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RESUMO

LEITE, IRIS BATISTA. Efeito da digestéo in vitro e fermentacdo coldnica ex vivo com
probidtico sobre 0s compostos bioativos de uma bebida mista de maracuja, maca e mel.
Rio de Janeiro, 2019. Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo) — Instituto de Nutricdo Josué
de Castro, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

EFEITO DA DIGESTAO IN VITRO E FERMENTACAO COLONICA EX VIVO COM
PROBIOTICO SOBRE OS COMPOSTOS BIOATIVOS DE UMA BEBIDA MISTA
DE MARACUJA, MACA E MEL

Pesquisas envolvendo doencas crénicas ndo transmissiveis possuem grande relevancia
no Brasil e no mundo pelo aumento de sua prevaléncia. Com a finalidade de auxiliar na
reducdo do risco destas doengas, uma dieta balanceada contendo frutas e hortalicas vem
se mostrando de grande importancia, em parte, devido a presenca de compostos
bioativos (CBAs). Entretanto, os CBAs presentes nestes alimentos, ao passarem pelo
trato digestorio, sofrem modificacGes estruturais gerando diferentes metabolitos, em
reacOes que contam com a participacdo direta da microbiota intestinal. Nesse sentido, a
bebida mista composta pela associacdo de maracuja, macéd e mel foi elaborada como
modelo de preparacdo rica em CBAs para estudar estas modificagdes. A bebida mista
foi digerida in vitro por meio de uma mistura de tampdes, enzimas digestdrias, em
tempo e temperatura adequados para mimetizar o processo digestivo. Em cada fase da
digestdo in vitro foi avaliado o teor de compostos fenolicos totais, a capacidade
antioxidante por FRAP e TEAC e o perfil dos compostos fenodlicos por CLAE-DAD-
EM. Com o extrato obtido da fase intestinal foi realizada a fermentacdo colbnica ex
vivo, com ou sem adicdo da bactéria probidtica Bifidobacterium animalis subsp. Lactis
BB12. Durante a fermentacdo, foi realizada a analise do perfil dos compostos fendlicos,
nos tempos 0, 4 e 24 horas, e do perfil da microbiota intestinal no tempo de 24 horas.
Observamos que, durante a digestdo in vitro, houve um aumento no teor de compostos
fendlicos totais e capacidade antioxidante. Os compostos fendlicos encontrados na
bebida mista foram o acido galico, acido 5-cafeoilquinico, quercetina e rutina, sendo o
acido 5-cafeoilquinico o composto majoritario. No inicio da digestdo (fase oral) o acido
galico ndo foi mais encontrado sendo identificado, em contrapartida, o acido 3-
cafeoilquinico. Ao final da digestdo (fase intestinal), o 4acido 5-cafeoilquinico

apresentou um aumento de 105% em seu teor enquanto eu o acido 3-cafeoilquinico se
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manteve relativamente estavel durante todas as fases. Quercetina e rutina tiveram uma
diminuicdo de 32 e 36%, respectivamente. A fermentacdo ex vivo foi realizada com a
doacdo de fezes de 3 voluntérios. O perfil da microbiota intestinal (Bacteroidetes,
Firmicutes, Actinobactéria, Gama-Proteobactéria) dos voluntarios foi analisado sendo
observado perfis distintos entre os doadores, resultando na variagéo identificada entre 0s
compostos nos tempos de fermentacdo analisados. De modo geral, a rutina ndo foi
encontrada durante a fermentacdo, em nenhum voluntéario, e os teores de &cido 5-
cafeoilquinico, &cido 3-cafeoilquinico e quercetina diminuiram, sendo a quercetina o
composto majoritario. A fermentacdo ex vivo, com adicdo da bactéria probiotica, gerou
resultados diferentes entre os voluntérios, principalmente em relagdo a quercetina. A
Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12 parece alterar o perfil da microbiota
tornando-a favoravel para a hidrélise destes CBAs. Dessa forma, 0 uso de uma mistura
de ingredientes, na preparacdo de uma bebida mista, pode aumentar o aporte de
compostos fendlicos, mas este perfil pode ser modificado ao longo da digestéo
gastrointestinal, pela acdo da microbiota intestinal podendo esta ser impactada pela

adicao de bactéria probiotica.

Palavras-chave: digestdo in vitro, fermentacdo ex vivo, compostos fendlicos,

Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12, bebida mista.



ABSTRACT

EFFECT OF IN VITRO DIGESTION AND EX VIVO COLONIC FERMENTATION
WITH PROBIOTIC ON THE BIOACTIVE COMPOUNDS OF A MIXED
BEVERAGE OF PASSION FRUIT, APPLE AND HONEY

Surveys involving chronic non-communicable diseases are of great relevance in Brazil
and the world by increasing their prevalence. In order to help reduce the risk of these
diseases, a balanced diet containing fruits and vegetables has been shown to be of great
importance, partly due to the presence of bioactive compounds (CBAs). However, the
CBAs present in these foods, when passing through the digestive tract, undergo
structural modifications generating different metabolites, in reactions that rely on the
direct participation of the intestinal microbiota. In this sense, the mixed beverage
composed by the association of passion fruit, apple and honey was elaborated as a rich
preparation model in CBAs to study these modifications. The mixed beverage was
digested in vitro by means of a mixture of buffers, digestion enzymes, in time and
temperature suitable to mimic the digestive process. In each phase of in vitro digestion
the total phenolic compounds content, the antioxidant capacity by FRAP and TEAC and
the phenolic compounds profile by HPLC-DAD-MS were evaluated. With the extract
obtained from the intestinal phase the colonic fermentation ex vivo was carried out, with
or without addition of the probiotic bacteria Bifidobacterium animalis subsp. Lactis
BB12. During the fermentation, the profile of the phenolic compounds at 0, 4 and 24
hours, and the profile of the intestinal microbiota were analyzed in the 24 hour time. We
observed that, during in vitro digestion, there was an increase in total phenolic
compounds content and antioxidant capacity. The phenolic compounds found in the
mixed beverage were gallic acid, 5-caffeoylquinic acid, quercetin and rutin, with 5-
caffeoylquinic acid being the major compound. At the beginning of the digestion (oral
phase), gallic acid was no longer found and 3-caffeoylquinic acid was identified. At the
end of the digestion (intestinal phase), 5-caffeoylquinaic acid showed a 105% increase
in its content while 3-caffeoylquinic acid remained relatively stable during all phases.
Quercetin and rutin had a decrease of 32 and 36%, respectively. Ex vivo fermentation
was performed with the donation of feces from 3 volunteers. The profile of the intestinal

microbiota (Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Y-Proteobacteria) of the
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volunteers was analyzed, and distinct profiles were observed among the donors,
resulting in the identified variation among the compounds at the fermentation times
analyzed. In general, the rutin was not found during fermentation in any volunteer, and
the contents of 5-caffeoylquinic acid, 3- caffeoylquinic acid and quercetin decreased,
with quercetin being the major compound. Ex vivo fermentation, with addition of
probiotic bacteria, generated different results among the volunteers, mainly in relation
to quercetin. A Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12 appears to alter the
microbiota profile making it favorable for the hydrolysis of these CBAs. Thus, the use
of a mixture of ingredients in the preparation of a mixed beverage may increase the
supply of phenolic compounds, but this profile can be modified along gastrointestinal
digestion by the intestinal microbiota action, which may be impacted by the addition of
bacteria probiotic.

Keywords: in vitro digestion, ex vivo fermentation, phenolic compounds,

Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12, mixed beverage.
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1. INTRODUCAO

As doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) destacam-se como um grande
problema de salde publica no Brasil e no mundo, onde cerca de 74% dos 6bitos no Brasil sdo
devido as doengas cardiovasculares, canceres, Diabetes Mellitus e enfermidades respiratérias
cronicas (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Tais doencas tém respondido por grande parte
das mortes antes dos 70 anos de idade e pela diminui¢do de qualidade de vida dos individuos
(SCHMIDT et al, 2011).

Diversos estudos epidemiolégicos sugerem que uma dieta balanceada, incluindo o
consumo de frutas, hortaligas e seus produtos derivados, contribui para a reducdo do risco de
desenvolvimento de DCNT (DEL RIO et al, 2013; SHAHIDI e AMBIGAIPALAN, 2015;
TURATI et al, 2015). Esses efeitos positivos sdo atribuidos a presenca de compostos
bioativos (CBA), os quais podem ser classificados como substancias ndo nutrientes, presentes
em pequenas quantidades, mas com capacidade de influenciar atividade fisiologica ou celular
resultando em beneficios para a saude (DEL RIO et al., 2013). Dentre 0s compostos bioativos,
a classe dos compostos fendlicos se destaca por serem amplamente encontrados em plantas,
sendo essenciais no crescimento e reproducdo dos vegetais, além de atuarem como agentes
antipatogénicos, protetores de radiacdo UV e contribuirem para pigmentacdo (JAGANATH e
CROZIER, 2009; DEL RIO et al., 2013). A associacdo de diferentes fontes alimentares ricas
em nutrientes e compostos bioativos é interessante e uma bebida contendo maca, maracuja e
mel atende a essa finalidade. A alimentacdo diaria prevé o consumo de diferentes compostos
fendlicos por meio da associacdo de ingredientes em preparacdes culinarias, podendo ser estas
fontes importantes de CBA na dieta.

A macd (Malus domestica) é uma fruta rica em compostos fenolicos, como a
quercetina e o &cido clorogénico (ZARDO et al., 2013; ALARCON-FLORES et al., 2015) e
sua bioatividade contra diversas doencas parece estar relacionada a presenca desses
compostos (BOYER e HAI-LUI 2004; BELLION et al., 2008; SERRA et al., 2012; HUNG et
al., 2015). No periodo de 2014/2015 no Brasil, sua producdo chegou a 1,163 milhdes de
toneladas e consistiu basicamente em duas variedades: a Gala, com 55% da producéo total e a
Fuji, com 40% (ABPM, 2015). O seu suco é considerado um dos principais produtos na
industria processadora de maca (SEBRAE NACIONAL, 2016).

O maracuja-amarelo ou maracuja azedo (Passiflora edulis Sims) é natural da América
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do Sul e é amplamente cultivado em paises tropicais e subtropicais. O suco € o principal
produto derivado do maracuja e a espécie citada é a mais utilizada em preparagdes devido ao
seu aroma e sabor intensos (MELLETI, 2011). No ano de 2013, o Brasil produziu cerca de
838 mil toneladas do fruto, sendo considerado o maior produtor e consumidor mundial desse
fruto (IBGE, 2013).

Este fruto é fonte de acido ascérbico, com teores que variam de 0,016 a 0,020 g de
acido ascorbico / 100 g peso fresco (SEMA e MAITI, 2006; RAMAIYA et al., 2013) podendo
ser considerado fonte de acordo com o The Natural Food Hub. Além de ser fonte de vitamina
C, a literatura indica a presenca de compostos fendlicos, como rutina e acido p-cumarico
(MACORIS et al., 2012; SPINOLA et al., 2015) podendo ter potencial neuroprotetor (TAL et
al., 2016).

Algumas frutas e hortalicas, como a macd, banana e batata, durante o pré-preparo e
manuseio, podem sofrer escurecimento enzimatico pela acdo da polifenol oxidase (PPO). Esta
enzima catalisa a reacdo na presenca de oxigénio e converte compostos fenolicos em
pigmentos de coloracdo escura. Para evitar este processo, e inibir a acdo da polifenol oxidase,
utilizam-se agentes que agem reduzindo o-quinonas para difendis incolores ou que reagem
irreversivelmente com as o-quinonas para formar produtos incolores estaveis (OMS-OLIU et
al., 2006). O &cido ascorbico é muito utilizado para prevenir este fendmeno devido a sua
habilidade em reduzir a o-quinona a difendis, ou seja, retorna a rea¢do ao substrato fendlico
(MCEVILY et al., 1992). Logo, 0 maracuja torna-se um ingrediente interessante para ser
adicionado a preparacdes, por ser fonte de vitamina C e assim evitar 0 escurecimento
enzimatico.

O mel com sua variedade de cores e sabores € um edulcorante nutritivo utilizado para
adocar alimentos e bebidas, como sucos. A frutose é predominante na maioria dos méis,
fazendo com que ele seja ligeiramente mais doce do que o acucar refinado, em média 1 a 1,5
vezes mais doce (em peso seco). Este produto, além de conferir sabor adocicado as bebidas,
agrega valor nutricional devido ao seu conteldo de vitaminas e minerais (DA SILVA et al.,
2016) e também de compostos bioativos, como o é&cido p-cumarico e caféico
(TRAUTVETTER et al., 2009; MONIRUZZAMAN et al., 2013). Devido a composi¢cdo o mel
tem sido associado com propriedades antinflamat6ria, antimicrobiana e antioxidante
(YAGHOOBI et al., 2013).

Muitos estudos foram realizados com os extratos destes alimentos individualmente,



sendo em sua maioria estudos in vitro ou com o uso de linhagens celulares. Apesar de
importantes, estes estudos apresentam limitacbes uma vez que os compostos bioativos que
alcancam os tecidos muitas vezes ndo sdo 0s mesmos encontrados nas matrizes alimentares.
Ao serem ingeridos, passam por diversos processos, dentre eles a digestdo, absorcédo e
metabolizagdo com a possibilidade de gerar outros compostos/metab6litos com maior ou
menor bioatividade (NOOR et al., 2014; DE MOURA et al., 2015; SOUSA et al., 2016).
Métodos de digestdo in vitro sdo eticamente superiores, mais rapidos e menos dispendiosos do
que técnicas in vivo (COLES et al., 2005) sendo entdo uma alternativa aos estudos com
animais e humanos. A digestdo simulada in vitro normalmente abrange as fases oral, gastrica
e intestinal, as quais tentam simular fisiologicamente as condi¢des no organismo humano,
dentre elas: a presenca de enzimas digestivas em suas concentra¢des/atividade adequadas, pH,
tempo de digestéo e concentracdes de sais (MINEKUS et al., 2014).

