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TRANSFORMAGCOES METABOLICAS IN VITRO DE COMPOSTOS FENOLICOS DA
JABUTICABA NA DIGESTAO E NA FERMENTACAO COLONICA.

O metabolismo dos compostos fendlicos é relevante por gerar metabdlitos
relacionados com a bioatividade de um determinado alimento e seus possiveis efeitos a satde
humana. Um dos principais fatores que afetam o metabolismo dos compostos fenolicos é a
sua interacdo com constituintes da matriz alimentar. Tem sido estimado que cerca de 90% dos
compostos fendlicos ingeridos seguem até o colon, onde sdo metabolizados pelas bactérias
colbnicas. No entanto, ndo ha estudos acerca da bioacessibilidade e do metabolismo col6nico
dos compostos fenolicos em frutas nativas brasileiras, tais como a jabuticaba (Myrciaria
jaboticaba). Dentre os métodos utilizados pela industria de alimentos para a obtencdo de suco
de frutas destaca-se o despolpamento e o processamento por arraste a vapor. Em ambos os
processamentos grande quantidade de residuo, constituido principalmente pela casca da
jabuticaba, seria descartado. Nesse sentido, o presente trabalho tem como objetivo investigar a
bioacessiblidade dos compostos fendlicos de residuos provenientes da producdo de suco de
jabuticaba por meio de modelos de digestdo simulada in vitro e fermentagédo colbnica ex vivo.
Os residuos foram provenientes da obtencéo de suco de jabuticaba obtidos por despolpamento
(RD) e por arraste a vapor (RAV). Os residuos foram caracterizados quanto & composicéo
centesimal e os teores de compostos fendlicos sollveis e insolUveis por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE). A digestdo simulada in vitro de ambos os residuos mimetizou as
fases oral, géastrica e intestinal quanto a condicGes controlada de pH, temperatura e agitacéo.
O metabolismo colénico dos compostos fenolicos do RD foi investigado por meio da
incubacdo com fezes de voluntarios sadios por até 72 horas. Os metabolitos gerados apds as
etapas de digestdo e fermentacdo foram analisados por CLAE. Os teores de fibra dietética do
RAV foram superiores ao do RD, enquanto que os teores de compostos fenolicos soluveis e
insoltveis foram similares em ambos os residuos. Os resultados da digestdo in vitro indicam
gue as antocianinas apresentam baixa bioacessibilidade (em média 22%). Em contrapartida, o
acido galico e a quercetina apresentaram bioacessibilidade muito elevada (em média 700%),
sugerindo que os mesmos sdo formados a partir de compostos fendlicos mais complexos
como, respectivamente, galotaninos e formas glicosiladas de flavonois. Foi observada uma
intensa modificagcdo no perfil dos compostos fendlicos ao longo da fermentagdo. O aumento
dos teores de &cido galico e o aparecimento da cianidina ao longo da fermentacdo foram

relacionados, respectivamente, a metabolizacdo da delfinidina-3-O-glicosideo e da cianidina-



3-O-glicosideo. Os resultados do presente estudo sugerem que os potenciais efeitos benéficos
associados aos compostos fendlicos presentes na jabuticaba ndo estariam relacionados com

suas formas intactas, mas sim aos seus metabolitos.

Palavras-chave: compostos fendlicos, acido eldgico, 4&cido gélico, antocianinas,
bioacessibilidade, metabolismo.



IN VITRO METABOLIC TRANSFORMATION OF FENOLIC COMPOUNDS OF
JABUTICABA IN THE DIGESTION AND COLONIC FERMENTATION

The metabolism of phenolic compounds is important as it generates metabolites
related to the bioactivity of food and its possible effects on human health. One of the main
factors that affect the metabolism of phenolic compounds in humans is their interaction with
food matrix constituents. It has been estimated that 90% of the total phenolic compounds
intake follow until the colon where they are metabolized by gut microbial community.
However, no previous study has been reported the bioaccessibility and the colonic metabolism
of phenolic compounds of Brazilian fruits such as jabuticaba (Myrciaria jabuticaba).
Common methods used by the food industry for obtain fruit juices include depulping process
and steam extraction. In both processing large amount of residue mainly consisting of the
jabuticaba peel it would be discarded. In this sense, the aims of this study was to investigate
the bioaccessibility of phenolic compounds of jabuticaba residue using in vitro simulated
digestion and colonic fermentation. Residues were produced from jabuticaba juice obtained
by depulping process (DR) and by steam extraction (SER). Residues were characterized for
chemical composition and the content of soluble and insoluble phenolic compounds by high-
performance liquid chromatography (HPLC). The in vitro simulated digestion mimicked oral,
gastric and intestinal phases under conditions of controlled pH, temperature and agitation. The
colonic metabolism of phenolic compounds was investigated by anaerobically incubation with
human feces up to 72 hours. The metabolites were analyzed by HPLC. The contents of dietary
fiber of SER were higher than that DR, whereas the contents of soluble and insoluble phenolic
compounds were similar in both residues. The results of in vitro simulated digestion indicate
that the anthocyanins exhibit low bioaccessibility (22% on average). However, gallic acid and
quercetin presented the highest bioaccessibility (700% on average), suggesting that they are
formed from phenolic compounds with more complex structure such as, respectively,
gallotannins and glycosylated forms of flavonols. An intense modification in the profile of
phenolic compounds was observed throughout the fermentation. The increase in the contents
of gallic acid and the presence of cyanidin throughout the fermentation were related,
respectively, to the metabolization of delphinidin-3-O-glucoside and cyanidin-3-O-glucoside.
The results of the present study suggest that the potential beneficial effects of phenolic
compounds present in jabuticaba would not be related to their intact forms, but to their
metabolites.



Key words: Phenolic compounds, ellagic acid, gallic acid, anthocyanins, bioaccessibility,

metabolism.
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Os compostos fendlicos constituem um grupo de compostos bioativos encontrados em
alimentos de origem vegetal e caracterizados por possuirem uma ou mais hidroxilas ligadas a
um ou mais anéis aromaticos. Sua presenca nas plantas esta relacionada a defesa contra a
radiacdo ultravioleta ou a agresséo de patégenos (MANACH et al., 2004). Estudos realizados
em modelos in vitro e in vivo tém demonstrado que os compostos fendlicos possuem efeitos
benéficos, dentre os quais: a capacidade de inibir a proliferagdo de células tumorais, protecéo
contra o estresse oxidativo, potencial anti-inflamatorio e melhora da secrecdo de insulina
(DEL RIO et al., 2013; DEL RIO; BORGES; CROZIER , 2010; SILVA et al., 2008;
FERGUSON et al., 2004).

Ademais, diversos estudos epidemioldgicos sugerem que uma dieta rica em frutas de
coloracdo escura podem reduzir a incidéncia de doencas cardiovasculares, diabetes e cancer,
fato atribuido a presenca dos compostos fenolicos nessas frutas, em especial as antocianinas
(CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009). No entanto, para associar os efeitos dos
compostos fendlicos no organismo humano é de extrema importancia investigar seu
metabolismo. Diversos fatores, tais como, acdo de enzimas, pH, técnicas de pré-preparo e
preparo dos alimentos, interacbes quimicas com outros fitoquimicos e interacdo de
constituintes da matriz alimentar, podem influenciar a bioacessibilidade e a biodisponibilidade
desses compostos (PALAFOX-CARLOS et al., 2011; MANACH et al., 2004; NIELSEN et
al., 2003).

Recentemente, tem sido muito investigada a influéncia das bactérias colénicas no
metabolismo dos compostos fendlicos. Os estudos relatam que esses compostos Sao
extensamente metabolizados por essas bactérias gerando metabolitos de baixo peso molecular,
que sdo entdo absorvidos e, assim, contribuem para o aumento da biodisponibilidade
(PIMPAO et al., 2014; CARDONA et al., 2013; WILLIAMSON; CLIFFORD, 2010; AURA
et al., 2005). Portanto, os efeitos benéficos associados aos compostos fendlicos ndo estdo
somente relacionados as suas formas intactas encontradas no alimento, mas também aos seus
metabdlitos (AURA et al., 2005).

Apesar da bioacessibilidade e do metabolismo col6nico das antocianinas e de outros
compostos fenolicos de diferentes matrizes alimentares, tais como casca de uva, macgd, amora,
repolho roxo e roma, terem sido investigados, ndo ha estudos acerca desses compostos em
frutas nativas brasileiras, tais como a jabuticaba (MOSELE et al., 2015; PODSEDEK et al.,
2014; FERNANDEZ; LABRA, 2013; BOUAYED et al., 2011; HASSIMOTTO et al., 2008).
A jabuticaba (Myrciaria jaboticaba) é uma fruta nativa da Mata Atlantica brasileira, que
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apresenta diferentes classes de compostos fendlicos, em especial antocianinas (INADA et al.,
2015; WU et al., 2013; WU et al., 2012).

Tradicionalmente, a jabuticaba é consumida na sua forma in natura. No entanto, nos
locais de seu cultivo também sdo fabricados produtos tais como geleia, licor e vinho de
jabuticaba (WU et al., 2012). Apesar disso, grande parte da producdo da fruta é descartada
devido a sua elevada perecibilidade. Nesse sentido, a producdo de suco de jabuticaba se torna
uma alternativa para minimizar essas perdas, além de oferecer uma nova forma de consumo
da mesma.

Diferentes métodos de extracdo podem ser empregados para obtencdo de sucos de
fruta, sendo o despolpamento tradicional o mais utilizado em virtude da simplicidade. Através
desse processamento a polpa é separada da casca e da semente, gerando um residuo no qual
grande parte dos compostos bioativos fica retido. Com o objetivo de extrair substancias de
aroma e antocianinas, de maneira a produzir um suco com atributos sensoriais desejaveis e, ao
mesmo tempo, obter um produto microbiologicamente seguro, algumas inddstrias, em
especial a de suco de uva, tem utilizado o processamento por arraste a vapor (ANJOS, 1999).

Ainda assim, para a elaboracdo de suco de jabuticaba por meio de ambos o0s
processamentos, as cascas e as sementes seriam desprezadas, 0 que geraria grande quantidade
de residuo, visto que juntas essas fracfes representam aproximadamente 50% do peso da fruta
(LIMA et al., 2008). Portanto, torna-se relevante investigar as modificag0es ocorridas durante
0 processo de digestdo simulada in vitro bem como o metabolismo colénico dos compostos
fenolicos presentes em residuos de suco de jabuticaba, como forma de contribuir para o
aproveitamento integral desta fruta e a sua valorizagdo econémica. Esses residuos poderiam
ser aproveitados para outros fins, tais como a producéo de ingredientes funcionais e extratos

ricos em compostos fendélicos.
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1. Compostos fendlicos

Os fitoquimicos sdo definidos como compostos bioativos ndo-nutrientes de plantas e
tém sido relacionados a reducdo do risco de doencas cronicas nao-transmissiveis (DCNT),
podem ser classificados como: carotenoides, compostos fendlicos, alcaloides, compostos nao-
nitrogenados e compostos organosulfurados (Figura 1). Os fitoquimicos mais estudados s&o
0os compostos fenolicos e os carotenoides. Os compostos fenolicos sdo metabolitos
secundarios de plantas e sdo caracterizados por possuirem uma ou mais hidroxilas ligadas a
um ou mais anéis aromaticos. Eles podem ser classificados pelo nimero e posicdo de seus
atomos de carbono e sdo comumente encontrados conjugados a agucares e acidos organicos.
Sdo abundantes na nossa dieta e evidéncias cientificas demonstram seu papel na prevencédo de
diversas doencas, como cancer e doencas cardiovasculares. Estes compostos sdo divididos em
duas classes, a saber, os flavonoides (que incluem as subclasses flavondis, flavonas,
isoflavonas, antocianidinas, flavandis e flavanonas) e os nao-flavonoides (que incluem os
derivados dos &cidos hidroxibenzoico e hidroxicindmico) (Figura 2) (MANACH et al.,
2004).

[ Fitoquimicos ]

Carotenoides Compostos [ Alcaloides ] [ Compostos Nao-Nitrogenados ] [ Compostos Organosulfurados ]
Fendlicos

-
u-caroteno . . . o ] ] .
[-caroteno Acidos Fenolicos Flavonoides Estilbenos Cumarinas l'aninos Isotiocianatos
B-criptoxantina |\ Indois
Luteina Compostos alil
Zeaxantina sulfurados
Licopeno

Astaxantina

A;' H]fl.m“- Ac.' l:hd.mn- [Flavon()is ] Flavonas ]-[ Flavandis }[F]avanonas]{Antocianidinas]-[ Isoflavonas ]
| benzéicos | | cinfimicos | L
Ac. Gilico Quercetina Catequina
Acido Elagico Ka.er-npf.erol Epicatequina “ianidin:
. lerlcetmaJ Epigalocatequina idi
Caféico Genisteina
Ferulico Apigeina Daidzeina
Cumarinico Lutolina Hesperidina

Naringenina

Figura 1.Classificacdo dos fitoquimicos dietéticos (Adaptado de LI1U, 2004).
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Figura 2. Estrutura quimica béasica dos é&cidos hidroxibenzdicos (A), dos acidos
hidroxicinamicos (B) e dos flavonoides (C) (Adaptado de MANACH et al., 2004).

