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RESUMO

As frutas da caatinga tem despertado crescente interesse por parte da industria de alimentos
devido aos seus potenciais beneficios a salde. Frutas exoticas como a seriguela (Spondias
purpurea), umbu-caja (Spondias spp.) e mangaba (Hancornia speciosa) sdo importantes fontes
de compostos bioativos, como os fendlicos. Entretanto, a alta perecibilidade dessas frutas € um
fator que dificulta sua oferta in natura, o que leva ao processamento das mesmas, que por vez
tem impacto direto no conteddo de bioativos presentes devido ao processo de modificacdo
estrutural mediante reagdes que podem interferir na bioacessibilidade dos compostos bioativos,
ocasionando perdas nutricionais. Por estas razdes o presente trabalho objetivou determinar o
perfil fendlico das frutas de mangaba, seriguela e umbu-caja e de suas respectivas polpas,
avaliando a capacidade antioxidante e verificando o comportamento dos compostos fendlicos
quando expostos a digestdo gastrointestinal simulada e sua bioacessibilidade po6s-digestéo.
Neste estudo, os compostos fendlicos foram identificados e quantificados por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) nas frutas de seriguela (Spondias purpurea), umbu-caja
(Spondias spp.) e mangaba (Hancornia speciosa), e nas suas respectivas polpas e nas fragdes
oriundas da digestdo gastrointestinal. A aatividade antioxidante da fracdo bioacessivel apos a
digestdo gastrointestinal simulada in vitro foi quantificada através dos ensaios DPPH e FRAP.
A partir do perfil fendlico determinado das frutas em comparacao com a suas respectivas polpas
congeladas, pdde-se identificar uma reducédo no contetdo de compostos fenolicos das frutas do
género Spondias spp. Na fruta mangaba houve aumento de alguns teores de fenolicos livres
aumentados, como acido 3,4-dihidroxibenzoico (+50%), e acido p-cumarico (+50%). Na polpa
em relacdo a fruta a reducdo dos compostos fendlicos foi observada frente aos ensaios
antioxidantes, em que a capacidade sequestradora de radicais livres reduziu apds o
processamento das frutas. A partir da digestdo gastrointestinal simulada observou-se que as
frutas do género Spondias possuem uma elevada fracdo de seus compostos fendlicos
bioacessiveis apos a digestdo, com uma bioacessibilidade de 73,92% (acido galico, polpa umbu-
caja), diferentemente da mangaba 5,60% (acido ferulico). Os resultados obtidos neste trabalho
demonstram que o consumo da polpa destas frutas, especialmente seriguela e umbu-caja podem
contribuir significativamente para a ingestdo de compostos antioxidantes, ja que 0S mesmos

possuem alta concentracdo de compostos fendlicos bioacessiveis.

Palavras-chave: Didlise. Digestdo in vitro. Fenolicos. Hancornia speciosa. Spondias.



ABSTRACT

The fruit of the caatinga has aroused growing interest on the part of the food industry because
of its potential health benefits. Exotic fruits such as seriguela (Spondias purpurea), umbu-caja
(Spondias spp.) and mangaba (Hancornia speciosa) are important sources of bioactive
compounds, such as phenolics. However, the high perishability of these fruits is a factor that
hampers their in natura supply, which leads to their processing, which in turn has a direct impact
on the content of bioactive present due to the process of structural modification through
reactions that may interfere in the bioaccessibility of bioactive compounds, causing nutritional
losses. For these reasons, the objective of this work was to determine the phenolic profile of
mango, seriguela and umbu-caja fruits and their respective pulps, evaluating the antioxidant
capacity and checking the behavior of phenolic compounds when exposed to simulated
gastrointestinal digestion and post-digestion bioaccessibility . In this study, phenolic
compounds were identified and quantified by High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) on fruits of seriguela (Spondias purpurea), umbu-caja (Spondias spp.) and mangaba
(Hancornia speciosa), and their respective pulps and Fractions from gastrointestinal digestion.
The antioxidant activity of the bioacessible fraction after in vitro simulated gastrointestinal
digestion was quantified by the DPPH and FRAP assays. From the determined phenolic profile
of fruits compared to their respective frozen pulps, a reduction in the phenolic compounds
content of fruits of the genus Spondias spp. In the mangaba fruit there was an increase in some
increased free phenolic contents, such as 3,4-dihydroxybenzoic acid (+ 50%), and p-coumaric
acid (+ 50%). In the fruit pulp the reduction of the phenolic compounds was observed in front
of the antioxidant tests, in which the free radical scavenging capacity reduced after the fruit
processing. From the simulated gastrointestinal digestion it was observed that fruits of the genus
Spondias have a high fraction of their bioaccessible phenolic compounds after digestion, with
a bioaccessibility of 73.92% (gallic acid, umbu-caja pulp), unlike mangaba 5 , 60% (ferulic
acid). The results obtained in this work demonstrate that the pulp consumption of these fruits,
especially seriguela and umbu-caja can contribute significantly to the ingestion of antioxidant

compounds, since they have high concentration of bioaccessible phenolic compounds.

Keywords: Dialysis. In vitro digestion. Phenolics. Hancornia speciose. Spondias.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui um grande numero de espécies frutiferas exoticas ainda pouco exploradas,
distribuidas em seus diversos biomas, como a Floresta Amazonica, a Caatinga, o Cerrado e a Mata
Atlantica. A fruticultura no nordeste brasileiro constitui-se em uma atividade econdmica bastante
promissora, devido ao sabor e aroma exotico de suas frutas e a sua enorme diversificacdo (SILVA et al.,
2014a). Essas espécies sao de grande interesse para as agroindustrias e representam uma possivel fonte
de renda para a populacgéo local. Além disso, a presenca de compostos bioativos em produtos alimenticios
com potenciais beneficios é de interesse dos consumidores (RUFINO et al., 2010).

A Organizacdo das NacGes Unidas para Alimentacdo e Agricultura e o Guia Alimentar para a
Populagdo Brasileira recomendam o consumo de alimentos regionais para haver o incentivo
socioecondmico e dos interesses ambientais, visando o desenvolvimento sustentavel de comunidades
agricolas em éareas de alta diversidade biologica (BRASIL, 2015). A Zona da Mata Paraibana
correspondente ao bioma da Mata Atlantica concentra uma alta biodiversidade de frutiferas, entre elas
frutas do género Spondias e Hancornia.

Dentro do género Spondias estdo algumas frutas como: caja (Spondias mombin L.) a seriguela
(Spondias purpurea), e a umbu-cajazeira (Spondias sp.) que € um hibrido natural entre 0 umbuzeiro
(Spondias tuberosa Arruda), e a cajazeira (Spondias mombin L.) (SANTOS et al., 2013). Todas estas
espécies tém frutas em forma de drupa e possuem uma alta aceitabilidade sensorial (EMBRAPA, 1999).

A mangaba (Hancornia speciosa), € uma fruta que ainda permanece subexplorada apesar de seu
grande potencial e interesse para a agroindustria, com versatilidade na producdo de produtos tais como
sorvete, biscoitos, xarope, suco, vinho, licor, geleia, compotas de frutas, alcool e vinagre (CLERICI,
CARVALHO-SILVA, 2011).

Todavia, estas frutas possuem uma alta perecibilidade devido ao seu acelerado ciclo respiratério,
o que dificulta a exploracdo comercial para outras regides brasileiras e também para a exportacdo, sendo
assim o processamento para obtencdo da polpa de fruta vém sendo uma alternativa para a agroindustria
para exploracdo e comercializagdo dessas frutas.

Atualmente, a polpa de fruta é um produto da agroinddstria que possibilita a oferta de diferentes
sabores de uma forma pratica e cada vez mais vem sendo utilizada tanto a nivel comercial quanto a nivel
domiciliar, em que a polpa de fruta surge como uma forma pratica e saudavel na preparacédo de sucos,
sorvetes, reducdes e mousses.

Entretanto, o processamento pode alterar e muitas vezes degradar os compostos bioativos
presentes em frutas e vegetais. A maceracdo, homogeneizacao e varios outros passos de separa¢do podem

resultar na oxidacgéo, degradacdo, lixiviacdo e outros eventos que podem levar a reducdo dos niveis de
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bioativos em alimentos processados, quando comparado com os frescos (KALT, 2005). No entanto, ha
também estudos recentes que demonstraram o0s niveis de bioativos de produtos alimentares
transformados, como derivados de tomate (Solanum lycopersicum) (CAPANOGLU; BEEKWILDER;
BOYACIOGLU; HALL E DE VOS, 2008), e ginja (Prunus cerasus) (TOYDEMIR; CAPANOGLU;
GOMEZ ROLDAN, et al., 2013) mantiveram seus compostos durante o processamento ou aumentaram
seu conteudo devido a modificagdo na matriz alimentar.

Neste contexto, o processamento de frutas empregado para obtencéo de polpa desencadeia uma
série de mudancas na matriz alimentar, a exemplo das altera¢cbes na composicdo de compostos bioativos,
através do conhecimento do impacto do processamento na producéo de polpa de frutas se torna possivel
entender 0os mecanismos que podem interferir nas caracteristicas nutricionais das mesmas.

Entretanto as mudancas ocasionadas na matriz alimentar podem resultar em mudancas durante o
processo de digestdo, absorcdo e assimilacdo de nutrientes, entre eles os compostos fendlicos que
desempenham importante funcdo antioxidante no organismo. A fracdo de compostos bioativos libertados
a partir da matriz alimentar que ap6s digestdo € solubilizada no intestino para absorcao intestinal é
geralmente conhecida como a fracdo bioacessivel (CARBONELL-CAPELLA et al., 2014). Compostos
bioativos devem ser bioacessiveis (ou seja, eficazmente absorvido a partir do intestino e através da
circulacdo serem entregues no local apropriado dentro do corpo) para atingir os efeitos benéficos a satde
(LIANG et al., 2012). Estudos anteriores confirmaram que um sistema modelo de digestéo in vitro,
simulando a digestdo humana poderia indiciar uma previsdo confiavel da bioacessibilidade de compostos
bioativos e da capacidade antioxidante total em produtos vegetais (RODRIGUEZ-ROQUE,, ROJAS-
GRAU, ELEZ-MARTINEZ, MARTIN-BELLOSO, 2013)

Considerando esses aspectos, o presente estudo teve como principal objetivo determinar o perfil
fendlico das frutas mangaba (Hancornia speciosa), seriguela (Spondias purpurea) e umbu-caja
(Spondias spp.) e de suas respectivas polpas; assim demonstrando o efeito do processamento da polpa de
fruta sobre o perfil de compostos fendlicos e na atividade antioxidante. Ademais, determinou-se o perfil
de compostos fenolicos bioacessiveis e ndo bioacessiveis nas polpas de fruta submetidas a digestdo

gastrointestinal simulada.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EXPLORACAO COMERCIAL DE FRUTAS EXOTICAS DA CAATINGA

Nos ultimos anos ocorreu um aumento na disponibilidade de produtos de frutas exdticas no
mercado nacional e internacional com alegacdo de salde como parametro de diferenciacdo, e também os
novos sabores exdticos (SABBE et al., 2009; VIDIGAL et al., 2011). Frutas exéticas, consumidos
regionalmente estdo ganhando popularidade no mercado devido ndo s6 os seus sabores agradaveis, mas
também os seus valores nutritivos e bioativos (COSTA, GARCIA-DIAZ, JIMENEZ, SILVA, 2013).