A fermentacédo colonica também é importante, pois as bactérias contidas na microbiota
intestinal contribuem com as modificacbes estruturais dos compostos fendlicos gerando
diversos metabdlitos de baixo peso molecular que, se absorvidos, podem ser até mais ativos
do que os compostos originais (CARDONA et al., 2013). Os probidticos s&o microrganismos
vivos que quando administrados em quantidades adequadas sdo capazes de melhorar o
equilibrio microbiano intestinal, produzindo efeitos benéficos a saude do individuo e
consistem em sua maioria de cepas dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium (ANVISA,
2002; FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS,
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001). Estima-se que cerca de 90-95% do total de
polifendis ingeridos sdo metabolizados no intestino grosso, onde estas bactérias podem ser
responsaveis por acles enzimaticas como deglicosilacdo, fissdo do anel aromatico,

desidroxilacdo, desmetilacdo e descarboxilacdo tornando-0s mais absorviveis.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Doencas Cronicas Ndo Transmissiveis

As doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNTSs) sdo o resultado de uma combinagao
de fatores genéticos, fisiologicos, ambientais e comportamentais e apresentam longo curso de

desenvolvimento (OMS, 2017). Estima-se que 70% das mortes em todo o mundo tem como
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causa uma DCNT, ocorrendo na faixa etaria de 30 a 69 anos. Dentre as mais prevalent
destacam-se as doencas cardiovasculares, com cerca de 17,7 milhGes de pessoas acometidas
por ano, seguidas de cancer (8,8 milhdes), doengas respiratorias (3,9 milhGes) e diabetes (1,6
milhdo) (GBD, 2016).

No Brasil, as DCNTs também constituem problema de salude de grande relevancia,
correspondendo a aproximadamente 75% das causas de morte (MALTA et al., 2017). As
doencas cardiovasculares sdo definidas como distarbios do coracdo e vasos, e foram
responsaveis por 31,2% das mortes no Brasil em 2015. Os tumores de prdstata, para homens,
e de mama, para mulheres, se tornaram as principais causas de morte por cancer (FRANCA et
al., 2017). O diabetes mellitus encontra-se entre as cinco principais doengas que levaram a
obito mulheres e entre as dez doencas para homens em 2015, com um aumento de 162,6 %
entre 1990 e 2015.

Entre os principais fatores de risco relacionados ao aumento da incidéncia de DCNTSs
estdo o tabaco, inatividade fisica, uso prejudicial do alcool e dietas ndo saudaveis, sendo estes

0s principais alvos de intervencdo (GBD, 2016).

2.2. Consumo de frutas e hortalicas e DCNTs

Habitos alimentares vém sendo extensivamente estudados como fator para reducgéo do
risco de DCNT, em especial dietas ricas em alimentos vegetais. Zhao et al. (2017) avaliaram
25 estudos epidemioldgicos sendo observada associacdo inversa entre o consumo de frutas e
doencas cardiovasculares em 16 deles. Du et al. (2016) demonstraram que o consumo de
frutas in natura estava associado a diminuicao do risco de doencas cardiovasculares na China.
Estima-se que uma dieta com baixa ingestdo de frutas seja o terceiro fator de risco mais
importante de doengas cardiovasculares, apds aumento da hipertensdo arterial sistémica e
tabagismo (EZZATI e RIBOLI 2013). Os mecanismos cardioprotetores das frutas ndo estdo
totalmente esclarecidos, mas sua capacidade de eliminacdo de radicais livres é considerada
como principal, sendo esta correlacionada com o conteldo de compostos bioativos, como 0s
fendlicos (FU et al., 2011).

Turati et al. (2015) revisaram a relagdo entre o consumo de legumes e frutas e o risco
para catorze tipos de cancer, incluindo mais de 10.000 casos. Foi observado que o consumo

de 1 porc¢éo / semana de legumes cruciferos (couves, couve-flor, brécolis, couve de bruxelas e
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nabo) possui relacdo inversa com céncer de cavidade bucal e faringe, esofago, coloretal,
mama e rim. Esses vegetais sdo fonte de glicosinolatos, compostos que contém enxofre e que
sdo considerados CBAs. Individuos que consumiam 4 ou mais por¢des/semana de frutas
citricas, comparados aos que consumiam apenas 1 porcdo, apresentavam menor associacao

com a incidéncia de diversos tipos de cancer como o de estdmago, colorretal e laringe.

Bazzano et al. (2008) acompanharam 71.346 mulheres por 18 anos e observaram que o
consumo de trés porgdes/dia de frutas e hortalicas tinha associagdo inversa com o
desenvolvimento de diabetes mellitus.

Konta et al. (2014) avaliaram o efeito da polpa de maracuja em ratos espontaneamente
hipertensos administrando por 5 dias doses de 6, 7 ou 8 g/kg peso. Eles observaram que a
maior dose reduziu significativamente a pressdo arterial sistolica, aumentou os niveis de
glutationa reduzida (GSH) e reduziu substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS),
sugerindo que o efeito anti-hipertensivo da polpa de maracuja amarelo, pelo menos em parte,
pode ser devido a sua capacidade antioxidante. Ademais, 0s compostos fenolicos presentes no
maracuja, tal como a quercetina apresentam efeito anti-hipertensivo quando administrados
isoladamente (DUARTE et al., 2001).

De Sousa et al. (2012) avaliaram o perfil lipidico e estresse oxidativo de ratos Wistar
apos a administracdo de 1.000 mg de suco de maracuja/kg peso por 28 dias. Foi observado
aumento da concentracdo de colesterol em lipoproteinas de alta densidade (HDL-c),
diminuicdo do colesterol em lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) e da concentracdo de
acidos graxos livres em comparacdo com o grupo controle, além da diminuicdo de TBARS,
indicando efeitos benéficos sobre o perfil lipidico e a peroxidacéo lipidica.

Hodgson et al. (2016) investigaram, durante 15 anos, a associacdo entre a ingestao de
maca e a mortalidade por todas as causas e por doencas especificas em mulheres com mais de
70 anos. Eles observaram gue uma maior ingestdo de macéa estad associada com menor risco de
mortalidade total e por cancer. As mulheres que consumiram > 100g de magca/dia tiveram um
risco de mortalidade total 35% menor comparado com aquelas que consumiram <5 g de
macéd/dia. Os componentes da maca que ja foram associados aos seus beneficios sobre
doencas cronicas e seus fatores de risco sdo os flavondides e as fibras dietéticas (MINK et al.,
2007; STREPPEL et al., 2008).

Serra et al. (2012) avaliaram o efeito da suplementacao dietética com 20% (p/p de uma

dieta enriquecida com colesterol a 2%) de trés variedades de macas (Bravo de Esmolfe,



Malépio Serra e Golden) por 30 dias em ratos Wistar machos. A variedade de maga Bravo de
Esmolfe foi capaz de diminuir significativamente a concentracdo sérica de triglicerideos,
colesterol total, LDL-c e Ox-LDL, com reducdes de 27,2%, 21,0%, 20,4%, 20,0%,
respectivamente, em relacdo ao grupo sem suplementacgéo. Eles atribuem a reducgédo desses
parametros e seu potencial antioxidante a composi¢do quimica variada da fruta, apresentando
CBAs e nutrientes, dentre eles a catequina, epicatequina, procianidina B1 e p-caroteno.

Gallus et al. (2005) analisaram dados de estudos multicéntricos caso-controle
realizados entre 1991 e 2002 na Italia, que incluiram 598 pacientes com cancer incidente da
cavidade oral e faringe, 304 do es6fago, 460 da laringe, 1.953 do coloretal, 2.569 da mama,
1.031 do ovério e 1.294 da prostata. O grupo de comparagdo incluiu um total de 6.629
pacientes admitidos na mesma rede de hospitais sem doencas neoplasicas. Eles verificaram
que os individuos que consumiam pelo menos 1 macé/dia (166 g) tinham risco reduzido de
desenvolverem os canceres analisados.

Abdulrhman et al. (2013) avaliaram os efeitos metabolicos do consumo de 0,5 mL de
mel/kg de peso corporal ao dia por 12 semanas em pacientes com diabetes mellitus tipo 1.
Eles observaram diminuicdo da glicemia de jejum, triglicerideos, colesterol total, LDL-c,
aumento de péptido C em jejum e peptideo C pos-prandial. Muhammad et al. (2013) tambem
verificaram que o consumo de 70 g de mel/dia diminuiu significativamente o colesterol total,
LDL-c e triglicerideos; e aumentou 0 HDL-c de 70 individuos saudaveis no periodo de 4

semanas. .

Owoyele et al. (2011) investigaram os efeitos da ingestdo de 2, 6 e 10 g de mel/kg peso sobre
inflamacg6es agudas e cronicas e producdo de 6xido nitrico (NO) em 100 ratos Wistar. Eles
observaram possivel efeito antiinflamatorio do mel por meio da inibicdo da liberacdo de NO
nos tecidos e melhora da cicatrizacdo de feridas. Compostos fendlicos geralmente exibem
atividades antioxidantes, sendo o NO uma espécie reativa que pode ser eliminada diretamente
por polifendis como os flavonoides, podendo ser atribuido este efeito antiinflamatério a

presenca desses compostos no mel (Soler et al., 1995; Van Acker et al., 1995).

2.3. Compostos Fendlicos

Compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios de plantas, sendo essenciais para o

seu crescimento e reproducdo, com aumento de sua sintese em condicGes de estresse como,
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infeccdes, rupturas teciduais, radiagdes UV, dentre outros (NACZK e SHAHIDI, 2004). Os
produtos de origem vegetal, como hortaligas, frutas e bebidas, como sucos de frutas, chas e
vinhos, sdo as principais fontes dietéticas de compostos fendlicos (BALASUNDRAM et al.,
2006).

Os compostos fendlicos sdo caracterizados por apresentarem uma ou mais hidroxilas
ligadas diretamente a um anel benzénico (VERMERRIS e NICHOLSON, 2006). A atividade
antioxidante desses compostos depende do numero e disposi¢do das hidroxilas na molécula de
interesse e sua capacidade de sequestrar radicais livres ocorre por meio da doacao de atomos de
hidrogénio presentes em hidroxilas posicionadas ao longo de seu anel aromaético (RICE-
EVANS et al., 1997; SHAHIDI E AMBIGAIPALAN, 2015).

Os polifenois correspondem a um grupo com aproximadamente 10.000 compostos,
que sdo agrupados em classes de acordo com sua estrutura quimica. Eles podem ser divididos
em ndo-flavonoides (&cidos fenolicos, coumarinas, estilbenos, taninos) e flavonoides
(flavonas, flavondis, flavanonas, flavanois, antocianidina, isoflavonas e chalconas)
(ANDERSEN e MARKHAM, 2006).

Este dois grupos apresentam-se como conjugados soliveis em agua (glicosideos) e sob
formas insoliveis (NARDINI e GHISELLI, 2004). Na natureza, os acidos fenolicos podem ser
encontrados principalmente na forma insolivel ou também denominados conjugados, enquanto 0s
flavonoides apresentam-se como glicosideos com um ou mais acucares ligados por um grupo OH
(OH- glicosideo) ou por ligagdes carbono- carbono (C-glicosideos) (ACOSTA-ESTRADA et al.,
2014). Estudos in vitro tém demonstrado que os compostos fenolicos insollveis possuem
capacidade antioxidante significativamente maior em comparacdo com 0s compostos fendlicos
livres e soliveis (CHANDRASEKARA e SHAHIDI, 2010).

A alimentacdo € capaz de fornecer diferentes classes de compostos fendlicos desde que sejam
providas de uma variedade de frutas, legumes e bebidas a partir de produtos vegetais, como 0s
sucos de fruta. Estes sdo frequentemente vistos como bebidas saudaveis pelos consumidores
ao serem comercializados como fontes naturais e saudaveis de vitaminas, minerais e
substancias antioxidantes. As misturas de frutas ou hortalicas em um Uunico produto
apresentam uma série de vantagens, como a possibilidade de combinar aromas e sabores, alem
da soma de componentes nutricionalmente diferentes, como os compostos fendlicos
(SHAHIDI e ALASALVAR, 2016).

Estudos relataram que a combinacgdo de ingredientes em uma Unica bebida elevava o



teor de compostos fendlicos totais e sua capacidade antioxidante. Gironés-Vilaplana et al.
(2012) observaram que a adicdo de 5% de uma berry conhecida como maqui (Aristotelia
chilensis) ao suco de limédo elevou o teor de fendlicos do suco em 4 vezes (62,97 + 1,83 e
279,84 = 5,15 mg EAG/100 ml, para suco de limdo sem e com a adicdo de maqui,
respectivamente, além de aumentar 8 vezes a capacidade antioxidante (2,03 £ 0,21 e 10,94 £ 0
24 mM Trolox, para suco de limdo e adicionado de maqui, respectivamente). Porto et al.
(2017) observaram que a adicdo de 50% de beterraba ao suco de laranja melhorava o
conteddo de compostos fendlicos (448 + 19 para 484 + 50 ug EAG/mL) e a atividade
antioxidante (1.408 + 245 para 2.083 = 89 ug Trolox / mL) da bebida. Swada et al. (2016)
observaram que a adigdo de 50% de suco de morango ao suco de maméo papaya promovia
aumento da atividade antioxidante de 8,74 + 0,098 para 12,67 £+ 0,061 pumol Trolox/g. A
combinacgéo de frutas e ou hortalicas pode, portanto, resultar em um produto com maior teor
de compostos bioativos e maior beneficio a salde, do que quando sdo processadas

individualmente.