A maior parte dos compostos fendlicos esta presente nos alimentos nas formas soluvel
e insoluvel, os quais estdo ligados covalentemente a aclicares ou componentes da parede, tais
como celulose, hemicelulose, lignina, pectina e proteinas estruturais. Os &cidos fenolicos
formam ligacOes éter com ligninas por meio dos seus grupos hidroxilas presentes no anel
aromatico e ligacOes éster com proteinas e carboidratos estruturais por meio de seu grupo
carboxilico. As hidrolises acida e alcalina sdo capazes de liberar esses compostos fendlicos. O
tratamento &cido rompe principalmente ligacBes glicosidicas e solubiliza os acUcares,
enquanto que, geralmente, deixa as ligagdes éster intactas. A hidrdlise alcalina rompe as
ligacOes éster de compostos fendlicos conjugados a constituintes da parede celular, como 0s
polissacarideos (ACOSTA-ESTRADA; GUTIERREZ-URIBE; SERNA-SALDIVAR, 2014).

1.1. Antocianinas

As antocianinas sao 0 maior grupo dos flavonoides, consistindo de 15 carbonos, com
um anel benzeno ligado a um anel heterociclico formado com um atomo de oxigénio e um
grupo fenil na posicdo 2. Sdo pigmentos hidrossollveis com elevado poder antioxidante,
amplamente distribuidos em frutas e vegetais de coloracdo escura, principalmente na casca.
As formas agliconas (antocianidinas) raramente sdo encontradas em plantas e estdo
geralmente presentes na forma glicosilada (3-O-glicosideo ou 3,5-O-diglicosideo). Existem
seis principais formas agliconas das antocianinas (delfinidina, cianidina, petunidina,
peonidina, pelargonidina e malvidina), sendo a cianidina a mais comum em alimentos. A
acilacdo com &cidos cindmicos também é comum, formando os acidos p-cumarico, caféico,
ferulico e sindpico (WU et al., 2013; MANACH et al., 2004; CLIFFORD, 2000) (Figura 3).
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Figura 3. Estrutura quimica basica das principais

antocianidinas e grupamentos para

formagdo das diferentes antocianinas encontradas na natureza (ZHANG,; BUTELLI;

MARTIN, 2014).

As estruturas das antocianinas sdo dependentes do pH do meio (Figura 4). O cétion

flavilio vermelho predomina em faixas de pH entre 1,0 e 3,0. Quando o pH aumenta para 4,0

ou acima, e subsequentemente ha perda de prétons, a estrutura molecular predominante é a

pseudobase carbinol ao lado das formas pseudobase chalcona e base quinoidal (CROZIER,;

JAGANATH; CLIFFORD, 2009).
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Figura 4. Efeito do pH na estrutura das antocianinas (Adaptado de DEL RIO; BORGES;
CROZIER, 2010).

1.2. Qutros flavonoides

Além das antocianinas, outras 5 subclasses constituem o grupo dos flavonoides
(Figura 5). Os flavondis sdo os flavonoides mais amplamente distribuidos nos alimentos,
embora encontrado em pequenas quantidades. A maioria se apresenta na sua forma
glicosilada, sendo a glicose e a ramnose 0s principais agucares (como por exemplo, a
miricetina-3-O-ramnosideo e a quercetina-3-O-glicosideo). As principais fontes sdo cebolas,
macd, cha e brocolis (WILLIAMSON; MANACH, 2005; MANACH et al., 2004).

As flavonas sdo menos comuns que os flavondis em frutas e vegetais, consistindo
principalmente de glicosideos de luteolina e apigenina. Flavonas polimetoxiladas sdo os mais
hidrofobicos flavonoides. As fontes mais importantes dessa subclasse s@o aipo e salsa, sendo
também encontrada em cereal, como o trigo, na sua forma glicosilada (MANACH et al.,
2004).

Os flavanois ou flavan-3-ols ndo sdo encontrados glicosilados em alimentos, ao
contrario das outras subclasses de flavonoides. Seu grupo inclui as catequinas e

proantocianidinas (taninos condensados). As catequinas sao encontradas principalmente no
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chd verde e chocolate e as proantocianidinas estdo presentes em uvas, vinho e macas
(MANACH et al., 2004).

As flavanonas estdo geralmente glicosiladas a um dissacarideo na posi¢do 7, sendo
naringerina (toranja), hesperidina (laranja) e eriodictiol (limé&o) as principais agliconas. Sao
encontradas em tomates e algumas plantas aromaticas, como a menta, mas estdo presentes em
alta concentracdo somente em frutas citricas (MANACH et al., 2005; MANACH et al., 2004).

As isoflavonas sdo consideradas fitoestrdgenos, encontradas particularmente em
leguminosas, sendo genisteina, daidzeina e gliciteina as principais formas agliconas. Soja e
seus produtos sdo as principais fontes e estdo presentes na forma glicosidica, mas em alguns
produtos fermentados encontram-se formas agliconas (WILLIAMSON; MANACH, 2005;
MANACH et al., 2004).

Quercetina Catequina Cianidina
(Flavonol) (Flavanol) (Antocianidina)
OCH,4 o
OH
HO O ./ HO
OH Ho o
48
OH O
OH O
Hesperidina Luteolina Daidzeina
(Flavanona) (Flavona) (Isoflavona)

Figura 5. Estruturas quimicas basicas das seis subclasses dos flavonoides (HE, GIUSTI,
2010).

1.3. Acidos fenélicos

Os acidos fendlicos sdo divididos em duas classes, os acidos hidroxicinamicos e 0s
acidos hidroxibenzoicos. Os acidos p-cumarico, caféico e fertlico sdo os mais comuns acidos
hidroxicinamicos e raramente sdo encontrados na sua forma livre nos alimentos. As formas
conjugadas séo glicosiladas ou formadas por ligacGes éster. A ligacdo do acido caféico com o

acido quinico forma o &cido clorogénico, encontrado em elevada concentracéo no cafe.
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O conteudo de acidos hidroxibenzdicos em vegetais é geralmente pequeno, com
excecdo de algumas frutas vermelhas, cebolas e chas. Os acidos galico e elagico sdo exemplos
de acidos hidroxibenzéicos (Figura 6), que podem estar presentes na forma livre ou como
componentes de complexas estruturas, os taninos hidrolisaveis (galotaninos e elagitaninos).
Galotaninos estdo presentes em frutas como manga e elagitaninos estdo presentes em frutas

vermelhas, como morango, framboesa e amora (MANACH et al., 2004).

OH

OH

Figura 6. Estrutura quimica dos &cidos galico (A) e elagico (B).

2. Bioacessibilidade e biodisponibilidade dos compostos fenolicos

Os potenciais efeitos benéficos dos compostos fendlicos na salde humana néo
dependem somente de sua concentracdo nos alimentos, mas principalmente de sua
bioacessibilidade e biodisponibilidade ap6s a ingestdo. Biodisponibilidade é definida como a
proporcdo de determinado composto ou nutriente que é digerida, absorvida e utilizada no
metabolismo normal. O primeiro fator importante determinante a ser considerado quando se
avalia a biodisponibilidade de compostos fendlicos é a sua bioacessibilidade, termo utilizado
para definir a quantidade do composto que estara disponivel para ser absorvida no intestino
apos o processo de digestdo (PALAFOX-CARLOS et al., 2011).

A absorcdo e transporte de compostos bioativos presentes em vegetais, de maneira
geral, sdo complexos. As agliconas podem ser absorvidas no intestino delgado. No entanto, a
maior parte dos compostos fenolicos presentes nos alimentos estd na sua forma conjugada
(éster, glicosideos ou polimeros), que ndo pode ser absorvida diretamente. Essas formas
precisam ser hidrolisadas por enzimas intestinais presentes na borda em escova ou pela
microflora colonica para serem absorvidas. Estima-se que somente 5 a 10% dos compostos
fenolicos ingeridos sdo absorvidos no intestino delgado, sendo assim, a maior parte segue para
o intestino grosso (MANACH et al., 2005; MANACH et al., 2004).



27

Os compostos fendlicos que sdo absorvidos no intestino delgado podem ser
submetidos a biotransformacdes de fase | (oxidacgdo, reducéo e hidrolise) e particularmente de
fase Il (metilacdo, sulfatacdo e glucuronidacdo) nos enterdcitos e em seguida nos hepatdcitos,
resultando em metabolitos conjugados hidrossoluveis. Estes metabdlitos sdo liberados para a
circulacdo sistémica, distribuidos para os tecidos e eliminados via urina. Os compostos
fendlicos que sdo secretados via rota biliar até o duodeno, podem ser submetidos a agdo de
enzimas, especialmente p-glucuronidase, na parte distal do intestino, podendo ser
reabsorvidos ou seguir para o colon (CARDONA et al.,, 2013; MANACH et al., 2005;
MANACH et al., 2004). Os 90 a 95% dos compostos fendlicos ingeridos que alcangcam o
intestino grosso sdo extensamente metabolizados pela microbiota colonica, podendo ser
absorvidos e atingir a circulacdo sisttmica ou exercer efeitos benéficos no préprio intestino
(DEL RIO et al., 2010; MANACH et al., 2005) (Figura 7).
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Figura 7. Rota dos compostos fendlicos da dieta e de seus metabolitos (Adaptado de
CARDONA et al., 2013).
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3. Digestéo simulada in vitro

Muitos estudos tém utilizado métodos de digestdo simulada in vitro para avaliar
mudancas estruturais, bioacessibilidade e digestibilidade de alimentos e seus componentes. Os
modelos de digestdo simulada in vitro sdo uma alternativa aos modelos animais e humano.
Embora os modelos in vivo proporcionem resultados mais fidedignos, requerem mais tempo e
elevado custo (HUR et al., 2011).

A maioria dos estudos in vitro considera somente duas etapas para mimetizar o
processo de digestdo, a do estdbmago e a do intestino delgado. Os modelos sé&o baseados na
incubacdo com pepsina para simular a fase estomacal e em seguida de pancreatina para
simular a fase intestinal. Essas enzimas requerem a presenca de componentes adicionais nos
fluidos digestivos para operarem eficientemente, como no caso da pancreatina que requer a
presenca de calcio e sais biliares. E importante ressaltar que o preparo das solucdes
enzimaticas deve ser realizado pouco tempo antes de cada anélise, pois a atividade enzimatica
pode diminuir ao longo do tempo. O uso da temperatura a 37°C durante as etapas da digestdo
in vitro € consenso para a maioria dos estudos, enquanto que a concentracdo e Composicao
enzimética variam de acordo com a matriz alimentar investigada. Quanto ao tempo de
incubacdo, de maneira geral, os estudos utilizam de 1 a 2 horas de incubacdo para a fase
gastrica e 2 horas para a fase intestinal, conforme fisiologia humana (MOSELE et al., 2015;
FERNANDEZ; LABRA 2013; HUR et al., 2011; OOMEN et al,. 2003).

Sendo assim, as caracteristicas da digestao in vitro como: tempo de incubacdo, uso de
enzimas especificas bem como fluidos digestivos podem ser ajustadas de acordo com as

caracteristicas da amostra a ser analisada (HUR et al., 2011).

4. Fermentacéo colbnica

A complexidade dos sistemas de fermentacdo in vitro varia de simples batelada a
modelos de fluxo continuo (equipamentos que simulam cada parte do c6lon), com o uso de
diferentes técnicas de inoculacéo fecal. A escolha do sistema depende do objetivo e do tempo
necessario para incubacéo. A fermentacdo tipo batelada permite a utilizagdo de uma Unica ou
varias populacdes de bactérias ou ainda de material fecal, em um meio cuidadosamente
selecionado, sem a adi¢do de mais nutrientes ao longo do processo. Este tipo de fermentacao

ocorre, geralmente, em sistema fechado e sob condi¢bes anaerdbias. Particularmente, essa
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técnica é utilizada para investigar o metabolismo de componentes provenientes da dieta pela
microbiota intestinal. Ademais, este sistema € menos dispendioso que outros tipos mais
complexos de fermentacdo. No entanto, sua limitacdo € quanto ao periodo de tempo de
incubacdo, o qual consiste em poucos dias em relacdo a outros sistemas que permitem a
manutencdo da microbiota por um tempo maior, variando de dias até semanas (PAYNE et al.,
2012; MACFARLANE, MACFARLANE, 2007).

