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Resumo

VIEIRA, Lauren Andrade. Perfil de extracao e digestao bioldgica in vitro de
compostos fitoquimicos de butid (Butia odorata Barb. Rodr. Noblick)
2022. 44 1. Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) -
Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Faculdade
de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

O Brasil € um pais que se destaca por possuir biomas contrastantes, todos
ricos em diversidade e variabilidade de plantas, animais e micro-organismos. No
contexto das espécies vegetais, muitas produzem frutos e frutas com aspectos
sensoriais e nutricionais com potencial para domesticacdo ou exploracdo como
€ 0 caso do butiq (Butia odorata Barb. Rodr. Noblick). O género Butia, que
compreende 20 espécies, € encontrado na América do Sul, nos paises
Argentina, Brasil, Uruguai e Paraguai. O fruto butid tem em sua composicao
minerais, compostos volateis, compostos fendlicos, carotenoides, &acidos
organicos, além de fibras, acucares e lipideos. De modo geral, varios estudos
demonstram o potencial bioativo dos butias. No entanto, ha diferencas
marcantes entre os trabalhos, em parte pelas variedades de acessos estudadas,
mas também devido aos métodos de extracdo utilizados para avaliar compostos
fitoquimicos. Dessa forma, os objetivos deste trabalho foram: conduzir um
planejamento experimental multivariado 23, que consiste em projetar o
experimento de forma que todas as variaveis sejam consideradas em uma faixa
ampla para se obterem resultados mais proximos dos reais; identificar os
compostos extraidos na melhor das condi¢cdes de extracdo; quantificar os
compostos extraidos na melhor das condicbes de extracdo; caracterizar 0s
compostos extraidos na melhor das condi¢des de extracao; realizar um ensaio
de digestao in vitro para identificar compostos em cada etapa do processo. Com
0 emprego de planejamento multivariado 22 foi possivel testar 17 condicdes de
extracdo; foram identificados 15 compostos fitoquimicos apds a execucao do
planejamento multivariado; a partir do item anterior, foi possivel predizer uma
condicdo 6tima de extracdo para 7 compostos. A condicdo Otima predita foi:
temperatura 55 °C, tempo de 60 minutos e concentracdo de solugcédo extratora
36% (36:64 etanol:agua v/v). Foi realizado um ensaio de simulacdo de digestédo
biolégica in vitro de extrato hidroalcoolico de Butia odorata, identificando 17
compostos fendlicos na etapa nao digerido; 17 compostos fendlicos foram
identificados na etapa de digestdo oral, 17 identificados na etapa digestao
gastrica e 15 na etapa de digestdo intestinal. Assim, essa Tese entrega uma
condicdo 6tima para a extracao dos compostos fitoquimicos dessa fruta e indica
gue esses compostos sdo majoritariamente alterados durante a etapa de
digestao intestinal. Além disso, mostra que esse perfil se mantém se a polpa for
armazenada a -18°C por 24 meses.



Abstract

VIEIRA, Lauren Andrade. Extraction profile and biological digestion in vitro
of phytochemical compounds of Butia odorata. 2022. 44 p. Thesis (Doctorate
in Science Food and Technology) — Science Food and Technology Post
Graduation Program, Eliseu Maciel’s Agronomy University, Federal University of
Pelotas, 2022.

Brazil is a country that stands out for having different biomes, all rich in diversity
and variability of native fruit plants. Among these, many produce fruits and fruits
with sensory and nutritional aspects with potential for domestication or
exploitation such as butia (Butia odorata). The genus Butia, which comprises 20
species, is found in South America, Argentina, Brazil, Uruguay and Paraguay.
The butia fruit has in its composition minerals, volatile compounds, phenolic
compounds, carotenoids, organic acids, besides fibers, sugars and lipids. In
general, several studies demonstrate the bioactive potential of butia. However,
there are marked differences between the studies, in part due to the varieties of
access studied, but also due to the extraction methods used to evaluate
phytochemical compounds. Thus, the objectives of this study were to conduct a
multivariate experimental planning 23, which consists of designing the
experiment in such a way that all variables are considered in a wide range in
order to obtain results closer to the real ones; to identify the extracted compounds
under the best extraction conditions; to quantify the extracted compounds under
the best extraction conditions; to characterize the extracted compounds under
the best extraction conditions; to perform an in vitro digestion test to identify
compounds at each stage of the process. With the use of multivariate planning
23 it was possible to perform 17 different extraction conditions of B. odorata
hydroalcoholic extract; 15 phytochemical compounds were identified after the
execution of multivariate planning; from the previous item, it was possible to
predict an optimal extraction condition for 7 compounds. The optimal condition
predicted was a temperature of 55 °C, time of 60 minutes and extraction solution
concentration 36% (36:64 ethanol:water v/v); an in vitro biological digestion
simulation test of hydroalcoholic Butia odorata extract was performed, identifying
17 phenolic compounds in the non-digested stage; 17 phenolic compounds were
identified in the oral digestion stage, 17 identified in the gastric digestion stage
and 15 in the intestinal digestion stage. These properties are preserved on the
pulp stored under -18°C until 24 months.
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1. Introducdao

O Brasil se destaca por possuir macro biomas, com destaque para
Amazbnia, Mata Atlantica, Cerrado, Pantanal e Pampa, todos ricos em
diversidade e variabilidade de plantas, com 47 mil espécies j& identificadas
(REISSIG e ROMBALDI, 2017). Dentre essas, muitas produzem frutos e frutas
com potencial para domesticacdo e/ou exploracdo devido a seus diferentes
aspectos sensoriais e riqueza nutricional, como € o caso do butia (Butia spp.),
conhecido e consumido pelo seu agradavel sabor e pela sua cor atrativa
(BUTTOW, 2008; BESKOW et al., 2015).

O género Butia compreende 20 espécies e € encontrado na América do
Sul, na Argentina, no Brasil, no Uruguai e no Paraguai. Dessas, 18 espécies
encontram-se em territorio brasileiro sendo 8 existentes no estado do Rio Grande
do Sul (Butia catarinensis, Butia eriospatha, Butia exilata, Butia lallemantii, Butia
odorata, Butia paraguayensis, Butia witeckii e Butia yatay) (SOARES et al., 2014;
DEBLE et al., 2017). Dentre essas, a B. odorata € de ocorréncia exclusiva no
Bioma Pampa e seus frutos sdo utilizados na producdo de sucos, néctares,
licores, geleias e sorvetes. Ademais, as folhas sao utilizadas para confeccao de
artesanato como tapetes, bandejas, colares, chapéus e bolsas, por exemplo
(HOFFMANN et al., 2014; CRUXEN et al., 2017; CRUZ et al., 2017). O fruto,
doravante denominado butid, possui polpa muitas vezes fibrosa, de sabor doce-
acido, com aroma intenso, e tem em sua composiCado minerais, compostos
volateis, compostos fendlicos, carotenoides, acidos organicos, fibras, acucares
e lipideos (HOFFMANN et al., 2014; SOARES et al., 2014; CRUXEN et al.,
2017).

Embora a Organizacdo das Nacbes Unidas para a Agricultura e
Alimentagdo recomende o desenvolvimento de novos produtos derivados de
espécies nativas pouco exploradas, géneros como o Butia ainda tém suas
potencialidades pouco elucidadas (FAO, 2008). Com isso, estudos descritivos
acerca da composi¢cdo quimica que possam contribuir para a valorizacdo dos
produtos derivados do butia e que elucidem suas potencialidades quimicas,
nutricionais, funcionais e comerciais sao relevantes (YAHIA, 2009; HOFFMANN
et al., 2017).



Especificamente no caso de butias, ha estudos que fazem esse descritivo
parcialmente. E o caso do trabalho de Hoffman et al. (2018), que relata o
repertorio botanico do género Butia, bem como das espécies e sua dispersao
geografica. Também ha estudos que descrevem a composicao fisico-quimica
geral (BESKOW et al., 2015; BOEING et al.,, 2019), possiveis propriedades
antimicrobianas (HAUBERT et al., 2019; MAIA et al., 2019) e antiproliferativa
(BOEING et al., 2019), bem como seus produtos processados (CRUXEN et al.,
2017). Ao se avaliarem esses trabalhos, se observa que, de modo geral, todos
demonstram o potencial bioativo dos butias. No entanto, ao se observar
individualmente os compostos identificados e quantificados, ha diferencas
marcantes entre os resultados apresentados nos trabalhos em relacdo a

composicdo e a quantidade de compostos presentes no fruto.

Em parte, essas diferencas podem ser decorrentes da variabilidade entre
acessos estudados, mas também devido aos métodos de extracao utilizados
para avaliar compostos fendlicos e acidos organicos. Além disso, as
propriedades que os compostos fendlicos possuem de agir como agentes
bioldgicos tém sido amplamente estudadas em modelos celulares, porém os
resultados obtidos ndo contemplam a complexidade do processo de digestao
gastrointestinal. Dessa forma, os efeitos biol6gicos dos compostos fendlicos
podem ser alterados ap6s o processo de digestdo bioldgica in vitro (PENA-
VAZQUEZ et al., 2022).