O Nordeste no Brasil, é caracterizado pela ocorréncia de diferentes biomas como a Mata Atlantica
eo bioma da Caatingasemi-arida. Na Mata Atlantica de oocorréncia na regido litoranea, encontra-se a
Zona da Mata que abrange diversos estados do Nordeste, entre eles a Paraiba. A Zona da Mata Paraibana
é considerada uma faixa de transicdo, pois se encontra na parte litoral do estado da Paraiba, abrangendo
cerca de 30 municipios, e nessa regido ha uma maior disponibilidade de 4gua do que nas outras areas do
estado, contendo uma grande biodiversidade de frutiferas (LEITE, MACHADO, 2010).

Na Zona da Mata Paraibana sdo encontradas naturalmente as frutiferas exoticas subutilizadas e
ainda em domesticacdo, entre elas o género Spondias e Hancornia todas com enorme potencial para
exploracdo comercial (GONDIM et al., 2013).

Todavia, na maioria das vezes a exploracdo extrativista dessas frutiferas constituiem-se como a
Unica fonte alternativa de renda para familias e pequenos produtores rurais, sendo assim sua fonte de
renda sazonal. Estas frutas sdo muito consumidas in natura, entretanto, por serem altamente pereciveis,
grande parte tem vida curta pos-colheita sofrendo deterioracdo em poucos dias, tendo sua
comercializacdo dificultada principalmente pelo transporte de longas distancias, necessitando de técnicas
de conservacao, que propiciem manter as caracteristicas naturais da fruta, viabilizando um produto com
maior vida de prateleira (SANTOS et al., 2013). Estas frutas sdo amplamente transformadas em sucos,
smothies, purés, néctar, polpas, etc; além de desidratados (RAWSON et al., 2011).

Apesar de muitas frutiferas nativas apresentarem amplas perspectivas de aproveitamento
econbmico, poucas, como mangabeira (Hancornia speciosa), cajazeira (Spondias mombim), umbuzeiro
(Spondias tuberosa) e umbu-cajazeira (Spondias spp.), tém sido exploradas, na maioria das vezes de
forma extrativista, dada a falta de informacdes que possibilitam sua exploragdo comercial (SANTOS,
2011).

Um dos principais responsaveis pela exploragdo dessas frutas exoticas sdo as industrias de polpas
de frutas congeladas que tem se expandid nos ultimos anos, notadamente no nordeste brasileiro. As

unidades fabris se compdem, em sua maioria, de pequenos produtores, onde grande parte deles utiliza
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processos artesanais, sem a devida observancia das técnicas adequadas de processamento (SILVA;
SILVA, 2012).

A obtencdo de produtos como a polpa de fruta vem sendo explorado pelas agroindistrias uma vez
que estas frutas apresentam rendimento média de 55 a 65% em polpa, com potencial para utilizacdo na
forma processada como polpa, suco, néctar e sorvetes (SANTOS et al., 2013; SILVA; SILVA, 2012)
podendo minimizar perdas, desperdicios e agregar valor ao produto, contornar problemas de
sazonalidade e possibilitar sua distribuicdo por maiores periodos do ano. Além da oferta dessas frutas ao
mercado como produtos préaticos e visando a promoc¢do do consumo dessas frutas em diferentes regides
do pais, como também a comercializacdo para o mercado externo (BATISTA et al., 2013; PAGLARINI
etal., 2011; SANTOS et al. 2013).

O consumo de polpa de fruta congelada vem crescendo a cada ano, uma vez, que esse produto se
destaca por sua praticidade, a substituicdo ao consumo de bebidas carbonatadas, e suas caracteristicas
sensoriais e nutricionais uma vez que o consumidor exige cada vez mais produtos de elevada qualidade,
faceis de preparar e consumir, ndo s6 o consumo doméstico, mas também em restaurantes, hotéis,
lanchonetes e hospitais (CALDAS et al., 2010; PAGLARINI et al., 2011).

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) regulamenta a
qualidade das polpas através da resolucdo RDC n°12, de 02 de janeiro de 2001 que aprova o regulamento
técnico sobre padrfes microbioldgicos para alimentos, e também através da Instru¢cdo Normativa n°1, de
7 de janeiro de 2000, que regulamenta os padrdes de identidade qualidade para polpa de frutas tropicais.

De acordo com 0 MAPA polpa de fruta é definido como produto nao fermentado, ndo concentrado
e ndo diluido, obtido pelo esmagamento de frutos polposos, por meio de um processo tecnologico
adequado com um teor minimo de solidos totais provenientes da parte comestivel do fruto, especifico
para cada polpa de fruta (BRASIL, 2000). As polpas devem ser obtidas de frutas frescas, sds e maduras
mantendo as caracteristicas fisicas, quimicas e organolépticas do fruto. Este produto ndo podera conter
fragmentos das partes ndo comestiveis, nem substancias estranhas a sua composicdo normal. Os
parametros fisico-quimicos que indicam a qualidade das polpas sdo: pH, s6lidos solUveis totais, acidez
total titulavel, aglcares totais e &cido ascérbico (BRASIL, 2000).

2.1.1 Caracteristicas e exploragdo extrativista da seriguela (Spondias purpurea) e umbu-cajé

(Spondias spp.)

O género Spondias, pertencente a familia Anacardiaceae, possui 18 espécies distribuidas
mundialmente, onde cinco dessas tem ocorréncia no Brasil e sdo arvores frutiferas tropicais exploradas

por seu valor comercial conforme Tabela 1.
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Tabela 1 - Identificacdo taxondmica do género Spondias

Fruta Espécie
Caja Spondias monbin L.
Cajarana Spondias dulcis P.
Seriguela Spondias purpurea
Umbu Spondias tuberosa A.d
Umbu-caja Spondias spp

Fonte: Proprio autor.

Estas espécies produzem frutas do tipo drupa, de boa aparéncia, qualidade nutritiva, aroma e sabor
agradaveis, 0s quais sdo muito apreciados para o consumo como fruta in natura ou processados como
polpa, sucos, doces, néctares, picolés e sorvetes, sendo evidente a crescente comercializacdo nos
mercados, supermercados e restaurantes do pais (EMBRAPA, 1999).

Em relacdo as propriedades nutricionais, as Spondias sdo ricas em vitaminas (B1, B2, B3, A, e
C), minerais (calcio, potassio, ferro e fosforo) e ainda tem uma alta concentracdo de carotenoides e
taninos, os quais estdo relacionados a sua capacidade antioxidante (VIDIGAL et al., 2011).

Dentre a espécie que se destaca ao género esta a seriguela (Spondias purpurea L.), planta nativa
da América Central, popularmente conhecida como: ciriguela, ameixa espanhola, caja vermelho, jacote,
ciruela mexicana (BRITO, 2010; SILVA, 2011). Essa fruta desponta no nordeste brasileiro como uma
excelente opcdo econémica para inimeros produtores, devido sua qualidade as frutas sdo consumidas in
natura, ou utilizadas no preparo de polpa concentrada, de bebidas fermentadas, vinho, sucos e sorvetes
(FREIRE, 2001).

Nas seriguelas provenientes do nordeste brasileiro, a polpa representa 70,22%, a casca representa
13,80% e a semente outros 15,61% do peso da fruta no estagio maduro (EMBRAPA, 2001).

O umbu-caja (Spondias spp.) € um hibrido natural entre a cajazeira e 0 umbuzeiro
(GIACOMETTI, 1993), tem origem desconhecida, caracteristicas de planta xerofita e esta disseminado
em alguns estados do Nordeste como Rio Grande do Norte, Ceara, Piaui, Pernambuco, Paraiba e Bahia
(SOUZA, 1988).
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2.1.2 Caracteristicas e exploracéo extrativista da mangaba (Hancornia speciosa)

A mangabeira, (Hancornia speciosa), frutifera da familia das Apocynaceae, é uma planta arbérea
de porte médio, que atinge de 5 a 10 metros de altura. Nativa do Brasil, € encontrada vegetando
espontaneamente em varias regides do pais, desde o Nordeste, onde é mais abundante, até as areas sob
Cerrado da Regido Centro-Oeste; e verifica-se ainda sua ocorréncia nas Regifes Norte e Sudeste
(VIEIRA NETO, 2002). Possui grande ocorréncia na zona da mata paraibana, devido as condicOes
climaticas e sua facil adaptacdo ao bioma da caatinga.

Embora também seja produtora de latex, a fruta, denominada “mangaba” € o seu principal
produto; este nome tem origem na lingua tupi-guarani e significa “coisa boa de comer” (VIEIRA NETO,
2002). A fruta do tipo baga é elipsoide ou arredondado, com 2,0 a 6,0 cm, exocarpo amarelo, com
manchas avermelhadas, polpa bastante doce, carnoso-viscosa, acida, contendo geralmente 2 a 15
sementes discoides, com 7 a 8 mm de diametro, castanho claras, delgadas e rugosas (SOARES, 2012).

A mangabeira apresenta frutas aromaticas, saborosas e nutritivas, com ampla aceitacdo de
mercado, tanto para 0 consumo in natura, quanto para a industria. Apesar disso, pelo fato da cultura
ainda continuar sendo mantida no habitat natural (SOARES, 2012). O extrativismo ainda é a sua principal
forma de exploracdo; durante parte do ano, inimeras familias tm na colheita e comercializacdo da
mangaba uma importante ocupacgéo e fonte de renda. De acordo com dados oficiais, com excecdo de
Minas Gerais e Mato Grosso, so ha registro de colheita desta fruta na regido Nordeste, sendo Sergipe,
Minas Gerais e Bahia os maiores produtores (VIEIRA NETO, 2002).

A mangaba apresenta aroma e sabor agradaveis ao consumidor, o que impulsiona sua utilizacdo
como ingrediente na producdo ou enriquecimento de produtos, além de seu alto rendimento favorecer
sua utilizacdo, a mangaba atualmente é utilizada em sorvetes, geleias, doces, xaropes, vinhos, sucos e
etc. No entanto, nas regides de producdo, estas frutas sdo muito procuradas no mercado, fazendo com
(ue seus precos sejam mais altos do que a de uvas e outros frutas nobres (LEDERMAN, SILVA JUNIOR,
BEZERRA, ESPINDOLA, 2000).

2.2 COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM FRUTAS DA CAATINGA

O ato ou efeito de nutrir-se compreende um conjunto de processos que envolvem desde a ingestédo
do alimento até a sua assimilagdo pelas células. Os efeitos benéficos deste ato que é imprescindivel a
vida, dependem do suprimento qualitativo e quantitativo de nutrientes contidos nos alimentos
(GONGALVES, 2012).
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Nas frutas, os compostos fendlicos se encontram em toda a matriz, entretanto se diferenciam em
quantidades nas diferentes estruturas da mesma como; casca, polpa e sementes, esses compostos na
planta mée, tem inimeras fun¢des, podendo também ser chamado de metabdlitos secundarios, participam
do metabolismo, assim como da defesa das plantas as injurias sofridas como acéo da luz e etc. (COSTA,
2013).

As frutas sdo consideradas as principais fontes dietéticas de substancias, tais como vitaminas,
compostos fendlicos e carotenoides, que reduzem o risco de doengas cardiovasculares e
neurodegenerativas, assim como alguns tipos de cancro (ABOUL-ENEIN; BERCZYNSKI; KRUK,
2013).

