudos anteriores relataram aumento no teor de compostos fendlicos em sucos
de maca, laranja e sabugueiro submetidos a fermentacao lactica (Multari et al., 2020; Ricci et al.,
2019). Em um prévio estudo do grupo, subprodutos de acerola e goiaba quando submetidos a
fermentacéo espontanea também apresentaram um aumento no teor de varios compostos bioativos,

bem como aumentaram a atividade antioxidante (Oliveira et al., 2023).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2212429223007927#bib14
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Os compostos fendlicos hesperidina, naringenina, catequina, kaempferol, miricetina,
quercitina, isorhamnetina, acido galico e cis-resveratrol foram encontrados em ACE, ACES, GUA
e/ou GUAS (Tabela 3). O &cido gélico foi o polifenol encontrado em maior quantidade em ACE e
ACES, enquanto que hesperidina foi a flavonona encontrada em maior quantidade em GUA e
GUAS. Compostos fenolicos como hesperidina, kaempferol, miricetina e quercetina, foram
encontrados anteriormente em um estudo que avaliou os efeitos da fermentagéo espontanea em
subprodutos de acerola e goiaba (Oliveira et al., 2023). Outros compostos fenolicos como
hesperidina, catequina, naringenina, acido caféico, acido caftarico e acido clorogénico, foram
encontrados anteriormente em subprodutos in natura de acerola e goiaba (Araujo et al., 2020).

Os alimentos fermentados séo reconhecidos como fonte de diversas substancias bioativas
com atividade promotora da satide, como os compostos fendlicos, que podem ser produzidas devido
a atividade metabolica de microrganismos envolvidos na fermentacao (Melini et al., 2019). O teor
de hesperidina, catequina, acido caféico, cido p-cumarico, acido galico, epcatequina, procianidina
A2 e petunidina 3-glu foi maior em ACES quando comparado a ACE, por outro lado, hesperidina,
naringenin, kaempferol, miricetina, rutina, &cido siringico, é&cido galico, cis-resveratrol,
epcatequina e malvidina 3-glu foi maior em GUAS quando comparado a GUA, o que pode ser
explicado pela metabolizacdo de compostos fendlicos por microrganismos durante a fermentacéo,
aumentando seus niveis. Da mesma forma, de Oliveira et al. (2020) mostraram que subprodutos de
acerola e goiaba fermentados porL. casei L-26,L. fermentum 56, L. paracasei 106 eL.
plantarum 53 apresentaram teores aumentados de compostos fendlicos. Num outro estudo, o
bagaco de mirtilo fermentado melhorou a atividade antioxidante, que foi positivamente
correlacionada com o contetdo de polifendis totais. Analises adicionais de UPLC-MS revelaram
quarenta e seis compostos fenolicos em bagaco fermentado, enquanto apenas trinta e oito foram
detectados em bagaco de mirtilo ndo fermentado (Cheng et al., 2020).

Ha um crescente interesse no consumo de alimentos que contenham resveratrol devido as
suas muitas propriedades interessantes de promoc¢éo da salde, como efeitos anticancerigenos,
antiinflamatdrios, antienvelhecimento, antioxidantes e antiaterogénicos (Blaszczyk et al., 2019;
Swamy, Akhtar e Sinniah, 2019; Tyunin et al., 2018). Desta forma, pode-se destacar a presenca de
trans-resveratrol em ACE e ACES (1.06 £ 0.01 e 0.96 £ 0.01 mg/100g, respectivamente) e de cis-
resveratrol em todas as amostras, com valores variando de 0.24 + 0.02 a 5.56 + 0.38 mg/100g. A
composicédo fendlica do vinho é bem reconhecida (Palade et al. 2021; Versari et al. 2014), porém,
Dantas e colaboradores (2023), observaram que o contetdo de trans-resveratrol variou de 0.49 a
1.57 mg/L em vinhos tintos brasileiros, 0.43 a 1.67 mg/L em vinhos tintos espanhdis, 0.71 a 2.06

mg/L em vinhos tintos chilenos e 0.79 a 1.63 mg/L em vinhos tintos africanos, valores que foram


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996922008997#b0655
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996922008997#b0290
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996922008997#b0200
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/anticancer
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/antioxidant-agent
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942222000449#bib22
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942222000449#bib262

60

inferiores ao encontrado no nosso estudo para todas as farinhas.