Quanto ao uso de amostras de fezes, Aguirre et al. (2012) avaliaram a estabilidade e
atividade da microbiota em estudos de fermentacdo in vitro com o uso de amostra de fezes
individuais de doadores ou em forma de pool. Eles concluiram que a preparacdo de um pool a
partir de amostras de fezes de varios doadores pode ser utilizado para experimentos de
fermentacdo, pois o perfil e atividade da comunidade bacteriana foram considerados
adequados quando comparados a amostras de fezes individuais (AGUIRRE et al., 2012;
AURA et al., 2005)

4.1. Microbiota colénica humana

H& um crescente interesse na microbiota colénica humana e como suas atividades
metabdlicas impactam na salde. A microbiota humana protege contra enteropatdgenos, extrai
nutrientes e energia dos alimentos e é extremamente variavel no hospedeiro e entre
hospedeiros (LOZUPONE et al., 2012; MACFARLANE, MACFARLANE, 2007). O trato
intestinal de humanos abriga uma comunidade microbiana complexa, com cerca de 100
trilhdes de células, excedendo o nimero de células humanas (BACKRED et al., 2005).

A microbiota comega a ser formada no nascimento, quando o intestino é
imediatamente colonizado por bactérias provenientes da mae e do ambiente. Influéncias
externas podem causar modificacGes na microbiota ao longo da vida, tais como: mudancas na
alimentacéo, infecgdes bacterianas e uso de antibidticos. Desequilibrios na microbiota tém
sido relacionados com obesidade, doencas inflamatdrias intestinais, desordens neurologicas e
cancer (KOTTE et al., 2012; LOZUPONE et al., 2012).

A maioria dos estudos sobre o microbioma intestinal humano é realizado por meio da
analise da microbiota fecal humana, devido a facil aquisicdo, minimo custo e por ser menos
invasivo. As bactérias sdo os principais microrganismos presentes na microbiota, mas também
sdo encontrados fungos, virus e archaea. Recentes estudos de fezes humanas e bidpsia do
célon humano revelaram 9 diferentes filos, e o0 projeto microbioma humano, o0 mais

completo estudo da microbiota humana, estimou que o intestino possui aproximadamente
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1.150 espécies de bactérias (DAVE et al., 2012; ARUMUGAM et al., 2011; TURNBAUGH
et al., 2007; BACKRED et al., 2005; ECKBURG et al., 2005).

Firmicutes, Bacteroidetes,  Actinobactéria, Fusobactéria, Proteobactéria,
Verrucomicrobia, Cianobactéria, Espiroquetas e VadinBE97, sdo os diferentes filos
encontrados. Os filos dominantes correspondem aos Firmicutes (Gram-positivo) e
Bacteroidetes (Gram-negativo), que juntos correspondem a aproximadamente 90% da
microbiota humana (DAVE et al., 2012; LOZUPONE et al., 2012).

4.2. Bactérias colnicas e compostos fenolicos

As bactérias coldnicas estdo envolvidas em extensivas modificacdes na estrutura de
compostos fenolicos a uma série de metabdlitos de baixo peso molecular. Esses metabolitos
quando absorvidos podem exercer efeitos benéficos na salde, tanto quanto seus compostos de
origem encontrados nos alimentos, ou podem exercer efeitos na propria microbiota colénica
gue os metabolizou. Os metabdlitos gerados podem modular e causar mudancas na populacao
de bactérias por seletivos efeitos prebidticos e atividade antimicrobiana contra
microrganismos patogénicos (CARDONA et al., 2013).

Alguns estudos tém demonstrado a influéncia dos compostos fendlicos e de seus
metabdlitos nas bactérias. Boto-Orddfiez et al. (2014) observaram, em um ensaio clinico
randomizado, que metabdlitos de antocianinas podem estimular a colonizacao instestinal por
bactérias benéficas, principalmente Bifidobacterium spp. Pereira et al. (2016) avaliou a acéo
do extrato da casca de jabuticaba na manutencdo de bactérias presentes em um queijo Petit
Suisse probiotico. A adicdo do extrato ocasionou menor decréscimo na contagem de
Lactobacillus acidophilus e ndo afetou a contagem de Bifidobacterium lactis, sendo uma
potencial op¢do na diminuigdo do estresse oxidativo deste produto e na manutencdo dos

microrganismos benéficos a saude humana.

5. Jabuticaba (Myrciaria jaboticaba)

5.1. Botanica, cultivo e consumo

A jabuticabeira (Myrciaria sp.), &rvore nativa da mata atlantica, pertencente a familia

Myrtaceae e ao género Myrciaria, também denominado de Plinia. Originaria do Centro, Sul e
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Sudeste do Brasil, sendo encontrada também em outros paises como Argentina, Paraguai,
Bolivia e paises da América Central. A jabuticaba, sua fruta, amadurece rapidamente entre 40
a 60 dias, sendo ndo-climatérica, possui de 2 a 3 cm de didmetro e de 1 a 4 sementes.
(GURAK et al., 2014; WU; LONG; KENNELLY:; 2013; CITADIN et al., 2010).

Possui casca de coloracdo escura e fragil, com uma polpa de cor branca levemente
acida e doce. Existem diversas espécies descritas na literatura, sendo que apenas trés tem
dispersdo natural e em cultivos no Brasil: Myrciaria trunciflora (Berg) Mattos (jabuticaba-de-
cabinho); Myrciaria cauliflora (DC.) Berg (jabuticaba-paulista, ponhema ou assu) e
Myrciaria jaboticaba (Vell.) Berg (jabuticaba-sabard), sendo esta a mais cultivada e
conhecida, principalmente nos Estados de Minas Gerais e S&o Paulo (WU; LONG;
KENNELLY; 2013; CITADIN et al., 2010).

A jabuticaba apresenta grande potencial de comercializacdo, tanto pelo seu consumo
in natura, quanto pelos seus produtos. Nos locais de seu cultivo sdo fabricados geleia, licor e
vinho de jabuticaba. Ademais, pode ser aproveitada pela indlstria farmacéutica e de
alimentos, devido ao seu elevado teor de compostos antioxidantes. No entanto, grande parte
da producdo da fruta é descartada devido a sua elevada perecibilidade, pois possui vida util
muito curta depois de colhida, de aproximadamente trés dias, o que prejudica sua
comercializacdo (WU et al., 2012; CITADIN et al., 2010; LIMA et al., 2008).

5.2. Composicéo nutricional

A composicdo nutricional da jabuticaba e de suas fracfes ja foi caracterizada por
alguns autores. Os valores de carboidratos variaram de 75,97 a 90,1% (base seca) (bs) para a
fruta inteira, 90,32 a 93,1% para a polpa e de 84,23 a 87,9% para o residuo (casca e semente).
Os valores de umidade variaram de 79,41 a 87,4% para a fruta inteira, ja para a polpa e o
residuo, variaram de 84,95 a 90,7% e de 76,6 a 86%, respectivamente. Os valores de proteinas
para a fruta inteira, polpa e residuo variaram de 0,78 a 5,0% (bs), 0,47 a 3,5% (bs) e 1,26 a
7,5% (bs), respectivamente. Os valores de lipidios para a fruta inteira, polpa e residuo
variaram de 0,42 a 1,8% (bs), 0,06 a 0,2% (bs) e 0,5 a 0,63%, respectivamente. Os valores de
fibra dietética total variaram de 9,26 a 38% para a fruta inteira, 0 a 5,23% (bs) para a polpa e
20,54 a 36,1% (bs) para o residuo. Os valores de cinzas para estas mesmas fracGes variaram,
respectivamente, de 2,95 a 3,82% (bs), 2,71% a 3,2 % (bs) e 2,38 a 4,2% (bs) (INADA et al.,
2015; GURAK et al., 2014; LIMA et al., 2008).
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Quanto aos micronutrientes, foram identificados ao todo 14 minerais na jabuticaba,
sendo considerada uma boa fonte de célcio, ferro, cobre, manganés, magnésio, potassio e
fosforo. Apresenta em sua composi¢cdo algumas vitaminas, como a vitamina C, E, B1, B2,
mas em pequena quantidade. Ja a vitamina A, estd presente em quantidade consideravel na
fruta (LIMA et al., 2011; WU; LONG; KENNELLY; 2013; INADA et al., 2015).

5.3. Compostos fenolicos

Trinta e dois compostos fenolicos ja foram identificados na jabuticaba, sendo as
antocianinas 0os compostos predominantes e responsaveis pela cor arroxeada da casca. Foram
identificadas 5 antocianinas na fruta: peonidina, peonidina-3-O-glicosideo, piranocianina B,
cianidina-3-O-glicosideo e delfinidina-3-O-glicosideo, sendo as duas Ultimas as principais
antocianinas encontradas. Flavonoides, depsideos, acidos fenolicos, galotaninos e elagitaninos
também foram identificados na fruta, sendo estes dois Ultimos presentes em quantidades
consideraveis em relacdo a outras frutas da mesma familia (INADA et al., 2015; WU; LONG,;
KENNELLY; 2013; WU et al., 2012; REYNERTSON et al., 2006).

Na literatura, os teores de cianidina-3-O-glicosideo variaram de 280 a 433 mg/100 g
(bs) e de delfinidina-3-O-glicosideo variaram de 48 a 81 mg/100 g (bs) para a fruta inteira.
Os maiores valores foram encontrados na casca, variando de 1261,0 a 1963,6 mg/100 g (bs)
para a cianidina-3-O-glicosideo e de 269,0 a 634,8 mg/100 g (bs) para delfinidina-3-O-
glicosideo. (INADA et al., 2015; LEITE-LEGATTI et al., 2012; REYNERTSON et al.,
2006). Quanto ao residuo (casca e semente), Inada et al. (2015) relataram teores
intermediarios entre a fruta inteira e a casca, sendo 707 mg/100 g (bs) e 157 mg/100 g (bs)

para as duas antocianinas, respectivamente.

5.4. Propriedades benéficas na saude

Os compostos fendlicos sdo apontados como 0s responsaveis pela bioatividade e
potenciais efeitos benéficos da fruta, em especial as antocianinas (INADA et al., 2015; WU,
LONG; KENNELLY:; 2013). A jabuticaba apresenta elevada atividade antioxidante e anti-
inflamatéria (ABE; LAJOLO; GENOVESE, 2012; REYNERTSON et al., 2008;
REYNERTSON et al., 2006). Alguns estudos tém investigado os potenciais efeitos benéficos
associados a jabuticaba nas DCNT e suas complicagdes. Leite et al. (2011) observaram

aumento da atividade antioxidante plasméatica em modelo animal in vivo apds o consumo de
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casca de jabuticaba, efeito atribuido a presencga das antocianinas. Reynertson et al. (2006)
demonstraram que depsideos e antocianinas presentes na fruta podem reduzir a producédo de
IL-8 (interleucina 8), tendo potencial efeito anti-inflamatério no tratamento da doenca
pulmonar obstrutiva cronica (DPOC).

Leite-Legatti et al. (2012) reportaram efeito antiproliferativo de extratos da casca de
jabuticaba em células de cancer de leucemia (K-562) e préstata (PC-3). Lenquiste et al.
(2012) também relataram potenciais efeitos benéficos da jabuticaba no tratamento da
obesidade e resisténcia a insulina, além de ser capaz de aumentar o HDL colesterol.
Alezandro; Granato; Genovese (2013) demonstraram que 0 consumo de jabuticaba por ratos
diabéticos em um periodo de 40 dias resultou na melhora do perfil lipidico e diminuicdo no

estresse oxidativo.

6. Tipos de processamentos de sucos

Diferentes métodos de extracdo podem ser empregados para obtencdo de sucos de
frutas. Dentre eles, destaca-se o despolpamento tradicional, que € utilizado para extrair a
polpa da fruta do material fibroso, das sementes e das cascas, € um método simples e 0 mais
utilizado. Esse processamento consiste em fazer com que a fruta passe, descascada ou nao,
inteira ou ja desintegrada, pela despolpadeira. A polpa deve ser recolhida pela parte de baixo
do equipamento, enquanto que os residuos solidos ficam retidos no mesmo (MATTA et al.,
2005).