Os compostos fendlicos tém sido associados com a capacidade antioxidante em alimentos ricos
nestes compostos, e relacionados com a ingestdo de frutas e vegetais e a reducdo do risco de certas
doencas, tornando cada vez maior o interesse por estas substancias (HAMINIUK et al., 2012). As
propriedades bioldgicas dos compostos fenolicos estdo relacionadas com a sua estrutura quimica estando
0s seus possiveis beneficios para a saude igualmente relacionados com a sua absor¢ao e metabolismo
(BERGAMASCHI, 2010).

Os compostos fendlicos podem ser definidos como substancias que possuem um anel aromatico
com um ou mais grupos hidroxilo como grupos funcionais. Estes sdo facilmente oxidaveis, tanto por
meio de enzimas vegetais especificas, quanto por influéncia de metais, luz, calor ou em meio alcalino,
ocasionando o escurecimento de solu¢des ou compostos isolados. Alguns compostos sdo solUveis apenas
em solventes organicos, outros, como € o caso das formas glicosiladas sdo solUveis em agua, e existem
ainda os grandes polimeros, que sdo totalmente insolaveis (TIVERON, 2010). A classe de compostos
fendlicos engloba mais de 8 000 compostos, desde moléculas simples até outras com alto grau de
polimerizacédo, podendo dividir-se em diferentes classes (Figura 1) (FERREIRA; ABREU, 2007).

Rufino et al. (2010) relatou uma correlacgéo significativa entre o contetdo de acido ascérbico e de
fenolicos totais e a capacidade antioxidante de dezoito frutas tropicais brasileiras.

Inumeros compostos bioativos tém sua biossintese e bioatividade afetadas por fatores abioticos
como radiacdo UV, disponibilidade de agua, temperatura e composicdo do solo. Portanto, condi¢des
ambientais adversas, como as encontradas na caatinga brasileira, podem induzir mudangas metabolicas
que resultariam em maior producéo e acumulo fitoquimico em vegetais estressados (PAVARINI et al.,
2012).

A maioria das frutas exdéticas permanece completamente inexploradas em relacdo as suas
caracteristicas tecnoldgicas, bioativas e funcionais, apesar do seu potencial valor econémico. Devido a

cor e dogura atraentes, essas frutas do semi-arido podem ser consumidas frescas (CEFOLA et al., 2014).
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As frutas tropicais e exoticas contém uma ampla gama de compostos bioativos com atividades relevantes
para a salde (DEMBITSKY et al., 2011).

Figura 1 - Representacdo grafica das principais classes de compostos fenolicos
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Fonte: Ferreira e Abreu, 2007.
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Frutas do género Spondias, como a seriguela (Spondias purpurea), umbu-caja (Spondias spp.),

caja (Spondias mombin) e do género Hancornia, como a mangaba (Harcornia speciosa), ainda sdo pouco

exploradas cientificamente quanto aos seus compostos bioativos.

Estudos de algumas espécies de Spondias, seriguela e umbu foram descritos por Silva et al.

(2014b), demonstram a presenca de taninos, flavonoides, triterpenos e alcaloides. Omena et al. (2012)

estudando frutas cultivados na Zona da Mata na regido de Alagoas nade seriguela (Spondias purpurea)

identificaram alguns compostos em sua casca e sementes, como; leucoantocianidinas, catequinas,

antraquinonas, cumarinas e saponinas tanto na casca quanto nas sementes. No umbu (Spondias tuberosa)



21
foram identificados a presenca de polifendis, taninos, antraquinonas e cumarinas na casca, e nas sementes
0s mesmos compostos além da presenca de leucoantocianidinas.

Apesar das Spondias spp. serem um género bastante difundido no nordeste brasileiro, a
caracterizacdo dos seus compostos e atividade bioldgica associada ainda séo pouco conhecidas, conforme
demonstra a Tabela 2. Segundo Engels et al. (2012) em estudo realizado com seriguela, foi evidenciado
a potente atividade antioxidante desta fruta, entretanto, existem poucos estudos sobre o perfil de
compostos fenolicos existentes na mesma.

Em estudo realizado por Rufino (2010) verificou-se que a mangaba tem alto contetdo fendlico,
169 mg GAE 100g™ em peso fresco. Entretanto o perfil de fenolicos existentes na fruta ainda é pouco
conhecido, 0 que muitas vezes dificulta sua utilizacdo em outros segmentos como a industria

farmacéutica e cosmética.

Tabela 2 - Compostos fendlicos identificados em frutas do género Spondias e Harcornia

Fruta Compostos Atividade Fonte
Identificados Antioxidante
Caja . Acido elagico . 0417 * 0,01 Silva, et al.
S. mombin . 2011
( ) »  Quercetina (ECso - DPPH) ( )
0,451 + 0,029

(ECso- ABTS)

Caja . Luteina . 17474327 Tibursk, Rosenthal,
(S. mombin) Zeinoxanthin (mmol TEAC/g) Deliza, Godoy e
Pacheco, (2011)
B_

criptoxantina
a-caroteno

B-caroteno



Seriguela

(S. purpurea)

Umbu

(S. tuberosa)

Polpa de
Mangaba

(H. speciosay)

Mangaba

(H. speciosa)

Seriguela
(S. purpurea)

Acido galico
Acido
clorogénico
Quercetina
Rutina

Kampferol

Rutina
Acido Elagico

Quercetina

Acido galico
Catequina
Acido
clorogénico
Acido vanilico
Acido
cumarico
Rutina

Acido
Rosmarinico
Rutina
Acido
clorogénico
Acido caféico
Acido elagico
Rutina

Quercetina
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Engels, et al.
(2012)
0,558+0,008 Silva, et al.
(ECso DPPH) (2011)
0,465+0,029
(ECso ABTS)
Lima,
(2015)
} Rego,
(2015)
27,11pug/mL Silva,
(ECso) (2015)

Fonte: Préprio autor
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O processamento tem como principal finalidade a de preservacdo dos alimentos por varios
métodos, tais como a adi¢do de agUcar, fermentacdo, congelamento e secagem. Sendo assim métodos
que possibilitam a preservacdo das matrizes (KANSCI, 2003). Os alimentos tém sido tradicionalmente
preservados por meio de tratamento térmico, para evitar a deterioracdo e contaminacdo por
microrganismos como; agentes patogénicos. No entanto, este tratamento ocasiona perda de compostos
bioativos e propriedades sensoriais nos alimentos (ODRIOZOLA-SERRANO, AGUILO-AGUAYO,
SOLIVA-FORTUNY, MARTIN-BELLOSO, 2013).

As frutas sdo caracterizadas como fontes alimentares ricas em compostos que trazem beneficios
a salde do consumidor (EBERHARDT, et al, 2000). A maior atividade antioxidante nas frutas é devida
a presenca de polifendis e compostos flavonoides.

Wang, He e Chen (2014) relataram que a alta pressao e a alta temperatura aumentam o teor de
compostos fenolicos devido a desagregacao da estrutura da parede celular e hidrolise dos polissacaridos.
Além disso, é possivel que esses tratamentos com principal finalidade de inativacdo enzimaética
relacionadas a perdas de substancias fendlicas (tal como a polifenol oxidase) ou aumento da atividade de
enzimas que participem na biossintese de fendis, gerando assim esse aumento no contetdo de fendis
(MORALES-DE LA PENA et al., 2011).

Renard, et al. (2011), observou elevadas perdas (mais de 50% de perda) em teor fendlico de uvas-
do-monte ap6s o passo de trituracdo. Estas perdas poderiam estar todas ligadas a libertacdo de enzimas
nativas (polifenol oxidase, peroxidase, etc.) a partir de células durante o processo de moagem, como

resultado da ruptura da parede celular ou membrana, agindo na oxidacdo e degradacdo de compostos.

2.3 BIOACESSIBILIDADE DE COMPOSTOS FENOLICOS EM FRUTAS

Conhecer o comportamento dos compostos bioativos em situagcdes similares as que ocorrem in
vivo permite avaliar as diferentes matrizes alimentares e suas composi¢cbes com as suas reais
contribuicbes em relacdo a atividade antioxidante no organismo (RYAN; PRESCOTT, 2010;
TAGLIAZUCCHI et al., 2010; WOOTTON-BEARD; MORAN; RYAN, 2011; WOOTTON-BEARD;
RYAN, 2011). Embora estudos definitivos sobre a bioacessibilidade dos polifendis requerem
experiéncias in vivo (VAN BUGGENHOUT et al., 2010), modelos in vitro s&o significativos uma vez
que séo simples, baratos e reprodutiveis, além de poderem ser utilizados para pesquisar grandes nimeros
de amostras ou para estudar uma vasta gama de condig¢des experimentais (MCDOUGALL; FYFFE;
DOBSON; STEWART, 2005).
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Entretanto estudos in vivo demandam grande investimento, méo de obra qualificada, além de por
muitas vezes longos periodos de tempo. Apesar das limitacdes e por se constituir normalmente apenas
um modelo hipotético de digestdo, modelos de digestdo gastrointestinal in vitro tém sido desenvolvidos
para a avaliacdo de bioacessibilidade, permitindo o estudo de alteracdes nos componentes da dieta
durante as fases gastrica e a fase intestinal, devido a fatores que tem impacto na sua bioacessibilidade
(BIEHLER; BOHN, 2010; CILLA; GONZALEZ-SARRIAS; TOMAS-BARBERAN; ESPIN;
BARBERA, 2009;). Além disso, demonstrou-se que a avaliacdo da bioacessibilidade por modelos in
vitro podem ser bem correlacionados com os resultados de estudos em seres humanos e em modelos
animais (BIEHLER; BOHN, 2010).

O trato gastrointestinal pode ser considerado como um dispositivo de extracdo eficiente, onde
parte dos compostos contidos em matrizes alimentares s&o extraidos e disponibilizados para absor¢do no
intestino (SAURA-CALIXTO et al., 2007; TAGLIAZUCCHI et al., 2010). E importante considerar a
absorcéo e a atividade dos diversos compostos oriundos de alimentos, em relacdo as diversas condicdes
fisiologicas do trato gastrointestinal de humanos, compreendendo os fatores que afetam a
bioacessibilidade desses compostos, sua importancia bioldgica e eficacia como ingredientes funcionais
(KOSINSKA-CAGNAZZO0, 2015).

A natureza dos compostos extraiveis, a sua estabilidade e a sua atividade antioxidante dependem
de muitos fatores, tais como a matriz alimentar, o pH, a temperatura, a presenca de inibidores ou
potenciliadores de absorcdo, a presenca de enzimas, o hospedeiro, e outros fatores relacionados
(MCDOUGALL; DOBSON; SMITH; BLAKE; STEWART, 2005; SAURA-CALIXTO; SERRANO;
GONI, 2007; TAGLIAZUCCHI; VERZELLONI; BERTOLINI; CONTE, 2010). A digestdo
gastrointestinal in vitro simula algumas condicGes gastrointestinais bioldgicas (enzimas gastricas e
pancreéaticas) e quimicas (pH, temperatura e sais biliares), como também avalia 0 qudo estaveis e
absorvidos sdo os compostos fendlicos e se a atividade antioxidante é alterada durante a digestdo
(TAGLIAZUCCHI et al., 2010). Esse método é empregado devido a seguranca, rapidez e nao possuir
restri¢des éticas quando comparado com o método in vivo (YOU et al., 2010).

A digestdo in vitro fornece uma maneira de se avaliar a bioacessibilidade de antioxidantes
provindos de fontes alimentares em um sistema bioldgico e vem sendo muito aplicada em estudos com
sucos de frutas e vegetais além de outras matrizes alimentares (WOOTTON-BEARD, RYAN, 2011).