E nesse contexto que esse trabalho se insere, ou seja, otimizar as
condicdes de extracdo de compostos fitoquimicos para, na sequéncia, realizar a
identificacdo, a quantificacéo e caracterizacdo dos compostos, bem como avaliar
sua disponibilidade ap6s o processo de digestéo biolégica in vitro.

Para isso, foi necessario:

1. conduzir um planejamento experimental multivariado 23, que
consiste em projetar o experimento de forma que todas as variaveis
tempo, temperatura de extracdo e concentracdo da solugéo
extratora sejam consideradas em uma faixa ampla;

2. identificar os compostos encontrados nas condicbes que
apresentem maior extratibilidade dos compostos fendlicos e acidos

organicos através de cromatografia liquida de alta eficiéncia;



3. quantificar os compostos extraidos na melhor das condi¢des de
extracao; e,

4. realizar um ensaio de simulacao de digestao bioldgica in vitro para
identificar compostos em cada etapa do processo (a partir de
extrato de polpa recém obtida e a partir de extrato produzido com

polpa armazenada congelada por 24 meses).

2. Revisao de literatura

2.1. Butiaodorata (Barb. Rodr. Noblick)

O género Butia (Arecaceae) ocorre na América do Sul e possui 20
espécies distribuidas entre Argentina, Brasil, Uruguai e Paraguai. Dessas, 18
sdo encontradas em territério brasileiro, as quais Butia archeri (Glassman)
Glassman, B. campicola (Barb. Rodr.) Noblick, B. capitata (Mart.) Becc., B.
catarinensis Noblick & Lorenzi, B. eriospatha (Mart. ex Drude) Becc., B.
exospadix Noblick, B. lallemantii Deble & Marchiori, B. leiospatha (Barb. Rodr.)
Becc., B. lepidotispatha Noblick & Lorenzi, B. leptospatha (Burret) Noblick, B.
marmorii Noblick, B. matogrossensis Noblick & Lorenzi, B. microspadix Burret,
B. odorata (Barb. Rodr.) Noblick & Lorenzi, B. paraguayensis (Barb. Rodr.)
Bailey, B. pubispatha Noblick & Lorenzi, B. purpurascens Glassman, e B. yatay
(Mart.) Becc. (LORENZI et al., 2010; NOBLICK, 2011). Dentro dessas 18
espécies, 8 estdo localizadas no estado do Rio Grande do Sul (Butia
catarinensis, Butia eriospatha, Butia exilata, Butia lallemantii, Butia odorata, Butia
paraguayensis, Butia witeckii e Butia yatay) (SOARES et al., 2014; DEBLE et al.,
2017).

Estudos arqueoldgicos encontraram carocos do fruto junto a restos
mortais de indigenas no Rio Grande do Sul que foram sepultados ha
aproximadamente 2000 anos e ha evidéncias de que as folhas das palmeiras
eram utilizadas para obtencdo de fibras para producédo de colchdes em locais
onde se encontravam grandes palmares no século XX (FIOR, 2011). Além disso,

a planta e seus frutos sdo amplamente utilizados na producéo de sucos, licores,



geleias, doces e sorvetes, além de artesanatos como bandejas, colares, bolsas
e acessorios (HOFFMANN et al., 2014; CRUXEN et al., 2017; CRUZ et al., 2017).

Embora haja estudos que confirmem a utilizacdo do butiazeiro h& séculos,
a exploracgédo da planta, por ser nativa, ocorre somente de modo extrativista e as
areas ocupadas pelos butiazeiros estao sujeitas a protecéo pelo Cédigo Florestal
Estadual, tendo sua exploracdo comercial limitada (HOFFMAN, 2014). Além
disso, germinacdo das sementes da palmeira € baixa e ndo uniforme, o que
dificulta a producéo de mudas e o cultivo em escala comercial (NEVES et al.,
2010).

Os butiazeiros possuem ampla diversidade e variabilidade genética,
proporcionando a seus frutos caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais
distintas. De modo geral, os frutos butia sdo globosos, levemente adocicados e
possuem aroma e sabor intensos. Sua coloracao varia de acordo com a espécie
e pode ir do amarelo ao avermelhado, variando seu tamanho médio de 1,7 a 4,2
cm. S&o frutos considerados ndo-climatéricos e a colheita se d4 manualmente.
Para aumentar o tempo de poés-colheita, sdo colhidos em estadio de maturacao
verde-amarelo e armazenados a 0°C, para manter caracteristicas sensoriais
(HOFFMAN et al., 2014).

Em termos de contetdo mineral, de forma geral, o género Butia possui
calcio, potassio, fosforo, magnésio, ferro, manganés, cobre e zinco e é fonte de
vitaminas A e C (FARIA et al. 2008; FONSECA, 2012). As caracteristicas fisico-
quimicas de B. odorata variam entre 2,45 a 3,95 de pH, 9,5 a 18,0 graus Brix em
teor de solidos soluveis e 0,69 a 3,90 graus Dornic de acidez titulavel (KROLOW
et al.,, 2010; NUNES et al., 2010; SCHWARTZ et al., 2010; BESKOW, 2012;
FONSECA, 2012; FERRAO et al., 2013; HOFFMAN, 2017).

O butia é considerado um fruto nativo, naturalmente rico em
carotenoides, minerais, acido ascorbico e compostos fendlicos, além de acidos
organicos (HOFFMAN et al., 2014). Plantas nativas vém sendo estudadas pelo
seu potencial de acdo em diversas doencas crénicas nao transmissiveis, como
cancer e doencas inflamatorias. Os compostos associados a agdo benéfica
destes frutos sdo os denominados metabdlitos especializados, que fazem parte
do sistema defensivo e adaptativo da planta. Os compostos fendlicos sdo uma

classe de compostos que fazem parte desse metabolismo especializado das



plantas. Sdo considerados promotores de salde e bem-estar e seu potencial
contra doencas ja foi reportado por diversos autores (KUMAR e GOEL, 2019).
Dessa forma, o estudo de plantas que possuam em sua composicao estes
compostos e a correta extragdo para potencializar seus beneficios para a saude

de quem os consome é de elevada importancia.

2.2. Compostos fendlicos

Plantas sdo seres sésseis e por isso precisam de mecanismos que
possibilitem sua defesa contra agressdes vindas do ambiente onde se
encontram. Entre esses mecanismos, esta a producdo de metabdlitos
secundarios, compostos presentes em todas as plantas, que tém envolvimento
direto com seu crescimento, desenvolvimento, reproducdo e maturacdo. Além
disso, possuem importancia em processos fundamentais das plantas, como
fotossintese, respiracéo e plasticidade. Com o passar do tempo, o0 ser humano
aprendeu a utilizar esses compostos para outros fins ndo relacionados a
manutenc¢ao e sobrevivéncia das plantas. Com o conhecimento do seu potencial
terapéutico, essas substancias passaram a ser utilizadas para prevenir ou tratar
problemas associados a diversas doencas (REISSING e ROMBALDI, 2021).

Esses compostos sao conhecidos como fendlicos, produtos do
metabolismo especializado de plantas, sintetizados principalmente pela via do
acido chiquimico e contém um ou mais grupos hidroxila ligados diretamente a
um anel aromético. Esses metabdlitos sdo originados de metabdlitos primarios
como carboidratos, aminoacidos e lipidios, e sdo produzidos pelas plantas para
protecdo contra agentes agressores, conferindo plasticidade as mesmas
(KUMAR e GOEL, 2019). Sao sintetizados através das vias pentose-fosfato,
chiquimato e fenilpropanoides. Esses compostos podem ser classificados em
acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos, taninos, lignanas, cumarinas,
curcuminoides e quinonas (BASLI et al., 2017). Os flavonoides sao a maior
classe de compostos fendlicos contendo dois anéis aromaticos ligados a trés
atomos de carbono (C6-C3-C6). Os flavonoides incluem principalmente flavonas,
isoflavonas, flavonols, flavanas, flavononas, chalconas e antocianinas (BASLI et
al., 2017).



Além de agirem como mecanismo de defesa, os beneficios de compostos
fendlicos para a saude humana séo variados e incluem protecédo contra agentes
oxidantes, propriedades anti-inflamatorias, anticancer, antimicrobianas,
antialérgicas, neuroprotetoras, cardioprotetoras entre outras (KUMAR e GOEL,
2019). Na figura 1 encontra-se um esquema com as principais classes de

compostos fendlicos e suas estruturas.
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Figura 1- Representacdo das principais classes de compostos fendlicos (adaptado de Ferreira e
Abreu, 2007)

Quanto a sua capacidade antioxidante, os compostos fendlicos agem
especialmente auxiliando células a combater o estresse oxidativo causado
principalmente por espécies reativas de oxigénio (EROs). EROs séo produtos
secundarios produzidos por algumas vias metabadlicas ou por outros sistemas de
controle celular (PLUSKOTA-KARWATKA, 2008). O estresse oxidativo ocorre
devido ao desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, levando a maior

producdo de oxidantes que ndo conseguem ser neutralizados por defesas



celulares e acabam por causar danos ao organismo, ndo somente a nivel
molecular, com a alteracdo de fungbes de sinalizacdo, como também a
processos inflamatérios, doencas cardiovasculares, diabetes, céancer, entre
outras (FURUKAWA et al., 2004; SIES, 2015).