Outro método de extracdo, muito utilizado pela indastria de suco de uva, é o
processamento de suco por arraste a vapor. Nesse método a fruta é submetida ao cozimento
em atmosfera com vapor d’agua saturado. A adequada manipulagdo, de acordo com as boas
praticas de fabricacdo, permite ser acondicionado em garrafas de vidro estéreis e armazenado
em temperatura ambiente, pois 0 processamento resulta em suco pasteurizado. O aparelho
extrator € composto por um conjunto de trés panelas superpostas, que se encaixam. O
compartimento para as frutas fica dentro do coletor de suco e o conjunto formado por esses
dois componentes se encaixa sobre a reentrancia do recipiente utilizado para aquecer a agua
(Figura 8) (ANJOS, 1999; RIZZON; MANFROI; MENEGUZZO, 1998).
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Figura 8. Desenho esquematico do extrator de sucos por arraste a vapor (ANJOS, 1999).
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OBJETIVO GERAL:

Investigar a bioacessibilidade dos compostos fendlicos de residuos provenientes da
producdo de suco de jabuticaba por meio de modelos de digestdo simulada in vitro e

fermentacdo colonica ex vivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Determinar a composi¢cdo centesimal dos residuos provenientes da obtencdo de suco
de jabuticaba obtidos por despolpamento e por arraste a vapor;

e Investigar o perfil e os teores de compostos fendlicos solUveis e insollveis dos
residuos;

e Investigar a bioacessibilidade dos compostos fendlicos dos residuos em condicGes de
digestdo simulada in vitro;

e Avaliar o efeito do meio de fermentacdo e o metabolismo colénico dos compostos
fendlicos do residuo proveniente do despolpamento da jabuticaba através de modelo

de fermentacao ex vivo;
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1. Reagentes, padroes e solventes

Os reagentes pepsina gastrica suina, pancreatina suina, bile suina, albumina bovina,
resazurina, cisteina, peptona, extrato de levedura, pectina, xilana, goma arabica, amido de
batata, caseina e inulina foram adquiridos de Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA). Os
padrbes externos de cianidina-3,5-di-O-glicosidio, cianidina-3-O-galactosideo, cianidina-3-O-
glicosidio, cianidina-3-O-rutinosidio, delfinidina-3-O-glicosidio, cianidina, malvidina,
delfinidina e pelargonidina foram adquiridos de Indofine Chemical Co. (Hillsborough, NJ,
USA). Os padrfes externos de naringenina, rutina, miricetina, quercetina, miricitrina e 0s
acidos galico, 3,4-dihidroxifenilacético, vanilico, elagico, siringico, 2,4-dihidroxibenzoico,
cafeico, fertlico, m-cumarico, 5-cafeoilquinico, p-cumarico, rosmarinico, benzéico, salicilico,
3,4-dihidroxibenzéico e 4-hidroxifenilacético foram adquiridos de Sigma-Aldrich® (St. Louis,
MO, USA). Todos os solventes foram grau HPLC adquiridos de Tedia (Fairfield, OH, USA).
Foi utilizada &gua grau HPLC (Milli-Q system, Millipore, Bedford, MA, USA).

2. Obtencao e separacdo da matéria-prima

As amostras de jabuticaba foram adquiridas, no periodo da safra (novembro de 2014),
na central de abastecimento do Estado do Rio de Janeiro (CEASA, RJ). As frutas foram
selecionadas (maduras e integras), lavadas e sanitizadas em solugédo de hipoclorito de sodio a
100 ppm durante 15 minutos. Como parte de outro projeto, foi elaborado o suco pelas técnicas
de despolpamento e arraste a vapor e o0s residuos (casca e semente) gerados foram embalados
a vacuo e armazenados a -20 °C até o momento de sua utilizacdo. Essa dissertacdo faz parte
de um projeto mais amplo de investigacdo quimica e do uso tecnoldgico da jabuticaba, que

parte da premissa de uso integral da matéria-prima.

3. Determinacéo da composicéo centesimal

Os teores de umidade, residuo mineral fixo, proteina, lipideo e fibra dietética nos
residuos liofilizados foram determinados em triplicata de acordo com os métodos oficiais,
sendo considerado o fator de conversdo de 6,25 para determinagdo dos teores de proteinas

(AOAC, 2000). Os teores de carboidratos foram calculados pela diferenca entre 100% e a
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soma das porcentagens de umidade, cinzas, proteina, fibra e lipideos totais. Essas analises
foram realizadas no Laboratério de Bioquimica Nutricional e de Alimentos (LBNA) do
Instituto de Quimica (1Q) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

4. Determinacdo dos teores e do perfil de compostos fendlicos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

4.1. Extragédo das amostras

A extracdo dos compostos fendlicos soluveis e insolGveis nos residuos foi realizada
em triplicata de acordo com metodologia adaptada de Mattila & Kumpulainen (2011). Para a
extracéo, os residuos foram liofilizados e moidos em moinho laboratorial (A11, IKA®.

Para a extracdo dos compostos fendlicos sollveis, aproximadamente 1 g de amostra
foi extraida com 20 mL de solucdo gelada de etanol:agua (80:20, v/v) por 10 minutos através
de agitacdo em vortex. Posteriormente foram centrifugadas (2500 xg, 5 minutos, 10 °C)
(Sorvall ST 16R, Thermo Scientific™). O sobrenadante foi coletado e o precipitado re-
extraido. Os sobrenadantes coletados foram reunidos, evaporados em rotaevaporador (R-215,
Biichi®) e o precipitado seco reconstituido com 20 mL de 4gua Milli-Q.

A extracdo dos fendlicos insollveis foi realizada por meio de hidrélise alcalina e
hidrolise acida. Para realizar a hidrélise alcalina, o precipitado obtido da extracdo dos
compostos fenolicos soluveis foi incubado com 12 mL de &gua destilada e 5 mL de NaOH
10M sob agitacdo a temperatura ambiente e no escuro por 16 horas (IKA KS 4000i control).
Apbs esse periodo, o pH foi ajustado para 2,0 e a mistura extraida por 30 segundos com 15
mL de acetato de etila. Apos centrifugacdo (2500 xg, 5 minutos, 10 °C) o sobrenadante foi
coletado e o precipitado re-extraido mais duas vezes. Os sobrenadantes foram reunidos,
evaporados e 0 precipitado seco reconstituido em 10 mL de solucdo metanol:agua (80:20,
vIv).

Para realizar a hidrolise &cida, o precipitado obtido apds a hidrolise alcalina foi
incubado com 2,5 mL de HCI concentrado a 85 °C por 30 minutos. Ap0s, 0 mesmo processo
de extracdo com acetato de etila descrito para a hidrolise alcalina foi realizado.

Todos os extratos obtidos foram armazenados a -20 °C até o momento da analise e
filtrados em membrana de éster de celulose de 0,45 pum antes das analises por CLAE.
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4.2. CondicBes cromatograficas

A identificacdo e a quantificacdo dos compostos fendlicos (antocianinas e néo-
antocianicos) foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em
sistema de cromatografia liquida (Shimadzu®) que incluiu uma bomba quaternaria LC-20AT,
injetor automatico SIL-20AHT, detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A, sistema
CBM-20A como controlador e degaseificador DGU-20A5, foi realizada no Laboratorio de
Alimentos Funcionais (LABAFS) do Instituto de Nutrigdo Josué de Castro (INJC) da UFRJ.

4.2.1. Antocianinas

A separacdo cromatografica dos analitos foi obtida utilizando-se uma coluna de CLAE
de fase reversa C18 (5 um, 250 mm x 4,6 mm, Kromasil®). A fase mével consistiu em uma
mistura de trés solucdes: solucdo aquosa de acido férmico 1% (eluente A), solucdo de acido
formico em metanol 1% (eluente B) e acetonitrila (eluente C). O eluente foi monitorado a 530
nm e o gradiente de concentracdo da fase moével foi programado de acordo com metodologia
descrita por Inada et al. (2015) utilizando-se fluxo de 2,0 mL/minuto, conforme apresentado
na Tabela 1.

Tabela 1. Programacdo do gradiente de concentracdo da fase movel
utilizada na anélise das antocianinas nos residuos da jabuticaba.

Tempo (min) Eluente A (%) Eluente B (%) Eluente C (%)

0,01 80 18 2
2,00 80 18 2
6,00 66 32 2
8,00 46 52 2
18,00 80 18 2
28,00 80 18 2

Os padroes externos de cianidina-3,5-di-O-glicosidio, cianidina-3-O-galactosideo,
cianidina-3-O-glicosidio, cianidina-3-O-rutinosidio, delfinidina-3-O-glicosidio, cianidina,
malvidina, delfinidina e pelargonidina foram injetados na forma de pool para a identificacdo
dos mesmos e para a elaboracdo da curva de calibragdo. Os dados de integracdo foram

adquiridos pelo software LC solution (Shimadzu Corporation®, version 1.25, 2009).



41

4.2.2. Compostos fendlicos ndo-antocianicos

A separacdo cromatografica dos analitos foi obtida utilizando-se uma coluna de CLAE
de fase reversa C18 (5 pm, 250 mm x 4,6 mm, Phenomenex®). A fase mdvel consistiu em
uma mistura de duas solugdes: solucdo aquosa de acido formico 0,3% (eluente A) e metanol
100% (eluente B). O eluente foi monitorado na faixa de 190 a 370 nm e o gradiente de
concentracdo da fase movel foi programado conforme descrito por Inada et al. (2015), com

modificagdes, utilizando-se fluxo de 1,0 mL/minuto, conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Programacdo do gradiente de concentracdo da fase movel
utilizada na analise de compostos fendlicos ndo-antocianicos nos residuos
da jabuticaba.

Tempo (min) Eluente A (%) Eluente B (%0)
0,01 84,0 16,0
8,00 76,0 24,0
12,00 74,6 25,4

20,00 74,0 26,0
30,00 60,0 40,0
40,00 45,0 55,0
50,00 20,0 80,0
52,00 10,0 90,0
52,01 84,0 16,0
62,01 84,0 16,0

Os padrdes externos de naringenina, rutina, miricetina, quercetina, miricitrina e 0s
acidos galico, 3,4-dihidroxifenialcético, vanilico, elagico, siringico, 2,4-dihidroxibenzdico,
cafeico, ferulico, m-cumarico, 5-cafeoilquinico, p-cumarico, rosmarinico, benzéico, salicilico,
3,4-dihidroxibenzdico e 4-hidroxifenilacético foram injetados na forma de pool para a
identificacdo dos mesmos e para a elaboragéo da curva de calibragdo. Os dados de integragéo

foram adquiridos pelo software LC solution (Shimadzu Corporation®, version 1.25, 2009).

5. Digestao simulada in vitro e fermentacao colonica ex vivo

O procedimento de digestdo in vitro foi realizado no LBNA (IQ/UFRJ) com objetivo

de simular as etapas oral, gastrica e intestinal da digestdo baseadas na fisiologia humana.

Foram testadas e otimizadas, para a matriz em questdo, as metodologias descritas por Oomen
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et al. (2003) e Ferndndez & Labra (2013). A fermentacdo coldnica foi realizada de acordo
com adaptacdo de metodologias descrita por Hu et al. (2004) e Mosele et al. (2015) no
Laboratorio de Biologia de Anaerobios do Instituto de Microbiologia Paulo de Gées (IMPG)

da UFRJ. Todas as etapas foram realizadas em triplicata.

5.1. Simulacgéo da fase oral

Em frascos de vidro foram pesados aproximadamente 0,25 g dos residuos liofilizados
e adicionados 2 mL de 4gua e 3 mL de saliva humana, obtida através da doacdo espontanea
por uma voluntéria sadia em jejum. Em seguida, os frascos foram incubados a 37 °C por 1

minuto sob agitacao orbital a 260 rpm (Sorvall ST 16R, Thermo Scientific™).

5.2. Simulac¢éo da fase géstrica

Nos frascos provenientes da fase oral foram adicionados 2,5 mL de fluido gastrico
artificial contendo pepsina gastrica suina (Tabela 3) e o pH foi ajustado para 2 com HCI 5M.
Em seguida, os frascos foram selados com septo de borracha, a atmosfera foi modificada pela
introducgdo de nitrogénio com o auxilio de um baldo de gés conectado a uma seringa (Figura

1) e incubados a 37 °C por 2 horas sob agitagéo orbital a 260 rpm.

Tabela 3. Composicao do fluido gastrico artificial (por 500 mL de solucdo).

Reagente Quantidade
NaCl (g) 2,75
NaH,PO, () 0,27
KCI (g) 0,82
CaCl,(g) 0,42
NH4CI (9) 0,31
Glicose (9) 0,65
Uréia (g) 0,085
Mucina (g) 3,0
Pepsina gastrica suina (g) 2,64
Albumina bovina (g) 1,0

HCI concentrado (mL) 8,3
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Figura 1. Sistema usado na digestdo simulada in vitro.

5.3. Simulacéo da fase intestinal

Nos frascos provenientes da fase gastrica foi adicionada solugdo de NaHCO3 1M para
0 ajuste do pH das amostras para 6,0. Em seguida, foram adicionados 2 mL de fluido
duodenal artificial contendo bile suina, pancreatina suina e albumina bovina (Tabela 4), com
auxilio de uma seringa e baldo de borracha cheio com N, para manter a anaerobiose do
sistema reacional. Os frascos foram incubados a 37 °C por 2 horas sob agita¢do orbital a 260

rpm.