A bioacessibilidade é definida como a quantidade de compostos com atividade biologica
constituintes da matriz alimentar ap0s digestdo gastrointestinal, e, portanto, presente nas paredes
intestinais a fim de serem transportados através destas. Nesta etapa, 0s compostos bioativos, entre eles
os antioxidantes, podem sofrer alteracdes gerando por consequéncia a formagdo de novos compostos

com bioacessibilidade e acdo biologica diferenciadas dos compostos originais (RYAN, PRESCOTT,
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2010; SAURA-CALIXTO, SERRANO, GONI, 2007; TAGLIAZUCCHI et al., 2010; WOOTTON-
BEARD, MORAN, RYAN, 2011; WOOTTON-BEARD, RYAN, 2011).

Com base em um estudo in vitro, foi demonstrado que o processo de digestdo diminuiu o contetdo
fenolico por, pelo menos em 47% para as bebidas de frutas digeridas em comparacdo com as que nao
sofreram processo de digestdo (ANONIMO et al., 2009).

Em outro estudo, ap6s digestdo gastrica e intestinal, verificou-se que apenas 62% dos fendlicos
originalmente presentes em uvas eram bioacessiveis (TAGLIAZUCCHI et al., 2010). A transicéo a partir
do acido gastrico para o ambiente intestinal alcalino moderado causou uma diminuicdo da
bioacessibilidade na quantidade total de fenodlicos, flavondides e especialmente antocianinas. As
antocianinas, um dos cinco grupos principais de compostos fenélicos em maca (WOJDYLO et al., 2008),
sdo altamente instaveis a um pH intestinal (TAGLIAZUCCHI et al., 2010).

Em estudo realizado por Bouayed, Hoffmann e Bohn (2011), foi estudado o conteudo de fendlicos
livres de quatro variedades de macds em um modelo in vitro de digestdo gastrointestinal, incluindo a
diélise, e observou-se que ocorreu maior liberagcdo de compostos fendlicos na matriz durante a fase
géstrica, cerca de 65% de fenois e flavondides, ocorrendo uma liberagdo adicional menor que 10%
durante a digestdo intestinal, ndo tendo efeito significativo para todos os tipos de maca.

Porém a bioacessibilidade dos nutrientes e/ou compostos presentes numa matriz alimentar podem
variar, se a mesma tiver sofrido algum processamento, pois ocorre uma transformacéo estrutural na
matriz. A modificacdo da matriz alimentar no processamento é esperada. Estas mudancas poderiam
exercer uma influéncia significativa sobre a libertacdo desses compostos na célula, transformacéo e
absorcéo de alguns nutrientes durante a digestdo (PARADA; AGUILERA, 2007).

O processamento influi na bioacessibilidade, devido a mudanga na matriz, em estudo realizado
por Aschoff, et al. (2015) observou-se que a bioacessibilidade dos compostos bioativos de Citrus depende
se eles forem digeridos como fruta inteira ou em forma de sucos. Além disso, as espécies de citros
(laranja-doce e mandarina) e o armazenamento pos-colheita poderiam modular a bioacessibilidade dos
carotenoides durante a digest&o gastrointestinal in vitro (RODRIGO; CILLA; BARBERA; ZACARIAS,
2015). Observou-se também em citrinos que a bioacessibilidade dos constituintes hidrofilicos dos Citrus,
tais como flavonoides (~19-43%) e vitamina C (~21-31%), variou com a matriz alimentar, como suco de
laranja ou bebidas com adicdo de suco de laranja, e também com a tecnologia de processamento
empregada (CILLA etal., 2009; CILLA et al., 2011, CILLA et al., 2012; GIL-IZQUIERDO et al., 2001;
RODRIGUEZ-ROQUE et al., 2013; RODRIGUEZ-ROQUE et al. 2015).

Peixoto, et al. (2016) estudando a bioacessibilidade de antocianinas em jabuticaba, jameldo e

jambo obteve os seguintes resultados; 10%, 45% e 15%; respectivamente, justificando os resultados
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como a néo liberacdo completa dos componentes da matriz, além das interacdes com fibras, o que

dificultaria a absorcéo destes componentes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. SUBSTANCIAS QUIMICAS E REAGENTES

Pepsina, a-amilase, pancreatina, glicodesoxicolato, taurodesoxicolato, taurocolato foram obtidos
da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Foram adquiridos &acido cloridrico (HCI) (37% m / m) e
metanol da empresa Neon (S&o Paulo, Brasil). Os reagentes de acido 2, 2'-difenil-2-picrilhidrazilo
(DPPH), reagente de acido hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox) foram obtidos da
Sigma-Aldrich Chemical, SA (Hamburgo, Alemanha) e 2,4,6-tris (2-piridil)-s-triazina (TPTZ) obtida de
Sigma-Aldrich Chemical, SA (Milano, Italia). Padrées de compostos fendlicos como: acido benzdico,
acido cafeico, acido clorogénico, acido elagico, acido ferulico, acido galico, acido gentisico, acido
salicilico, acido sinépico, acido siringico, &cido trans-cinamico, acido p-cumarico, acido protocatecuico,
acido vanilico, miricetina, quercetina, narigenina, catequina, kampferol, hespertina e rutina foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Todos os reagentes quimicos utilizados nas

experiéncias foram de grau analitico.

3.2. PREPARACAO DA AMOSTRA

As frutas mangaba (Hancornia speciosa), seriguela (Spondias purpurea L.) e umbu-caja
(Spondias spp.) utilizadas no estudo foram coletadas na Zona da Mata Paraibana, no municipio de
Pitimbu, Estado da Paraiba, nos meses de janeiro e fevereiro de 2016. As frutas foram colhidas
aleatoriamente avaliando a sua maturacdo, sendo utilizadas apenas as que estavam em estadio 6timo de
maturacdo, considerando o teor sélidos solGveis totais de 12 °Brix para esta classificacdo. Apds a coleta
foi realizado seu transporte refrigerado 5 + 1 °C até a industria de polpa de frutas localizada na cidade de
Jodo Pessoa/PB.

O processamento das frutas ocorreu no mesmo dia da colheita, sendo reservada parte das frutas
frescas do mesmo lote que foi processado em polpa, para posteriormente ser utilizado nas analises,
garantindo assim a homogeneidade das amostras e fidedignidade dos resultados obtidos.

Ap0s o processamento que incluiu diversas etapas como: recepc¢éo, pesagem e selecdo, para a
escolha das melhores materias-primas a serem utilizadas no estudo; higienizacdo, para retirada de
possiveis sujidades encontradas nas frutas; desintegracdo e padronizacdo, para a despolpa e
homogeneizacédo da polpa produzida a fim da obtenc¢éo de um produto com boa qualidade; embalagem e

congelamento, conforme observado no fluxograma apresentado na Figura 2.
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As polpas de fruta foram embaladas em sacos de polipropileno de 1 kg, e posteriormente
congeladas e acondicionadas em recipiente térmico adequado e transportadas para o Laboratério de
Processamento de Alimentos do Departamento de Tecnologia de Alimentos (UFPB), Jodo Pessoa
(Brasil). Uma parte do lote de polpa de frutas frescas (500 g) e polpas congeladas (500 g) foram
liofilizadas & - 45 °C em liofilizador (modelo LS 3000, Terroni Equipamentos, Brasil) com inten¢éo de

reduzir a umidade, preservando as amostras.

Figura 2 - Fluxograma de processamento da fruta para obtencédo de polpa de fruta congelada
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Fonte: Préprio autor

3.3. EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS DE FRUTAS E POLPA DE FRUTAS
3.3.1 Extracgéo de compostos fenolicos livres

Adicionou-se uma amostra (0,5 g) de polpa de fruta ou de fruta liofilizada em 20 mL de
metanol/agua (50:50, v/v) que foi submetido a uma extragdo em banho de ultrassom (UNIQUE, modelo
USC-1800, Brasil) a 40 KHz durante 30 min a 25 °C. A amostra foi centrifugada a 6000 g por 15 min
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usando centrifuga, modelo SL-701 (Solab, S&o Paulo, Brasil). O residuo remanescente foi extraido com
20 mL de acetona/agua (70:30, v/v) e a extracdo em ultrassom e procedimento de centrifugacdo foram
repetidos. Os extratos acetonicos e metanodlicos foram combinados num baldo volumétrico de 25 mL e o
volume foi completado com &gua deionizada (Rufino et al., 2010). O extrato foi concentrado utilizando
um evaporador rotativo (Fisatom 802, Sdo Paulo, Brasil) até o volume final de 5 mL. Filtrou-se uma
aliquota de 1 mL do extrato através de um filtro de seringa de 0,45 um (PTFE) e analisou-se 0s compostos
fendlicos livres por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Estes extratos foram utilizados

para a quantificacdo da atividade antioxidante.

3.3.2 Extracdo de compostos fenolicos conjugados

O residuo restante da extracdo dos compostos fenolicos livres foi utilizado para hidrolise acida
com 10 mL de metanol/HCI 6 Mol L, em que o pH foi reduzido para pH 2. A mistura foi incubada no
agitador modelo Luca-223 (Lucadema, Brasil) a 120 rpm e 85 °C durante 30 min. Em seguida, a solugéo
(pH 2) foi submetida a extracdo por particdo com éter etilico e as camadas foram separadas por
centrifugacdo a 6000 g durante 15 min. A extracdo foi repetida trés vezes e os sobrenadantes foram
combinados. O solvente organico foi vaporizado utilizando um evaporador rotativo (Fisatom 802, Sdo
Paulo, Brasil). O extrato seco foi reconstituido em 1 mL de metanol e filtrado atraves de um filtro de
seringa de 0,45 um (PTFE) e foi analisado quanto a compostos fendlicos conjugados com CLAE
(KRYGIER, SOSULSKI, HOGGE, 1982, ROSS, BETA, ARNTFIELD, 2009).

3.4. QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA

Os extratos fenolicos foram analisados por um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
CL-20 AT (Shimadzu Corporation, Japdo). A separacdo foi realizada com uma coluna C18
(SUPELCOSIL ™ LC-PAH, 250 mm x 4,6 mm ID, tamanho de particula 5 pm) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA). A separacdo por cromatografia foi realizada utilizando uma eluigé@o gradiente de (A)
agua 2% acido acético (v / v), (B) acetonitrila/metanol, 2:1 (v/v) como se segue: 90% A em 0 min, % A
em 3 min, 85% A em 6 min, 82% A em 10 min, 80% de A em 12 min, 70% de A em 15 minutos, 65%
de A em 20 minutos, 60% de A em 25 minutos, A em 30 - 40 minutos, 75% de A em 42 minutos e 90%
de A em 44 min. Segundo metodologia descrita por Prasad et al. (2009). A taxa de fluxo foi mantida 1,0

mL/min, temperatura da coluna a 40 °C, injecéo 20 uL. A duragéo total por corrida de amostra foi de 50
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min. Os picos de todos os componentes foram detectados a 254, 280 e 320 nm. A calibracéo foi realizada
injetando os padr@es trés vezes em cinco concentragdes diferentes. Os compostos fendlicos individuais
foram identificados a partir da interpretacdo espectrofotométrica, o tempo de retencdo e com a
comparagdo com padrdes auténticos. Quantificacdo baseada na area detectada do seu pico em relagédo as

curvas de calibracdo previamente determinadas

3.5. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante total foi analisada através da captura do radical livre DPPH utilizando
uma versao adaptada do método por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). Uma solucéo de metanol
preparada contendo 0,06 mmol.L* de DPPH A solugéo de trabalho foi obtida por diluigdo da solugéo de
DPPH com metanol com absorbancia aproximada de 0,980 (+ 0,02) a 515 nm utilizando um
espectrofotémetro Cary 60 (Agilent Technologies, Malasia). Uma aliquota de 2,9 mL desta solucéo foi
misturada com 100 pL do extrato e deixada em repouso a temperatura ambiente durante 30 min no escuro.
Posteriormente verificou-se a reducdo na absorcédo do radical a 515 nm. A inibicdo da solucdo de DPPH,

em termos percentuais (1%), foi calculada de acordo com a formula:
% De inibigdo = [1- (absorbancia da amostra t = 30 min / absorbancia inicial t = 0 min)] x 100

A atividade antioxidante também foi analisada considerando o potencial antioxidante de reducéo
férrica determinado de acordo com o método descrito por Benzie e Strain (1996). O extrato (200 uL) e
200 pL de FeCls (3 mmol.L* em 5 mol.L? de acido citrico) foram misturados num tubo e incubados
durante 30 min em banho maria a 37 °C. Adicionou-se entdo uma solucdo de 2,4,6-tris (2-piridil)-s-
triazina (TPTZ) (3,6 mL) e agitou-se a mistura em um agitador de tubos. Ap6s exatamente 10 min, a

absorbancia (620 nm) foi lida utilizando o mesmo espectofotémetro.