Agentes antioxidantes tém um papel fundamental para diminuir a
atividade excessiva de radicais livres no organismo e o consumo de alimentos
gue possuam esses compostos se torna um mecanismo de auxilio para nosso
organismo. Antioxidantes sdo compostos que podem retardar ou inibir enzimas
produtoras de EROs, evitando a propagacao em cadeia de reacdes de oxidacao.
A atividade de compostos fendlicos se da, majoritariamente, a sua capacidade
de oxirredugé&o, absorvendo e neutralizando radicais livres, agindo diretamente
tanto na etapa inicial como na propagacdo de EROs e podem agir como
antioxidantes indiretos, promovendo o aumento de enzimas protetivas
endogenas e tendo um efeito positivo na regulacdo de eventos de sinalizacao
celular (FURUKAWA et al., 2004)

Os mecanismos moduladores que levam os compostos fendlicos a ter
potencial anticancerigeno sdo multifacetados e incluem a¢cdes como regulacao
das interacOes de receptores celulares e de cascatas de sinalizacao celular que
determinam a expresséao de genes envolvidos no ciclo celular, na sobrevivéncia
e apoptose da célula, além de efeitos inibitérios no desenvolvimento de novos
vasos sanguineos que sdo necessarios para o crescimento do tumor e atenuar
a adesividade e a invasividade das células cancerigenas, reduzindo seu
potencial de metastase (formacdo de novas células cancerigenas que se
espalham pelo corpo) (WAHLE et al., 2010)

Alguns trabalhos realizaram a identificacdo de compostos fenélicos em B.
odorata. Beskow et al. (2015) encontraram os &cidos gdlico, cafeico,
hidroxibenzoico, p-cumarico e ferdlico além dos flavonoides catequina,
epicatequina, quercetina e kaempferol como os principais. Hoffman et al. (2018)
identificaram acido clorogénico, catequina, &acido hidroxibenzoico, acido
siringico, epicatequina, acido cafeico, vanilico, quercetina, kaempferol, acido
ferdlico e pinocembrina, também em B. odorata. Boeing et al. (2019), também
fizeram caracterizagdo fendlica de B. odorata e identificaram acido galico,

catequina, acido hidroxibenzoico, epicatequina, acido vanilico, rutina, acido



siringico e acido vanilico como os principais. A partir desses estudos, algumas
propriedades dos extratos de butid foram descritas. Boeing et al. (2019)
verificaram que os extratos etandlicos possuiam atividade antiproliferativa em
células de cancer cervical linhagens SiHa e C33a. Maia et al. (2019), verificaram
gue o extrato cetdnico de B. odorata apresentou atividade antimicrobiana em

Staphylococcus aureus.

2.3. Digestédo biolégica in vitro

Ensaios de digestéo in vitro simulam o processo bioldgico e séo utilizados
para elucidar o comportamento gastrointestinal de compostos em alimentos ou
farmacos. O processo de digestdo possui 3 fases, a oral, gastrica e intestinal.
Quando o alimento passa por essas fases, sua estrutura € afetada através de
reacBes em sequéncia que irdo definir sua absorcdo pelo organismo (GIAO et
al., 2012).

A absorgéo dos compostos bioativos depende da sua bioacessibilidade e
biodisponibilidade. Em termos gerais, para que um composto possa ser
absorvido de forma satisfatéria ele precisa ser bioacessivel. A bioacessibilidade
€ a fracdo de um composto que € liberada da matriz alimentar durante a digestao
e se torna acessivel para absorcdo através da camada epitelial do trato
gastrointestinal (DIMA et al., 2020). J4 a biodisponibilidade é a soma da
bioacessibilidade de um composto com a sua bioatividade, sendo considerada a
fracdo do composto ingerido que esta disponivel para utilizacdo no organismo
em funcbes fisioldgicas normais (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2012). Em
alimentos, biodisponibilidade é definida como a quantidade de um composto
presente no alimento que € digerida, absorvida e metabolizada e essa
quantidade pode ser afetada por diversos fatores como a complexidade da matriz
alimentar, a estrutura quimica do composto e fatores exégenos como a
guantidade de outros compostos presentes no alimento, além do tempo de
transito intestinal, esvaziamento gastrico, metabolizacdo do composto,
interacOes de outros componentes como proteinas, composi¢cdo da microbiota
intestinal e perfil genético de quem consome o alimento (OLIVEIRA e BASTOS,
2011).



O conhecimento sobre as mudancas que ocorrem nos compostos de
alimentos durante a digestdo pode auxiliar o desenvolvimento de uma
alimentacdo mais saudavel que atenda as recomendacdes de ingestao diaria de
certos nutrientes, visto que o interesse pelo entendimento da relacdo entre
alimentacdo e saude para a prevencdo de doencas crbnicas vem crescendo
dentro da industria de alimentos (LUCAS-GONZALEZ et al., 2018).

Ensaios in vitro geralmente apresentam diferencas de resultados quando
comparados a ensaios in vivo, pois 0 organismo humano apresenta diversos
fatores que contribuem para a absor¢cdo de compostos, como microbiota
gastrointestinal e caracteristicas enzimaticas distintas. Porém, ensaios in vitro
sao mais rapidos e mais baratos que estudos in vivo e se apresentam como uma
boa alternativa a esses, servindo como ferramentas para estudar a
digestibilidade de componentes alimentares em um curto periodo de tempo (LEE
et al., 2016).

3. Material e métodos
3.1. Material vegetal

Os frutos de B. odorata foram coletados no municipio de Capéo do Leéo/
RS (31°52’ 00" S; 52° 21’ 24" W) (Figura 2). O registro do acesso esta listado no
Sisgen A8703BA, em 2016. As amostras foram levadas ao laboratorio de
processamento de frutas e hortalicas do Departamento de Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel da Universidade Federal
de Pelotas. No laboratério, os frutos foram limpos, descarocados, congelados
em ultrafreezer (-80°C), liofilizados (LIOBRAS K105, Sao Paulo, Brasil),
triturados em moinho de bolas e as amostras foram congeladas novamente em

ultrafreezer (-80°C) até o momento das analises.



Figura 2- Palmeira de B. odorata com cacho de butids cultivados no Centro Agropecuério da
Palma da Universidade Federal de Pelotas

3.2. Otimizac&o multivariada 2 niveis e 3 fatores com postos
centrais e axiais

Para a otimizacdo das variaveis temperatura, tempo e concentracédo da
solucédo extratora, foi empregado um planejamento multivariado completo de
dois niveis e trés fatores (23), com pontos centrais e axiais, realizado de forma
aleatéria e em duplicata para todos os ensaios (Tabela 1). As variaveis
analisadas foram: temperatura (variando entre 30 °C a 95 °C); tempo (variando
entre 10 e 60 minutos) e concentragdo da solucéo extratora (variando entre 10 e
100% (etanol/agua) (Tabela 1).

A matriz com as condi¢cdes experimentais referente a cada tratamento
utilizado na obtencdo dos extratos de butia esta apresentada na Tabela 2.
Primeiramente, foi pesado 1 g do butia liofilizado, em seguida transferidos para
tubos tipo Falcon de 50 ml; na sequéncia foi adicionada a solucdo extratora
contendo etanol (Dindmica, Sao Paulo, Brasil) e &gua ultrapurificada
(Megapurity®, Jacarei, Brazil). Posteriormente, os tubos foram fechados e
incubados em banho-maria com agitacdo (Velp® Scientifica, Multistirrer,
Magnetuc Stirrer). Os extratos obtidos foram filtrados em membrana de nylon de
0,22 ym e conduzidos as andlises. Para evitar interferéncias na avaliacdo das
variaveis, a temperatura dos experimentos foi controlada com variacdes de + 1
°C, a luminosidade foi mantida constante e as extragfes foram realizadas em

laboratério com temperatura controlada de 25 °C (x 2°C).