2.4. Bioacessibilidade e biodisponibilidade dos compostos fenolicos

Para que os CBAs exercam efeitos fisioldgicos sistémicos é necessario, no entanto,
compreender as modificacbes que os mesmos sofrem até alcancarem os tecidos alvos.
Anterior ao processo digestorio, os CBAs sofrem os efeitos do processamento ao qual os
alimentos sdo submetidos, podendo resultar em mudancas na eficiéncia de sua liberacdo da
matriz alimentar. Posteriomente ao consumo, podem ser alterados ao longo de todo o trato
digestorio até alcancar seus alvos celulares (REIN et al., 2013). A biodisponibilidade de um
composto refere-se a fracdo que é digerida, absorvida e utilizada no metabolismo normal
(PALAFOX-CARLOS et al, 2011). A bioacessibilidade seria a quantidade de um
determinado composto bioativo ou nutriente que se torna disponivel para absorcdo, no trato
digestdrio, ap0s sua ingestdo (STAHL et al., 2002; PARADA e AGUILERA, 2007).

Alguns fatores podem alterar a biodisponibilidade dos compostos presentes nos
alimentos, tais como: a complexidade da matriz alimentar, a estrutura quimica do composto e
a ingestdo concomitante com outros alimentos, além de fatores individuais como o
esvaziamento gastrico e transito intestinal (OLIVEIRA e BASTOS, 2011; DOMINGUEZ-
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AVILA et al., 2017). Levando todos esses fatores em consideracao, a absor¢do dos compostos
fendlicos é baixa, alcangando concentragdes de metabolitos no plasma nas faixas de nM até
uM. O tempo para atingir a concentragdo plasméatica maxima varia de 30 minutos a vérias
horas, dependendo do local de absor¢do e do composto ingerido (MANACH et al., 2005;
OLIVEIRA e BASTOS, 2011).

A maioria dos compostos fendlicos consumidos permanece vinculado a componentes
da matriz alimentar, predominantemente fibra alimentar, ésteres ou glicideos e ndo estdo
facilmente acessiveis para digestdo e absorcdo no trato digestério (ARRANZ et al., 2010). As
formas agliconas, ndo associada a glicosideos, podem ser absorvidas ja no intestino delgado e
foi observado que alguns compostos podem ser absorvidos no estomago (KONISHI et al.
2006; LAFAY e GIL-IZQUIERDO, 2008). As formas conjugadas sdo hidrolisadas por
enzimas intestinais ou pela microbiota colonica antes de serem absorvidas (MANACH et al.
2004; CROZIER et al., 2010).

Durante a absorcdo, os polifendis sdo conjugados pelos enterdcitos no intestino
delgado e depois no figado. Este processo inclui reacdes de metilacdo, sulfatacdo e
glicuronidacdo, com o objetivo de tornarem os compostos mais hidrofilicos para que, apos
passarem pela circulacdo sistémica, possam ser eliminados via excrecdo urinaria. Os
compostos fendlicos que sdo secretados pela via biliar no duodeno sdo submetidos a acéo de
enzimas bacterianas, especialmente p-glicuronidases, no segmento distal do intestino,

podendo ser reabsorvidos ou chegarem ao célon (MANACH et al., 2004).

2.5. Microbiota gastrointestinal e compostos fenolicos

Na microbiota gastrointestinal sdo encontrados fungos, virus, archaea e bactérias,
sendo estas Ultimas os principais microrganismos presentes (BACKHED et al., 2005; REYES
et al., 2010). Estudos do projeto microbioma humano estimaram que a microbiota intestinal
humana coletiva possui cerca de 1.150 espécies de bactérias. Bidpsias da mucosa intestinal e
amostras fecais e colénicas humana revelaram a presenca de 9 filos distintos, os Firmicutes,

Bacteroidetes, Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria, VVerrucomicrobia, Cyanobacteria,



Spirochaetes e Lentisphaerae. Os filos Firmicutes e Bacteroidetes correspondem a 90% das
bactérias na microbiota intestinal (BACKHED et al.,, 2005; ECKBURG et al.,, 2005;
TURNBAUGH et al., 2007).

No processo para tornar os polifendis disponiveis para absorcao, cerca de 90 a 95%
sdo extensivamente metabolizados no intestino grosso pela microbiota intestinal. O
metabolismo dos polifendis pela microbiota envolve a clivagem das liga¢des glicosidicas e a
degradacédo do esqueleto heterociclico. Os metabdlitos gerados, em sua maioria de baixo peso
molecular, sdo entdo absorvidos e podem exercer efeitos sisttmicos. Com isso, a microbiota
intestinal contribui para o aumento da biodisponibilidade dos compostos fendlicos
(CARDONA et al., 2013; PIMPAOQ et al., 2014).

Esses metabolitos gerados também podem afetar a microbiota intestinal alterando o
equilibrio Bacteroidetes/Firmicutes. Como 0s membros do filo Firmicutes expressam um
namero menor de enzimas que liberam agucares do que o filo Bacteroidetes. Esta molécula de
acucar apos ser liberada pode ser utilizada como substrato energético por estas bactérias.
Sugere-se, portanto, que a ingestdo de diferentes polifendis possa remodelar a microbiota
intestinal influenciando a razdo entre os dois filos (LEE et al., 2006; HERVERT-
HERNANDEZ et al., 2009; MAHOWALD et al., 2009).

Dentre as bactérias presentes no colon, as classificadas como probidticas seriam de
extrema importancia para este processo, visto que, além de melhorar o equilibrio microbiano
intestinal, produzindo efeitos benéficos a salde do individuo elas poderiam, por acdes
enzimaticas como deglicosilacdo, fissdo do anel aromatico, desidroxilacdo, desmetilacdo e
descarboxilacdo dos compostos bioativos, gerar compostos mais bioacessiveis e
biodisponiveis, os metabolitos (AURA, 2008; BOWEY et al., 2003). As cepas de bactérias
probidticas mais utilizadas em enriquecimento de alimentos e suplementos pertencem ao
género Lactobacillus e Bifidobacterium (SOCCOL et al., 2010). Dessa forma, a interacao
entre compostos fendlicos e a microbiota intestinal parece ser mutualmente positiva, a
microbiota podendo aumentar a biodisponibilidade de fendlicos e estes podendo ser utilizados

como substrato energético seletivo de algumas espécies
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3. JUSTIFICATIVA

Uma alimentacdo inadequada esté entre os principais fatores de risco para desenvolver
doencas crbnicas ndo-transmissiveis. Ao contrario, uma dieta rica em frutas e hortalicas,
principais fontes de compostos bioativos, como os compostos fendlicos, parece exercer efeito
protetor. A acdo sisttmica dos compostos fendlicos, no entanto, depende da sua
biodisponibilidade e dos metabdlitos que alcancardo de fato a circulagdo. A digestdo simulada
in vitro € um modelo experimental importante para compreender o comportamento dos
compostos bioativos em alimentos durante os processos digestério e fermentativo, visando

esclarecer sua interagdo com a microbiota intestinal.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Investigar o efeito da digestdo in vitro e da fermentacdo colonica ex vivo com

probidtico sobre 0os compostos fenodlicos de uma bebida mista de maracuja, maca e mel.

4.2. Objetivos especificos

Para a bebida mista de maracuja, maca e mel:

o Elaborar a ficha técnica;

o Realizar analise sensorial;

o Determinar e quantificar os compostos fendlicos;

o Analisar a capacidade antioxidante;

o Avaliar o efeito das diferentes fases da digestdo in vitro (oral, gastrica e intestinal)

sobre os compostos fendlicos;

Verificar o impacto da fermentacao coldnica ex vivo sobre o contetudo de
compostos fendlicos e seus metabdlitos;

Avaliar o efeito da fermentacdo coldnica ex vivo com probidtico sobre o contetdo
de compostos fendlicos e seus metabdlitos.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Aquisicao dos ingredientes e preparo da bebida mista

As amostras de maracuja-azedo (Passiflora edulis, cv. Sims.), provenientes do estado
de Santa Catarina, foram adquiridas no periodo da safra (mar¢o de 2016) na Central de
Abastecimento do Estado do Rio de Janeiro - CEASA-RJ. Os frutos foram lavados e
despolpados, embalados a vacuo e armazenados a -20 °C até o preparo da bebida mista.

As amostras de macd gala (Malus domestica cv. Borkh) foram adquiridas em
estabelecimentos comerciais na cidade de Magé-RJ e Rio de Janeiro-RJ sendo lavadas e
sanitizadas em solucédo de hipoclorito de sodio a 100 ppm durante 15 minutos.

Os méis florada de eucalipto (Eucalyptus grandis) e silvestre foram adquiridos em
estabelecimento comercial no bairro de Iraja, na cidade do Rio de Janeiro-RJ. Os méis florada
de laranjeira (Citrus aurantium) e assa-peixe (Vernonia brevifolia) foram adquiridos em
estabelecimentos comerciais na cidade de Magé-RJ.

A bebida mista foi preparada utilizando uma diluicdo de 1:6,8 (polpa de
maracuja:agua), o que corresponde a 25 g de polpa de maracuja azedo com carocgo, 50 g de
maca com casca, 9 g de mel e 140mL de agua filtrada (Deliza et al., 2005). Os ingredientes
foram batidos em liquidificador e coados. Uma bebida controle foi elaborada sem a adigéo de
nenhum tipo de mel. A partir da bebida mista as etapas seguintes foram realizadas conforme

fluxograma (Figura 1).
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Aquisicdo dos ingredientes

l

Analise das Coordenadas
Colorimétricas

Teor de Sélidos Soluveis |

—>
Preparo das amostras com o0s —> |
diferentes tipos de mel
—>
\L >
Analises de escolha do ingrediente
mel —
—>
Bebida mista selecionada S
-
—
Digestdo simulada in vitro
(Fases oral, gastrica e intestinal) —_—t
—

l

| Compostos fendlicos Totais |

Capacidade Antioxidante:
FRAP, DPPH, TEAC

| Analise qualitativa - HMF |

Fichatécnica dabebida mista

| Anélise de aceitacdo sensorial |

Analise de compostos
fendlicos por CLAE-DAS-EM

| Compostos Fenélicos Totais |

Capacidade Antioxidante:
FRAP e TEAC

Analise de compostos
fendlicos por CLAE-DAS-EM

| Selecdo da bactéria probiotica

l

Fermentacdo coldnica ex vivo por
0,4 e 24h

Fermentacdo coldnica ex vivo com probidtico por
0,4 e 24h

!

Analise de compostos fendlicos por
CLAE-DAD-EM

}

Caracterizacdo de bactérias por
PCR quantitativo em tempo real

Figura 1. Fluxograma das analises.

5.2. Andlise das coordenadas colorimétricas

Foi utilizado um colorimetro CR-400 (Konica Minolta), calibrado com base em

iluminante D65, observador 2° e com a placa de ceramica branca fornecida pelo fabricante.
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Em aliquota de 15 mL, obtem-se, em triplicata, as seguintes coordenadas colorimétricas do
sistema CIELab*: L*, que representa a luminosidade refletida pela amostra e varia entre zero
(completamente escuro) e 100 (completamente claro; a*, que representa o espectro de
vermelho (valores positivos) a verde (valores negativos); e b*, que representa o espectro de
amarelo (valores positivos) a azul (valores negativos) (KONICA MINOLTA, 1998).

Foi realizada uma comparacdo entre a bebida controle (sem adicdo de mel) e as
bebidas adicionadas de mel utilizando a formula de AE* que indica a magnitude da diferenca
total de cor:

AE* = ((L*1-L*2)? + (a*1-a*2)*+(b*1-b*2)* )1/2

5.3. Teor de solidos solaveis (TSS)

A determinagdo dos teores de sdlidos solUveis foi realizada com refratbmetro
Eppendorf 2763 e os resultados expressos em °Brix de acordo com as Normas Analiticas do
Instituto Adolf Lutz (IAL, 2005).

5.4. Determinacao de compostos fendlicos totais

Os teores de compostos fendlicos totais foram determinados pelo método de Folin-
Ciocalteau, conforme descrito por Singleton et al. (1999). Em tubos de ensaio, 100 pL da
bebida foram misturados com 700 uL de agua Milli-Q, 50 pL de reagente Folin-Ciocalteau e
150 pL de solucdo de carbonato de sodio (Na,COs) 20%. Apds a homogeneizacao, a mistura
foi mantida a 40 °C por 30 minutos e pipetados 300 pL de cada tubo de ensaio em microplaca
de 96 pocos. A absorbancia da solucdo foi medida a 765 nm e a quantificacdo realizada pela
curva padrdo de acido galico, sendo os resultados expressos em mg de equivalentes de acido
galico (EAG)/100 mL. Cada bebida foi analisada em triplicata.

5.5. Analises da capacidade antioxidante (CA)

5.5.1.Ferric reduction antioxidant power assay (FRAP)
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Este ensaio baseia-se na metodologia descrita por Benzie e Strain (1996) com
pequenas modificacdes, no qual o poder de redugdo do ferro por extratos de alimentos €
avaliado. Previamente foram preparadas solucdes estoque, de tampdo de acetato de sodio (300
mM, pH:3.6); 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) (10 mM em HCI a 40 mM) e FeCl; (20
mM). A solucgdo de ensaio (FRAP) foi preparada, no momento da analise, com uma mistura
de 20 mL do tampao acetato, 2 mL da solu¢do de TPTZ 10 mM e 2 mL da solugéo de FeCls e,
em seguida, aquecida a 37 °C. Para a reacdo, foram adicionados 20 pL da bebida mista a 180
ML da solucdo de FRAP por 6 minutos em ambiente escuro. A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro a 593nm e os resultados expressos em mmol Fe*2/100 mL.