3.6. DIGESTAO GASTROINTESTINAL IN VITRO

O procedimento de digestdo in vitro imitando as condigdes gastrointestinais fisioldgicas foi
avaliado em duas fases sequenciais (estdmago e intestino delgado incluindo dialise), conforme descrito
por Rodriguez-Roquen, Rojas-Grall, Elez-Martinez e Martin-Belloso (2013) com modificacbes. As
aliquotas de polpas de frutas (50 mL) foram misturadas com 5 mL de solucdo salivar (2,38 g de
Na2HPO4, 0,19 g de KH2PO4, 8 g de NaCl e 200, de amilase) em frascos &mbar. A mistura foi
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homogeneizada durante 10 minutos num banho de agua a 37 + 2 °C a 95 g. Depois, as amostras foram
acidificadas até pH 2,0 com 1 mL de uma preparacdo de pepsina porcina (13 mg de pepsinaem 5 mL de
HCI 0,1 M) para dar um volume final de 5 mL e posteriormente incubadas a 37 °C em agitacdo a 95 g
durante 1 h, para simular a digestdo gastrica. No final da digestdo poOs-géastrica, a mistura foi
imediatamente arrefecida num banho de gelo e uma aliquota de 1 mL foi removida e armazenada a -18
°C. O restante da amostra foi submetido a digestdo intestinal. Os segmentos de membrana de dialise
foram cortados a 30 cm de comprimento e preenchidos com 25 mL de 4gua/NaHCO3 (0,5 M). A
quantidade necessaria de NaHCOz (0,5 M) para titular a digestdo gastrica a pH 7,5 foi a contida na
membrana de dialise. Cada 20 mL de digestdo gastrica foi colocada num tubo de polietileno, e uma
membrana de dialise foi completamente imersa até um pH de 5,0 ser atingido. Depois, adicionou-se a
cada tubo 5 mL de pancreatina (0,12 g) e sais biliares (40 mg de glicodesoxicolato em 1mL de solugéo
salina), taurodesoxicolato (25 mg em 1mL de solucdo salina), taurocolato (40 mg em 1mL de solucéo
salina). As amostras foram incubadas numa agitacdo (95 g) a 37 °C durante 2 h para completar a fase
intestinal. Por ultimo, retirou-se a membrana de dialise, enxaguou-se com agua destilada. Os compostos
fendlicos que poderiam estar disponiveis para absorcéo estavam dentro da membrana de diélise (fracdo

bioacessivel).

3.7. ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, em trés repeti¢cdes independentes. Os
dados sao relatados como média + desvio padrdo (DP). Os resultados foram comparados pela analise de
variancia unidirecional (ANOVA) e o teste de Tukey foi realizado para identificar diferencas
significativas. As diferencas consideradas significativas foram a partir de p < 0,05. Os dados foram
analisados utilizando o software Statistica 13.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA).
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Abstract

Seriguela, umbu-caja and mangaba are Brazilian exotic fruits largely consumed as frozen pulps (FP).
This study characterized the phenolic compounds in these fruits, as well in their FP. The bioacessibility
of phenolic compounds and antioxidant activity of the FP dialysates were determined following exposure
to simulated gastrointestinal conditions. The profile of phenolic compounds identified in fruit and pulp
were similar. After pulp processing, increases of 33.60% and 68.72% in free phenolics were observed
for mangaba and umbu-caja FP, respectively, while in seriguela, free phenolic reduced by 56.55%.
Generally, phenolic levels decreased after exposure to simulated gastric conditions in all FP. The
bioaccessibility of phenolic varied from 8.71% (gentisic acid; mangaba FP) to 73.92% (gallic acid,;
umbu-caja FP). The antioxidant activity varied among the FP dialysates; seriguela and umbu-caja FP
dialysates presented the highest capacity of capture of the radical DPPH, while mangaba FP dialysate

demonstrated highest iron reducing capacity.

Keywords: in vitro digestion, dialysis, frozen pulp, fruit processing, Hancornia speciosa, Spondias,
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1. Introduction

The consumption of tropical fruits has increased in recent years because in addition to their
nutritional value, fruits have been recognized source of bioactive compounds (Rufino et al., 2010; Souza
et al., 2012; Silva et al., 2014). Phenolic compounds found in fruits possess strong antioxidant activity,
which is positively associated with protection against oxidative stress in the body, one of the largest
causes of chronic degenerative diseases (Almeida et al., 2011; Clerici & Carvalho-Silva, 2011). These
compounds are present in large quantities in native and exotic fruit species largely produced in tropical
countries, and food industries are potentially interested in these fruits (Souza et al., 2012). The Brazilian
Northeast region possesses suitable climatic conditions for a large number of exotic fruits with great
nutritional value and excellent agro-industrial potential (Clerici & Carvalho-Silva, 2011; Souza et al.,
2012). However, many exotic fruit species such as Spondias purpurea L., Spondia spp. and Hancornia
speciosa Gomes remains commercially underexploited.

The species Spondias purpurea L. commonly known as “seriguela” is originally from Central
America and distributed from Mexico through northern Peru and Brazil, where it is abundant. Seriguela
are small fruits in ovoid form, which vary widely in colour from green to yellow. The fibrous and lignified
endocarp surrounding malformed seeds has an aromatic pulp with a bittersweet taste (Engels, 2012;
Omena et al., 2012). The peel of seriguela fruit is rich in phenolic compounds (Silva et al., 2016);
however, no previous studies have explored these compounds in seriguela pulp.

Another exotic species abundant in the Northeast of Brazil region is Spondia spp., traditionally known
as “umbu-caja”. The high antioxidant potential of umbu-cajéa has been associated to its high total content
of tannin and phenolic compounds (Omena et al., 2012; Zeraik et al., 2015). However, the phenolic
profile of umbu-caja remains unknown. Finally, the Hancornia speciosa Gomes is a Brazilian native
berry fruit known as “mangaba”. This fruit presents varied sizes, is usually ellipsoidal or rounded,

yellowish or greenish, and has sweet yellow flesh. Mangaba fruits are rich in phenolic compounds such
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as chlorogenic acid and rutin (Lima et al., 2015a), as well as ascorbic acid (Almeida et al., 2011) and
carotenoids (Rufino et al., 2010).

The seasonal availability of seriguela, umbu-caja and mangaba fruits and their short shelf life
limiting their marketability in natura. Frozen pulps (FP) have emerged as an alternative for the fresh
fruit consumption because of their practicality and the similarity of nutritional and sensory characteristics
in comparison with the fruits (Silva et al., 2014; Paz et al., 2015). Industrial processing of fruits typically
includes maceration, heating, and freezing, and various separation steps. It has been reported that these
treatments can result in oxidation, degradation, leaching or other events that reduce the contents of
phenolic compounds in processed fruit (Nora et al., 2014; Tomas et al., 2015; Branco et al., 2016).
However, few studies have assessed the changes in phenolic compounds during processing to obtain
frozen pulps.

Despite the well-known antioxidant activity of phenolic compounds, their bioaccessibility which
is indicated by the quantities released after gastrointestinal digestion that become available for
absorption in the colon should be considered (Buniowska et al., 2017). Phenolic compounds can be
transformed during digestion into compounds with lower bioaccessibility and consequently their
bioactivity could be compromised. During gastric and intestinal digestion, the food matrix determines
stability and affect the proportion of phenolic compounds that reach the colon intact or that will
potentially be absorbed (Mosele et al., 2015). Various in vitro digestion approaches have been used to
assess the bioaccessibility of phenolic compounds in fruit or their derived juices (Stinco et al., 2013;
Rodriguez-Roque et al., 2013; Mosele et al., 2015; Buniowska et al., 2017).

The present study was performed to i) characterize the free and conjugated phenolic fractions in
seriguela, umbu-caja and mangaba fruits and their frozen pulps (FP); ii) determine the bioaccessibility
of phenolic compounds from FP of seriguela, umbu-caja and mangaba following exposure to simulated
gastrointestinal conditions and iii) assess the antioxidant activity of the bioaccessible fraction in each FP

studied.
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2. Materials and Methods

2.1. Chemicals and reagents

Pepsin, a-amylase, pancreatin, glycodeoxycholate, taurodeoxycholate, and taurocholate were
obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Hydrochloric acid (HCI) (37% m/m) and methanol were
purchased from Neon (Séo Paulo, Brazil).

The chemicals 2,2’-diphenyl-2-picrylhydrazyl hydrate (DPPH) and hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchromane-2-carboxyl acid (Trolox) were obtained from Sigma-Aldrich Chemical, S. A.
(Hamburg, Germany), and 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) was obtained from Sigma-Aldrich
Chemical, S. A. (Milan, Italy).

Standards of phenolic compounds for HPLC (benzoic acid, caffeic acid, chlorogenic acid, ellagic
acid, ferulic acid, gallic acid, gentisic acid, salicylic acid, sinapic acid, syringic acid, trans-cinnamic acid,
p-coumaric acid, protocatechuic acid, vanillic acid, myricetin, quercetin, naringenin, catechin,
kaempferol, hesperetin and rutin) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). All

chemicals used in the experiments were of analytical reagent grade.

2.2. Sample preparation

The seriguela (Spondias purpurea L.), mangaba (Hancornia speciosa), umbu-caja (Spondias
spp.) fruits used in this study were cultivated in the Zona da Mata Paraibana, Pitimbu, Paraiba State,
Brazil in January and February 2016. The fruits were picked randomly from the same farm and selected
for similar shape and uniform color. Before the tests, the total soluble solids (TSS) was determined and
12°Brix was considered the optimal stage of maturity. Fruits were transported to the pulp agroindustry

facility in Jodo Pessoa under cold storage (5.0 + 1°C). All pulps were obtained on the same day as the
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fruit harvest, and each fruit lot was divided for the analysis of fresh fruit and frozen fruit pulp. The
processing steps included washing, deseeding and mechanical pulp extraction. The pulp was conditioned
in 1 kg polypropylene bags, sealed, and stored at -18°C. The fruit and FP were transported to the
Laboratory of Food Processing of the Department of Food Technology (UFPB), Jodo Pessoa (Brazil) on
dry ice in an adequate portable thermal food container. Representative samples of fruit and fruit pulp
were then lyophilized (model LS 3000, Terroni Equipaments, Brazil) and freeze-milled (Model BF2
MMH 27000, Brazil).The powders obtained were stored in a desiccator prior to extraction of phenolic

compounds.