Tabela 1 - Otimizacdo multivariada 23 com pontos centrais e axiais utilizados na otimizacédo da
extracdo de compostos fendlicos de B. odorata

Niveis codificados e decodificados

Variavei
ariavels 168 100 0 1,00 1,68

Temperatura (°C) 30 43,15 62,5 81,85 95

Tempo (min) 10 20,12 35 49,88 60

Concentracao etanol na solucao extratora 10 28,21 55 81,79 100

Tabela 2 - Matriz experimental empregada na otimiza¢éo do extrato hidroalcoolico de B. odorata

Varidveis codificadas Variaveis decodificadas
Ensaio Concentracéo da
V1 V2 V3 Temperatura (°C) Tempo (min.)  solucdo extratora
(etanol/agua) (%)
1 -1 -1 -1 43,15 20,12 28,21
2 1 -1 -1 81,85 20,12 28,21
3 -1 1 -1 43,15 49,88 28,21
4 1 1 -1 81,85 49,88 28,21
5 -1 -1 1 43,15 20,12 81,79
6 1 -1 1 81,85 20,12 81,79
7 -1 1 1 43,15 49,88 81,79
8 1 1 1 81,85 49,88 81,79
9 0 0 0 62,5 35 55
10 0 0 0 62,5 35 55
11 0 0 0 62,5 35 55
12 1,68 0 0 95 35 55
13 168 o0 0 30 35 55
14 0 1,68 0 62,5 60 55
15 0 168 O 62,5 10 55
16 0 0 1,68 62,5 35 100
17 0 0  -1,68 62,5 35 10

*V1: Temperatura (°C); V2: Tempo (minutos) e V3: concentracédo da solugdo extratora (etanol/agua) (%).



3.3. Analise dos compostos fitoquimicos por LC-ESI-QTOF-MS

3.3.1. Condigdes instrumentais

Os extratos de butia foram analisados em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (UFLC, Shimadzu, Japéo) acoplado a espectrdmetro de massas de
alta resolucéo do tipo quadrupolo-tempo de voo (Maxis Impact, BrukerDaltonics,
Bremen, Alemanha).

Foi utilizada coluna de guarda C18 (2,0 x 4 mm) e coluna Cogent
Bidentate C18 — 2,2 um 120 A — 100mm x 2,2mm. As fases moveis utilizadas
foram: acetonitrila acidificada com 0,1% de acido formico (eluente A) e agua
acidificada com 0,1% de acido férmico (eluente B). O gradiente de separacéo foi
iniciado com 10% de A e aumentado linearmente, até atingir 40% de A aos 15
minutos permanecendo até 17 minutos. Entre 17 e 19 minutos o eluente A foi
aumentado até 100%, mantendo-se por 1 minuto. Em 20,1 minutos a
composicao retornou a fase maovel inicial, mantendo-se fixa até 23 minutos para
a estabilizacdo das condi¢cfes para a proxima analise. A vazao da fase movel foi
de 0,2 ml min't. A temperatura da coluna foi mantida a 40°C e a temperatura do
injetor em 25°C. Foram injetados 8 pL do extrato.

A identificacdo dos compostos foi confirmada por um espectrébmetro de
massas de alta resolucéo do tipo quadrupolo-tempo de voo com ionizagao por
eletrospray (ESI-QTOF-MS) modelo Maxis Impact da Bruker Daltonics (Bremen,
Alemanha). Os compostos foram identificados combinando-se os valores exatos
de m/z e os padrées de fragmentacdo do MS com as bases de dados FoodB,
Mass Bank, METLIN, HMDB e a literatura da area.

O espectrdmetro de massas foi operado no modo negativo, com espectros
adquiridos ao longo de uma faixa de massa de m/z 50 a 1200, voltagem do
capilar em 4 kV, pressao do gas de nebulizacéo (N2) de 2 bar, gas de secagem
em 8 mL min-t, temperatura da fonte de 180°C, energia de colisdo de RF de 150
Vpp, transfer 70 mS e armazenamento pré-pulso de 5 mS. O equipamento foi
calibrado com solucao de formiato de sodio (10 mM), cobrindo toda a faixa de
aquisicdo. Além disso, experimentos automaticos de MS/MS foram realizados
ajustando os valores de energia de colisdo como se segue: m/z 100, 15 eV; m/z

500, 35 eV; m/z 1000, 50 eV, sendo o nitrogénio utilizado como gas de colisao.



Um segundo experimento foi realizado para fragmentagcdo de compostos que
nao fragmentaram, sendo os valores ajustados de energia de colisdo os
seguintes: m/z 100, 25 eV; m/z 500, 45 eV; m/z 1000, 100 eV.

Os dados foram processados por meio do software Data analysis 4.0
(Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), e com padrdes comerciais de compostos
fitoquimicos (catequina, rutina, acido galico, acido malico, hesperetina,
quercetina, acido hidroxibenzoico, acido vanilico, pinocembrina, &cido sinapico,
acido cinamico, &cido cafeico, 3,4-4cido dicafeioquinico, 3,5-acido
dicafeioquinico, 4,5-acido dicafeioquinico, 5-4cido cafeioquinico,
proantocianidina B1, proantocianidina B2, teofilina e naringenina) e quantificados

em programa QuantAnalysis (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha).

3.4. Analise de simulacdo de digestdo bioldégica in vitro com

extrato obtido na condicédo 6tima de extracéao

3.4.1. Preparo da amostra

Para simulacé@o da digestédo, 2 ml de extrato hidroalcoodlico de B. odorata
foram liofilizados por 48 h. Para realizagdo da andlise, o extrato seco foi
homogeneizado em 2 ml de agua destilada. Dessa solucéo, foi retirada uma
aliqguota de 600 pl para ser utilizada como controle. Entdo foram realizadas
simulac¢des de digestdo na boca, no estdbmago e no intestino de acordo com o
método proposto por Gido et al. (2012), com modificacdes (RADUNZ et al, 2021)
Esse teste foi realizado em dois momentos: a partir de polpa obtida dos frutos
congelados e armazenados congelados (-18°C), e a partir da mesma polpa
congelada e armazenada congelada por 24 meses.

3.4.2. Simulacao da digestédo na boca

As amostras foram homogeneizadas em 600 pL de solugdo de a-amilase
salivar (100un), pH 7 e agitadas em banho a 37°C por 1 min. Apos este processo
foram retiradas uma aliquota de 600 ul para a avaliacado da digestdo na boca. O

restante da solucéo foi utilizado para simulagéo da digestdo no estbmago.



3.4.3. Simulacéo da digestdo no estbmago

A solucéo produzida pela simulacdo da digestdo na boca teve seu pH
ajustado para 2 com auxilio de acido cloridrico (HCI) 1 mol/L) e ap6s foram
adicionados 750 pL de uma solucdo de pepsina (25 mg/ml preparada com HCI
0,1 mol/L), em seguida foram agitadas em banho a 37°C por 60 minutos,
simulando o tempo de digestdo no estbmago. Apds este processo, foi retirada
uma aliquota de 600 ul para a avaliacdo da digestdo no estdmago. O restante

da solugéo foi utilizado para a continuacao da digestéo.

3.4.4. Simulacéo da digestéo no intestino

O pH da solucao produzida pela simulagcédo da digestdo no estdmago foi
ajustado para 6 com carbonato de sédio (NaHCOs 1 Mol/L) e adicionada de 375
pl de solucdo de pancreatina e sais biliares (2 g/L e 12 g/L respectivamente,
dissolvidas em NaHCO3s 0,1 Mol/L) e em seguida foram agitadas em banho a
37°C por 60 min. Apos este processo foi retirada uma aliquota de 600 pul para a

avaliacdo da digestéo no intestino.

3.4.5. Compostos fendlicos totais

O conteudo de compostos fendlicos totais foi determinado de acordo com
0 método Folin-Ciocalteu (PEREIRA et al., 2013). A absorbéancia foi medida a
725 nm e os resultados expressos em mg de acido galico 100g*, baseado em

curva de calibracéao.

3.5. Analise dos dados

Os dados referente aos ensaios analiticos da identificacao e quantificacao
dos compostos fitoquimicos foram processados por meio do software Data
analysis 4.0 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), e com padrdes comerciais
de compostos fitoquimicos (catequina, rutina, acido galico, acido malico,
hesperetina, quercetina, acido hidroxibenzoico, acido vanilico, pinocembrina,
acido sinapico, acido cinamico, acido cafeico, 3,4-acido dicafeioquinico, 3,5-
acido dicafeioquinico, 4,5-acido dicafeioquinico, 5-acido cafeioquinico,

proantocianidina B1, proantocianidina B2, teofilina e naringenina) e quantificados



em programa QuantAnalysis (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Os dados
referentes aos ensaios de simulacdo de digestdo foram analisados pelo Teste
de T através do programa Statistica 8.0 (Statsoft, Tulsa, OK) e Design Expert
(Stat-Ease, Inc., Minneapolis, MN).

4. Resultados e discussao

4.1. Definicdo de temperatura, tempo e solucao extratora

~

Como etapa preliminar a identificacdo dos compostos fitoquimicos e
estudo de suas propriedades, fez-se a otimizagdo das condi¢cdes de extracao,
que inclui temperatura (variavel A), tempo (variavel B) e solucdo extratora
(variavel C). Desse trabalho verificou-se que os dados foram adequadamente
descritos pelo modelo quadratico, que apresentou leve falta de ajuste (F
calculado 10 vezes maior que o critico), devido ao baixo erro experimental,
distribuicdo dos residuos aleatéria e regressédo significativa (Tabela 3). Apesar
da leve falta de ajuste, o0 modelo foi utilizado para predizer a condicédo 6tima.