A PCA demonstrou as diferencas e semelhancas entre ACE, ACES, GUA e GUAS em
relacdo ao perfil de compostos fendlicos, acucares e acidos organicos (Figura 1). No grafico é
possivel observar que a correlagéo negativa mais forte com PC3 foi encontrada para GUA, enguanto
que a correlagdo positiva mais forte para PC3 foi encontrada para GUAS. Por outro lado, a
correlacdo negativa mais forte com PC2 foi encontrada para ACE e a correlagéo positiva mais forte
com PC2 foi encontrada para ACES. Como pode ser observado na PCA os compostos fendlicos
estdo aumentando em ACES e GUAS e diminuindo em ACE e GUA, ao mesmo tempo em que 0s
acUcares organicos estdo diminuindo em ACE e GUA e aumentando em ACES e GUAS, o que ja
é esperado, tendo em vista que 0s microrganismos naturalmente presentes no substrato
desenvolvem sua atividade fermentativa, provocando uma transformacdo no material inicial e
modificando sua composi¢do bioquimica. Essas mudancas Sao responsaveis por causar uma série
de transformagcdo nas farinhas fermentadas, além de favorecer as suas propriedades nutricionais e
contribuir com a seguranca microbioldgica, também conferem aspectos sensoriais caracteristicos.
Além disso, a fermentacdo também pode melhorar a bioacessibilidade dos compostos bioativos e,
consequentemente, aumentar as suas propriedades relacionadas a satde (de Oliveira et al., 2022).
Dentre os processos biotecnolégicos que podem agregar valor aos alimentos obtidos de subprodutos
de frutas, a fermentacdo espontanea é uma biotecnologia simples, de baixo custo, que pode
corroborar com o perfil nutricional das farinhas de subprodutos de acerola e goiaba, principalmente
no que se diz respeito ao seu perfil de compostos fendlicos, de minerais e fibras alimentares.
Ademais, os resultados obtidos apontam as farinhas de subprodutos de acerola e goiaba fermentadas
espontaneamente como um alimento potencialmente funcional, que pode ser utilizado como

suplemento alimentar ou ingrediente funcional.

4. Conclusoes

Os resultados mostram que as farinhas obtidas dos subprodutos do processamento de
acerola e goiaba tanto in natura como fermentadas espontaneamente por 48 horas possuem um
excelente teor de compostos fenélicos, macrominerais e oligoelementos, fibras alimentares e acidos
organicos. Notou-se que ACES e GUAS apresentaram um aumento no teor de compostos fendlicos
em comparagdo a ACE e GUA, o que se pode confirmar com a PCA. Alem disso, o teor
macrominerais e oligoelementos foi maior em ACES e GUAS. Por fim, estes resultados indicam
que a producéo de farinhas obtidas do processamento de acerola e goiaba tanto in natura como

fermentadas espontaneamente € uma boa alternativa para agregar valor a esses subprodutos que sdo
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fontes de compostos bioativos, potencializando sua inser¢do no mercado de alimentos e

contribuindo com a promoc&o de satde dos consumidores.
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Figuras

Figure 1. Anélise de componentes principais (PCA) dos compostos fendlicos, acucares e acidos
organicos das farinhas de acerola (n = 3) e goiaba (n = 3) in natura e fermentadas
espontaneamente. ACE: farinha de subproduto de acerola in natura; ACES: farinha de
subprodutos de acerola fermentada espontaneamente; GUA: farinha de subproduto de goiaba

in natura; GUAS: farinha de subproduto de goiaba fermentada espontaneamente.
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Tabela 1. Composicao fisico-quimica, cor instrumental, teor de fibra alimentar e contetdo
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mineral (média + desvio padrdo) das farinhas de acerola e goiaba in natura e fermentadas

espontaneamente.
Farinhas
Parametros
ACE ACES GUA GUAS

pH 3.47+0.03°¢ 3.14+0,01° 4.79+0,034 4.35+0.0158
Acidez (g/1009) 2.72+0.078 3.82+0,074 1.67+0,10° 2.21+0.08¢
Umidade (g/100g)  0.06+0,01% 0,05+0,015 0,04+0,01¢ 0,04+0,01¢
Cinzas (9/1009) 0.50+0,01% 0,50+0,01% 0,53+0,024 0,53+0,02%
Atividade de agua  0.29+0,015B 0,28+0,01B 0,31+0,01% 0,29+0,018

Cor .