2.3. Extraction of phenolic compounds from fruit and frozen pulp

2.3.1 Free Phenolic Compounds

A sample (0.5 g) of fruit or fruit pulp powder was added to 20 mL of methanol/water (50:50, v/v)
and submitted to 40 kHz for 30 min in an ultrasonic bath (UNIQUE, model USC — 1800, Brazil) at 25°C.
The sample was centrifuged at 6000 g for 15 min (model SL-701, Solab, S&o Paulo, Brazil). The
remaining residue was extracted with 20 mL of acetone/water (70:30, v/v), and the ultrasound extraction
and centrifugation procedures were repeated. The acetonic and methanolic extracts were combined in a
25 mL volumetric flask, and the volume was completed with deionized water (Rufino et al., 2010). The
extraction solvent was removed using a rotary evaporator (Fisatom 802, S&o Paulo, Brazil) to a final
volume of 5 mL. A 1 mL aliquot of extract was filtered through a 0.45 um syringe filter (PTFE) and was
analysed for free phenolic compounds with HPLC. These extracts were used for the quantification of the

antioxidant activity.

2.3.2 Conjugated Phenolic Compounds
The remaining residue of extracted free phenolic compounds was used for acid hydrolysis with

10 mL of methanol/6 mol Lt HCI, in which the pH was reduced to pH 2. The mixture was incubated in
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a model Luca-223 shaker (Lucadema, Brazil) at 120 rpm and 85°C for 30 min. Next, the solution (pH 2)

was subjected to partition extraction with ethyl ether, and the layers were separated by centrifugation at
6000 g for 15 min. The extraction was repeated three times, and the supernatants were combined. The
organic solvent was removed using a rotary evaporator (Fisatom 802, S&o Paulo, Brazil). The dried
extract was reconstituted in 1 mL of methanol, filtered through a 0.45 pum syringe filter (PTFE) and
analysed for conjugated phenolic compounds by HPLC (Krygier, Sosulski & Hogge, 1982; Ross, Beta

& Arntfield, 2009).

2.4. Phenolic composition analysis by HPLC

The phenolic compounds were analysed by a high-performance liquid chromatography system
LC-20 AT (Shimadzu Corporation, Japan). The separation was carried out on a C18 column
(SUPELCOSIL™ LC-PAH, 250 mm x 4.6 mm ID, 5 um particle size) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Chromatographic separation was carried out using a gradient elution of (A) water/2% acetic acid
(v/v), (B) acetonitrile:methanol, 2:1 (v/v) as follows: 90% A in 0 min, 88% A in 3 min, 85% A in 6 min,
82% A in 10 min, 80% A in 12 min, 70% A in 15 min, 65% A in 20 min, 60% A in 25 min, 50% A in
30-40 min, 75% A in 42 min and 90% A in 44 min, as described by Prasad et al. (2009). The flow rate
was maintained at 1.0 mLmin* and the column temperature at 40°C, with an injection volume of 20 pL.
The total runtime was 50 min. The peaks of all components were detected at 254, 280 and 320 nm.
Calibration was performed by injecting the standards three times at five different concentrations. The
individual phenolic compounds were identified by spectroscopic interpretation, retention time and
comparison with authentic standards. Their quantification was based upon their peak detected areas

versus previously determined calibration curves.

2.5. Antioxidant capacity
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The total antioxidant activity was analysed by investigating the ability to scavenge DPPH free
radicals using a modified version of the method by Brand-Williams, Cuvelier, and Berset (1995). A
methanol solution containing 0.06 mmol L™ DPPH was prepared and then stored at 20°C until use. The
working solution was obtained by diluting the DPPH solution with methanol to obtain an absorbance of
approximately 0.980 (x 0.02) at 515 nm using a Cary 60 spectrophotometer (Agilent Technologies,
Malaysia). A 2.9 mL aliquot of this solution was mixed with 100 pL of the extract and left to stand at
room temperature for 30 min in the dark. The absorbance was then measured at 515 nm. Inhibition of the
DPPH free radicals, in percent terms (I %), was calculated according to the following formula:

% inhibition = [1- (absorbance sample =30 min /absorbance control t=o min)] X 100

The antioxidant activity was also analysed using the ferric reducing antioxidant potential
determined by the method described by Benzie and Strain (1996). The extract (200 pL) and 200 pL of
FeCls (3 mmol L™ in 5 mol L citric acid) were mixed in a tube and incubated for 30 min in a water bath
at 37°C. A TPTZ solution (3.6 mL) was then added, and the mixture was vortexed. After exactly 10 min,

the absorbance (620 nm) was read using the same spectrophotometer.

2.6. In vitro gastrointestinal digestion

The in vitro digestion procedure mimicking physiological gastrointestinal conditions was
assessed in two sequential phases (stomach and small intestine including dialysis) as described by
Rodriguez-Roque, Rojas-Grall, Elez-Martinez & Martin-Belloso (2013) with modifications. Only FP
were submitted to in vitro digestion, considering that the fruit tested are largely consumed as FP. Aliquots
FP (50 mL) were mixed with 5 mL saline solutions (2.38 g Na2HPOs, 0.19 g KH2PO4, 8 g NaCl and 200
UL a-amylase) in amber bottles. The mixture was shaken for 10 min in a water bath at 37 + 2°C at 95
rpm. Next, samples were acidified to pH 2.0 with 1 mL of a porcine pepsin preparation (13 mg of pepsin
in 5 mL of 0.1 mol Lt HCI) to a final volume of 5 mL and incubated at 37°C with shaking at 95 rpm for

1 h, to simulate gastric digestion. At the end of the post-gastric digestion, the mixture was immediately
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cooled in an ice bath, and a 1 mL aliquot was removed and stored at -18°C. The remainder of the sample
was submitted to small intestinal digestion. Segments of cellulose dialysis membrane (molecular weight
cutoff of 12000 Da) were cut to 30 cm lengths and filled with 25 mL of NaHCOs (0.5 mol L?). The
appropriate amount of NaHCO3 (0.5 mol L) to titrate the gastric digestion to pH 7.5 was contained in
the dialysis membrane. The gastric digestion was portioned into 20 mL fractions. These were placed into
polyethylene tubes, into which dialysis membranes were completely immersed until a pH of 5.0 was
reached. Next, 5 mL of pancreatin (0.12 g) and bile salts (40 mg glycodeoxycholate in 1 mL of saline),
taurodeoxycholate (25 mg in 1 mL of saline), and taurocholate (40 mg in 1 mL of saline) was added to
each tube. Samples were incubated in a shaker (95 rpm) at 37°C for 2 h to complete the intestinal phase.

In the final step, the dialysis membrane was removed and rinsed with distilled water.

2.7. Statistical analysis

All experiments were performed in triplicate with independent replicates. The data are reported
as the mean = standard deviation (SD) of the three replicates. The results were compared by one-way
analysis of variance (ANOVA), and Tukey’s test was used to identify significant differences. Differences
of p < 0.05 were considered significant. Data were analysed using the Statistica 13.0 software (Statsoft

Inc., Tulsa, OK, USA).

3. Results and Discussion
3.1 Phenolic compounds in fresh and pulp fruit

The phenolic acids and flavonoids identified in the fruit and FP of mangaba, seriguela and umbu-
caja are shown in Table 1. Despite de differences in the quantities of each phenolic compound identified,
similar phenolic profile was observed in fruits of seriguela, umbu-caja and mangaba and the respective
FP. The total free phenolics was predominant in both fruits and FP of umbu-caja and mangaba, compared

to the total conjugated phenolics. Otherwise, total conjugated phenolics were predominant in seriguela
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fruit. Gentisic acid was the major phenolic acid detected in the free and conjugated phenolics of all fruits
and FP tested and the phenolic acid detected in highest concentration in mangaba and seriguela fruits.
In contrast, in the free phenolics of umbu-cajé, protocatechuic acid was the major phenolic acid, while
gentisic acid was not detected. Regarding flavonoids, catechin and myricetin were the major compounds
found, respectively, in the free and conjugated phenolics of mangaba and mangaba FP. Rutin was the
predominant flavonoid in the free and conjugated phenolics of seriguela and umbu-caja and their FP.
The phenolic profile found in our study for mangaba is in agreenment with that described in a
previous study (Lima et al., 2015), while some phenolic compounds detected in seriguela (e. g. gallic
acid, quercetin, rutin and kaempferol) were previously reported in seriguela peels (Engels et al., 2012;
Silva et al., 2016). To the best of our knowledge, this is the first report of the phenolic profile in umbu-

caja fruit.

3.2 Effects of frozen pulp processing on fruit phenolic compounds

Table 1 presents the phenolic compounds detected in fruit and their respective FP. In seriguela
FP the conjugated phenolics represent 48.82% the total phenolics, while in umbu-caja FP 33% and
mangaba FP, the content of conjugated phenolics represented 33% and were 23% of the phenolics,
respectively.

After the pulp processing of mangaba, the free phenolics increased (p <0.05) by 33.60%. Gentisic
acid, the major phenolic acid detected in mangaba, increased by 32%, while reductions of 76.32% and
48.04% were observed for syringic and trans-cinnamic acids, respectively. The greatest increases after

pulp processing was observed in protocatechuic, p-coumaric and gallic acid contents in the free phenolics

In the conjugated phenolics of mangaba FP, a reduction of 17.22% was observed in the total
phenolic compounds. The greatest reductions were observed in gallic acid (28.46%), gentisic acid
(20.73%) and hesperetin (53.95%) contents. In contrast, the processing of umbu-caja increased the free

phenolic by 68.72%, while conjugated phenolics increased by 5.3%.
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Interestingly, in seriguela FP reductions of 56.55% and 61.39% were observed in the free and
conjugated phenolics, respectively. In the free phenolics of seriguela FP, protocatechuic acid, trans-
cinnamic acid and gallic acid increased (p < 0. 05) by 31.43%, 65%, 17.22%, respectively. In the
conjugated phenolic of seriguela FP, protocatechuic acid increased by 44.90%, trans cinnamic acid was
not detected, and gallic acid did not vary (p > 0.05). The reduction (p < 0.05) after processing varied
among flavonoids, in the free phenolic of seriguela FP, rutin, the major flavonoid in seriguela, decreased
by 28.61%.

The free phenolics of umbu-caja FP showed an increase of 68.72% compared to umbu-caja, while
the conjugated phenolics increased by 5.3%. In the free phenolics of umbu-caja FP, protocatechuic and
gallic acids increased by 30.89% and 53.61%, respectively, when compared to umbu-caja. Similarly,
increases of approximately 20% were observed in protocatechuic, gentisic and gallic acids in the
conjugated phenolics after processing of umbu-caja. Interestingly, in the conjugated phenolic of umbu-
caja, all assessed compounds presented a reduction (p < 0.05) ranging from 10 to 20% in their contents.