Os modelos demonstram as relagcbes entre as condicdes de
experimentacdo e as respostas observadas através de modelos lineares,
quadraticos ou cubicos e os valores de coeficientes e sinais permitem a
interpretacdo da influéncia das variaveis na resposta. Os modelos encontrados
(tabela 3) demostram que as variaveis A, B e C tém interacdo e interferem na
predicdo da melhor condicéo de extracdo, com maior relevancia para a interacéo
BC (tempo e solucéo extratora). A partir dos modelos apresentados na tabela 3,

fez-se a analise quimica e os resultados estdo apresentados na tabela 4.



Tabela 3 - Validacdo dos modelos matematicos do planejamento multivariado 23

Compostos Modelo Coeficientes significativos (erro padréo) para as variaveis temperatura (A), tempo (B) e
(Respostas) concentrracédo de etanol (C)
Modelo indicado Modelo da falta Regressdo® A B C A? B2 c? AB AC BC
de ajuste?
5-Cafeioquinico Quadratico 21,53 (S) 6,66 (S) -0,14 - 0,1 - - - - - -0,38
0,049 0,049 0,064
Catequina Quadratico 13,01 (S) 6,58 (S) -2,45 - - -1,51 - - - - -3,65
. 1,19 0,61 0,73
3,5-Acido Média 3,14 (S) - - - - - - - - - -
dicafeioquinico
Acido galico Média 3,30 (S) - - - - - - - - - -
Acido mélico Quadratico 22,29 (S) 8,37 (S) - - - - - 15,08 -13,84 - 23,16
3,31 3,92 3,92
Rutina Quadratico 14,15 (S) 3,48 (S) 0,21 - 0,22 - - -0,29 - - -
) 0,087 0,087 0,095
Acido cafeico Média 3,55 (S) - - - - - - - - - -
3,4-Acido Média 1,52 (S) - - - - - - - - - -
dicafeioquinico
Proantocianidina B1 2FI 13,74 (S) 5,36 (S) - - - - - - - - -16,59
3,36
Teofilina Média 6,15 (S) - - - - - - - - - -
Proantocianidina B2 2FI 16,02 (S) 5,87 (S) -2,47
. 0,48
Acido sinapico Média 4,75 (S) - - - - - - - - - -
4,5-Acido Média 1,54 - - - - - - - -
dicafeioquinico (NS)
Acido cinamico Quadratico 0,45 2,59 - - - - 0,098 - - - -
(NS) S
0,037
Naringenina Média 2,14 - N - - - -

(NS)




Tabela 4 - Quantificagdo dos compostos encontrados nos ensaios realizados durante planejamento multivariado 23

A 3,4 '35 4,5 5-Acido | Acido | Catequin | Acido Acido Acido | Naringe Proantoc | Acido | Teofilina | Rutina
Acido Acido Acido | Cafeoilg | Cafeico a Cinamic | GalicoG | Malico nina | proantoc | 1@nidina | Sinapic HO/g Ho/g
Dicafeoi | Dicafeoil | Dicafeoil | uinico | g/ Ma/g | opgig | HI/g Mg/g ug/g | ianidina | B2 0
Iquinico quinico quinico pg/g B1 pg/g ug/g

1 3,97+0,0 3,99+0,0 3,53+0,0 3,42+0,0 1,60+0,0 18,98+0, 2,60+0,0 | 0,74+0,0 | 342,93+6 | 0,13+0,0 25,300, 5,81+0,1 3,12+0,0 0,20+£0,0 5,77+0,1
1 2 1 8 0 49 7 0 74 0 54 1 2 0 6

2 3,98+0,0 | 4,02+0,0 | 3,54+0,0 | 2,96+0,0 | 1,59+0,0 | 10,320, | 2,38+0,1 | 0,74%0,0 386, 0,13+0,0 | 18,370, | 4,62+0,0 | 3,12+0,0 | 0,20+0,0 | 5,74+0,2
0 0 1 2 1 09 8 0 363,34 1 23 8 0 0 9

3 3,98+0,0 | 4,00+0,0 | 3,53+0,0 | 3,79+0,0 | 1,60+0,0 | 23,63+1, | 2,24+0,0 | 0,73+0,0 | 338,45+3 | 0,12+0,0 | 71,5345, 12,33+0, | 3,12+0,0 | 0,20+0,0 | 5,45+0,0
2 0 0 1 0 16 0 0 ,69 1 74 60 1 0 1

4 3,99+0,0 | 4,02+0,0 | 3,55+0,0 | 3,77+0,0 | 1,65+0,0 | 18,58+0, | 2,50+0,3 | 0,75+0,0 | 291,31+1 | 0,12+0,0 | 58,56+2, 11,5240, | 3,14+#0,0 | 0,20+0,0 | 5,48+0,1
1 1 0 4 0 62 0 0 ,93 0 38 35 1 0 3

5 3,98+0,0 | 4,02+0,0 | 3,54+0,0 | 3,88+0,0 | 1,61+0,0 | 19,24+0, | 2,53+0,3 | 0,74+0,0 | 316,29+1 | 0,12+0,0 | 55,55+0, 10,0240, | 3,14+0,0 | 0,20+0,0 | 5,65+0,0
0 1 0 0 0 21 7 0 14 0 50 14 0 0 9

6 3,98+0,0 | 4,03+0,0 | 3,54+0,0 | 3,84+0,0 | 1,60+0,0 | 14,44+0, | 2,33+0,0 | 0,74+0,0 | 337,604 | 0,13+0,0 | 19,07+0, | 4,66+0,0 | 3,13+0,0 | 0,20+0,0 | 5,62+0,2
0 1 0 4 1 72 1 0 27 0 10 7 0 0 5

7 3,99+0,0 | 4,02+0,0 | 3,55+0,0 | 2,89+0,0 | 1,56+0,0 | 9,10+0,3 | 2,52+0,3 | 0,74+0,0 | 369,22+0 | 0,13+0,0 | 14,72+0, | 4,26+0,2 | 3,14+0,0 | 0,20+0,0 | 5,75+0,1
1 0 0 6 0 2 6 0 12 0 43 0 1 0 1

8 3,98+0,0 | 4,01+0,0 3,54+0,0 2,97+0,0 1,55+0,0 8,32+0,2 2,31+0,2 0,74+0,0 | 370,401 | 0,13+0,0 13,600, 4,12+0,0 3,11+0,0 0,21+0,0 6,51+0,2
1 1 1 2 1 1 1 0 46 0 36 0 1 0 2

9 3,98+0,0 | 4,01+0,0 | 3,54+0,0 | 3,49+0,0 | 1,63+0,0 | 16,920, | 2,64+0,0 | 0,74+0,0 | 312,90+0 | 0,13+0,0 | 43,03+1, | 8,01+0,0 | 3,12+0,0 | 0,20+0,0 | 6,00+0,0
1 1 2 1 2 68 3 0 ,36 0 39 0 1 0 7

10 3,97+0,0 | 3,99+0,0 | 3,52+0,0 | 3,63+0,0 | 1,62+0,0 | 14,71+0, | 2,43+0,1 | 0,74+0,0 | 330,28+0 | 0,13+0,0 | 17,44+0, | 4,57+0,0 | 3,10+0,0 | 0,20+0,0 | 6,00+0,0
0 0 0 4 2 13 6 0 ,92 0 78 6 1 0 7

11 3,97+0,0 | 4,00+0,0 3,53+0,0 3,77+0,1 1,58+0,0 20,310, 2,27+0,1 0,73+0,0 | 329,71+1 | 0,13+0,0 30,56=0, 5,89+0,0 3,11+0,0 0,20+0,0 6,42+0,4
1 1 1 0 1 61 7 0 2,91 0 96 2 1 0 2

12 3,97+0,0 | 4,00+0,0 | 3,53+0,0 | 2,95+0,1 | 1,57+0,0 | 8,10+0,1 | 2,16x0,0 | 0,73+0,0 | 353,53+3 | 0,13+0,0 | 14,34+0, | 4,31+0,0 | 3,11+0,0 | 0,20+0,0 | 7,34+0,4
0 0 1 4 1 1 1 0 ,63 0 13 1 1 0 1

13 3,99+0,0 | 4,03+0,0 | 3,55+0,0 | 3,78+0,3 | 1,60+0,0 | 16,51+2, | 2,37+0,1 | 0,74+0,0 | 332,466 | 0,13+0,0 | 21,9943, | 5,08+0,6 | 3,11+0,0 | 0,21+0,0 | 6,07+0,2
0 1 0 2 5 93 1 0 ,19 1 81 3 0 0 7

14 3,97+0,0 | 4,01+0,0 3,54+0,0 3,94+0,0 1,62+0,0 16,31+1, 2,73+0,1 0,74+0,0 | 334,27+4 | 0,13+0,0 24,330, 5,46%0,0 3,10+0,0 0,21+0,0 7,05+0,1
0 1 1 5 2 41 1 0 ,80 0 31 2 0 0 4