Valor de L 19,67+0,16° 27,21+1,12% 23,460,028  23,91+0,398
Valor Croma 11,65+0,04"  11,65+0,34" 6,62+0,02°¢ 8,08+0,108
Valor de °Hue 8,01+0,10¢ 14,92+0,68%  16,78+0,01*  15,81+0,15"8

Fibra alimentar
(9/100g)
FDI* 28,27+0,198 24, 77+0,13°  69,50+0,06"  43,71+0,32"
FDS? 19,88+0,13%  17,71+0,32¢  15,71+0,20°  24,40+0,16°
FDT?® 43,66+0,38C  42,77+0,04°  85,06+0,04"  68,27+0,048
Macrominerais e
oligoelementos

(mg/1009)

Potassio 185,22+0,31¢ 263,12+0,018 142,66+0,25° 278,27+0,20*
Magnésio 6,70+0,07°8 6,86+0,074 4,81+0,07¢ 7,06+0,024
Manganés 0,09+0,01¢ 0,05+0,01P 0,14+0,018 0,37+0,014

Ferro 5,49+0,32° 8,07+0,01°¢ 10,55+0,13%  17,54+0,63
Zinco 2,33+0,13 2,71+0,324 2,44+0,25 2,71+0,06”

— Fibra dietética insoliivel; FDS? - Fibra dietética soltvel; FDT®— Fibra dietética total.
Os resultados sdo expressos como média (n = 3) + desvio padréo.

FDI*

A-D: Média + desvio padrao com diferentes letras maiusculas na mesma linha diferem (p < 0,05) entre os
tempos de fermentagdo, com base no teste de Tukey.



Tabela 2. Perfil de agucares e &cidos organicos (média + desvio padréo) das farinhas de acerola

e goiaba in natura e fermentadas espontaneamente.

Farinhas
Parametros
ACE ACES GUA GUAS
Simple sugars
(mg/100 g)
Fructose 3,35+0,01%%  1,26+0,07%%  3,19+0,01"* 0,850,072
Glucose 2,1940,014° <LOD 2,04+0,018°>  0,38+0,01°P
Maltose <LOD <LOD 0,13+0,014¢ 0,04+0,01B¢
Ramnose <LOD <LOD <LOD <LOD
Organic acids
(mg/100 g)
Malic 1,35+0,01%%  1,21+0,01B2 <LOD 0,61+0,06%¢
Succinic 0,09+0,01°°  0,12+0,01°®  0,96+0,012  2,01+0,014
Formic 0,05+0,01°®  0,14+0,03%°  0,05+0,01°°  0,45+0,01Ad
Citric <LOD <LOD 0,430,018  0,93+0,024°
Tartaric <LOD <LOD <LOD <LOD
Lactic <LOD <LOD <LOD <LOD
Acetic <LOD <LOD <LOD <LOD
Propionic <LOD <LOD <LOD <LOD

Os resultados sdo expressos como média (n = 3) + desvio padréo.

A-D: Média + desvio padrdo com diferentes letras mailsculas na mesma linha diferem (p < 0,05) entre os tempos
de fermentacdo, com base no teste de Tukey.

a-d: Média = desvio padrdo com diferentes letras mindsculas na mesma coluna diferem (p < 0,05) entre
subprodutos fermentados do processamento de frutas, com base no teste t de Student.
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Tabela 3. Compostos fendlicos (média + desvio padrdo) identificados nas farinhas de acerola
e goiaba in natura e fermentadas espontaneamente.