Tabela 4. Composi¢cdo do fluido intestinal artificial (por 500 mL de

solucdo).
Reagente Quantidade
NaCl (g) 6,75
CaCl; () 0,205
NaHCOs3 (g) 3,99
KH2PO4 (g) 0,06
KCI (g) 0,517
MgCl; (9) 0,0375
Uréia (g) 0,1375
Bile suina (g) 25,0
Pancreatina suina (g) 4,0
Albumina bovina (g) 1,2

HCI concentrado (mL) 0,185
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5.4. Fermentacéao colbnica ex vivo
5.4.1. Voluntarios

Inicialmente, duas voluntérias saudaveis foram recrutadas para doacdo esponténea de
fezes para realizar experimento preliminar com objetivo de avaliar o efeito do meio de
fermentacao sobre o metabolismo coldnico dos compostos fenolicos. Apds esse experimento e
definicdo do meio de fermentacdo, seis voluntarios saudaveis de ambos 0s sexos (2 homens e
4 mulheres) foram recrutados para doagdo espontédnea de fezes. Em ambos 0s casos as
amostras de fezes foram reunidas em pools e utilizadas até duas horas ap0s a sua obtencao. Os
critérios de inclusdo dos voluntérios foram: idade entre 18 e 35 anos, indice de massa
corpérea dentro da eutrofia (18,5 a 24,9 kg/m?), ndo apresentar doencas gastrointestinais,
funcionamento intestinal regular (de 1 evacuacdo a cada dois dias a 2 evacuacgOes ao dia, de
consisténcia normal) e sem uso de suplementos nutricionais, antibiéticos, probidticos,
prébioticos ou simbidticos nos trés meses anteriores a coleta das fezes. Os voluntarios foram
orientados a ndo ingerirem, por pelo menos 2 dias antes da coleta, os seguintes alimentos
fontes de compostos fenodlicos: frutas em geral (principalmente jabuticaba, uva e frutas
vermelhas), feijdo preto, repolho roxo, sucos, iogurtes, refrigerantes e bebidas alcodlicas
(Anexo 1).

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho (N° 512.847). A participacdo dos voluntarios foi

mediante a assinatura do TCLE (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido) (Anexo 2).

5.4.2. Condigdes experimentais

Primeiramente, foram testados dois meios, um pobre em nutrientes e outro rico em
nutrientes (complexo) (MCDONALD et al., 2013) (Tabela 5), para diluicdo das fezes e
realizacdo do experimento de fermentacdo. Ambos os meios foram autoclavados e saturados
com CO, em camara de anaerobiose por 48 horas. Uma aliquota (0,5 g) do pool de fezes das
duas voluntarias foi diluida no meio (10 mL), distribuidas em tubos, adicionadas do extrato
final obtido apds o processo de digestdo simulada in vitro e incubadas a 37 °C sem agitacéo e
em anaerobiose. Apds experimento preliminar, o meio complexo foi escolhido para realizagdo
da fermentacdo colénica ex vivo com o pool de fezes dos seis voluntarios. Nesse experimento,

entretanto, a fermentacédo foi realizada sob agitacdo orbital a 40 rpm. Experimento controle,
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constituido da incubacdo das fezes sem a adi¢cdo do residuo digerido, também foi realizado

com o pool de fezes, e analisado por CLAE.

Tabela 5. Composicdo dos meios utilizados para a diluicdo das fezes (por

1L de meio).
Meio pobre em nutrientes Meio complexo
MgSQ, (0,1 g) Peptona (2,0 g)
KH,PO, (0,2 g) Extrato de levedura (2,0 g)
NaCl (3,0 g) NaHCO3 (2,0 g)
Na,HPO, (1,15 Q) CaCl, (0,01 g)
KCI (0,2 g) NacCl (0,1 g)
Tioglicolato de sodio (1,0 g) Pectina (2,0 g)
Resazurina (2,0 mL) Xilana (2,0 g)
Cisteina (0,5 g) Goma arabica (2,0 g)

Amido de batata (5,0 g)
Caseina (3,0 9)
Inulina (1,0 g)

5.5. Analise de compostos fendlicos e seus metabdlitos

Para investigacdo das etapas gastrica e intestinal da digestdo simulada in vitro e da
fermentacdo colbnica ex vivo, experimentos paralelos independentes foram realizados, de
maneira que somente aliquotas relativas a etapa a ser investigada foram retiradas do sistema
reacional. Assim, ap0s as etapas de digestdo gastrica, que incluiu a etapa oral, e intestinal, e 4
h, 24 h e 48 h apos a incubagcdo com o pool de fezes, o contelido dos frascos foi transferido
para tubos tipo Falcon, que foram centrifugados por 5 minutos a 2500 x g e 0 sobrenadante
foi coletado. No caso do experimento com o pool de fezes de seis voluntarios, um tempo
adicional de 72 h de incubag&o foi incluido.

Aos sobrenadantes obtidos em todas as etapas da digestdo e fermentacédo foi adicionado
acido tricloroacético 100% (5:1, v/v), a mistura foi homogeneizada em vortex e, em seguida
centrifugados por 5 minutos a 12100 x g. O sobrenadante final foi filtrado em membrana de
éster de celulose de 0,22 um e armazenado a -20 °C até 0 momento da injecdo no sistema de

CLAE, conforme descrito no item 4.2
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5.6. Calculo da area abaixo da curva (AUC)

A area abaixo da curva expressa a variacao da concentracdo de determinado composto
em funcdo do tempo e é calculada a partir do valor do incremento de certo composto em um
determinado ponto em rela¢do a concentracdo inicial. A AUC foi calculada com auxilio do
software GraphPad Prism para Windows , versao 5.04 (GraphPad Software, San Diego, CA).

6. Analises estatisticas

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. A comparacdo das medias foi
realizada por Teste t de Student ndo-pareado ou andlise de variancia (Oneway ANOVA)
seguida de pos-teste de Tukey, utilizando o software GraphPad Prism para Windows, versao
5.04 (GraphPad Software, San Diego, CA). Os resultados foram considerados significativos

quando p<0,05.
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1. Rendimento dos residuos
A producao do suco de jabuticaba obtido por despolpamento gerou aproximadamente

35% de residuo (casca e semente) e a producdo de suco de jabuticaba obtido por arraste a

vapor obteve um rendimento de aproximadamente 49%.

2. Composicao centesimal

Os teores de umidade, cinzas, proteinas, lipidios, carboidratos e fibra dietética dos

residuos da producdo de suco de jabuticaba despolpado e por arraste a vapor estdo

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Teores de umidade, cinzas, proteinas, lipideos, carboidratos e fibra dietética
dos diferentes residuos’.

Residuo Despolpado Aurraste a vapor
Umidade (%) 75,0+1,1° 74,9+3,1°
Proteinas (g/100 g) 5,2+0,3° 4,8+0,2°
Cinzas (g/100 g) 4,80,11° 2,2+0,02°
Lipideos (g/100 g) 0,4+0,0° 0,9+0,1°
Carboidratos (g/100 g) 65,1+0,9% 63,1+1,1°
Fibra dietética (g/100 g) 24,5+0,8° 29,0+1,1°

'Resultados expressos em base seca como média + DP de triplicatas. Diferentes letras na
mesma linha indicam diferenca significativa (Teste t ndo-pareado, p<0,05).

Os teores de umidade e proteinas foram similares em ambos os residuos. No entanto,
os teores de cinzas e carboidratos foram significativamente maiores no residuo obtido na
producéo do suco despolpado comparado ao residuo obtido na producdo do suco por arraste a
vapor. Por outro lado, os teores de lipidios e fibra dietética do residuo obtido na producao do
suco a vapor foram superiores ao do despolpado (Tabela 1).

O teor de umidade observado no residuo obtido na producdo do suco a vapor foi
inferior ao relatado na literatura para o residuo de suco de jabuticaba obtido através de
aquecimento (86%) (GURAK et al., 2014). Os mesmos autores observaram menores teores de
proteinas (1,3%) e fibra dietética (20,5%), e teores similares de cinzas (2,4%) e lipideos
(0,6%). Os teores de umidade, cinzas e lipidios observados no residuo obtido por
despolpamento foram semelhantes aos descritos por Inada et al. (2015), que utilizaram o

mesmo processo para obtencdo de suco de jabuticaba. No entanto, os teores de proteinas
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(7,5%) e fibra dietética (38,2%) relatados por estes autores foram superiores aos observados
no presente trabalho.

As diferencas encontradas entre os estudos citados podem estar associadas a
diferencas no estadio de maturacao da fruta, nas préaticas agricolas empregadas, nas condicdes
climéticas e nas variedades da fruta, ja que existem controvérsias quanto a classificacdo das
diferentes jabuticabeiras devido a grande variabilidade de seus atributos fisicos e quimicos
(JESUS, DE et al., 2004).

3. Perfil de compostos fenolicos

Dez compostos fenolicos foram identificados em ambos os residuos, sendo trés
derivados do é&cido hidroxibenzoéico (acidos galico, elagico e 3,4-dihidroxibenzoico), um
derivado do é&cido hidroxicindmico (&cido m-cumarico), quatro flavonois (miricetina,
miricetina-3-O-ramnosideo, quercetina e quercetina-3-O-rutinosideo) e duas antocianinas
(cianidina-3-O-glicosideo e delfinidina-3-O-glicosideo) (Anexos 3 a 6). Os teores de
compostos fendlicos totais observados no presente trabalho (Tabela 2) foram similares ao
relatado por Inada et al. (2015) (1658,0 mg/100 g, bs) para o residuo obtido do suco de
jabuticaba despolpado. Os teores de compostos fendlicos totais nas fragdes solUveis e
insoltveis foram equivalentes (p>0,05) em ambos os residuos (Tabela 2). No entanto, pode-
se observar diferencas no perfil de compostos fendlicos entre os dois residuos, especialmente
na fracdo soltvel e nos constituintes em menor quantidade. Os teores de &cido elagico e
quercetina-3-O-rutinosideo, predominantes em ambos os residuos, foram menores no residuo
obtido na producédo do suco por arraste a vapor quando comparado ao residuo obtido do suco
de jabuticaba despolpado, o que pode estar associado a menor estabilidade desses compostos
em altas temperaturas (Figura 1).

Dos compostos fendlicos identificados, cianidina-3-O-glicosideo, delfinidina-3-O-
glicosideo, quercetina-3-O-rutinosideo, miricetina-3-O-ramnosideo, quercetina e acido m-
cumarico foram identificados somente na fragcdo solivel em ambos os residuos. A miricetina e
os acidos galico e elagico foram quantificados na fragdo soluvel e nas fracGes insoliveis
(obtida apds as hidrolises alcalina e &cida) e o acido 3,4-dihidroxibenzéico foi quantificado
somente na forma insoltvel ligado por ligacOes ésteres a parede celular (preferencialmente
clivadas apds hidrolise alcalina) (Tabela 2).
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Os compostos fendlicos predominantes em ambos os residuos foram a cianidina-3-O-
glicosideo (65%, em média) e o acido elagico (16%, em média). Inada et al. (2015) relataram
teores similares de cianidina-3-O-glicosideo (707 mg/100 g, bs) e delfinidina-3-O-glicosideo
(157 mg/100 g, bs) no residuo obtido do suco de jabuticaba despolpado (Figura 1).

Os compostos fenolicos presentes na fracdo soltvel representaram, em média, 91% do
total (Tabela 2). Outros autores ja relataram que os compostos fendlicos sollveis séo
predominantes em frutas e vegetais (ACOSTA-ESTRADA; GUTIERREZ-URIBE; SERNA-
SALDIVAR, 2014; VINSON et al., 2001). E importante destacar que os compostos fenélicos
soliveis sdo mais biodisponiveis no organismo humano (ACOSTA-ESTRADA,
GUTIERREZ-URIBE; SERNA-SALDIVAR, 2014) e, portanto, de maior relevancia do ponto

de vista biologico.

Tabela 2. Teores (mg/100 g) de compostos fendlicos sollveis e insoltveis (hidrolises alcalina
e cida) nos residuos’.

Composto Extrato Despolpado Arraste a vapor
Acido galico 4,7+0,4° 13,0+0,3°
Acido m-cumérico 6,3+0,2° 21,4+0,7°
Acido elagico 138,6+5,6° 104,6+3,4°
Miricetina 5,6+0,3° 3,8+0,0°
Miricetina-3-O-ramnosideo Fendlicos 9,5+0,1° 13,1+0,1°
Quercetina solGveis 1,1+0,0° 0,4+0,0°
Quercetina-3-O-rutinosideo 115,6+2,8° 90,3+1,9°
Cianidina-3-O-glicosidio 1112,0+82,4° 994,0+36,9°
Delfinidina-3-O-glicosidio 159,4+8,7° 170,2 +4,9°
Subtotal 1552,7+83,0° 1410,8+46,6°
Acido galico o 0,9+0,1° 1,3+0,1°
Acido elagico .Fe”f’,"c‘.’? 38 6+0,0° 40,0+5,0°
Acido 3,4-dihidroxibenzdico Hwiae 1,3+0,2° 0,5+0,0”
Miricetina loalins. 0,5+0,1° 0,7+0,0°
Subtotal 41,3+0,2° 42 5+4 6°
Acido galico Fendlicos 8,9+0,8° 4,0+0,0°
Acido elagico insolGveis: 112,845,5° 88,6+6,3
Miricetina Hidrolise 0,8+0,1° 0,5+0,0°
Subtotal 4cida 122,5+4,7° 93,146,3"
Total 1716,5+83,9° 1512,2+48,3?

'Resultados expressos em base seca como média+DP de triplicatas. Letras diferentes na mesma linha
indicam diferenca significativa entre os residuos (Teste t ndo-pareado, p<0,05).
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Figura 1. Teores (mg/100 g, bs) de compostos fendlicos solUveis e insoluveis do residuo
obtido do suco de jabuticaba despolpado (=) e do residuo obtido na producdo do suco por
arraste a vapor (m). Letras diferentes para um mesmo composto indicam diferenca
significativa entre os residuos (Teste t ndo-pareado, p<0,05).