15 3,97+0,0 | 4,00+0,0 | 3,53+0,0 | 3,65+0,0 | 1,62+0,0 | 18,12+0, | 2,73+0,0 | 0,74+0,0 | 322,89+3 | 0,13+0,0 | 45,04+2, | 8,70+0,2 | 3,10+0,0 | 0,21+0,0 | 6,40+0,1
0 1 0 9 2 14 0 0 73 0 30 7 0 0 7

16 3,99+0,0 | 4,01+0,0 | 3,54+0,0 | 3,88+0,0 | 1,63+0,0 | 17,09+0, | 2,39+0,0 | 0,74+0,0 | 338,75+9 | 0,12+0,0 | 22,600, | 5,24+0,0 | 3,12+0,0 | 0,21+0,0 | 6,31+0,2
1 1 1 1 0 25 7 0 24 1 44 6 1 0 4

17 3,98+0,0 | 4,02+0,0 3,54+0,0 2,83+0,0 1,59+0,0 9,75%0,2 2,27+0,0 | 0,74+0,0 | 400,565 | 0,14+0,0 10,47+0, 4,03+0,0 3,11+0,0 0,21+0,0 5,19+0,0
0 1 0 3 1 3 1 0 ,85 0 16 7 1 0 9




A tabela 4 mostra os resultados da quantificacgdo dos compostos
encontrados nos ensaios. Os compostos encontrados em maior teor foram acido
malico, proantocianidina B1 e catequina, e 0s em menor teor foram naringenina,
teofilina e 4cido galico. O teor de compostos variou entre 3,99 a 3,97 ug/g para
3.4-acido dicafeioquinico, 3,99 a 4,03 pg/g para 3.5- acido dicafeioquinico, 3,52
a 3,55 ug/g para 4.5- acido dicafeioquinico, 2,83 a 3,94 pg/g para 5- acido
cafeioquinico, 1,55 a 1,65 ug/g para acido cafeico, 2,16 a 2,73 ug/g para acido
cindmico, 0,73 a 0,74 ug/g para &cido galico, 291,31 a 400,56 ug/g para acido
malico, 0,12 a 0,14 pug/g para naringenina, 10,47 a 71,53 ug/g para
proantocianidina B1, 4,03 a 12,33 ug/g para proantocianidina B2, 3,10 a 3,14
pg/g para acido sinapico, 0,21 a 0,20 ug/g para teofilina e 5,19 a 7,34 ug/g para
Rutina.

Pela analise estatistica de Central Composite Design (CCD), comparando
os valores encontrados com as 3 variaveis analisadas, pode-se encontrar formas
de explicar a variagéo dos dados e buscar entre eles condi¢cdes de extragcédo que
proporcionem uma quantidade de compostos extraidos maiores do que as

previamente testadas nos 17 ensaios do planejamento.

Para o composto catequina, a interacdo das variaveis tempo e
temperatura e temperatura e concentracdo de solvente foram positivas,
enguanto para tempo e concentracdo de solvente, negativa. Para o acido malico
a interacao temperatura e tempo foi negativa e a interacao tempo e solvente foi
positiva. Para a proantocianidina B1 a Unica interagdo significativa foi a de tempo

e solvente, negativa.

Quando a interacao € positiva, sugere-se que, a0 aumentar os valores
destas variaveis conjuntamente, elas irdo aumentar a extracao do composto. Por
outro lado, quando ela é negativa, quando aumentar simultaneamente elas iréo
diminuir ou inalterar a extracdo desse composto. Quando as variaveis nao
apresentam diferenca estatistica em suas interacdes, elas nao alteraram a
extratibilidade do composto. Um valor positivo demonstra um efeito ou interacéo
de efeito que favorece a otimizagéo, enquanto um valor negativo indica que h&a

uma contrariedade entre fator e resposta (AHMAD et al., 2020).

O efeito de um fator é definido como a mudanca em resposta produzida

por uma mudanc¢a no nivel do fator. Isso é frequentemente chamado de efeito



principal porque se refere a efeitos primarios de interesse no experimento.

Entrementes, a interacdo entre os efeitos pode ser usada para modelar o design

experimental que se deseja, ou seja, essas interagcdes podem auxiliar na
projecdo de um modelo 6timo para extracdo de cada composto analisado
(MACHROUHI et al., 2019).

Uma condi¢do 6tima de extracdo foi determinada através do programa
Design Expert (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, MN). A determinacéo foi baseada
nos modelos matematicos que se mostraram significativos dentro do programa
(tabela 3). Apds analisar os dados, o programa determinou que 0 experimento
atinge o ponto 6timo de extracdo quando a temperatura esta em 55 °C, em um
tempo de 60 minutos e com concentracao de solvente de 36 %. Os compostos
gue melhor seriam extraidos, de acordo com o programa se encontram na tabela
5. Os compostos foram quantificados e comparados com a predicdo proposta
pelo programa. Esses achados séo relatados porque demonstram que para uma
Otima extracdo de compostos fendlicos e acido malico de butia, deve-se utilizar

55 °C, por 60 minutos e 36% de solucdo extratora (36:64 etanol:agua v/v).

Tabela 5 - Critérios propostos na predi¢éo de condi¢do 6tima de extracao e respostas observadas

Variavel Vériavel Objetivo  Limite Limite Importéncia Predito Observado

decodificada resposta inferior superior (ug/g)

Temperatura na faixa -1,68 1,68 3 - -

(°C)

Tempo na faixa -1,68 1,68 3 - -

(minutos)

Solvente (%) na faixa -1,68 1,68 3 - -
5-Acido maximizar 2,81 4,01 3 4,07 4,11+0,08
dicafeioquinico
Catequina maximizar 8,02 24,45 3 21,76 19,47+1,13
Acido malico maximizar 289,94 404,70 3 319,54 401,78+3,79
Rutina maximizar 5,12 7,63 3 5,86 8,88+0,52
Proantocianidina maximizar 10,36 75,59 3 52,22 17,26+3,05
Bl
Proantocinidina  maximizar 3,97 12,75 3 9,74 6,46+0,65
B2

Acido cinamico maximizar 2,15 2,81 3 2,58 2,22+0,03




Ao se compararem essas condicbes com as descritas na literatura,
verifica-se que as condi¢cGes sao distintas, dependendo da solucdo extratora e
das condi¢cBes de extracao utilizadas. Diferentes métodos podem explicar, pelo
menos em parte, a diferenca encontrada nos teores de compostos fendlicos em
B. odorata. Além dos acessos terem relevancia na diversidade e na
concentracdo dos compostos, estadio de maturacdo dos frutos, diferentes
solventes, condicfes de agitacdo, tempo e temperatura também sao importantes

para determinagéo dos compostos.

O preparo da amostra para a extracdo de compostos depende de varios
fatores como a natureza da matriz da amostra e as propriedades quimicas dos
compostos a serem extraidos. A variacdo dessas propriedades esta relacionada
a concentracao de polifendis simples ou complexos e a diferente proporcao de
acidos fendlicos, flavonoides, antocianinas e proantocianidinas, entre outros.
Sendo assim, existem diferentes métodos de preparacdo da amostra para
extracdo de compostos fendlicos, como secagem, liofilizacdo, congelamento,
ultracongelamento, moagem, centrifugacao, filtracdo e purificagdo da amostra
antes da andlise que podem impactar na extracdo de compostos fendlicos
(KHODDAMI, WILSON e ROBERTS, 2013).

Desse modo, se consubstancia a afirmativa feita na introducdo dessa
Tese, quando se anunciava a dificuldade de comparem-se resultados que
utilizaram polpa de butid como matriz alimentar, ja que as condi¢des de avaliacdo
de compostos fitoquimicos diferiam marcadamente e, por conseguinte, as

propriedades decorrentes desses extratos também podem ser diversas

Na tabela 6 estdo as condigcbes de extracdo e as concentragbes de
compostos encontrados por diferentes autores para compostos fendlicos de

Butia.