In the present study, reductions or increases in phenolic acids and flavonoids due to pulp
processing varied among the studied fruits. It has been reported that the increased concentrations of some
phenolic acids in FP may be due to the high amount of non-extractable ellagitannins bound to cell wall
polysaccharides and proteins (Koli et al., 2010, Silva et al., 2014). However, it is also known that the
maceration and/or trituration processes applied during pulp processing can make conjugated phenolic
acids more accessible to the extraction process because of the breakdown of cellular constituents (Tomas
etal., 2015). Additionally, previous studies have reported the oxidation and/or degradation of antioxidant
compounds (e.g., phenolic and flavonoids) when fruits were submitted to industrial processing, including

maceration, trituration, or freezing (Tomas et al., 2015; Barbosa et al., 2016; Buniowska et al., 2017).

3.3 Bioacessibility of phenolic compounds during simulated gastrointestinal digestion
The bioacessibility of phenolic compounds identified in the FP studied after exposure to simulated

gastrointestinal conditions is showed in Figure 1, 2 and 3. Amounts of released phenolic compounds after
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both the gastric phase and the intestinal phase (Table 2) were lower than the initial concentrations in FP
(Table 1).

The effects of exposure to the gastrointestinal conditions on individual phenolic quantities varied
among the FP. Gallic acid, one of the most bioaccessible compounds identified after in vitro digestion in
umbu-cajé FP, was not detected after the gastric step in FP of mangaba and seriguela.

The results from dialysate fractions of seriguela FP showed that the contents of phenolics, through
an epithelial barrier modelled by a semipermeable cellulose membrane, were significantly lower than the
contents of phenolics found in the gastric and intestinal digestions. These findings can be explained by
the reduced dialysate of the conjugated phenolics present in the pulps assessed, where phenolic
compounds are partly bound to other constituents, such as proteins, minerals or polysaccharides
(Bouayed et al., 2011).

An increase was observed for the flavonoids in the umbu-caja FP after the gastrointestinal
digestion. A previous study reported that the increase of phenolic compounds in the intestinal fraction
(Bouayed et al., 2011) could be due the action of intestinal and digestive enzymes (e.g. pancreatin) that
facilitate the release of phenolics bound to the matrix.

The highest bioaccessibility of phenolic compounds was observed for umbu-caja FP, with levels
as high as 127.58% for trans-cinnamic acid followed by 73.92% for gallic acid and 69.94% for catechin.
Higher bioaccessibility of catechin after gastrointestinal digestion was observed in umbu-caja FP
compared to FP of mangaba (16.18%) and seriguela (5.79%). In a previous study, Mosele et al. (2016)
suggested the high bioaccessibility of catechin in pomegranate fruit resulted from the partial hydrolysis
of proanthocyanidins when exposed to intestinal pH values. Similarly, the increased bioaccessible
amounts of some phenolic acids might be related to chemical rearrangements of some compounds. It has
been reported that exposure to acid and alkali conditions (similar to those applied during simulated
gastrointestinal conditions) hydrolyses the ester bonds of ellagitannins, which then rearrange as ellagic

acid (Alminger et al., 2014).
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Notably, rutin, the major flavonoid in umbu-caja and seriguela FP, presented bioaccessibility of
21.57% and 17.56%, respectively. Curiously, in mangaba FP, the bioaccessibility of rutin was up to
57.32%, and an increase of its quantities was observed (+125.37) after exposure to the simulated gastric
conditions. This increase can be explained because quercetin is the aglycone form of rutin. Consequently,
during the exposure to acidic conditions, rutin could be generated from the quercetin by rupture of the
linkage with the sugar (Celep et al., 2015). In addition to rutin, the highest flavonoid bioaccessibilities
observed in mangaba pulp were for vanillic acid and hesperetin at 57.73 and 50.56%, respectively.

Trans-cinnamic acid was the most bioaccessible phenolic acid in seriguela FP (30%), while the
most bioaccessible flavonoid (68.82%) was myricetin.

In the present study, with the exception of rutin in mangaba FP, all phenolic acids and flavonoids
decreased or showed a decreasing tendency in FP after exposure to simulated gastric conditions. This is
interesting because previous studies have noticed low stability of phenolic acids under gastric conditions
(Kaoglumil & Capanoglu, 2013; Mosele et al., 2015) but higher stability of flavonoids exposed to the
same conditions. The chemical structure of the phenolic compounds in the FP studied, as well as their
individual stability under simulated gastrointestinal conditions could have influenced these results
(Mosele et al., 2015).

Phenolic acids such as ferulic acid and caffeic acid have presented low bioaccessibility
(approximately 15%). Previous study reported gallic acid as fully bioaccessible in pomegranate fruit
(Sengul et al., 2014), while caffeic acid was reported as non-bioaccessible in fresh apples (Bouayed,

Deuber, Hoffmann, & Bohn, 2012).

3.4 Antioxidant Activities

The Figure 4 demonstrated antioxidant activity by DPPH and FRAP assay, of the dialyzable

fraction (IN) obtained after the in vitro digestion of all FP. The dialyzable fraction (IN) was considered



53

to be the fraction that could be available for absorption into the systematic circulation by passive diffusion
(Mosele et al, 2016).

Mangaba dialyzable fraction presented the lowest antioxidant activity (1907.56 +102.43 uMol
TEAC 100g™) in DPPH assay (p < 0.05), while dialyzable fractions of seriguela (4985.65 + 114.95 puMol
TEAC 100g™) and umbu-caja ( 5066.93 * 248.32 uMol TEAC 100g™) showed similar results. These
results are probably related to the higher content of conjugated phenolics detected in FP of seriguela and
umbu caja.. Previous study reported higher antioxidant capacity in vitro for conjugated phenolics when
compared to free and soluble conjugated phenolics (Acosta — Estrada et al., 2014).

In FRAP assay, the highest iron reducing capacity was observed for dialysate of mangaba FP
(1870.30 + 60.06 pMol Fe*? 100g™Y), followed by dialysates of umbu-caja (1271.50 + 37.74 uMol Fe*?
100g1) and seriguela (1141.96 + 49.32 pMol Fe*2 100g™?) (p <0.05).

It is well known that the antioxidant activity in foods is directly related to the chemical structures
of its phenolic compounds, due to interactions that can be either synergistic or antagonistic, and mainly
depending on the number and position of hydrogen-donating hydroxyl groups on the aromatic rings of
the phenolic molecules (Hidalgo, Sanchez-Morano & Pascual-Teresa, 2010; Almeida et al., 2011; Paz et
al., 2015). Furthermore, phenolic compounds capture different radical or oxidant sources using single or
multiple mechanisms depending on the reaction system imposed by the method used for evaluation, as
well as the food matrix components (Hidalgo, Sanchez-Morano, & Pascual-Teresa, 2010; Nora et al.,
2014).

The differences observed in antioxidant assays with the FPs studied might be related to the
method of evaluation of the antioxidant activity and the phenolic acid and flavonoid bioaccessible
because the chemical structure of phenolic compounds is directly related to the effectiveness of scavenger
activity (Silva et al., 2016). Probably the rutin, hespertin and vanilic acid, that the most abundant in the
dialysate of mangaba FP contributed for this result because flavonoids with two hydroxyl groups (e.g.,
catechin and rutin) in B-rings possess high antioxidant activity (Hidalgo, Sanchez-Morano & Pascual-

Teresa, 2010).
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The FRAP assay is a typical electron transfer method, has been argued to have poor correlation
with other antioxidant activity measurements. It is therefore suggested that this assay could be used in
combination with other methods in distinguishing dominant mechanisms for different antioxidants

(Shahidi & Zhong, 2015).

4. Conclusions

The results show that the industrial processing decreases or increase in the content free and
conjugate phenolic of umbu-caja, seriguela and mangaba. The bioacessibility of phenolics following
exposure to simulated gastrointestinal conditions varied among the FP studied. The highest
bioacessibility for phenolic and potential of capture radical DPPH was observed in FP of seriguela and
umbu-caja; however the bioaccessible phenolic in mangaba FP presented the major iron reduction
potential compared with seriguela and umbu-caja FP. To the best of our knowledge, this is the first report
of the bioacessibility of phenolics compounds in FP of umbu-caj4, seriguela and mangaba, as well as the

antioxidant activity of their bioaccessible compounds after in vitro digestion.
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Table 1. Free and Conjugated phenolics detected in fruit and frozen pulps of mangaba, seriguela and umbu-caja

59

Compound Free phenolics Conjugated phenolics
Mangaba

Fruit Pulp % var” Fruit Pulp % var
Protocatechuic acid 396.97 + 11.55% 779.95 + 36.5° +50 192.98 + 29.10° 218.46 + 17.36*  +13
p-Coumaric acid 9.04+1.16°% 18.9 +1.19° +50 3.62+ 1.29° 4.52 £+ 0.96° +24.86
Salicylic acid 306.77 £ 15442 310.26 £ 24.05% --- 136.53 + 25.142 116.26 + 24.372 -15
Syringic acid 60.86 + 3.10° 14.41 £ 1.02° —76.32 29.75+1.18? 26.04 +1.14° -12.47
trans-Cinnamic acid 3.83+£0.88? 1.99 +£0.892 —48.04 1.14 + 0.507 1.48 +0.422 +29.82
Gentisic acid 5457.8 £ 548.22°  7253.44 + 160.52°  +32 2707.7 £ 74.182 2146.30 £ 28.99° -20.73
Vanillic acid 15.07 £1.93% 15.10 £ 1.55% 5.38 + 0.63? 6.73 £ 0.28? +25%
Ferulic acid 29.06 £ 0.77¢ 35.93 +1.23° +20 10.44 £ 0.38? 10.89 £ 1.43?
Elagic acid 27.96+ 1.20° 40.01+1.122 +12.81 10.96 £ 0.13? 11.28 £1.08?
Gallic acid 17.27 £ 0.38? 26.35 + 2.30° +52.57 6.92 £ 0.88 4.95 +0.73 -28.46
Rutin 42.21 +1.33% 51.49 +1.78° +21.98 24.63 £5.02° 25.74 £ 2.48°
Myricetin 102.81 £ 2.71° 145.07 + 12.70P +41 42.80 + 3.842 43.57 + 2.80°
Quercetin 43.59 +0.38° 18.82 £ 1.45% -43.17 18.82 £ 1.45% 20.40 £1.10?
Catechin 111.85 + 9.54% 145.16 + 8.45° +29.78 35.10 £ 2.48? 36.83 + 3.92°
Hesperetin 3.56 + 0.38° 1.99 +0.81° -55.89 2.15+0.51° 0.99 +0.32° -53.95
Kaempferol 2.74 £ 0.40° 1.19 +0.45° -43.43 2.04 £0.532 2.17 £0.24°
Total content 6631.39 8860.06 + 33.60 3228.71 2672.62 -17.22