4. Digestdo simulada in vitro

4.1. Etapa géstrica

Ap0s a etapa gastrica da digestdo, o teor total de compostos fendlicos (soma de todos
0s compostos encontrados) observado no residuo obtido do suco de jabuticaba despolpado
(960 mg/100 g, bs) foi superior quando comparado aquele obtido na producgdo do suco por
arraste a vapor (705 mg/100 g, bs) (Figura 2). Esses teores equivalem, respectivamente, a

56% e 46% do teor inicial de compostos fendlicos nos respectivos residuos, sugerindo que 0s
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compostos fendlicos do residuo obtido da producdo do suco de jabuticaba por arraste a vapor
apresentaram menor bioacessibilidade nessa etapa da digestdo ou que os mesmos foram mais

rapidamente metabolizados.

1500

56%

1000 26%

mg/100 g (bs)
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Total de compostos fenélicos

Figura 2. Teores totais (mg/100 g, bs) de compostos fenolicos apds a etapa géastrica da
digestdo simulada in vitro do residuo obtido do suco de jabuticaba despolpado (=) e do
residuo obtido na producdo do suco por arraste a vapor (m). Letras diferentes para um mesmo
composto indicam diferenca significativa entre os residuos (Teste t ndo-pareado, p<0,05). Os
valores expressos sobre cada composto equivalem ao teor percentual relativo ao encontrado
nos respectivos residuos.

Dos dez compostos fendlicos identificados nos residuos, oito compostos (acidos galico
e elagico, quercetina-3-O-rutinosideo, miricetina-3-O-ramnosideo, quercetina, miricetina,
cianidina-3-O-glicosideo e delfinidina-3-O-glicosideo) foram identificados ap6s a etapa
gastrica da digestdo simulada in vitro (Figura 3 e Anexo 7). Todos esses compostos estavam
presentes na fracdo soltvel dos residuos, sendo o acido galico, o acido elagico e a miricetina
também encontrados nas fracdes insollveis. Somente o0s &cidos m-cumérico e 3,4-
dihidroxibenzbico, que representaram menos de 1% do teor total de compostos fenélicos nos

residuos (Tabela 2), ndo foram identificados.
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Figura 3. Teores (mg/100 g, bs) de compostos fendlicos apos a etapa gastrica da digestdo
simulada in vitro do residuo obtido do suco de jabuticaba despolpado (=) e do residuo obtido
na producdo do suco por arraste a vapor (m). Letras diferentes para um mesmo composto
indicam diferenca significativa entre os residuos (Teste t ndo-pareado, p<0,05). Os valores
expressos sobre cada composto equivalem ao teor percentual relativo ao encontrado nos

respectivos residuos.

Ap0s a etapa gastrica da digestdo somente os teores de quercetina e delfinidina-3-O-

glicosideo foram semelhantes em ambos os residuos. Os teores de cianidina-3-O-glicosideo,

miricetina, acido galico, quercetina-3-O-rutinosideo e acido elagico apds a etapa gastrica da

digestdo foram maiores para o residuo do suco despolpado, enquanto que o teor de miricetina-
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3-O-ramnosideo foi superior no residuo do suco por arraste a vapor (Figura 3). Dos
compostos observados apds a etapa gastrica da digestdo in vitro de ambos os residuos,
quercetina, acido galico e quercetina-3-O-rutinosideo apresentaram teores superiores no
digerido em relacéo aos teores presentes inicialmente nas matrizes, sugerindo que 0S mesmos
foram liberados de estruturas celulares e/ou formados a partir de compostos fendlicos de
estrutura molecular mais complexa. O acido gélico foi o composto fendlico mais bioacessivel
no residuo do suco despolpado (até 838% em relacdo ao teor inicial) enquanto a quercetina foi
o composto fendlico mais bioacessivel no residuo do suco a vapor (1042%). Em ambos 0s
residuos, a bioacessibilidade da quercetina-3-O-rutinosideo foi similar e correspondeu, em
média, a 115% (Figura 3).

A elevada bioacessibilidade do acido galico apés a etapa gastrica da digestdo in vitro
pode ser atribuida a hidrolise parcial de galotaninos, conforme ja relatado em estudos que
investigaram o processo de digestdo simulada in vitro de diferentes frutas (MOSELE et al.,
2016; MOSELE et al., 2015), utilizando condicdes de ensaio semelhantes as empregadas no
presente trabalho. Apesar dos galotaninos ndo terem sido analisados nos residuos investigados
no presente estudo, ja foi descrita na literatura a presenca de 7 compostos dessa classe na
jabuticaba (ALEZANDRO et al., 2013; WU et al., 2013). A menor bioacessibilidade do &cido
galico ap0s a etapa gastrica da digestdo simulada in vitro do residuo do suco a vapor (492%)
quando comparada ao do residuo do suco despolpado (838%) pode ser atribuida, dentre outros
fatores, aos maiores teores de fibra dietética (Tabela 1) no residuo obtido da producdo do
suco a vapor. A formacdo de complexos entre os compostos fendlicos e os constituintes da
matriz alimentar, em especial as fibras dietéticas, pode influenciar negativamente sua
bioacessibilidade durante o processo de digestdo, principalmente dos galotaninos e
elagitaninos. (JACOB; PALIYATH; 2008; MOSELE et al., 2016).

A quercetina também apresentou elevada bioacessibilidade (até 1042%) ap0s a etapa
gastrica da digestdo in vitro. Hur et al. (2013) também observaram aumento da quercetina
apos a digestdo simulada in vitro de extrato de cebola. Segundo esses autores, visto que a
quercetina é a forma aglicona de diversos outros flavonoides, poderia ser formada em
abundancia em decorréncia de reacfes de desglicosilagdo durante a digestdo in vitro. Na
jabuticaba ja foram observadas diferentes formas glicosiladas da quercetina, tais como:
quercetina-3-O-glicosideo,  quercetina-3-O-rutinosideo,  quercetina-3-O-ramnosideo e
guercetina-7-O-glicosideo (INADA et al., 2015; WU et al., 2013). No presente trabalho,
somente foi possivel analisar a quercetina-3-O-rutinosideo, em fungdo da indisponibilidade

dos padr@es analiticos das demais formas glicosiladas. No entanto, ndo foi observada reducéo
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da bioacessibilidade dessa forma glicosilada. Nesse sentido, 0 aumento da bioacessibilidade
da quercetina apds a etapa géastrica da digestdo em ambos os residuos estd provavelmente
associado a desglicosilacao de outras formas glicosiladas da quercetina, ndo identificadas no
presente trabalho, as formas agliconas.

Os valores de bioacessibilidade observados para acido elagico (até 40%), miricetina-3-
O-ramnosideo (até 88%), miricetina (até 100%), cianidina-3-O-glicosideo (até 42%) e
delfinidina-3-O-glicosideo (até 56%) sugerem baixa extracdo/liberacdo desses compostos da
matriz e/ou metabolizacdo ap0s a etapa gastrica da digestdo. E importante destacar que, apesar
de ser o composto fendlico mais abundante nos residuos, a cianidina-3-O-glicosideo
apresentou os menores valores de bioacessibilidade (38%, em média) (Figura 3). Além da
menor bioacessibilidade das antocianinas em relacdo aos outros compostos fendlicos, ja foi
relatado na literatura que essa classe de compostos € a que apresenta a menor
biodisponibilidade, das suas formas intactas, dentre os compostos fendlicos e que, além disso,
0 estdmago nao € o sitio de absorcdo mais importante de todo o trato gastrointestinal (BOTO-
ORDONEZ et al., 2014; HRIBAR; ULRIH, 2014; CZANK et al., 2013; MCGHIE;
WALTON, 2007).

As formas glicosiladas dos flavonoides (miricetina-3-O-ramnosideo, quercetina-3-O-
rutinosideo, cianidina-3-O-glicosideo e delfinidina-3-O-glicosideo) foram mais bioacessiveis
no residuo do suco despolpado enquanto as formas agliconas (miricetina e quercetina) foram
mais bioacessiveis no residuo do suco a vapor (Figura 3). A maior bioacessibilidade das
formas agliconas apds a etapa gastrica da digestdo do residuo do suco a vapor quando
comparado ao residuo do suco despolpado pode estar relacionada ao aquecimento empregado
no processo de producdo, que pode ter promovido a transformacdo das formas glicosiladas
nas formas agliconas observadas (NUNES et al., 2016; AYDIN; GOCMEN, 2015).

4.2. Etapa intestinal

Similarmente ao observado na etapa gastrica, o teor total de compostos fendlicos apos
a etapa intestinal da digestdo do residuo obtido do suco de jabuticaba despolpado (958
mg/100 g, bs) foi superior quando comparado ao residuo obtido na producdo do suco por
arraste a vapor (613 mg/100 g, bs) (Figura 4). Esses teores equivalem, respectivamente, a
56% e 40% do teor inicial de compostos fendlicos no residuo do suco despolpado e no residuo

do suco obtido por arraste a vapor, corroborando com a possivel menor bioacessibilidade e/ou
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mais rapida metabolizacdo dos compostos fendlicos presentes no residuo obtido da producéo

do suco de jabuticaba por arraste a vapor.
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Figura 4. Teores totais (mg/100 g, bs) de compostos fendlicos apoés a etapa intestinal da
digestdo simulada in vitro do residuo obtido do suco de jabuticaba despolpado (=) e do
residuo obtido na produc¢éo do suco por arraste a vapor (m). Letras diferentes para um mesmo
composto indicam diferenca significativa entre os residuos (Teste t ndo-pareado, p<0,05). Os
valores expressos em percentual sobre cada composto equivalem ao teor inicial nos
respectivos residuos.

Apés a etapa intestinal da digestdo simulada in vitro dos residuos foram encontrados

0s mesmos compostos fenodlicos observados apos a etapa gastrica (Figura 5 e Anexo 8).
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Figura 5. Teores (mg/100 g, bs) de compostos fenolicos apos a etapa intestinal da digestéo
simulada in vitro do residuo obtido do suco de jabuticaba despolpado (=) e do residuo obtido
na producdo do suco por arraste a vapor (m). Letras diferentes para um mesmo composto
indicam diferenca significativa entre os residuos (Teste t ndo-pareado, p<0,05). Os valores
expressos em percentual sobre cada composto equivalem ao teor inicial nos respectivos

residuos.

ApOs a etapa intestinal da digestdo os teores de quercetina, cianidina-3-O-glicosideo e

delfinidina-3-O-glicosideo foram semelhantes em ambos os residuos. Os teores de quercetina-

3-O-rutinosideo e dos acidos galico e elagico ap6s a etapa intestinal da digestdo foram
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maiores para o residuo do suco despolpado, enquanto que os teores de miricetina e miricetina-
3-O-ramnosideo foram superiores no residuo do suco por arraste a vapor (Figura 5).

E valido relembrar que os experimentos da digest&o simulada in vitro foram realizados
de forma independente. Dessa forma, os resultados obtidos ap0s a etapa intestinal representam
os efeitos relativos as etapas gastrica e intestinal da digestdo simulada in vitro. Nesse sentido,
para avaliar de maneira isolada o efeito da etapa intestinal na bioacessibilidade dos compostos
fenolicos dos residuos é necessario descontar os teores de compostos fenolicos observados
apos a etapa gastrica dos teores observados ap6s ambas as etapas em sequéncia.

Em ambos os residuos, a bioacessibilidade das antocianinas cianidina-3-O-glicosideo e
delfinidina-3-O-glicosideo diminuiu apds a etapa intestinal da digestdo simulada in vitro
(Figura 6A). Ja foi relatado na literatura a maior bioacessibilidade das antocianinas na etapa
gastrica da digestdo in vitro em decorréncia da maior estabilidade da forma de cétion flavilio,
predominante em condi¢des &cidas. Por outro lado, em valores de pH neutro a alcalino, como
acontece na etapa intestinal da digest&o simulada, as antocianinas se transformam em carbinol
pseudobase e pseudobase chalcona, que sdo formas mais instaveis, o que justifica sua maior
perda (MOSELE et al., 2016; PODSEDEK et al., 2014).

A bioacessibilidade do acido elagico, da miricetina-3-O-ramnosideo e da quercetina-3-
O-rutinosideo aumentou ap0s a etapa intestinal da digestdo simulada de ambos os residuos.
Outros autores (MOSELE et al., 2016; MOSELE et al., 2015) ja relataram o aumento de
acido elagico apos a etapa intestinal da digestdo in vitro de frutas, associado a diminuicdo dos
elagitaninos. Estes compostos parecem estar conjugados aos constituintes da estrutura celular,
tais como polissacarideos e proteinas, sendo extraidos com o aumento do pH (LIU et al.,
2013). Apesar dos elagitaninos ndo terem sido analisados nos residuos no presente estudo, 10
compostos dessa classe ja foram descritos na jabuticaba (ALEZANDRO et al., 2013; WU et
al., 2013). Similarmente ao observado para o0 acido galico apds a etapa gastrica da digestdo in
vitro, o acido elagico também apresentou menor bioacessibilidade apds a etapa intestinal da
digestdo do residuo do suco a vapor (26%) quando comparada ao do residuo do suco
despolpado (70%) (Figura 6B), o que também pode ser atribuido aos seus maiores teores de
fibra dietética (Tabela 1).