Tabela 6 - Diferentes condi¢Bes de extracdo de compostos de B. odorata

Solucgédo extratora Condicbes de Principais compostos Autores
extracdo encontrados
Extrato metandlico Banho ultrassom em Catequina Hoffman et al., 2018.
(75% metanol-0,1% temperatura ambiente (332,2ugg ™)
acido féormico em agua) por 15 minutos Epicatequina

(197,5p99 ™)
Hesperetina

~ (348pgg™

Acido clorogénico (21,7

) Hg g )

Acidro Hidroxibenzoico
(179pgg ™)
Acido cafeico

(5.8ug9™)

Metanol acidificado Agitac@o no escuro a Acido galico Beskow et al., 2015
(0,01% v/v HCI) 35°C por 24h (234,29 mg 100g™?)
Epicatequina
(211 mg 100g%)
Acido hidroxibenzoico
(150,14 mg 100g™)
Kaempferol
(4,20 mg 100g™)
Acido ferdlico
(4,12 mg 100g™)

Quercetina
(4,09 mg 100g%)
Extrato etandlico (80:20 Banho de ultrassom Catequina Boeing et al., 2019
v/v etanol:agua) 30°C por 30 minutos (259 mg kg 1)

Epicatequina
(211 mgkg 1)
Rutina
(161 mg kg 1)
Acido clorogénico
(61 mg kg )
Trans-resveratrol
(2,4 mg kg *)
Quercetina
(1,08 mgkg 1)

Metanol Ultraturrax por 1 minuto Epicatequina Hoffman et al., 2017
Centrifugacéo 10 (463,0 ug 100g7)
minutos a 15°C Rutina

(426,7 ug 100g™)
Catequina
(189,2 ug 100g7)
Hesperetina
(188,7 ug 100g™)
Acido clorogénico
(115,2 pug 100g7)
Acido hidroxibenzoico
(112,5 pg 100g7)




No presente trabalho, os frutos foram congelados, liofilizados e moidos
antes de se adicionar a solucdo extratora. No trabalho de Hoffman (2018) e
Beskow (2015), o mesmo processo foi feito. J4, no trabalho de Boeing (2019),
os frutos foram apenas liofilizados e no trabalho de Hoffman (2017) as polpas do
fruto congeladas foram homogeneizadas com o solvente e agitadas no
ultraturrax.

As técnicas mais comuns e amplamente utilizadas empregam solventes,
organicos ou inorganicos e diversos parametros podem influenciar essa etapa
da extracdo, como tempo de extracao, temperatura, quantidade e polaridade do
solvente utilizado, o numero de repeticoes de extracdes, assim como o tipo de
solvente empregado. A escolha da solugcdo extratora pode influenciar
diretamente no rendimento da extracdo de compostos fendlicos e os solventes
mais utilizados sédo agua, acetona, alcoois como metanol e etanol, bem como
suas misturas (GARCIA-SALAS et al., 2010).

Para entender melhor o fator da escolha da solucao extratora, ha que se
levar em consideracdo que a solubilizacdo de uma substancia quimica é o
resultado da interacdo entre o soluto e o solvente, sendo o soluto o que se almeja
solubilizar e o solvente a substancia que dissolvera o soluto. Para que se ocorra
uma boa solubilizacdo da substancia de interesse, € necessario encontrar um
equilibrio entre a quantidade de soluto que ira se dissolver em uma determinada
quantidade de solvente (MARTINS, LOPES e ANDRADE, 2013). Esse é outro
motivo que nos leva a ter diferentes solventes utilizados para extracdo de
compostos fendlicos. Nos trabalhos de Beskow et al. (2015) e Hoffman et al.
(2018), o metanol foi o solvente escolhido. J& no trabalho de Boeing et al. (2019),
0s autores utilizaram uma mistura de etanol e 4gua e no trabalho de Hoffman et
al. (2018) os autores utilizaram uma solucdo extratora de metanol e agua. No
presente trabalho, utilizou-se uma solucdo extratora de etanol e agua em
diferentes proporcbes para se tentar chegar a uma propor¢cao ideal de
solubilizacdo dos compostos pretendidos, incluindo o argumento de que séo
solventes compativeis com futuros usos, seja na industria de alimentos ou outra.

Ambos os alcoois mencionados sdo infinitamente sollUveis em agua, ou

seja, totalmente misciveis. Porém, a solubilidade dos compostos fendélicos néo



se da somente pela polaridade da solucdo extratora empregada, mas também
pelo seu grau de polimerizacédo e formacao de complexos insolluveis dentro da
célula, trazendo outros fatores que influenciam na extracdo, como tempo e
temperatura de extracao (SU et al.,2007). Usualmente, um aumento no tempo e
na temperatura aumenta a solubilidade do soluto. Entretanto, compostos
fendlicos podem ser degradados ou sofrer reacées enzimaticas que diminuam
sua extracdo quando submetidos a um tempo de extracdo e temperaturas altos
(DAVIDOV-PARDO, AROZARENA e MARTIN-ARROYO, 2011; BIESAGA e
PYRZYNSKA, 2013).

Nos trabalhos mencionados na tabela 6, a temperatura maxima de
extracdo foi de 35°C acompanhada do maior tempo, que foi de 24 horas
(BESKOW et al., 2015). No presente trabalho, a temperatura e o tempo de
extracdo considerados 6timos foram de 55°C por 60 minutos.

Todas essas variaveis devem ser levadas em consideracdo quando se
fala de extracdo de compostos fendlicos, pois como mencionado acima, ha
diversos fatores que podem explicar as variacbes de quantificacdo dos

compostos.

4.2. Digestédo bioldgica in vitro

Os compostos fendlicos identificados e quantificados durante o processo
de digestéo bioldgica in vitro de extrato de Butia odorata se encontram na tabela
7. Esses resultados correspondem ao extrato obtido com a condi¢cédo 6tima de
extracdo usando polpa de butia congelada e armazenada congelada por até 3
meses. Uma segunda avaliagéo foi feita, nas mesmas condi¢cdes experimentais,

mas com polpa congelada por 24 meses (Tabela 8)



Tabela 7 - Quantificacdo de compostos fendlicos de B. odorata nas trés etapas da digestao

bioldgica in vitro

Compostos

N&o digerido
(H9/g)

Digestao Oral

(Hg/g)

Digestao
Gastrica

(g/9)

Digestao
Intestinal

(ha/9)

Acido cafeico

Acido elagico
Acido ferulico
Acido galico

Acido

hidroxibenzoico

Acido p-cumarico

Acido siringico
Acido vanilico
Apigenina
Catequina
Crisina
Epicatequina
Hesperetina
Luteolina
Pinocembrina
Quercetina

Rutina

159,07+0,38a

34,00+0,23b
37,22+0,83b
27,18+0,23b
46,29+1,25b

6,52+0,39b
39,64+0,22a

463,79+20,92a

119,15+0,75a

960,96+10,61a

38,51+0,23a

33,35+0,02a
41,85+0,17a
10,42+0,03a
16,89+0,28a
47,61+0,42a

160,61+1,02a

33,02+0,60b
45,83+1,42a
26,64+0,23b
31,15+1,37c

3,42+0,45¢c
39,26+0,16a
382,98+28,00b
118,72+0,77a
684,83+11,28b
38,42+0,24a

1743,65+22,88a 1316,95+12,49b

31,92+0,30b
36,47+0,36b
10,02+0,07b
14,18+0,14b
39,58+1,90b

146,22+1,31b

37,42+0,27¢c

37,08+0,07b

27,77+0,45b
70,48+19,83ab

4,17+0,00b
38,11+0,98a
396,86+2,00b
119,19+0,90a
973,78+8,70a
38,61+0,22a
307,59+1,84c
31,58+0,27b
37,74+0,72c
10,37+0,06a
13,72+0,37b
14,95+2,21d

141,78+4,43b

42,48+0,83a
33,59+0,18c
33,48+1,21a
115,05+3,63a

3,40+0,47c
38,41+2,12a
322,00+2,00c

38,46+0,22a
125,36+1,20d
30,29+0,07c
40,20+0,34c
10,37+0,11a
11,34+0,21c
18,50+0,66d

A maioria dos compostos apresentou decréscimo na concentracao entre

a etapa nao digerido e a etapa de digestao intestinal. Observou-se uma reducéo

de 10,86% no acido cafeico, 9,75% no acido ferualico 47,6% no acido p-cumarico,

30,57% no &cido vanilico, 92,81% na epicatequina,9,17% na hesperetina,

3,94%em luteolina, 32,85% em quercetina e 61,14% em rutina. Ja os acidos



elagico, galico e hidroxibenzoico apresentaram aumento da concentracdo em
24,94%, 23,17% e 148,54%, respectivamente. Esse aumento pode ocorrer
devido a acdo de enzimas presentes na microbiota intestinal que liberam
compostos que tiveram uma liberacdo ou absorgdo menor nas outras etapas
(QIN et al.,, 2018) J& a reducdo da concentracdo pode ocorrer devido as
mudancas de pH ao longo do trato gastrointestinal, pois os compostos fendlicos
sdo instaveis a meios neutros ou alcalinos e podem ter maior afinidade ou
resisténcia a condicbes estomacais. Outro fator que pode contribuir para esse
decréscimo é o efeito das enzimas digestivas, pois essas estimulam a liberagéo
de compostos fendlicos da amostra controle, entdo a estrutura dos fendlicos
pode se tornar instavel e, em consequéncia, submetida a hidrolise (LINGUA,
WUNDERLIN e BARONI, 2018).

Os processos iniciais de processamento da amostra sdo fundamentais
para que se consiga uma perda minima de compostos fendlicos durante o
armazenamento. No presente trabalho, os frutos foram liofilizados, macerados e
armazenados em ultrafreezer antes da realizacdao da extragdo. O processo de
liofilizacdo € considerado seguro para a manutencdo dos compostos bioativos
devido as baixas temperaturas empregadas durante o0 processo
(HARGUINDEGUY e FISSORE, 2019).