5.5.2. Capacidade de captura do radical DPPH

A determinacdo da CA medida pela captura do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) foi realizada de acordo com o meétodo descrito por Duan et al. (2007) com
adaptacoes. A solucdo de DPPH a 100 uM foi preparada utilizando metanol a 80%. A leitura
da solucdo de DPPH na auséncia da amostra foi realizada em espectrofotometro a 517 nm a
fim de verificar a absorbéncia entre 0,8 e 1,1. Em tubos de ensaios foram colocados 0,1 mL de
cada amostra e 4,9 mL da solugcdo de DPPH 100 puM. Os tubos foram agitados manualmente e
mantidos no escuro por 30 minutos para a realizacdo das leituras a 517nm.

Para calculo da CA foi determinado o percentual de inibi¢do do radical DPPH segundo
a formula:

CA (%) = (Ao — Asp) *100/A¢

Onde, A, representa a absorbancia da solucdo de DPPH medida no tempo inicial, e Az

é a absorbancia de cada amostra 30 minutos apds a adicao da solucdo DPPH.

5.5.3. Capacidade antioxidante equivalente ao trolox (TEAC)

O ensaio de TEAC foi realizado de acordo com a metodologia adaptada de Re et al.
(1999). O preparo da solugdo estoque do radical 2,2’-Azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) de diaménio (ABTS) foi realizada pela reacdo entre persulfato de potéssio

(K2S20s) e ABTS por 12 a 16 h antes do uso. A solucdo estoque do radical ABTS foi diluida
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(1:50) de forma que a leitura da absorbéncia da solucdo, a 720 nm, estivesse em 0,70 + 0,02,
Dez microlitros da bebida foram pipetados em placa de 96 pocos e adicionados 190 uL da
solucdo diluida do radical ABTS. A leitura da absorbancia foi realizada a 720 nm e subtraida
da absorbancia do branco. A determinacdo da CA foi realizada utilizando-se uma curva
padréo de Trolox e os resultados expressos em pumol de Trolox/100 mL.

5.6. Andlise qualitativa dos méis — Hidroximetilfurfural (HMF)

O HMF pode ser determinado qualitativamente pela reacdo quimica chamada de
Reacédo de Fiehe (ANDRADE, 2006). Foram pesados 5 g de cada mel em béquer de 50 mL,
adicionados 5 mL de éter e a mistura foi agitada com o auxilio de um bastdo de vidro. A
camada eterea foi transferida para um cadinho e o éter evaporado em temperatura ambiente.
Em seguida, foram adicionadas ao residuo, cinco gotas de solugdo cloridrica de resorcina.
Apos 5 a 10 minutos, na presenca de glicose comercial ou de mel superaquecido, ha
surgimento de coloracdo vermelha, indicando que o mel pode ter sido adulterado por um

destes dois meios. Esta reacdo foi realizada em capela.

5.7. Analise de aceitacdo sensorial

A andlise de aceitacdo sensorial da bebida mista de maracuja, maca e mel foi realizada
por um grupo de 101 consumidores (83 mulheres e 18 homens) com idade entre 17 e 63 anos,
ndo-treinados, sendo estes funcionarios, estudantes e visitantes da Universidade Federal do
Rio de Janeiro (Anexo A). Foram avaliados os seguintes atributos: avaliacdo global, aroma,
sabor e utilizando uma escala hedonica de 0 (“desgostei extremamente”) a 9 (“gostei
extremamente”), além de perguntas sobre a frequéncia de consumo de bebidas mistas e mel.
Por fim foi avaliada a intengdo de compra por meio do emprego de escala nominal de cinco
pontos, tendo como pontos superior e inferior as expressoes “certamente ndo” e ‘“certamente
sim”, respectivamente, ¢ como ponto central “talvez sim, talvez nao”, de acordo com a
metodologia descrita por Meilgaard et al. (2006). Vinte e cinco mililitros da bebida a
aproximadamente 10 °C foram oferecidos, em copos plasticos com capacidade de 50 mL.

A anélise sensorial foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital
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Universitadrio Clementino Fraga Filho da UFRJ (N° 1.906.704). Todos os voluntarios

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo B).

5.8. Anédlise de compostos fendlicos por CLAE-DAD-EM

Amostras de 1 mL da bebida mista com adicdo do mel selecionado foram
centrifugadas por 10 minutos a 13.000 rpm e o sobrenadante foi utilizado para as andlises. O
sistema de cromatografia liquida (Shimadzu®, Japéao) incluiu uma bomba dupla LC-20AD,
injetor automatico SIL-20AHT, sistema CBM- 20A como controlador e degaseificador DGU-
20A5, detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A e um espectrémetro de massas
quadrupolo LCMS-2020 com ionizagé&o eletrospray (ESI).

A separacdo cromatografica dos compostos fenolicos foi realizada utilizando uma
coluna de fase reversa phenyl (5 um, 250 mm x 4,6 mm, Phenomenex®). A fase movel
consistiu em gradiente das solucbes de 1% acido formico em agua (eluente A) e acetonitrina
(eluente B), com fluxo de 1,0 mL/min. Antes da injec&o, a coluna foi equilibrada com 100%
do eluente A. Apo0s a injecdo da amostra, essa propor¢do diminuiu para 95% de A em 10
minutos, 85% de A em 30 minutos, 40% de A em 55 minutos e 0% do eluente A até 60
minutos. Entre as injecOes, intervalos de 10 minutos foram utilizados para re-equilibrar a
coluna com 100 % do eluente A. Os compostos fenolicos foram monitorados por detector
DAD de 190 a 370 nm (Wu et al., 2012). A identificacdo dos compostos foi realizada por
comparacdo com o tempo de retencdo e espectro de absorcdo do respectivo padrdo e a
quantificacdo realizada por calibracdo externa. Os dados de integracao foram adquiridos pelo
software LC solution (Shimadzu Corporation®, versdo 1.25, 2009).

A inferface ESI foi operada em modo negativo para auxiliar na identificacdo dos
compostos. As condi¢cdes de operacdo foram: voltagem do detecto, 0 kV; temperatura de
interface, 350 °C; temperatura da linha de dessolvacédo, 250 °C; fluxo de gas de nebulizacéo,

1,5 L/min; bloco de calor, 200 °C; fluxo de gas de secagem, 1,5 L/min.

5.9. Digestdo simulada in vitro

O modelo de digestdo simulada in vitro foi realizado de acordo com metodologia

descrita por Oomen et al. (2003), Fernandez e Labra (2013) e Lee et al. (2016). A fim de
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simular a fase oral, 6 mL de solucdo de saliva artificial (Tabela 1) foram adicionados a 2,0 g

da bebida mista liofilizada e agitado por 1 minuto a 37 °C sob agitacdo orbital a 260 rpm.

Tabela 1. Composigéo do fluido salivar artificial (por 1000 mL de solugéo).

Reagente Quantidade
NaCl (g) 175,3
Uréia () 25,0
Acido Urico (mg) 15,0
a-amilase (mg) 290,0
Mucina (mg) 25,0

Na simulacdo da fase gastrica, os frascos provenientes da fase oral foram adicionados
de 2,5 mL de fluido gastrico artificial contendo pepsina gastrica suina (Tabela 2) e o pH
ajustado para 2,0 com HCI 1 M. Em seguida, os frascos foram selados com septo de borracha,
a atmosfera modificada pela introducdo de nitrogénio, e em seguida, incubados a 37 °C por 2

horas sob agitacdo orbital a 260 rpm.

Tabela 2. Composicéo do fluido gastrico artificial (por 1000 mL de solucdo).

Reagente Quantidade
NaCl (g) 5,50
NaH2PO4 (g) 0,54
KCI (g) 1,64
CaCl; (9) 0,84
NH4CI () 0,62
Glicose (g) 1,30
Uréia (g) 0,17
Mucina () 6,00
Albumina bovina (g) 2,00
HCI concentrado (mL) 16,6
Pepsina gastrica suina (g) 5,28
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Posteriormente, para simular a fase intestinal, foi adicionada solucdo NaHCO3; 1 M
para o ajuste do pH para 6,0 nas amostras provenientes do frasco da fase gastrica. Em seguida,
foram adicionados 2 mL de fluido duodenal artificial contendo bile suina, pancreatina suina e
albumina bovina (Tabela 3), com auxilio de uma seringa para manter a anaerobiose do
sistema reacional. Os frascos foram incubados a 37 °C por 2 horas sob agitacdo orbital a 260

rpm

Tabela 3. Composicéo do fluido intestinal artificial (por 1000 mL de solugéo).

Reagente Quantidade
NaCl (g) 13,50
CaCl, (g) 0,41
NaHCO; (g) 7,98
KH2PO, () 0,12
KCI (g) 1,024
MgCl: (9) 0,075
Uréia (g) 0,275
Pancreatina suina (g) 8,0
Bile suina (g) 50,0
Albumina bovina (g) 2,4
HCI concentrado (mL) 0,37

5.10. Determinacdo de compostos fendlicos totais e analises da capacidade

antioxidante

Apos cada fase da digestdo (oral, gastrica e intestinal) foi realizada a analise de
determinacdo de compostos fendlicos totais, conforme no 5.4. Para a determinacdo da
capacidade antioxidante foram realizados o métodos de FRAP e TEAC de acordo com o

descrito no item 5.5.
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5.11. Determinacao da bactéria probidtica para fermentacdo ex vivo

A avaliacdo da atividade de bactérias probidticas foi realizada utilizando trés espécies:
Lactobacillus acidiphilus (LA), Lactobacillus plantarum (LP) e Bifdobacterium animalis
subsp. lactis BB12 (BA) com a finalidade de escolher a bactéria que seria capaz de hidrolisar
0 &cido 5-cafeoilquinico e gerar possiveis metabdlitos. Em ambiente de anaerobiose (10 % H,
10 % COy, 80 % N) as bactérias foram inoculadas em meio deMan, Rogosa e Sharpe (MRS)
e incubadas a 37 °C por 24h. Para o indculo, foram diluidos 75 pL deste crescimento em 435
pL de meio MRS fresco. Em seguida, 20 pL desta diluicdo de bactérias foram adicionados a
3.820 pL de meio MRS e 160 pL de acido 5-cafeiolquinico (concentracdo de 20 pg/mL).
Foram realizados trés controles: meio MRS sem in6culo (C1), meio MRS com cada espécie
bacteriana separadamente (C2) e meio MRS com 5-cafeiolquinico (C3). Amostras foram
coletadas nos tempos 0 e 24 h. Foram adicionados 100 pL de &cido tricloroacético 100 % a
500 pL da amostra e a mistura foi homogeneizada em vortex e, em seguida, centrifugada por
5 minutos a 13000 x g. O sobrenadante final foi filtrado em membrana de 0,22 um e as

analises em CLAE foram realizadas conforme descrito no item 5.8 (Wu et al., 2012).

5.12. Fermentacao col6nica ex vivo

5.12.1. Voluntarios

Trés voluntarios (uma mulher e dois homens) foram recrutados para doacdo
espontanea de fezes. Os critérios de inclusdo dos voluntarios foram: faixa etaria de 18 a 35
anos, indice de massa corporal dentro da faixa de eutrofia (18,5 a 24,9 kg / m?),
funcionamento intestinal regular (de duas evacua¢des ao dia a uma evacuacdo a cada dois
dias, de consisténcia normal). A consisténcia das fezes foi auto-relatada de acordo com escala
de Bristol que apresenta sete imagens e caracteristicas descritivas das fezes de acordo com a
forma e consisténcia (Martinez e Azevedo, 2012) (Anexo C).

Foram excluidos voluntarios com doencas gastrointestinais, DCNT, individuos que
fazem uso de suplementos nutricionais, antiinflamatorios, antibioticos, probidticos,
prebidticos ou simbidticos nos trés meses anteriores a coleta das fezes.

Os voluntéarios foram orientados a ndo ingerirem, por pelo menos dois dias antes da

coleta, alimentos ricos em compostos fenolicos (frutas em geral, hortalicas, sucos, bebidas
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alcodlicas, chés, café, cereais integrais e mel) ou que pudessem conter bactérias probidticas
(leite fermentado, kefir, kombucha). Foi orientada a realizacdo de um registro dos alimentos
nos dois dias pré-coleta (Anexo D).

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho da UFRJ (N° 1.906.704). Todos os voluntérios
assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo E).

5.12.2. Condigdes experimentais

O meio de cultura para fermentacdo ex vivo (Tabela 4) foi preparado de maneira pré-
reduzida e esterilizado em anaerobiose (PRAS, do inglés pre-reduced and anaerobically
sterilized). Para tal, o meio foi mantido sob fluxo constante de N, durante a distribuicdo em

tubos com septos de borracha em uma prensa

Tabela 4. Composicdo do meio rico em nutrientes utilizado para a dilui¢ao das fezes (por
1000 mL de meio).