O aumento da bioacessibilidade da quercetina-3-O-rutinosideo (Figura 6B) e da
miricetina-3-O-ramnosideo (Figura 6C) apds a etapa intestinal da digestdo simulada in vitro
pode ser explicado pelo fato de que grande parte das formas glicosiladas dos flavonoides nao-
antocianicos sao mais bioacessiveis apds a fase intestinal, devido a sua maior estabilidade em
meio alcalino (TAGLIAZUCCHI et al.,, 2010). De maneira similar, Hur et al. (2011)
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demostraram que a bioacessibilidade da quercetina-3-O-rutinosideo aumentou 197% apds a
etapa intestinal da digestéo de extrato de trigo.

O acido galico, a miricetina e a quercetina ndo apresentaram o mesmo padrdo de
comportamento entre os residuos, ora aumentando ora diminuindo apos a etapa de digestao
intestinal (Figura 6B e 6C). A influéncia da matriz alimentar na bioacessibilidade dos
compostos fendlicos ja foi relatada, sendo observada bioacessibilidade diferente entre os
compostos isolados (padrdes analiticos ou extratos purificados) e aqueles presentes no
alimento (HUR et al., 2011; PODSEDEK et al., 2014).

Quando os compostos fendlicos sdo considerados em conjunto, observou-se uma
diminuicdo de 6,0% no teor total apos a etapa intestinal da digestdo do residuo obtido do suco
por arraste a vapor, em relacdo a etapa gastrica. Por outro lado, ndo houve variacdo (-0,1%)
no teor total apds a etapa intestinal da digestdo do residuo obtido do suco despolpado, em
relacdo a etapa géastrica (Figura 6D). Sendo assim, o residuo do suco despolpado foi
escolhido para a realizacéo da fermentagéo col6nica.
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Figura 6. Variagéo absoluta (mg/100 g, bs) dos teores de compostos fendlicos entre as etapas
intestinal e gastrica da digestdo simulada in vitro do residuo obtido do suco de jabuticaba
despolpado (=) e do residuo obtido na producédo do suco por arraste a vapor (m). Os valores
expressos em percentual sobre cada composto equivalem a variacdo relativa a etapa géstrica
da digestéo simulada in vitro.
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5. Fermentacao col6nica

Inicialmente, foi realizado um estudo preliminar, com um pool de fezes de duas
voluntérias, para a definicdo do melhor meio para incubacdo das fezes, sendo um meio de
cultura complexo e um meio de cultura pobre em nutrientes. Meios pobres em nutrientes
apresentam 0s componentes basicos para a manutencdo da viabilidade das bactérias
anaerdbias e sdo amplamente utilizados em estudos de investigacdo de microbiota (MOSELE
et al., 2015; MOSELE et al., 2016; HU et al., 2004). Meios complexos também tém sido
utilizados devido a sua capacidade em manter a comunidade microbiana fecal por mais
tempo, mimetizando de maneira mais fidedigna as condi¢cdes do trato gastrointestinal
(MCDONALD etal., 2013; DALL’ASTA et al., 2012; KIM, KIM, CERNIGLIA, 2011).

Nédo foi detectada a presenca de compostos fenolicos nas fezes no experimento
controle. O perfil dos compostos fendlicos ao longo das 48 horas de fermentacdo foi similar
para ambos 0s meios, e de maneira geral, 0s teores totais de compostos fendlicos reduziram ao

longo das 48 horas de fermentacao coldnica (Figura 7).
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Figura 7. Teores totais (mg/100 g, bs) dos compostos fenolicos ap6s 4 h, 24 h e 48 h de
fermentagdo col6nica do residuo obtido do suco de jabuticaba despolpado no meio complexo
(=) e no meio pobre em nutrientes (m).

Seis compostos fendlicos foram identificados apos a fermentacdo col6nica em ambos
0s meios, sendo eles: acidos galico e elagico, cianidina-3-O-glicosideo, delfinidina-3-O-
glicosideo, cianidina e quercetina-3-O-rutinosideo (Anexos 9 a 12). A variacdo do teor desses

compostos ao longo das 48 horas de fermentacao esta apresentada na Figura 8.
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Figura 8. Teores (mg/100 g, bs) dos compostos fendlicos apds 4 h, 24 h e 48 h de
fermentacgdo col6nica do residuo obtido do suco de jabuticaba despolpado no meio complexo
(=) e no meio pobre em nutrientes (m). Cianidina-3-O-glicosideo (A), delfinidina-3-O-
glicosideo (B), cianidina (C), &cido galico (D), quercetina-3-O-rutinosideo (E) e acido elagico

(F).

A partir dos dados obtidos em cada ponto de coleta de amostra calculou-se a area

abaixo da curva (AUC) de cada composto (Tabela 3). A AUC ¢é uma ferramenta utilizada
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para avaliar a variacdo de concentracdo de um determinado composto ao longo do tempo e,
portanto, poderia ser utilizada como indicador da taxa de metabolizagé&o.
Cianidina-3-O-glicosideo, delfinidina-3-O-glicosideo, acido galico e acido elagico
apresentaram maiores AUC no meio complexo, enquanto que a quercetina-3-O-rutinosideo e
a cianidina nao apresentaram diferenca significativa entre os dois meios, provavelmente
devido ao elevado desvio-padrao desses compostos entre as replicatas dos experimentos de
fermentacdo em meio pobre (Tabela 3). De maneira geral, as maiores AUC dos compostos
fenolicos durante a incubacdo no meio complexo em relagdo ao meio pobre em nutrientes,
sugerem que as bactérias coldnicas utilizaram os compostos fendlicos como fonte de carbono
para sua manutencao nesse meio. Sendo assim, 0 meio complexo foi escolhido para o segundo

ensaio de fermentacdo colénica.

Tabela 3. Area abaixo da curva (mg.h.100 g™*) dos compostos fenélicos ao longo das 48 horas
de fermentagdo col6nica no meio pobre em nutrientes e no meio complexo do residuo obtido
do suco de jabuticaba despolpado’.

Composto Meio pobre em nutrientes Meio complexo
Cianidina-3-O-glicosideo 1.140,0+52,3 1.600,0+32,5"
Delfinidina-3-O-glicosideo 214,6+27,1° 491,2+11,7°
Cianidina 575,1+83,0°% 431,8+11,3
Acido gélico 670,1+126,6 2.153,5+54,4°
Acido elagico 4.979,0+176,8° 7.344,5+225,6"
Quercetina-3-O- rutinosideo 4.299,5+3153,0° 2.123,0+176,8°
Total de fendlicos 11.878,0+3191,9° 14.143,5+136,5°

"Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os meios de cultivo (Teste t
ndo-pareado, p<0,05).

Definida a utilizacdo do meio complexo para realizar a fermentacdo col6nica, foi,
entdo, realizado o experimento com um pool de fezes de seis voluntarios por um periodo de
72 horas de fermentacdo (Figura 9). A inclusdo de mais um tempo de fermentacdo justificou-
se pela observacéo dos resultados de fermentagéo preliminares, nos quais a cianidina e o acido

elagico ndo atingiram um platd de concentracdo ap6s 48 horas de fermentagéo.
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Figura 9. Teores totais (mg/100 g, bs) dos compostos fendlicos apos 4 h, 24 h, 48 he 72 h de
fermentacdo coldnica do residuo obtido do suco de jabuticaba despolpado no meio complexo.

Os valores expressos sobre cada ponto equivalem aos valores em percentual do teor inicial no
residuo obtido do suco despolpado.

O perfil de compostos fenolicos observado foi similar aquele da fermentacdo anterior,
realizada com o pool de fezes de dois voluntarios (Figura 10). Todos os compostos fenolicos
identificados nesta etapa, com excecao da cianidina, foram também observados apds a etapa
intestinal da digestdo do residuo. Miricetina, miricetina-3-O-ramnosideo e quercetina,
observadas ap0s a etapa intestinal da digestdo in vitro do residuo obtido do suco despolpado,
ndo foram identificadas ao longo da fermentacéo col6nica. Estes flavonoides podem ter sido
metabolizados a &cidos fendlicos de baixo peso molecular, como o0s 4cidos
hidroxifenilacéticos, pela desgligosilacdo mediada pela microbiota colénica, seguida da fissao
do anel C da aglicona (DEL RIO et al., 2010; AURA et al., 2005). Entretanto, o principal
metabolito colonico da quercetina, o &cido 3,4-dihidroxifenilacético (DEL RIO et al., 2010),
ndo foi encontrado no presente trabalho. De maneira analoga, os principais metabolitos da
miricetina seriam os acidos 3,4,5-trihidroxifenilacético e 3,5-dihidroxifenilacético, que nao
foram investigados por auséncia de padrdo analitico (SMITH; GRIFFITHS, 1970).

Similarmente ao observado no experimento anterior, constatou-se uma extensa
metabolizacdo dos compostos fendlicos apos as 72 horas de fermentagéo coldnica (Figura 9).
Nas primeiras 4 horas de fermentacdo ndo houve variagdo no percentual bioacessivel do total
de compostos fendlicos quando comparado a etapa intestinal da digestdo. Entre 4 horas e 24
horas de fermentacgdo foi observada a reducdo mais expressiva no percentual bioacessivel (de

56% para 24%), atingindo 18% ap0s 72 horas de fermentacgéo col6nica.
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Figura 10. Teores (mg/100 g, bs) dos compostos fendlicos do residuo obtido do suco de
jabuticaba despolpado apds 4 h, 24 h, 48 h e 72 h de fermentacdo coldnica com 0 meio
complexo. Cianidina-3-O-glicosideo (A), cianidina (B), delfinidina-3-O-glicosideo (C), acido
galico (D), quercetina-3-O-rutinosideo (E) e acido elagico (F). Os valores expressos sobre
cada ponto equivalem aos valores em pecentual do teor inicial no residuo obtido do suco

despolpado.

Observou-se a reducédo dos teores de cianidina-3-O-glicosidio ao longo da fermentacao

colénica (Figura 10A), associada ao aumento dos teores de cianidina (Figura 10B),

indicando que as bactérias coldnicas promoveram a sua desglicosilacdo, assim como
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observado por outros autores (AURA et al., 2005; HASSIMOTTO, GENOVESE e LAJOLO,
2008). Os teores de delfinidina-3-O-glicosideo também reduziram ao logo da fermentacéo
colbnica, ndo sendo mais detectada sua presenca apds 72 horas (Figura 10C). Hidalgo et al.
(2012) apontaram o é&cido galico como um possivel produto da metabolizacdo dessa
antocianina pelas bactérias do colon. No presente estudo, foram observados aumentos na
bioacessibilidade do acido galico nos tempos de 4 horas e 72 horas de fermentacéo coldnica
(Figura 10D).

De maneira geral, a bioacessibilidade coldnica das formas intactas das antocianinas
(cianidina-3-O-glicosideo e delfinidina-3-O-glicosideo) foi muito baixa (menor ou igual a
7,4%), similar ao j& relatado na literatura para essa classe de compostos (PODSEDEK et al.,
2014; HIGALGO et al., 2012). A diminuicdo dos teores de cianidina-3-O-glicosideo e
delfinidina-3-O-glicosideo ao longo da fermentacdo, associada ao aumento de possiveis
metabdlitos (cianidina e acido galico) sugere, entretanto, que essa classe de compostos €
extensamente metabolizada pelas bactérias colbnicas, como ja descrito na literatura
(PODSEDEK et al., 2014; HIGALGO et al., 2012; MCGHIE, WALTON, 2007; AURA et
al., 2005). Portanto, a baixa bioacessibilidade das antocianinas ndo indica, necessariamente,
baixa bioatividade, uma vez que os seus metabdlitos podem ser absorvidos e exercerem
efeitos bioldgicos (HRIBAR, ULRIH, 2014).

Observou-se um aumento dos teores do flavonol quercetina-3-O-rutinosideo nas
primeiras 4 horas de fermentagdo, entretanto, o elevado desvio-padrao observado compromete
a interpretacdo desse comportamento inicial. Em seguida, observou-se o decréscimo dos
teores desse composto ao longo da incubagéo (Figura 10E). Enzimas presentes na microbiota
coldnica, tais como o-L-ramnosidase e -glicosidase estariam envolvidas na desglicosilacéo
da quercetina-3-O-rutinosideo  (quercetina-3-O-ramnosideo-B-1,6-glicosideo), gerando,
respectivamente, quercetina e quercetina-3-O-ramnosideo. Essa Ultima ndo foi investigada por
auséncia de padréo analitico e sua forma aglicona nédo foi observada ao longo da fermentacéo,
possivelmente por sua metabolizacdo a acidos fendlicos de baixo peso molecular, conforme
discutido anteriormente (JAGANATH et al., 2006; DEL RI10; BORGES; CROZIER, 2010).