A tabela 8 mostra os compostos fendlicos identificados e quantificados
durante o processo de digestéo bioldgica in vitro de extrato de Butia odorata feito
com polpa congelada e armazenada durante 24 meses. A importancia de realizar
ensaios de digestdo bioldgica in vitro apds o armazenamento é poder observar
e avaliar o quéo estaveis ainda estdo os compostos primeiramente encontrados.
Sendo assim, pode-se observar que a polpa de butia congelada consegue
manter de modo satisfatério os compostos fendlicos presentes no fruto. Embora
alguns compostos nao tenham aparecido na etapa de digestéo intestinal, ainda

houve absorcéo até a etapa gastrica.



Tabela 8 - Quantificacdo de compostos fendlicos de B. odorata nas trés etapas da digestao
biolégica in vitro, a partir de extratos gerados de polpa congelada e armazenada por 24 meses

Compostos N&o digerido Digestao Oral Digestao Digestao
(no/9) (n9/9) Gastrica (ug/g)  Intestinal
(ug/9)
Acido cafeico  213,45+5,67a  213,45+8,97a AT+5,47b -
Acido elagico 45,67+7,68a 43,82+9,61a 23,0945,67b -
Acido ferulico 33,27+5,45a 35,22+4,53a 32,45+5,66a 33,09+4,88a
Acido gélico 25,55+3,28a 25,69+3,73a 14,44+2,45b 9,28+1,27c
Acido 45,67+4,38a 38,87+3,89a 34,23+2,34a 35,75+3,69a
hidroxibenzoico
Acido p- 3,58+0,59a 3,87+1,45a 3,67+0,98a 3,47+0,78a
cumarico
Acido siringico  49,11+3,21a 49,89+3.87a 47,88+3.79a -
Acido vanilico  511,23+12,34a  403,33+13,21b  411,23+21,23b 378,87+12,09¢c

Apigenina
Catequina
Crisina
Epicatequina
Hesperetina
Luteolina
Pinocembrina
Quercetina

Rutina

133,15+11,75a

55,35+9,02a

44,04+8,17a

9,12+1,03a

21,66+3,23a
47,69+4,55a

141,09+10,77a
1123,45+45,61a 987,76+47.65b

41,82+7,65a
46,87+6,36a
9,87+2,32a
23,18+4,09a
49,44+8,78a

109,45+9,78a
903,32+28,78c

1987,98+37,67a 1879,76+45,67b 1298,09+33,87cC

41,55+6,27a
47,04+5,89a
8,66+01,24a
24,56+3,34a
49,95+2,25a

23,45+12,34d

29,29+4,09b
44,24+4,45a

Observou-se uma redugdo dos compostos &cido galico em 63,67%, &cido

vanilico em 25,89%, epicatequina em 98,82% e hesperetina em 47,08% entre as



etapas nao digerido e digestéo intestinal. O composto crisina ndo foi encontrado
apos os 24 meses de armazenamento, indicando degradacao do composto.

Os compostos fendlicos mostraram diferentes estabilidades durante os
ensaios desse estudo, assim como outros autores demonstram. Bouayed et al.
(2012), em estudo com variedades de macad em extrato hidrometandlico,
encontraram conteudos de 1,14+0,01 na etapa controle, 0,52+0,01 para etapa
de digestéo gastrica e 0,78+0,10 mg/100g em etapa de digestdo intestinal para
acido p-cumarico. Ja para quercetina, 6,63+0,43 no controle, 5,43+0,63 para
digestao gastrica e 5,23+0,28 mg/100g para digestao intestinal, rutina 0,46+0,02
para etapa controle 0,33+£0,04 e 0,19+0,01 mg/100g. Lingua, Wunderlin e Baroni
(2018), em extrato metanoico de uva, encontraram valores de catequina de
25,57+4,76 na etapa controle, 79,87£19,41 na etapa oral, 83,24+3,04 na etapa
gastrica e 4,78+0,09 mg/kg de peso fresco de uva na etapa de digestao intestinal.
Para quercetina, apenas encontraram 4,38+0,41 na etapa controle, nao
detectando o composto em outras partes da simulacdo e digestdo. Qin et al.
(2018), em trabalho com framboesas, identificou &acido elagico 171,3+1,5,
19,74£2,7, 125,3+3,9 mg/100g para etapas controle, oral e gastrica, nao
detectando o composto na porc¢ao intestinal. Para rutina, os autores encontraram
55,4+3,2, 12,5+1,1, 18,2+1,5 e 23,3+1,7 mg/100g para etapas controle, oral,
gastrica e intestino.

A liofilizacdo pode aumentar as reagfes de escurecimento enzimatico,
gue envolve a oxidacdo de compostos fendlicos por acdes enzimaticas, porém
alguns estudos sugerem que uma reducdo parcial na atividade da enzima
polifenol oxidase pode ocorrer devido ao aumento da concentracdo dos ions H+
durante o congelamento, o que modifica os valores de pH, fazendo com que a
enzima fique estavel (SHOFIAN et al., 2011; CARMONA et al., 2017).

Um dos métodos mais utilizados para avaliar compostos fendlicos é o
conteudo de fendlicos totais. A figura 3 apresenta os valores encontrados para

fendlicos totais nas etapas de digestao biolégica in vitro.
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Figura 3 - Compostos fendlicos totais em extrato de B. odorata nas etapas de digestdo biolégica
in vitro.

Pode-se observar que o contetdo de compostos fendlicos totais diminuiu
majoritariamente entre a etapa néo digerido e a etapa intestinal (Figura 3),
corroborando com os principais resultados de compostos fendlicos individuais
encontrados nas etapas da digestdo bioldgica in vitro. Houve uma reducédo de
82,98% em relacdo a etapa controle até a etapa de digestao intestinal.

E importante considerar que a interacdo dos compostos com os demais
constituintes da matriz alimentar pode aumentar ou diminuir sua
bioacessibilidade (SENGUL et al., 2014), mas que a manutenc¢do dos compostos
apos 24 meses de armazenamento demonstra que é possivel extrair os
principais compostos presentes em Butia odorata e manté-los estaveis através

de liofilizacdo e armazenamento congelado.
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[Tl Gastrica
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Consideracdes finais

Com o emprego de planejamento multivariado 22 foi possivel testar 17
condicdes de extracdo de extrato hidroalcoolico de B. odorata;

foram identificados 15 compostos fitoquimicos (3.4-acido dicafeioquinico,
3.5- acido dicafeioquinico, 4.5- acido dicafeioquinico, 5- 4&cido
cafeioquinico, acido cafeico, acido cindmico, acido gélico, 4cido malico,
catequina, naringenina, proantocianidina B1, proantocianidina B2, acido
sinapico, teofilina e rutina) apds a execucdo do planejamento

multivariado;

foi possivel predizer uma condicdo 6tima de extracdo para 7 compostos
(5- acido cafeioquinico, catequina, acido malico, rutina, proantocianidina
B1, proantocianidina B2 e acido cinamico). A condicao otima predita foi
de temperatura 55 °C, tempo de 60 minutos e concentracdo de solucéo

extratora 36% (36:64 etanol:dgua v/v);

com ensaio de simulacdo de digestdo biolégica in vitro de extrato
hidroalc6olico de B. odorata, identificando 17 compostos fendlicos na
etapa ndo digerido (acidos cafeico, elagico, feralico, galico,
hidroxibenxoico, p-cumarico, siringico e vanilico, apigenina, catequina,
crisina, ecpicatequina hesperetina, luteolina, pinocembrina, quercetina e
rutina); 17 compostos fendélicos foram identificados na etapa de digestao
oral e gastrica (acidos cafeico, elagico, ferulico, galico, hidroxibenxoico, p-
cumarico, siringico e vanilico, apigenina, catequina, crisina, ecpicatequina
hesperetina, luteolina, pinocembrina, quercetina e rutina) e 15 na etapa
de digestdo intestinal (4cidos cafeico, elagico, ferdlico, galico,
hidroxibenxoico, p-cumarico, siringico e vanilico, crisina, ecpicatequina
hesperetina, luteolina, pinocembrina, quercetina e rutina). Com esse
ensaio evidenciou-se que a maior intervencdo na composicao fitoquimica
ocorre no nivel intestinal. Esse comportamento também ocorre se a polpa
for mantida congelada por 24 meses, indicando que esse meétodo de
conservacgao é adequado para conservar a polpa desse fruto.

Por fim, essa Tese entrega o conhecimento acerca da condicdo mais

recomendada para a extracdo de compostos fitoquimicos polares usando



solventes compativeis com uso alimentar (agua e etanol) e mostra que a
maioria dos compostos fitoquimicos identificados séo estaveis se a polpa
for congelada e mantida nessa condicéo por 24 meses. Esses compostos
sé&o majoritariamente metabolizados na fase intestinal, quando se realiza

o teste de digestéo bioldgica in vitro.
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