Seriguela

Compound Fruit Pulp % var Fruit Pulp % var
Protocatechuic acid 143.77 £ 5.26° 188.96 + 14.21° +31.43 87.12 £ 11.072 126.24 £21.24>  +44.90
p-Hydroxybenzoic 391.25 + 22.87% 110.2 + 16.50P -71.83 ND 3885+719 -
acid
p-Coumaric acid 217.8 + 20.762 16.20 + 2.53° -92.56 131.63 £11.77°  7.94 +2.10° -93.96
Salicylic acid 98.56 * 4.66% 21.39 +4.58° -78.30 52.23 + 1.54° 10.30 £ 0.522 -80.27
Sinapic acid 122.83 + 11.60° 78.43+8.9° -36.15 ND ND
Syringic acid 17.37 £ 2.54% 9.07 +1.38° -47.78 17.24 +2.33° 4.96 +1.03? -71.22
trans-Cinnamic acid 1.19 + 0.55% 1.97 £0.242 +65 ND ND
Gentisic acid 762.73 + 33.90% 316.67 + 27.09° -58.48 1808.1 +194.84° 604.27 +181.52%  -66.57
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Vanillic acid 158.78 + 4.23? 46.02 + 2.75° -71 88.41 +7.28° 18.49 + 1,572 -79.08
Ferulic acid ND ND 6.45 + 1.75° 0.98 + 0.26° -84.80
Ellagic acid ND 13.78 £ 4.52 34.49 +10.37 ND
Gallic acid 13.82 + 1.343 16.20 + 2.54° +17.22 6.54 + 1.03° 7.19 +1.45°
Rutin 174.35 + 25.33" 124.46 + 18.58° -28.61 128.56 + 13.57°  76.21 +11.72? -40.72
Myricetin 51.52 + 1.69° 22.36 + 6.96° -56.60 28.35 + 2.52° 7.44 + 3,152 -73.75
Quercetin 59.92 + 7.62° 23.66 + 1.37° -60.50 35.98 + 3.22° 24.45 + 10.00° -32.04
Catechin 62.61 + 6.85° 40.84 + 10.08? -34.77 18.53 + 4.90° 16.02 + 1.572 -
Total content 2275.58 988.71 -56.55 2443.63 943.43 -61.39
Umbu-caja

Fruit Pulp % var Fruit Pulp % var
Protocatechuic acid ~ 308.12 + 23.14° 403.31+ 2.82° +30.89 156.89 +11.18%  193.57 +9.55° +23.37
p-Hydroxybenzoic 206.21 + 59.27" 187.09 + 8.46° -9.27 84.70 + 5.9 78.26 + 2.4° -7.60
acid
p-Coumaric acid 69.93 + 10.16° 13.16 +1.122 -81.18 27.54 + 2.39° 3.98 +0.97° -85.54
Salicylic acid 139.39 + 54.86° 126.66 + 30.18° -9.13 58.36 + 10.54° 47.19 + 6.87° -19.13
Sinapic acid 111.61 + 14.90° 68.61+ 19.74° -38.52 31.72 £ 11.95° 11.35+2.33° -64.21
Syringic acid 43.10 + 5.30° 38.49 + 1.412 -10.69 7.15+1.04° 6.17 + 1.67°
trans-Cinnamic acid ~ 2.39 + 0.44" 1.99 + 0.44° -16.73 1.69 + 0.42° 0.39+0.13° -76.9
Gentisic acid ND 1081 + 44.56 487.27 +29.10°  568.36 + 14.55°  +20.33
Vanillic acid 35.92 + 6.77° 29.12 +2.8° -18.93 16.20 +0.98° 12.54 + 1.342 -22.60
Ferulic acid 47.42 + 4.06° 26.32 +11.282 -44.50 ND ND
Ellagic acid 11.73 £2.37° 9.17 + 2.36° -21.82 18.00 +5.76° 11.55 +2.332 -35.83
Gallic acid 6.23 +1.21° 9.57 +0.56° +53.61 1.49 +1.262 1.79 + 0.95° +20.13
Rutin 134.60 + 14.53? 141.61 + 11.15° +5.20 83.91 + 16.31° 72.28 +9.87° -13.86
Myricetin 93.16 + 1.06° 77.59 + 3.10° -16.71 43.05 + 4.14° 35.24 + 3.89° -18.14
Quercetin 82.39 +2.03° 76.39 + 3.10° -7.28 45.83 + 1.70° 41.22 +2.34° -10.05
Catechin 48.68 + 7.11° 4288 +1.41°8 e 6.56 + 0.84° 24.40 +2.61° +271.95
Total content 1340.88 2260.94 +68.72 1069.80 1126.59 +5.3

Different letters in the same line represent statistically significant differences in the content of phenolic compound between fruit and pulp in free or

conjugated phenolics (p < 0.05). * % var: variation in quantities presented in percentage: + increase; - decrease.
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The phenolic profile in mangaba, seriguela, and umbu-caja frozen pulps after the gastric and

duodenal steps of the in vitro gastrointestinal digestion.

Compound Mangaba

Gastric fraction ~ Out fraction In fraction Bioaccessibility (%)
Protocatechuic acid 13.02+1.12 2.60 £ 0.43 6.68 + 0.89 0.80
p-Coumaric acid 2.26 £ 0.55 1.83+£0.32 2.68 £ 0.44 14.17
Salicylic acid 75.52+1.91 4712 £1.13 56.68 + 1.22 18.27
Syringic acid 12.15 + 1.56 7.32+0.54 2.68 +0.32 18.62
trans-Cinnamic acid ND ND 1.34 £ 0.17 28.66
Gentisic acid 3169.2+78.89 ND 631.87 £56.89 8.71
Vanillic acid 9.03+0.98 3.91 +0.67 8.72+1.05 57.73
Ferulic acid 10.24 + 2.33 8.30+0.98 2.01+£043 5.60
Ellagic acid 9.20+0.88 ND 13.08 £ 0.76 32.69
Gallic acid 6.60 = 0.67 ND ND ND
Rutin 169.27 £ 2.33 35.03+£1.28 29.51 + 1.55 57.32
Myricetin 52.78 +1.78 9.16 £ 0.95 32.87+£1.33 22.55
Quercetin 5.38 +0.88 3.54 +0.97 4.70+0.78 24.95
Naringenin 0.52+0.15 ND ND ND
Catechin 66.84 + 0.33 18.43 £ 0.77 23.48 £ 0.86 16.18
Hesperetin ND 0.24 £0.15 1.01+0.25 50.56
Kaempferol 0.69 £ 0.24 ND ND ND
Compound Seriguela

Gastric fraction ~ Out fraction In fraction Bioaccessibility (%)
Protocatechuic acid 9.77+1.22 24.28 £ 2.33 3.54 +0.54 1.88
p-Hydroxybenzoic acid 8.02 +1.10 8.06 £ 0.89 2.36 £ 0.68 2.14
p-Coumaric acid 0.87 £0.22 0.75+0.25 1.18 +0.30 7.29
Salicylic acid 58.62 +1.13 46.47 £ 1.55 2.79 £ 0.56 13.08
Sinapic acid 5.54 + 0.66 ND 19.49 + 2.45 24.85
Syringic acid 3.79+0.79 0.92 +0.33 0.59 +0.23 6.52
trans-Cinnamic acid 0.29+0.11 0.28 +0.13 0.59 +£0.22 30
Gentisic acid 91.13+2.03 120.27 £ 3.45 ND ND
Vanillic acid 8.02£0.88 1.97 £0.34 ND ND
Ellagic acid 11.67 +2.03 ND 2.95+0.98 21.43
Gallic acid 15.46 + 1.89 ND ND ND
Rutin 62.55 + 2.33 28.59 + 2.88 21.85 + 2.05 17.56
Myricetin 7.73+1.54 ND 15.35+2.87 68.82
Quercetin ND 2.16 £ 0.55 2.95+0.78 12.50
Naringenin ND ND ND ND
Catechin 12.39 + 1.86 1.50 £0.27 2.36 +0.33 5.79
Hesperetin ND ND ND ND
Kaempferol ND ND 1.77 £0.23 136.66
Compound Umbu-caja

Gastric fraction  Out fraction In fraction Bioaccessibility (%)
Protocatechuic acid 384.59 + 8.90 54.94 +5.33 14558 + 4.34 36.31
p-Coumaric acid 4.37 +2.33 1.96 £0.87 3.82 £ 0.66 29
Salicylic acid 195.15+10.78  50.05 + 5.66 27.35 + 3.45 21.60



Sinapic acid
Syringic acid
trans-Cinnamic acid
Gentisic acid
Vanillic acid
Caffeic acid
Ferulic acid
Gallic acid
Rutin
Myricetin
Quercetin
Catechin

23.51+244
24.18 +4.55
1.34 +0.77
6132.12 + 98.33
17.47 £ 3.67
ND

19.82 £ 3.44
0.83 +0.32
21.45+3.44
6.68 + 1.24
0.68 +£0.23
8.47 +2.98

3.93+1.13
229+121
2.29+1.23
121.05 + 22.03
7.20+1.23
ND

2.94 +0.93
0.46 +0.13
72.96 + 8.96
18.32 + 3.67
6.22 +1.45
28.14 + 5.60

10.81 +£3.76
3.18 +1.08
2.54 +0.98
187.66 + 35.89
13.36 £ 4.55
ND
445+1.12
7.00 +2.84
30.53 +5.67
16.54 + 4.55
1527 +£2.34
29.90 + 3.89

62

15.76
8.48
127.58
17.36
45.88
ND
16.92
73.92
21.57
21.33
20.00
69.94

ND — not detected

OUT represents the non-absorbable fraction of the sample, and phase IN represents the
fraction absorbed through the dialysis membrane.
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Figure 1. Representative chromatograms of simulated gastrointestinal digestion of mangaba
frozen pulp, phase gastric (A), phase OUT (non-dialyzed fraction after intestinal digestion) (B)
and phase IN (dialyzed fraction after intestinal digestion) (C). All samples recorded at 280 nm.
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Figure 2. Representative chromatograms of simulated gastrointestinal digestion of seriguela
frozen pulp, phase gastric (A) phase OUT (non-dialyzed fraction after intestinal digestion) (B)
and phase IN (dialyzed fraction after intestinal digestion) (C). All samples recorded at 280 nm.
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Figure 3. Representative chromatograms of simulated gastrointestinal digestion of umbu-caja
frozen pulp, phase gastric (A), phase OUT (non-dialyzed fraction after intestinal digestion) (B)
and phase IN (dialyzed fraction after intestinal digestion) (C). All samples recorded at 280 nm.
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Figure 4. Antioxidant activities by both FRAP and DPPH assays of fraction IN following
dialysis through a cellulose membrane. Different letters above bars represent statistically
significant differences (p < 0.05).
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos com o presente estudo pode-se constatar que a
transformacéo da matriz alimentar (fruta) em polpa de fruta congelada desencadeia inimeras
reagOes na estrutura da matriz, o que faz com que na maioria dos compostos identificados nas
frutas haja um declinio no contetudo dos mesmos quando comparado a polpa congelada. E esse
quadro também se mostra frente a atividade antioxidante apds o processamento, 0 que promove
uma reducdo na capacidade de captura de radicais livres.

A identificagdo do perfil fenodlico das frutas estudadas contribui para um maior
conhecimento sobre os géneros Spondias e Hancornia, trazendo assim uma gama de novas
opcdes e aplicagbes na inddstria de alimentos e outras, assim como também a percepcdo da
estabilidade dos fendlicos apds o processamento quando se compara 0S géneros, ja que a
Mangaba (Hancornia speciosa) se mostrou mais estavel que as frutas do género Spondias.

A partir da digestdo gastrointestinal simulada na polpa congelada foi observada uma
variacdo na estabilidade dos compostos fendlicos, ganhando destaque as frutas do género
Spondias, principalmente a seriguela, pela maior quantidade de compostos biologicamente
ativos que se mostraram bioacessiveis. Entretanto as maiores atividades antioxidantes apds as
condigdes gastrointestinais simuladas foram observadas para polpa congelada de mangaba;
porém a bioacessibilidade dos fendlicos em polpa de mangaba ndo apresentaram o maior

contelldo comparado com as polpas de seriguela e umbu-caja.