O acido elagico apresentou reducédo da bioacessibilidade (de 112% para 30%) ao longo
das 72 horas de fermentacdo colbnica (Figura 10F). Estudos indicam que este composto
fendlico é pouco absorvido, sendo extensamente metabolizado no colon por acdo da
microbiota local a compostos da classe das urolitinas (principalmente urolitina A e urolitina
B) (GONZALEZ-BARRIO; EDWARDS; CROZIER, 2011; DALL’ASTA et al., 2012;

MOSELE et al., 2015). No entanto, no presente trabalho ndo foi possivel a identificacdo
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desses metabdlitos por auséncia de padrdes comerciais. Os valores de AUC ao longo da
fermentagdo por 72 horas (Tabela 4) corroboram com a baixa bioacessibilidade das

antocianinas e sua extensa metabolizacédo ao acido galico.

Tabela 4. Area abaixo da curva (mg.h.100g™) dos compostos fenélicos ao
longo das 72 horas de fermentacdo coldnica no meio complexo do residuo
obtido do suco de jabuticaba despolpado.

Composto AUC (mg.h.100 g7
Cianidina-3-O-glicosideo 2.018,0+165,5
Delfinidina-3-O-glicosideo 533,8+36,8
Cianidina 1.295,0+29,7
Acido galico 11.443,0+547,3
Acido elagico 7.938,5+84,1
Quercetina-3-O-rutinosideo 9.363,5+1.909,9

Total de fendlicos 32.592,5+2.206,9
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A caracterizacdo quimica de ambos os residuos (em especial os teores de fibra
dietética), em conjunto com os resultados de digestdo simulada in vitro, demonstraram que a
matriz alimentar influenciou a bioacessibilidade dos compostos fendlicos. Os dados de
digestdo in vitro indicam que as antocianinas apresentam baixa bioacessibilidade (em média
22%). Em contrapartida, o acido galico e a quercetina apresentaram bioacessibilidade muito
elevada (em média 700%), sugerindo que os mesmos sdo formados a partir de compostos
fenolicos mais complexos como, respectivamente, galotaninos e formas glicosiladas de
flavondis.

Experimentos de fermentacéo colonica devem ser preferencialmente realizados com
meio de cultura complexo, rico em nutrientes, de maneira a preservar a complexidade da
microbiota col6nica por um periodo mais longo. Além disso, a op¢do por um meio complexo
ajuda a mimetizar condicGes fisiologicas e reduz a utilizacdo dos compostos fendlicos como
fonte de carbono pelas bactérias col6nicas, como quando em um meio pobre em nutrientes.

De maneira geral, os compostos fenolicos foram extensamente metabolizados pela
microbiota colénica, em especial entre 4 horas e 24 horas de fermentacdo, sendo também
observada uma intensa modificacdo no perfil dos compostos fendlicos ao longo de todo o
tempo de fermentacédo utilizado nessa dissertacdo. O aumento dos teores de &cido galico e o
aparecimento da cianidina ao longo da fermentacdo foram relacionados, respectivamente, a
metabolizacdo da delfinidina-3-O-glicosideo e da cianidina-3-O-glicosideo. As vias
metabolicas dos compostos fendlicos presentes no residuo obtido do suco de jabuticaba
despolpado sdo apresentadas de maneira esquematica nas Figuras 11 a 14.

Os resultados do presente estudo sugerem que os potenciais efeitos beneficos
associados aos compostos fendlicos presentes na jabuticaba ndo estariam relacionados com
suas formas intactas, mas sim aos seus metabolitos. Portanto, os efeitos benéficos locais e
sistémicos desses metabdlitos deveriam ser investigados, de maneira a avaliar o real potencial

bioativo do residuo obtido da producédo do suco de jabuticaba.
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ANEXO 1

Instrucdes para doacao espontanea de fezes

e Na&o consumir por no minimo 48 horas antes da coleta:

- Feijao preto;

- Repolho roxo;

- Frutas em geral, mas principalmente jabuticaba, uva e frutas vermelhas;
- Bebidas alcodlicas;

- Sucos, iogurtes e refrigerantes a base de uva, jabuticaba e frutas vermelhas.

Coleta das fezes deve ser realizada pela manhé e entregue o mais rapido possivel
(até 2 horas apos a coleta).

Qualquer duvida entrar em contato pelos telefones:
Tamirys Barcellos

976818386 (Whatsapp)

987897295 (oi)
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ANEXO 2

Universidade Federal do Rio de Janeiro
Instituto de Nutricdo Josué de Castro

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Trabalho de pesquisa: “Caracterizagdo dos metabdlitos gerados durante o
processo de digestdo simulada in vitro e apos fermentacdo colénica de residuos do suco da
jabuticaba (myrciaria jaboticaba)”

Vocé esta sendo convidado (a) a participar como voluntario (a) de uma pesquisa cujo objetivo
é investigar as mudancas que componentes naturalmente presentes na casca e na semente de
jabuticaba sofrem quando em contato com fezes. Este estudo estd sendo realizado pela
nutricionista e mestranda do Programa de PoOs-Graduacdo em Nutricdo (UFRJ), Tamirys
Barcellos R. Silva, sob orientagdo da Prof. Dr* Mariana Monteiro do Instituto de Nutricéo e
do Prof. Dr. Daniel Perrone do Instituto de Quimica, ambos da UFRJ.
Participando deste estudo, dois dias antes de uma coleta de fezes vocé sera orientado a:

e Na&o consumir frutas em geral (principalmente jabuticaba, uva e frutas vermelhas),

feijao preto, repolho roxo, sucos, refrigerantes a base de uva e bebidas alcodlicas.

As fezes dos voluntéarios adultos serdo coletadas e armazenadas em potes plasticos.
Todos os materiais para coleta e armazenamento das amostras lhe serdo fornecidos
gratuitamente. Também serdo solicitadas informacGes socioeconémicas (local onde mora,
renda familiar mensal) e relativas a sua saude (habitos alimentares e de estilo de vida,
historico pessoal e familiar de doencas pré-existentes, uso de medicamentos, etc).

Esclarecemos que o procedimento de coleta de fezes ndo acarretard desconforto ou
riscos para vocé. Lembramos que é muito importante a lavagem das méos com agua e sabédo
apos a coleta das fezes para ndo adquirir ou transmitir nenhuma doenca. Esclarecemos, ainda,
que ndo ha beneficio direto para o participante, e que vocé ndo tera despesas relacionadas a
pesquisa, nem retorno financeiro (por exemplo, para pagamento de transporte e alimentacéo).
A sua participagdo na pesquisa ndo é obrigatéria e sua recusa ndo acarretara nenhum prejuizo.
Além disso, vocé podera se retirar da pesquisa a qualquer momento, sem constrangimentos,
sem que isso Ihe traga qualquer prejuizo ou penalizacdo, sem necessidade de justificativa.

Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso direto com 0s responsaveis pela
pesquisa das seguintes formas:

e Tamirys Barcellos Revorédo Silva - email: tamirys.barcellos@hotmail.com — Telefone

de contato: 98789-7295

e Prof. Mariana Costa Monteiro - email: macostamonteiro@gmail.com - Endereco: Av.
Carlos Chagas Filho, 373, Centro de Ciéncias da Saude, bloco J, segundo andar, sala
16. Cidade Universitaria. Rio de Janeiro. Telefone de contato: 3938-6449

e Prof. Daniel Perrone - email: danielperrone@iq.ufrj.br. Endereco: Av. Athos da

Silveira Ramos, 149, Centro de Tecnologia, bloco A, sala 528A. Cidade Universitéria.

Rio de Janeiro. Telefone de contato: 3938-8213.

Se vocé tiver alguma consideracdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario Clementino
Fraga Filho/HUCFF/UFRJ — Rua Professor Rodolpho Paulo Rocco, n° 255, sala 01D-46/1°
andar. Cidade Universitaria/llha do Funddo. Rio de Janeiro. Telefone (21) 2562-2480, de
segunda a sexta-feira, das 8 as 15 horas ou através do email: cep@hucff.ufrj.br.

Todos os dados fornecidos s@o considerados confidenciais, sendo totalmente garantido
o0 sigilo das informacdes e sua privacidade. Os dados ndo serdo divulgados de forma a
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possibilitar a sua identificacdo e os resultados obtidos neste trabalho serdo divulgados em
revistas cientificas da area.

Acredito ter sido suficientemente informado (a) a respeito das informacGes sobre o
estudo acima citado que li ou que foram lidas para mim.

Eu discuti com a nutricionista Tamirys Barcellos R. Silva sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdao os propdsitos do estudo, 0s
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0
meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuizos e sem a perda de
atendimento nesta Instituicdo ou de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido. Eu
receberei uma cépia desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e a outra
ficara com o pesquisador responsavel por essa pesquisa. Além disso, estou ciente de que eu
(ou meu representante legal) e o pesquisador responsavel deveremos rubricar todas as folhas
desse TCLE e assinar na tltima folha.

Rio de Janeiro, / /

Nome do sujeito da Assinatura do sujeito da
pesquisa pesquisa
obtive de forma apropriada e
voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido do voluntario para participacdo no estudo.

Rio de Janeiro, / /

Nome do pesquisador  Assinatura do pesquisador
responsavel responsavel
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ANEXO 3
Cromatograma do perfil de antocianinas do extrato da fracdo soltvel do residuo de suco de
jabuticaba obtido por despolpamento. Compostos identificados: delfinidina-3-O-glicosideo
(1) e cianidina-3-O-glicosideo (2).
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ANEXO 4
Cromatograma do perfil de compostos fendlicos ndo-antocidnicos da fragdo soluvel do
residuo de suco de jabuticaba obtido por despolpamento. Compostos identificados: acido
galico (1), &cido m-cumarico (2), miricetina-3-O-ramnosideo (3), quercetina-3-O-rutinosideo

(4), &cido elégico (5), miricetina (6) e quercetina (7).
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ANEXO 5
Cromatograma do perfil de compostos fendlicos da fracéo insoluvel alcalina do residuo de
suco de jabuticaba obtido por despolpamento. Compostos identificados: acido galico (1),

acido elagico (2) e miricetina (3).
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ANEXO 6

Cromatograma do perfil de compostos fendlicos da fracdo insolvel &cida do residuo de suco

de jabuticaba obtido por despolpamento. Compostos identificados: acido galico (1), acido

elagico (2) e miricetina (3).
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ANEXO 7
Cromatograma do perfil de compostos fendlicos da etapa gastrica da digestdo in vitro do
residuo de suco de jabuticaba obtido por despolpamento. Compostos identificados:
delfinidina-3-O-glicosideo (1), cianidina-3-O-glicosideo (2), acido gélico (3), miricetina-3-O-
ramnosideo (4), quercetina-3-O-rutinosideo (5), acido elégico (6), miricetina (7) e quercetina

(8).
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ANEXO 8
Cromatograma do perfil de compostos fendlicos da etapa intestinal da digestdo in vitro do
residuo de suco de jabuticaba obtido por despolpamento. Compostos identificados:
delfinidina-3-O-glicosideo (1), cianidina-3-O-glicosideo (2), acido galico (3), miricetina-3-O-
ramnosideo (4), quercetina-3-O-rutinosideo (5), acido elégico (6), miricetina (7) e quercetina

(8).
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ANEXO 9
Cromatograma do perfil de compostos fendlicos apds 4 horas de fermentacdo colénica do
residuo de suco de jabuticaba obtido por despolpamento. Compostos identificados:
delfinidina-3-O-glicosideo (1), cianidina-3-O-glicosideo (2), cianidina (3), acido galico (4),
quercetina-3-O-rutinosideo (5) e acido eléagico (6).
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ANEXO 10
Cromatograma do perfil de compostos fendlicos ap6s 24 horas de fermentacdo col6nica do
residuo de suco de jabuticaba obtido por despolpamento. Compostos identificados:
delfinidina-3-O-glicosideo (1), cianidina-3-O-glicosideo (2), cianidina (3), acido galico (4),
quercetina-3-O-rutinosideo (5) e acido eléagico (6).
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ANEXO 11
Cromatograma do perfil de compostos fendlicos ap6s 48 horas de fermentacdo colbnica do
residuo de suco de jabuticaba obtido por despolpamento. Compostos identificados:
delfinidina-3-O-glicosideo (1), cianidina-3-O-glicosideo (2), cianidina (3), acido galico (4),
quercetina-3-O-rutinosideo (5) e acido eléagico (6).
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ANEXO 12
Cromatograma do perfil de compostos fendlicos ap6s 72 horas de fermentacdo col6nica do
residuo de suco de jabuticaba obtido por despolpamento. Compostos identificados: cianidina-
3-O-glicosideo (1), cianidina (2), acido galico (3), quercetina-3-O-rutinosideo (4) e acido
elagico (5).
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