Parameters

Fruit by-product flours

ACE ACES GUA GUAS
Phenolic compounds (mg/100 g)
Flavonones
Hesperidin 2,41+0,3280 2,560,25"BC? 1,72+0,32¢ 3,44+0,25"2
Naringenin 8,78+0,12"2 1,61+0,195° 0,61+0,06° 0,82+0,20°°
Flavanol
Catechin 3,09+0,018 3,51+0,06" 1,15+0,07¢ 0,41+0,06°
Flavonol
Kaempferol 0,93+0,044¢ 0,40+0,088¢ 0,18+0,08°° 0,45+0,03B¢
Myricetin 54,27+0,06" 20,94+0,0652 0,72+0,20% 0,90+0,01¢P
Quercitin 6,34+0,13°° 5,71+0,185P 0,38+0,01°P 0,27+0,01°¢
Rutin <LOD <LOD 0,71+0,0552 1,41+0,0742
Isorhamnetin 6,20+0,014° 5,650,045 0,68+0,01¢ 0,24+0,01™
Hydroxybenzoic acids
Syringic acid <LOD <LOD <LOD 0,05+0,014
Hydroxynnamic acids
Caffeic Acid <LOD 0,53+0,0148 <LOD <LOD
p-Coumaric acid 0,05+0,018¢ 0,61+0,014 <LOD <LOD
Caftaric Acid 0,32+0,017° <LOD <LOD <LOD
Chlorogenic Acid 2,00+00,014 0,41+00,015° <LOD <LOD
Polyphenols
Acid gallic 15,88+0,1382 134,550,137 0,38+0,06P? 1,01+0,01¢2
Trans-resveratrol 1,06+0,014¢ 0,96+0,015° <LOD <LOD
Cis-resveratrol 5,560,38A° 0,72+0,328¢ 0,24+0,02¢ 0,34+0,04°P
Epcatechin 0,42+0,015¢ 0,560,014 <LOD 0,35+0,01¢P
Epcatechin gallate 1,05+0,014¢ 0,36+0,035¢ <LOD <LOD
Epigallocatechin 0,72+0,20" 0,23+0,015B¢ 0,01+0,01°¢P <LOD
Anthocyanins
Procyanidin B1 0,21+0,018d <LOD 0,33+0,0172 0,23+0,018°
Procyanidin B2 1,02+0,014¢ 0,51+0,065¢ <LOD <LOD
Procyanidin A2 <LOD 0,80+0,01Ad <LOD <LOD
Petunidin 3-glu 1,24+0,035¢ 1,64+0,144¢ <LOD <LOD
Peonidin 3-glu 11,63+0,03"° 6,06+0,0750 <LOD <LOD
Malvidin 3-Glu 178,31+31%2 71,97+0,0382 <LOD 2,54+0,02¢

Os resultados sdo expressos como média (n = 3) + desvio padrao.
A-D: Média + desvio padrdo com diferentes letras maitsculas na mesma linha diferem (p < 0,05) entre os tempos
de fermentacdo, com base no teste de Tukey.
a—e: Média + desvio padrdo com diferentes letras minGsculas na mesma coluna diferem (p < 0,05) entre
subprodutos fermentados do processamento de frutas, com base no teste t de Student.
<LOD: abaixo do limite de deteccéo.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Segundo os resultados obtidos nos experimentos realizados, pode-se concluir que 0s
subprodutos do processamento agroindustrial de acerola e goiaba submetidos a um bioprocesso
de fermentacdo espontanea apresentaram uma contagem de celulas viaveis de BAL > 5 log
UFC/mL de 24 h até 120 h de fermentacdo, o processo fermentativo influenciou de forma
positiva suas caracteristicas nutricionais e bioativas, com um aumento do seu potencial
antioxidante e funcional. O subproduto de acerola fermentado apresentou maior concentracéo
de flavonoides e fendlicos totais, o que pode ter contribuido para sua maior atividade
antioxidante ao final do experimento.

E importante destacar que a maior contagem de células viaveis aconteceu em 48 horas de
fermentacdo espontanea, por esse motivo, selecionou-se esse periodo de fermentagdo para
elaboracdo das farinhas de subprodutos de acerola e goiaba fermentadas. No entanto, tanto as
farinhas obtidas dos subprodutos de acerola e goiaba fermentados espontaneamente por 48
horas como as farinhas in natura apresentam excelente teor de compostos fendlicos,
macrominerais e oligoelementos, fibras alimentares e acidos organicos. Porém, as farinhas
fermentadas apresentaram aumento no teor de compostos fendlicos, o que foi confirmado na
analise de PCA, bem como o teor de macrominerais e oligoelementos que também foi maior
nas farinhas fermentadas.

Por fim, esses resultados indicam que a fermentacdo espontanea é um bioprocesso natural
que pode ser utilizado para dar um destino favoravel e Util aos subprodutos oriundos do
processamento industrial de frutas, convertendo estes residuos agroindustriais em ingredientes
sustentaveis, circulares e de valor agregado para o setor da industria alimenticia, contribuindo
para a geracdo de novos ingredientes e produtos/suplementos alimentares com potencial

antioxidante e funcional, potencializando suas propriedades promotoras de saude.