Reagente Quantidade (g)
Peptona 2,0
Extrato de levedura 2,0
NaHCO; 2,0
CaCl, 0,01
NaCl 0,1
Pectina 2,0
Xilana 2,0
Goma arabica 2,0
Amido de batata 5,0
Caseina 3,0
Inulina 1,0

Uma aliquota (0,35 g) das fezes dos voluntérios foi utilizada para a fermentacdo ex
vivo sem bactérias probiéticas ou com a adicdo de bactéria probiética com o minimo de 10°
UFC/mL (Raimondi et al., 2015). As fezes foram diluidas no meio (10 mL), distribuidas em
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tubos e adicionadas do extrato final obtido ap6s o processo de digestdo simulada in vitro.
Essas etapas foram feitas em um sistema de tubo aberto sob canula com fluxo constante de
CO,. Os tubos foram incubadas a 37°C em agitacdo orbital a 40 rpm em anaerobiose . Os
tempos de incubagédo das amostras foram 0, 4 e 24 horas.

5.13. Anélise de compostos fendlicos e seus metabdlitos

Para a investigacao das etapas oral, gastrica e intestinal da digestdo simulada in vitro
(Figura 2) e fermentacdo coldnica ex vivo, experimentos paralelos independentes foram
realizados, de maneira que somente as aliquotas relativas a cada etapa da digestdo a ser

investigada fosse retirada do sistem

’ Fase Oral ‘ ’ Fase Oral + Fase Gastrica ‘ ’ Fase Oral + Fase Gastrica + Fase Intestinal ‘
Coletade 1mL dasolugéo Coleta de 1mL dasolugéo l l
Coleta de 1mL dasolugéo Fermentacao coldnica ex vivo

Figura 2. Esquema de coleta de amostras para analise de compostos fenolicos por
CLAE-DAD-EM.

Apos cada etapa da digestao in vitro (fase oral, gastrica e intestinal) e da fermentacao
colénica ex vivo (0, 4 e 24 horas), 1 mL do conteudo dos frascos foi coletado. Foram
adicionados 100 pL de é&cido tricloroacético 100% a 500 pL da amostra e a mistura foi
homogeneizada em vortex e, em seguida, centrifugadas por 5 minutos a 13000 x g. O
sobrenadante final foi filtrado em membrana 0,22 um e armazenado a -20 °C até 0 momento

das analises em CLAE, conforme descrito em 5.8.

5.14. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA das amostras dos voluntarios apds fermentacéo ex vivo, sem e com
adicdo da bactéria probiotica, foi realizada ap6s 24h conforme metodologia descrita por

Kriegel et al. (2011), com modificagcdes. Duzentos microlitros foram retirados a cada tempo
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da fermentacdo ex vivo e coletados em criotubo contendo micro particulas de vidro (0,1 mm
didmetro). Posteriormente, a este criotubo foram adicionados 500 uL de tampéo de lise 2x
(NaCl 100mM, Tris 10mM, EDTA 100mM, proteinase K 0,2 mg/ mL) e 210 ul de SDS 20%
em agua RNAse free. As amostras foram vortexadas e mantidas em temperatura ambiente por
1 hora. Foram adicionados 500 uL de Fenol saturado com tampao Tris pH 8,0 e 500 uL de
cloroférmio e homogeneizado. Os criotubos foram colocados em um agitador do tipo mini
bead beater (Biospect Products) por 2 minutos e em seguida adicionado 15 mg de PVPP e
vortexado por 1 minuto. As amostras foram centrifugadas por 3 minutos/ 4°C/ 13.000 rpm e a
fase aguosa removida para um novo criotubo. A fase aquosa foram adicionados 200 pL de
isopropanol -20 °C (1:1) e 20 pL de acetato de sédio 3 M (1:10) e incubada no gelo por 20
minutos. Apos centrifugacgdo (20 minutos/ 4 °C/ 13.000 rpm) o sobrenadante foi descartado e
0 pellet foi ressuspendido em 500 pL de etanol 100% (-20 °C), centrifugado (3 minutos/ 4
°C/ 13.000 rpm) e descartado o sobrenadante. Em seguida, as amostras foram adicionadas de
etanol 70%, foi centrifugada (3 minutos/ 4°C/ 13.000 rpm) e o sobrenadanete descartado. O
pellet foi novamente resuspendido, agora em 100 uL de Tris e EDTA (TE) com RNAse a
5mg/mL e incubado em banho seco a 45 °C por 30 minutos. Os tubos foram entdo mantidos a

-80 °C ate o momento da analise de PCR em tempo real.

5.15. Analise da microbiota fecal por PCR em tempo real

Os ensaios de PCR quantitativa em tempo real foram utilizados para quantificacao
relativa dos filos Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria e da classe Eubacteria e Y-
Proteobacteria na microbiota intestinal dos individuos do estudo através da amplificacdo de
regibes dos genes rss que codificam a subunidade ribossomal rRNA 16S (Tabela 5).

Para a quantificacdo relativa, a abundancia dos diferentes filos e classe foram
normalizadas pela determinacdo do ACt dos iniciadores universais para quantificacdo de
bactérias totais presentes na amostra. Os iniciadores utilizados estdo descritos na tabela

abaixo.

A uma mistura de reacdo contendo 6 pL de “SYBR green RT-PCR mix” (Life
Technologies), foram adicionados 0,2 uM de cada iniciador e 4 uL de DNA. O volume total
da reacdo foi ajustado com &gua para 12 uL. Foram utilizadas placas MicroAmp Optical 96-

well (Life Technologies) vedadas com filme 6tico adesivo MicroAmp® 96-Well Optical
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Adhesive Film (Life Technologies). Cada amostra foi analisada em duplicata para cada par de

iniciadores. Todas as corridas foram realizadas utilizando-se controles negativos sem adicéo
de DNA (NTC, do inglés “Non-Template Control”) para detec¢do de possivel contaminacéo

da reacéo.

Tabela 5. Iniciadores dos filos analisados no PCR em tempo real

Filo ou Classe Iniciadores Referéncia

Eubacteria F [5- ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT -3 Ferreiraet al. (2011)
R[5- ATTACCGCGGCTGCTGGC - 3]

Filo Bacteroidetes F [5"- CRAACAGGATTAGATACCCT -3]  Gregoriset al. (2011)
R [5- GGTAAGGTTCCTCGCGTAT - 3]

Filo Firmicutes F [5"- TGAAACTYAAAGGAATTGACG -3] Gregoriset al. (2011)
R [5"- ACCATGCACCACCTGTC - 37]

Filo Actinobacteria F [5- TACGGCCGCAAGGCTA -3] Gregoris et al. (2011)
R [5°- TCRTCCCCACCTTCCTCCG - 37]

Classe Y-Proteobacteria F[5- TCGTCAGCTCGTGTYGTGA -37] Gregoris et al. (2011)

R[5- CGTAAGGGCCATGATG — 3]

As reacOes de amplificacdo foram realizadas no equipamento StepOnePlus™ Real
Time PCR System (Life Technologies) programado para o seguinte ciclo: 50 °C / 2 min, 95 °C
/10 min; 95 °C/30s, 60 °C / 1 min (40 ciclos). Os resultados obtidos foram visualizados

através do StepOne™ Software v 2.3 (Life Technologies).

5.16. Analise estatistica

Os resultados, expressos como media + desvio padrao, foram avaliados por meio de
Analise de Variancia simples (One-way ANOVA) seguido de teste de Tukey ou Teste T nédo-
pareado, a 5% de significancia (p<0,05), para a comparacdo das médias. Para estas analises
foi utilizado o software GraphPad Prism® versdo 6.0. Posteriormente, foi realizada correlacéo
de Pearson entre as varidveis: sélidos solUveis, compostos fendlicos totais e atividades
antioxidantes (FRAP, DDPH e TEAC).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Analise das coordenadas colorimétricas

O valor de L* encontrado para a bebida controle foi 40,10 = 0,00, para a bebida com

o mel laranjeira, com o mel eucalipto, com o mel silvestre e com o0 mel assa-peixe foram
38,26 + 0,007, 38,43 £ 0,007, 38,48 £+ 0,006 e 38,37 + 0,007, respectivamente, apresentando
diferenca estatistica entre todas as amostras. Em comparagdo das quatro amostras, as amostras

com 0s méis eucalipto e silvestre apresentaram 0s maiores valores, porém ndo diferindo

estatisticamente conforme pode ser observado na Figura 3A.

(A) (B)
50 1 0.0 7
c b d i
40 - -0.2
30 -0.4 1 b b
———
20 061 , 2
-0.8 1
0 T T T -10 T T T T
e S a-p c | e a-p
(©)
251
20 a c c b c
151
101
5-
0' T T T T Z
C (¢} E M A-P

Figura 3. Coordenadas colorimétricas L* (A), a* (B) e b* (C) em bebidas mistas controle (c),

acrescidas de mel laranjeira (I), eucalipto (e), silvestre (s) ou assa-peixe (a-p). Letras

diferentes indicam que houve diferencga significativa pelo teste One-Way Anova a 5% de

probabilidade.
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O valor de a* encontrado para a bebida controle foi -0,52 + 0,007, para a bebida com
o mel laranjeira foi -0,37 £+ 0,006, para a bebida com o mel eucalipto foi -0,49 + 0,01, para a
bebida com o mel silvestre foi -0,56 + 0,01 e para a bebida com o mel assa-peixe foi -0,34
0,02. As amostras que diferiram do controle foram laranjeira e assa-peixe. E em comparacao
das quatro amostras com os diferentes tipos de mel, as amostras eucalipto e silvestre
apresentaram os menores valores, ndo diferindo estatisticamente entre si conforme pode ser
observado na Figura 3B.

Os valores de b* encontrados para a bebida controle foi 19,51 + 0,007, para a bebida
com o mel laranjeira foi 18,35 £ 0,007, para a bebida com o mel eucalipto foi 18,38 + 0,02,
para a bebida com o mel silvestre foi 18,55 + 0,009 e para a bebida com o mel assa-peixe foi
18,40 + 0,012. As amostras que diferiram do controle foram laranjeira e assa-peixe. E em

comparacgdo das quatro amostras com 0s méis, a amostra silvestre apresentou o maior
valor estatisticamente conforme pode ser observado na Figura 3C

Os valores de AE*, que corresponde a diferenca entre a bebida controle e a bebida
com mel laranjeira, eucalipto, silvestre e assa-peixe foram: 2,18, 2,06, 2,02, 1,88 unidades
CIELab, respectivamente. Estudos anteriores consideram uma faixa de 0,38 - 0,73 unidades
CIELab como os valores limiares e mais de 1,75 unidades CIELab como acima do limiar,
enquanto o valor superior a 5 unidades CIELab podem consideradas como visualmente
distinguiveis (MELGOSA et al., 1997; OBON et al., 2009). Desta forma os valores obtidos

neste estudo apresentam-se acima do limiar, porém ndo visualmente distinguiveis.

6.2. Teor de solidos solUveis

O valor encontrado para a bebida controle foi de 4,33 + 0,03, para a bebida com mel
laranjeira foi de 7,93 = 0,03, para a bebida com mel eucalipto foi de 8,2 + 0,0, para a bebida
com mel silvestre foi de 8,03 £ 0,03 e para a bebida com mel assa-peixe foi de 7,93 + 0,03.
Todas as amostras diferiram da bebida controle e entre as quatro amostras com 0s méis, a
amostra eucalipto apresentou o maior valor conforme pode ser observado na Figura 4.

Os dados demonstram que a adi¢do do mel aumentou o teor de sélidos sollveis em

média 1,85 vezes (em média 3,7 °Brix), sendo esses sélidos principalmente acucares
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(CHITARRA e CHITARRA, 2005). O mel apresenta altos teores de acucar (glicose e frutose)
que correspondem juntas a aproximadamente 85% de sua composicdo (SILVA et al., 2003).

O teor de solidos soltveis da bebida controle que consiste em maracuja, maga e agua
é inferior ao teor de sucos integrais de maracuja e maca, pois a adi¢ao de agua dilui os s6lidos
soltveis (YAMAMOTO et al., 2015).

104
b a b b

| 7

°Brix

Figura 4. Teor de sélidos soliveis em bebidas mistas controle (c), acrescidas de mel
laranjeira (l), eucalipto (e), silvestre (s) ou assa-peixe (a-p). Letras diferentes indicam que

houve diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

6.3. Determinacao de compostos fendlicos totais (CFT)

As andlises foram realizadas com a bebida mista sem a adicdo de mel, chamada de
bebida controle e as bebidas com adicdo dos méis: laranjeira, eucalipto, silvestre e assa-peixe.
Os resultados foram expressos em mg EAG/100 mL de bebida mista, onde o resultado para a
bebida controle foi de 127 + 2,3 mg EAG/100 mL, para a bebida com mel laranjeira foi de
193,4 + 4,63 mg EAG/100 mL, para a bebida com mel eucalipto foi de 167,9 + 2,04 mg
EAG/100 mL, para a bebida com mel silvestre foi de 195,1 + 8,06 mg EAG/100 mL e para a
bebida com mel assa-peixe foi de 205,6 + 7,75 mg EAG/100 mL. Todas as amostras diferiram
do controle e entre as quatro amostras com 0s meis, as que apresentaram os maiores valores,
sem diferenca estatistica foram: laranjeira, silvestre e assa-peixe, conforme pode ser
observado na Figura 5. Apdés a adicdo do mel, a bebida aumentou em média 1,55 vezes o seu
teor de compostos fendlicos totais.

Toydemir et al. (2015) avaliaram o conteudo de polifendis totais de nove tipos de

chés adicionados de mel de flores, dentre eles seis apresentaram aumento de até 1,69 vezes
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Celep e Yesilada (2017) observaram que ap6s a adi¢ao de mel floral em amostras de café

fresco e soltvel, houve aumento de 1,18 e 1,1 vezes, respectivamente, de polifenois totais.

2501

mg EAG/100mL

Figura 5. Compostos fendlicos totais em bebidas mistas controle (c), acrescidas de mel
laranjeira (1), eucalipto (e), silvestre (s) ou assa-peixe (a-p). Valores expressos em miligrama
equivalente de acido galico por 100 mL de amostra (mg EAG / 100mL). Letras diferentes

indicam que houve diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Ozdatl et al. (2014) avaliaram o efeito da adicdo do mel sobre nove diferentes tipos de
cha e observaram um aumento em média 11,2 vezes o conteudo de compostos fendlicos, o
que pode ser justificado pela interacdo entre os componentes do mel e os componentes dos
chés. Pereira et al. (2015) avaliaram a adicdo de trés tipos de mel, de coloragéo diferentes, a
infusdes e observaram em média um aumento de 1,2 vezes no teor de fenolicos, sendo o mel
de coloracdo mais escura 0 que conferiu maior aumento. Sendo assim, a adicdo do mel se

mostrou favoravel para o aumento do contetudo de compostos fendlicos destas bebidas.

6.4. Analises da capacidade antioxidante (CA) pelo método de FRAP, DPPH e TEAC

Na analise da capacidade antioxidante por FRAP, todas as amostras diferiram do
controle e entre as quatro amostras com 0s méis, as que apresentaram os maiores valores, sem
diferenca estatistica foram: laranjeira, silvestre e assa-peixe. A bebida mista com o mel
eucalipto apresentou o menor valor diferente de todas as amostras analisadas, inclusive do

controle (Tabela 6).

Na analise da capacidade antioxidante por DPPH, as bebidas contendo os méis
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eucalipto ou assa-apeixe ndo apresentaram diferenca significativa do controle e as bebidas que
continham os méis laranjeira ou silvestre apresentaram diferenca significativa da bebida
controle, mas nao diferiram entre si. Apos a adicdo do mel, a bebida aumentou em média 1,66
vezes a sua capacidade antioxidante pelo radical DPPH (Tabela 6).

Tabela 6. Capacidade antioxidante pelos métodos de FRAP, DPPH e TEAC em bebidas

mistas controle, acrescidas de mel laranjeira, eucalipto, silvestre ou assa-peixe.

Capacidade Antioxidante

Bebida mista FR,?P ( mmol DPPH (% de TEAC (pM
Fe*™?/100 mL) inibicdo) Trolox/100 mL)
Controle 109,73 + 0,45 5,27 + 0,59° 38,83+ 0,51°
Laranjeira 140,79 + 1,89° 9,41 +1,27% 70,36 + 2,72°
Eucalipto 97,91 + 4,91° 6,76 + 0,67*° 50,43 + 3,71°
Silvestre 149,88 + 6,10° 10,13 + 2,38° 71,25 +2,72°
Assa-peixe 139,12 + 5,45 8,82 + 0,85%" 74,68 + 1,89

Letras mindsculas diferentes ha mesma coluna indicam diferenca significativa entre as bebidas

contendo os diferentes méis (One-Way Anova, p<0,05).

Toydemir et al. (2015) avaliaram a capacidade antioxidante pelo radical DPPH de
nove tipos de chas adicionados de mel de flores, dentre eles, quatro apresentaram aumento de
até 1,45 vezes. Pereira et al. (2015) também avaliaram o efeito da adicdo do mel sobre
diferentes combinagdes de infusbes e os resultados indicaram que a adicdo teve efeito
sinérgico em todas as amostras, com um aumento, em média, de 2,5 vezes a capacidade
antioxidante pelo radical DPPH e de 1,8 vezes quando avaliada pelo método FRAP.

Na andlise de TEAC, todas as amostras diferiram do controle e entre as quatro
amostras com os méis, aquelas que apresentaram os maiores valores sem diferenca estatistica
entre si foram com os méis: laranjeira, silvestre e assa-peixe.

Ao correlacionar o teor de sélidos solGveis com a capacidade antioxidante e 0s
compostos fendlicos totais, observou-se correlacdo negativa (Tabela 7). O teor de sélidos
soluveis foi inversamente proporcional ao teor de compostos fendlicos e a capacidade
antioxidante, por todos os métodos, o que pode ser devido a concentra¢do de agucar no mel
que complexaria com possiveis compostos da bebida (ZHANG et al., 2009). A partir destes
dados, o mel eucalipto foi excluido da escolha, pois a bebida que continha este mel apresentou

0s menores valores de compostos fendlicos totais e CA.
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Tabela 7. Correlacdo de Pearson entre as analises de teor de sdlidos solUveis, compostos
fendlicos totais e capacidade antioxidante (FRAP, DPPH e TEAC).

TSS | CFT | FRAP | DPPH | TEAC

TSS 1,00 -0,92 -0,83 -0,74 -0,94
CFT -0,92 1,00 0,89 0,78 0,98
FRAP -0,83 0,89 1,00 0,98 0,95
DPPH -0,74 0,78 0,98 1,00 0,87

TEAC -0,94 0,98 0,95 0,87 1,00

A correlagdo dos compostos fenolicos com os diferentes métodos de analise de
capacidade antioxidante foi moderadamente positiva para o radical DPPH (R?*= 0,7802, p<
0,05) e fortemente positiva para as analises de FRAP (R* = 0,8859, p< 0,05) e TEAC (R*=
0,9848 p< 0,05). Com este resultado escolhemos realizar a determinacdo da CA nas amostras
de cada fase da digestao in vitro apenas por FRAP e TEAC.

6.5. Analise qualitativa do mel - Formacéo de hidroximetilfurfural (HMF)

O HMF é um composto organico facilmente extraido com éter. E entdo promovida a
extracdo por solvente e ao reagir o HMF com a resorcina, hd a formacdo de um complexo de
cor vermelha. As amostras de mel laranjeira, eucalipto e silvestre apresentaram uma coloragéo
amarelada, indicando presenca de HMF, porém dentro do esperado, permitido em legislacéo.
O mel assa-peixe apresentou coloracdo rosada indicando presenca de HMF acima do
permitido, indicando que o mesmo pode ter sido adulterado pela adicdo de acglcar ou
aquecimento (CANO et al., 2005). Com o resultado desta andlise, o0 mel assa-peixe foi
descartado da escolha para seguimento das analises. Apos as analises anteriores o mel O mel
escolhido para seguimento das analises foi o silvestre por ser mais comercializado e de mais
facil acesso pela populacdo (KOMATSU, et al. 2002)

6.6. Ficha técnica da preparagéo

Para o calculo do peso bruto (PB) foi multiplicado o peso liquido (PL) pelo fator de

correcdo (Fc). A maca apresentou fator de correcdo 1,0, pois ndo ocorreu retirada da casca,
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semente e caule para o preparo do suco, uma vez que foi utilizada apenas uma parte da fruta.
Para os célculos da quantidade total, o PB foi multiplicado pelo nimero de porgoes.

O custo unitério teve como fonte de valor de mercado o supermercado P&o de Acucar
(www.paodeacucar.com/ Acessado em: 06/12/2016) e refere-se ao custo da unidade utilizada
na ficha técnica. Os célculos para custo total de cada ingrediente foram obtidos pela

multiplicacdo do custo unitario pela quantidade total. Por fim, o custo da porc¢do refere-se ao

somatorio dos custos totais dos ingredientes (Figura 6).

FICHA TECNICA DE PREPARACAO

| N

PREPARACAO: Bebida mista de maracuja, macé e mel

| N° DE PORGOES: 1

INGREDIENTES | UND PER CAPITA Quantidade Medidas Custo | Cust

PL |FC| PB Total Caseiras Unitario 0
* Tota

I

Agua filtrada L 0,140 | 1 | 0,140 0,140 Y5 cOpO R$ 1,00 |R$
americano 0,14

Polpa de L 0,025 | 1 | 0,025 0,025 Y, copo R$ 22,00 | R$
maracuja azedo in americano 0,55

natura

Maca gala Kg 0,060 | 1 | 0,050 0,050 Y unidade R$520 |R$
pequena 0,26

Mel Kg 0,009 | 1 | 0,009 0,009 1 colher de R$ 53,00 | R$
sobremesa 0,48

TECNICA DE PREPARO

1. Lavar e sanitizar a maca com solucéo de hipoclorito de sédio a 100 ppm durante 15

minutos.

2. Lavar, cortar ao meio, retirar e reservar a polpa do maracuja.

3. Cortar a maca em cubos com a casca.

3. Colocar em liquidificador a polpa de maracuja, a agua e a maga.

4. Coar 0 suco com peneira.

5. Adicionar o mel ao suco coado.
* Fonte dos calculos: Supermercado P&o de aclcar

Custo Total

Custo por Porcédo

R$ 1,43

R$ 1,43

Figura 6. Ficha técnica de preparacao da bebida mista de maracuja, macad e mel.

6.7. Analise de aceitacao sensorial

O resultado da andlise de aceitagdo sensorial indica que a bebida mista de maracuja,

maca e mel apresentou boa aceitacdo pelos avaliadores, onde os atributos de avaliagdo global
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e sabor obtiveram médias equivalentes a “gostei moderadamente” e 0s atributos de aroma
ecor equivalente a “gostei muito” (Tabela 8). Moreira (2010) observou que a adi¢cdo do mel
no néctar de goiaba ndo influenciou negativamente o atributo cor e em relagcdo ao sabor o
atributo apresentava-se dentro da faixa de aceitabilidade, assim como Silva et al. (2008) com
0 néctar de caju adocado com mel. No presente trabalho, o atributo sabor apresentou a menor
nota. A partir dos comentéarios dos avaliadores pode-se inferir que esta nota esté relacionada
com o fato de que os mesmos esperavam sabor mais marcante do maracuja e que a bebida
mista apresentava sabor suave, o que pode ser explicado pela diluicdo em agua e adi¢do da
macd. Em relacdo a avaliacdo global, Silva et al. (2008) e Moreira (2010) encontraram

respostas entre “gostei ligeiramente” e “gostei muito”.

Tabela 8. Pontuacao reportada pelos consumidores (n=101) para a bebida mista de maracuja,

maca e mel.
Atributos
Cor Aroma Sabor Avaliacéo
Global
Bebida mista de 8,02 + 1,09 8,42 + 0,77 753+1,22 (7,76 +£0,91
maracuja, maca
e mel

O questionario da analise de aceitacdo sensorial (Anexo A) além de avaliar os
atributos da bebida mista apresentava quatro perguntas relacionadas ao consumo da bebida.
Ao serem questionados se consumiam algum tipo de bebida mista (mais de 1 ingrediente),
39,6 % dos avaliadores relataram que seu consumo era moderado tendo em sua maioria
indicado a frequéncia de 2 vezes por més. Apesar disso, 0 consumo de bebidas mistas a base
de frutas misturadas aumentou significativamente nos ultimos anos, tornando-se um dos
setores da industria alimenticia com maior crescimento em todo o0 mundo (SLOAN, 2005).

Sobre a frequéncia do consumo de mel, 37,62% dos avaliadores relataram que o
mesmo era ocasional, tendo em sua maioria indicado a frequéncia de 5 vezes ao ano. Aos
avaliadores que consomem o mel foi questionado seu uso em bebidas e 61,8 % relataram que
ndo utilizam em bebidas. As bebidas mais relatadas pelos que adicionavam o mel foram o cha

(31,42 %) e sucos (17,14 %). Por fim, foi investigada a inten¢do de compra do produto onde
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61 % dos avaliadores indicaram a opg¢ao “possivelmente sim”.

Como pdde ser observado a frequéncia de consumo de mel pelos avaliadores é
relativamente baixa. No ano de 2014 foi registrado um consumo médio anual de 49 g no
Brasil, muito diferente de paises como Estados Unidos (910 g/ano) e Suica (1.500 g/ano)
(MAPA, 2015). A maior parte do seu consumo € na forma habitual, pois grande parte da
populacéo o considera como um remédio natural (CHEUNG e GERBER, 2009). A utilizagao
do mel em bebidas seria um meio de aumentar o consumo do mesmo. Silva et al. (2008) e
Moreira (2010) encontraram resultados positivos para a intencdo de compra do néctar de caju
adocado com mel e néctar de goiaba adogado com mel, respectivamente. As categorias que
apresentaram maior frequéncia foram “talvez comprasse/talvez nao” e “provavelmente
compraria”, similar ao encontrado no presente estudo onde a maioria dos avaliadores indicou

que “possivelmente sim” comprariam o produto.

6.8. Determinacdo de compostos fendlicos totais apos a digestdo in vitro (fases oral,

gastrica e intestinal)

As mudancas no conteudo de compostos fenolicos da bebida mista ao longo do
processo de digestdo in vitro podem ser observadas na Figura 7. Os resultados foram: para a
fase oral foi de 282,4 + 10,6 mg EAG/100 g, para a fase gastrica foi de 351 + 8,4 mg
EAG/100 g e para a fase intestinal foi de 377,8 + 6,8 mg EAG/100 g. Na fase gastrica ocorreu
um aumento do contetddo de compostos fendlicos de 1,24 vezes e na fase intestinal 0 aumento
foi de 1,34 vezes. Apesar de ter ocorrido aumento no contetdo de compostos fendlicos em

ambas as fases, ndo houve diferenca estatistica entre elas.
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Figura 7. Compostos fendlicos totais da bebida mista durante as fases da digestdo in vitro
(oral, géstrica e intestinal). Letras diferentes indicam que houve diferenca significativa pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os resultados encontrados estdo de acordo com a literatura. Attri et al. (2017),
avaliaram o teor de CFT e capacidade antioxidante de sucos de frutas e encontraram aumento
significativo no teor de CFT nas fases gastrica e intestinal. Um dos sucos analisados
aumentou os CFT 4,15 vezes apds a fase gastrica e 4,4 vezes ap0s a fase intestinal. Wootton-
Beard et al. (2011) também observaram um aumento ap0s a fase gastrica nos 23 sucos

analisados, onde o maior aumento consistiu em 1,67 vezes e apés a fase intestinal o maior

aumento foi de 1,28 vezes. Jayawardena et al. (2015) avaliaram 22 sucos e dentre eles 2
apresentaram aumento significativo na fase gastrica e 15 apresentaram aumento na fase
intestinal de até 1,21 vezes. No entanto, estudos com chocoberry, gengibre e manjericéo,
isolados ou combinados, mostraram resultados contrarios, apresentando diminuicdo no
contetido ap6s as fases gastricas e/ou intestinal (BERMUDEZ-SOTO et al., 2007; YANG et
al., 2016).

O aumento de CFT ao longo da digestao simulada pode ser devido ao baixo pH e acédo
das enzimas digestivas, principalmente da fase gastrica, que seriam capazes de hidrolisar
alguns compostos fendlicos ligados a carboidratos e proteinas da matriz alimentar (SAURA-
CALIXTO et al., 2007). As discrepancias entre os resultados encontrados e a literatura, por
sua vez, podem ser por possiveis a¢Oes sinérgicas ou antagonistas dependendo da matriz
alimentar ou das diferentes condi¢Ges experimentais utilizadas (RICE-EVANS et al., 1997,
MANACH et al., 2005; GAYOSO et al., 2016).
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6.9. Analises da capacidade antioxidante (CA) pelo método de FRAP e TEAC ap6s a
digestao in vitro (fases oral, gastrica e intestinal)

Uma vez que a liberacdo dos compostos fendlicos da matriz alimentar é fundamental
para a sua absorcdo, a simulacdo in vitro do trato digestério humano em condigdes
controladas (pH, sais biliares, enzimas gastricas e pancreaticas, tempo e temperatura) €
importante para verificar possiveis mudangas na estrutura quimica, as quais podem afetar sua
biodisponibilidade, bem como a capacidade antioxidante e portanto, proporcionar para
possiveis efeitos benéficos & salide (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009; CARBONELL-
CAPELLA et al., 2014).

Os resultados obtidos pelo método de FRAP foram expressos em mmol Fe*?/100 g
de bebida liofilizada. A fase oral apresentou o valor de 991,1 + 20,13 mmol Fe*?/100 g, para a
fase gastrica foi de 1.309,0 + 39,42 mmol Fe*?/100 g, para a fase intestinal foi de 1.285,9 +
71,4 mmol Fe*?/100 g.

Os resultados obtidos pelo método de TEAC foram expressos em mmol Trolox/100g
de bebida liofilizada. A fase oral apresentou o valor 1.890,1 + 23,4 mmol Trolox/100 g, para a
fase gastrica foi 2.454,8 + 37,7 mmol Trolox/100 g e para a fase intestinal foi de 3.002,5
86,6 mmol Trolox/100g. A fase intestinal apresentou a mesma CA que a fase gastrica pelo
método FRAP, com um aumento de 1,32 e 1,30 vezes, respectivamente, em compara¢do com
0 inicio da digestdo (Figura 8A). E pelo método TEAC as fases diferiram entre si e 0 maior

teor encontrado foi na fase intestinal, apresentando um aumento de 1,59 vezes (Figura 8B).
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Figura 8. Capacidade Antioxidante pelos métodos de FRAP (A) e TEAC (B) das fases da
digestdo in vitro (oral, gastrica e intestinal). Letras diferentes indicam que houve diferenca

significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Ryan e Prescott (2010) avaliaram a CA ap06s a digestdo in vitro de 25 sucos e
encontraram que para a andlise de FRAP, 12 sucos apresentavam aumento, alcan¢ando
valores até 2,34 vezes maiores ap6s a digestdo. Jayawardena et al. (2015) analisaram 22 sucos
e dentre eles, 21 apresentaram aumento na fase gastrica, sendo o maior valor de 1,55 vezes e
na fase intestinal aproximadamente 2 vezes. Wootton-Beard et al. (2011) tambeém observaram
um aumento na CA apds a fase gastrica nos 23 sucos analisados, onde o maior aumento
consistiu em 1,67 vezes e apos a fase intestinal, o maior aumento foi de 2,72 vezes. Attri et al.
(2017) avaliaram a CA pelo método de TEAC de 6 sucos de duas marcas diferentes. Dois
sucos apresentaram aumento na fase gastrica com valores até 21 vezes maior do que afase
oral. Todos os sucos apresentaram aumento na CA na fase intestinal seguindo o mesmo
padrédo para compostos fendlicos totais.

Outros estudos que avaliaram a CA apés a digestdo in vitro encontraram uma
diminuicdo na CA, o que pode ser devido ao tipo de analise empregada, como por exemplo,
analisar a CA de compostos bioativos especificos e ndo a CA do conjunto de substancias
presentes na amostra. Quando os compostos passam por mudancas de pH e pela acdo de
enzimas digestivas, podem gerar outros compostos/metabolitos com formas estruturais
diferentes e ao se analisar a capacidade em compostos especificos pode-se subestimar a CA
(BERMUDEZ-SOTO et al., 2007; YANG et al., 2016).

6.10. Perfil dos compostos fenolicos na bebida mista e apos sua digestao in vitro (fases

oral, gastrica e intestinal)

Foram encontrados quatro compostos fendlicos na bebida mista, sendo eles um
derivado do &cido hidroxibenzdico (&cido galico), um derivado do acido hidroxicindmico
(&cido 5-cafeoilquinico) e dois derivados de flavonois (quercetina e rutina). Nas fases oral,
gastrica e intestinal foram encontrados dois derivados do acido hidroxicindmico (acido 5-
cafeoilquinico e acido 3-cafeoilquinico) e dois derivados de flavondis (quercetina e rutina)
(Anexo F-I).

Dentre 0s compostos encontrados na bebida mista, 0 maracuja pode ter contribuido no
teor de quercetina, além da macd (BOYER e HAI-LUI, 2004; KONTA et al., 2014). A magd
pode também ser responsavel pelos teores de acido 5-cafeoilquinico e acido galico (BOYER e
HAI-LUI, 2004; MALEC et al., 2014) e o mel pode ser uma das fontes de &cido galico, rutina
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e quercetina (LIANDA et al., 2012). Tais contribuicdes demonstram que a mistura desses
ingredientes é benéfica para o enriquecimento nutricional da bebida, visto que nenhum dos
ingredientes utilizados na bebida mista, por si s6, possui todos os compostos encontrados.

Ao final da digestdo in vitro é possivel verificar um aumento no teor total de
compostos fendlicos quando comparado a bebida mista, sendo o éacido 5-cafeoilquinico o
composto que estaria influenciando em maior escala este resultado (Tabela 9).

Tabela 9. Teores (ug / 100 g bs) de compostos fendlicos da bebida mista e ap6s a digestdo in
vitro (oral, gastrica e intestinal).

Composto Bel_nda Oral Gastrica Intestinal
mista

Acido galico 2913,6+0,0°

Acido 5-cafeoilquinico  3017,9+0,0% 4501,2+376,5°* 5570,4+327,0*  6197,2+6,7*"

Acido 3-cafeoilquinico* 2925,7+138,3*®  3157,2+332,6*® 2543,5+116,5°°

Quercetina 1878,7+0,0°°  1227,3+15,1°¢  1734,2+2222*°  1303,2+83,8"

Rutina 2386,5+0,0°°  2158,3+3,8°®  1534,0+356,6°C 1488,4+81,3"

Total 10.196,7 10.812,5 11.995,8 11.532,3

Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as etapas (One-Way
Anova, p<0,05). Letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre
compostos (One-Way Anova, p<0,05).

! Os teores de acido 3-cafeoilquinico foram calculados utilizando o cido 5-cafeoilquinico como
composto padréo.

6.10.1 Acido galico

O écido gélico foi o segundo, em concentracdo, encontrado na bebida, entretanto, a
partir do inicio da digestdo in vitro (fase oral) ele ndo foi mais detectado (Tabela 9).

Hossain et al. (2014) observaram que a saliva era capaz de proteger contra o dano ao
DNA causado por pirogalol polifendis, como o &cido galico. O componente da saliva que
demonstrou ser o principal responsavel por se ligar ao pirogaloil, um polifenol, foi a a-
amilase através da interacdo hidrofobica com anéis aromaticos (GYEMANT et al., 2009).

Esta interacdo poderia, em parte, justificar a auséncia deste composto ja na fase oral.
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6.10.2. Acido 5-cafeoilquinico e 3-cafeoilquinico

O é&cido 5-cafeoilquinico foi encontrado majoritariamente tanto na bebida mista quanto
nas diferentes fases da digestdo in vitro (oral, gastrica e intestinal). A bebida mista ao passar
pela fase oral apresentou um aumento de 49% do composto, ao passar pela fase gastrica
houve um acréscimo de 35 % e na fase intestinal um acréscimo de 21%, ou seja, ao final da
digestdo foi observado um aumento total de 105% do &cido 5-cafeoilquinico (Tabela 9).

Rodriguez-Roque et al. (2013) também observaram aumento do &cido 5-cafeoilquinico
apo6s a fase gastrica. Os autores sugerem que a estabilidade fendlica dependa de alguns
fatores, como as propriedade fisico-quimicas do composto além da sua interacdo com
constituintes da dieta e constituintes da fase gastrica, uma vez que o pH e as enzimas
presentes no estbmago, como a pepsina, poderiam liberar o composto ligado a carboidratos da
matriz alimentar (SAURA-CALIXTO et al., 2007).

O é&cido cafeico € um composto que pode ser encontrado apds a digestdo in vitro,
principalmente apds a fase intestinal, devido a quebra do acido 5-cafeoilquinico. Este

composto ndo foi encontrado o que pode ser, em parte, devido a falta de atividade da esterase

na pancreatina comercial utilizada ou pela auséncia de atividade significativa de esterase do
limen intestinal, o que foi observado em estudos com pacientes ileostomizados (OLTHOF et
al., 2001; BERMUDEZ-SOTO et al., 2007; RODRIGUEZ-ROQUE et al., 2013).

O éacido 3-cafeoilquinico foi encontrado na fase oral da digestdo simulada, se
mantendo estavel nas fases gastrica e intestinal. Nas trés fases, ele foi 0 segundo composto
que apresentou maiores teores (Tabela 9).

Bermudez-Soto et al. (2007) observaram a diminuicdo nos niveis de acido clorogénico
(acido 5-cafeoilquinico) e a formacdo de acido neoclorogénico (acido 3-cafeoilquinico)
durante a fase intestinal e atribuiu essa alteracdo ao aumento do pH final. N&o foi observado
diminuicdo do acido 5-cafeoilquinico concomitante ao aumento do acido 3-cafeoilquinico,

O aparecimento do acido 3-cafeoilquinico pode ser devido, em parte, a isomerizacao
do &cido 5-cafeoilquinico e do acido 4-cafeoilquinico (composto ndo encontrado durante a
digestdo deste estudo). Este fenbmeno acontece em maior escala em pH béasico (pH 7,0),
porém também ocorre em pHs mais baixos (pH 3,0) (XIE et al., 2011).

Sendo assim, os valores encontrados podem ser devido a total isomerizacdo do acido
4-cafeoilquinico ao 3-cafeoilquinico e isomerizacdo do &cido 5-cafeoilquinico, uma vez que

ndo apresentou diminuicdo dos teores, provavelmente por liberacdo gradual da matriz
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alimentar ao longo da digestao.

6.10.3 Quercetina e rutina

Apbs a fase oral, a quercetina teve diminuicdo de 37% e em seguida o teor se
reestabeleceu, chegando a valores similares ao encontrado inicialmente na bebida mista. Na
fase intestal houve um decréscimo de 32%, o0 que torna a sua concentracdo final equivalnete a
da fase oral (Tabela 9). A quercetina foi 0 composto minoritario encontrado na bebida mista e
em todas as fases da digestdo in vitro.

O aumento do teor de quercetina apds a fase gastrica da digestdo in vitro também foi
observado por Hur et al. (2013) que realizaram a digestdo simulada in vitro de extrato de
cebola. Esse resultado pode estar relacionado a deglicosilagdo de outros flavonoides presentes
na bebida mista, como a rutina, sendo a quercetina sua forma aglicona.

A reducdo da concentracdo de flavonoides no trato digestorio, apos a digestdo
intestinal, pode ser devida a alta instabilidade sob condicdes alcalinas (pH 7,4) prevalente no
intestino delgado (BERMUDEZ-SOTO et al., 2007). N&o houve diferenca significativa no
teor da rutina entre a bebida mista e o primeiro estagio da digestdo in vitro, a fase oral. Na
fase gastrica houve um decréscimo de 36%, o qual se manteve na fase intestinal (Tabela 9).

E possivel observar uma relacdo inversa entre o teor de quercetina e rutina na fase
gastrica. A rutina, também conhecida como quercetina-3-rutinosideo, pode ter sido
deglicosilada a quercetina aglicona, justificando sua diminuicdo a partir da fase gatrica
(MANACH et al., 1997; LOPEZ DE LACEY et al., 2012). A maioria da rutina encontrada na
matriz alimentar passa intacta pelo limem intestinal, sem ser absorvida, alcancando o célon
de individuos saudaveis ou emerge no liquido ileal no caso de individuos com uma
ileostomia, além de poder ser deglicosilada pelas bactérias coldnicas (DAY e WILLIAMSON,
2001).

6.11. Determinacédo da bactéria probidtica utilizada no estudo

A atividade enzimatica das bactérias probidticas é variavel entre os géneros, cepas €
estirpes, assim como as atividades de glicosidase ou raminosidase, sdo especificas para cada

substrato, atuando de modo diferente em compostos distintos (OTIENO et al., 2005;
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AMARETTI et al., 2015). Assim, a eficiéncia da bioconversdo deve ser testada para cada
composto fendlico de interesse.

Para a escolha da bactéria probiotica a ser utilizada no estudo foi testada a eficacia da
conversdo do 4cido 5-cafeoilquinico em seus metaboélitos. Tal composto foi escolhido por ser

0 majoritario na bebida mista.

As bactérias probidticas testadas foram: Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12,
Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus plantarum. Trabalhos descritos na literatura
demonstram a conversdo do &cido 5-cafeoilquinico em seus metabdlitos pelas trés cepas
(FRITSCH et al., 2016; RAIMONDI et al., 2015; KIM e BAIK, 2015).

ApOs 24 horas de incubacdo do acido 5-cafeoilquinico com cada bactéria
separadamente, apenas a Lactobacillus acidophilus ndo apresentou diferenca significativa. As
outras duas bactérias testadas apresentaram redugéo do teor de acido 5- cafeoilquinico, porém
ndo foram identificados os metabdlitos do composto testado (Figura 9).
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Figura 9. Percentual de 4acido 5-cafeoilquinico nos tempos Oh e 24h incubados com
Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12 (A), Lactobacillus acidophilus (B) ou

Lactobacillus plantarum (C). Letras diferentes indicam que houve diferenga significativa pelo
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teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Ao comparar as trés bactérias probioticas em relagdo ao % do &cido 5-cafeoilquinico
encontrado ap6s 24 horas de incubacdo, o Lactobacillus plantarum e Bifidobacterium
animalis subsp. Lactis BB12 ndo apresentaram diferenca significativa (Figura 10). Na analise
da fermentacdo ex vivo, essa reducdo poderia ser analisada mais profundamente por meio da

utilizacdo do LC-EM para detectar possiveis metabolitos.

150 -
100 - b

504

% do acido 5-cafeiolquinico

Figura 10. Percentual de é&cido 5-cafeoilquinico no tempo de 24 h incubados com
Lactobacillus acidophilus (L.A), Lactobacillus plantarum (L.P) e Bifidobacterium animalis
subsp. Lactis BB12 (B.A). Letras diferentes indicam que houve diferenca significativa pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A bacteria escolhida para seguimento das analises foi a Bifidobacterium animalis
subsp. Lactis BB12, pois além de reduzir o teor de acido 5-cafeoilquinico é considerada uma
bactéria probidtica com alegacdo de propriedade funcional ou alegacdo de satde pelo érgéo

regulamentador no Brasil, enquanto a segunda ainda encontra-se na lista (ANVISA, 2002).

6.12. Perfil dos compostos fendlicos na fermentacdo coldnica ex vivo com e sem

adicao de

Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12.

6.12.1. Efeito do tempo de fermentacéo sobre os compostos fendlicos
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6.12.1.1. Acido 5-cafeoilquinico e 3-cafeoilquinico

A quantidade de acido 5-cafeoilquinico ndo apresentou diferenca significativa entre os
tempos 0 e 4 horas. Ap6s 24 horas de fermentacdo, a tendéncia foi de diminuicdo do
composto (Tabela 10).

Tabela 10. Quantidade (ug/100 g bs) de &cido 5-cafeoilquinico na fermentacdo coldnica ex

vivo de trés voluntarios com e sem adicao de Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12.

Tempo de Sem probiotico Com probiotico
fermentacéo/ V1 V2 V3 V1 V2 V3
voluntario
oh 23816 +|23243 +|34515 +| 19082 +|2851,6 +]|2.6636 +
633,9% 377,184 159,74 0,0 0,04 0,0
33916 +|1.4808 +|34383 +| 32482 +|1.9569 +
4h ND
761,0*°A | 47,6"B 484,04 260,3*"A | g57,3"A
1.383,3 + 360,6 =+
24h ND ND ND ND
0,08 318,5%

Letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os voluntarios do
mesmo grupo (One-Way Anova, p<0,05). Letras mailsculas diferentes ha mesma coluna indicam
diferenca significativa entre os tempos (Teste t ndo-pareado, p<0,05 ou One-Way Anova, p<0,05 ).

V1: voluntario 1; VV2: voluntario 2; VV3: voluntario 3; ND: nao detectado.

Na fermentacdo ex vivo com adicdo de Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12
foi possivel observar uma maior variacdo entre os voluntarios, principalmente ap6s 4 horas de
incubacdo. Em 24 horas, no entanto, também foi observado diminuicdo ou desaparecimento
do composto (Tabela 10).

Rechner et al. (2004) também observaram que, no periodo de 24 horas, 0 acido 5-
cafeoilquinico ndo é mais encontrado na fermentacéo das fezes de doadores. Eles verificaram
que a velocidade de degradacdo do composto foi diferente para cada voluntario, o que poderia
ser justificado pela composi¢do da microbiota intestinal de cada individuo, semelhante aos
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dados apresentados nesta dissertacao.

O é&cido 3-cafeoilquinico também apresentou padrdo semelhante ao acido 5-
cafeoilquinico quanto a manutencdo dos teores nos tempos de 0 e 4 horas de fermentagéo,
além da diminuicéo ou ndo deteccdo apds 24 horas de fermentacdo (Tabela 11).

Tabela 11. Quantidade (ug/100 g bs) de &cido 3-cafeoilquinico na fermentacdo col6nica ex

vivo de trés voluntarios com e sem adicao de Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12.

Tempo de Sem probiotico Com probiotico

fermentacéo/ V1 V2 V3 V1 V2 V3

voluntario

oh 1.6358 +|1.0765 +|15315 +| 14894+ | 9531+ |1.0196 =+
0,0 323,184 19,66 0,0% 0,0 0,0°
1.909,8 +| 7593 +[1.459,4 +| 1.611,8 +| 6892 +

4h ND
0,0% 47 6°AB 99,91°A 14,92%PA | 3630
4849 +| 4814+ 150,1 +

24h ND ND ND
298,6% 0,0% 185,08

Letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os voluntarios do
mesmo grupo (One-Way Anova, p<0,05). Letras mailsculas diferentes ha mesma coluna indicam
diferenca significativa entre os tempos (Teste t ndo-pareado, p<0,05 ou One-Way Anova, p<0,05 ).

V1: voluntario 1; VV2: voluntario 2; V3: voluntario 3; ND: ndo detectado.

O teor de &cido 3-cafeoilquinico na fermentacdo com adicdo de Bifidobacterium
animalis subsp. Lactis BB12 apresentou padrdo semelhante a fermentacdo sem bactéria
probidtica, em que o teor se manteve estavel entre o tempo 0 até 4 horas e houve diminuicéo
ou ndo deteccdo ap0s 24 horas (Tabela 11).

Rechner et al. (2004) observaram que o primeiro estagio da metabolizacdo do acido 5-
cafeoilquinico é a epimerizacdo em &cido 3- e 4-cafeoilquinico, o que poderia justificar a
manutencdo do teor do 3-cafeoilquinico nas primeiras horas da fermentacdo. Nas horas
subsequentes eles encontraram outros metabdlitos do 5-cafeoilquinico, sendo eles o acido
cafeico e o acido 3-(3-hidroxifenil)-propiénico. No presente estudo ndo foram encontrados

€sses compostos.
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Os cromatogramas referentes aos dados acima se encontram nos Anexos J-Y.

6.12.1.2. Quercetina

Durante a fermentacdo, a quercetina apresentou padréo diferente entre os voluntéarios,
mas apds 24 horas de fermentacdo observa-se que ha diminuicdo do teor (Tabela 12). Para os
voluntarios 1 e 2 houve reducdo de 31,7% e 38,2%, respectivamente, enquanto que para o
voluntario 3 a reducdo chegou a 58,9% do contetdo observado no tempo Oh.

Tabela 12. Quantidade (ug/100 g bs) de quercetina na fermentacdo col6nica ex vivo de trés

voluntarios com e sem adigéo de Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12.

Tempo de Sem probiotico Com probiotico

fermentacao/ V1 V2 V3 V1 V2 V3

voluntario

oh 21715 + 24653 +|4.1731 +]| 1.9502+ | 2.0975+ | 1.859,6 +
533,3% 803,5% 148,74 0,08 0,02 0,0°
3.666,0 +|3.0720 +| 4.6939+ [2.6958 +|2.1995 =+

4h ND
18,620~ 4231 76,9% | 219,13PAB | 17 gPA
1.4833+ | 15238 +| 17137+ | 22301+ |15916 =+

24h ND

0,0% 739,04 152,7%8 141,2*® | 509,1*

Letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os voluntarios do
mesmo grupo (One-Way Anova, p<0,05). Letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa entre os tempos (Teste t ndo-pareado, p<0,05 ou One-Way Anova, p<0,05). V1:

voluntario 1; V2: voluntario 2; V3: voluntario 3; ND: nao detectado.

Nas primeiras horas da fermentacdo € possivel observar teores de quercetina
superiores aos encontrados ao final da digestdo in vitro (1.303,2 + 83,8 pug / 100 g bs,
conforme (Tabela 9). Em contrapartida, durante a fermentacdo ndo foi encontrado o
composto rutina. Estudos demonstram que a atividade da B-glicosidase pela microbiota

intestinal pode resultar na clivagem da rutina liberando quercetina e sua posterior degradacao
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(MANACH et al., 1997; RECHNER et al., 2004; JAGANATH et al., 2009). Outros
compostos glicosideos de quercetina poderiam ter sido clivados pela B-glicosidase e B-
raminosidase encontradas na microbiota intestinal, levando a esse aumento na concentracao
de quercetina aglicona (SCHNEIDER et al., 1999).

Outros compostos sdo gerados a partir da fissdo do anel C da aglicona quercetina,
como o &cido 3,4-dihidroxifenilacético, entretanto o mesmo n&o foi encontrado no presente
estudo (JAGANATH et al., 2009).

Os cromatogramas referentes aos dados acima se encontram nos Anexos J-Y.

6.12.1.3. Todos 0s compostos

Ao agruparmos os resultados dos trés voluntarios nos diferentes tempos de
fermentacao conseguimos observar que, de modo geral, ocorre diminuigdo nos teores de todos

0S compostos, apds 24 horas de fermentacéo (Tabela 13).

Tabela 13. Somatdrio dos teores (ug / 100 g bs) de acido 5-cafeoilquinico, 3-cafeoilquinico e
quercetina na fermentacdo colbnica ex vivo dos trés voluntarios, sem adicdo de

Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12.

Compostos
Tempo d? Acido 5- Acido 3- .
fermentacéo o o Quercetina Total
cafeoilquinico cafeoilquinico

oh 2.719 + 1.238 + 2.696 + 6.653
660,6* 430,5 " 742,14
2.970 + bA 3.592 + 7.861

+

4h 1 256% 1.299 + 455,9 522 2 %A

230,6 + 2419 + B 1.798,5
+
24h 564 7% 296,7% 1.326 £ 739,1

Letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os compostos (One-
Way Anova, p<0,05). Letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa
entre os tempos (One-Way Anova, p<0,05).

E se compararmos o teor de compostos fendlicos totais por CLAE da bebida mista
(10.196 ng / 100 g bs) com o encontrado ao final de 24 horas (1.798 pg / 100 g bs), verifica-se
uma diminuicdo de 82%. A quercetina apresentou maior influéncia no resultado final,

diferente da analise no final da digestdo, onde o &cido 5-cafeoilquinico possuia maior
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representatividade no teor total.

6.12.2. Efeito da adicdo de Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12 sobre o teor dos

compostos fenolicos e perfil da microbiota intestinal

Os trés voluntarios analisados demonstram padrdes diferentes de metabolizagdo dos
compostos em relacdo ao efeito da adicdo de Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12

(Figura 10).
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Figura 10. Comparacdo entre os tempos da fermentagéo ex vivo (Oh, 4h, 24h) sem a adigéo de
Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12 (m) e com adigdo (=) nos voluntarios 1 (A),
voluntario 2 (B) e voluntario 3 (C). 5-CQA: é&cido 5-cafeoilquinico, 5-CQA: éacido 3-

cafeoilquinico, Quer: quercetina. Letras diferentes indicam que houve diferenca significativa
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pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

No voluntério 1, apos 24 horas com adicdo da Bifidobacterium animalis subsp. Lactis
BB12 ainda detecta-se 0 &cido 5-cafeoilquinico e o &cido 3-cafeoilquinico apds 4 horas de
fermentacdo esta em menor quantidade do que sem a Bifidobacterium animalis subsp. Lactis
BB12. Em relacdo ao composto quercetina, a bactéria probidtica causou uma diminui¢do no
teor no tempo de 4 horas e um aumento no tempo 24 horas quando comparado a fermentacéo
sem a adicdo da bactéria (Figura 10A).

No voluntério 2, os &cidos 5 e 3-cafeoilquinico ndo foram detectados na fermentacao
com a bactéria probiotica ap6s 24 horas de fermentacdo, ao passo que sem a adicdo da
bactéria probidtica eram detectados, apesar de em pequenas concentragdes (Figura 10B).

O voluntério 3 foi 0 que se mostrou mais sensivel a fermentacdo com a adicdo da
Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12. Em relacdo ao acido 5-cafeoilquinico, com a
adicdo do probidtico observamos uma diferenca no tempo O hora comparado a fermentacéo
sem a bactéria e ndo mais detectado apos 4 horas de fermentacdo. O mesmo padrdo foi
observado com o acido 3-cafeoilquinico e quercetina, comparativamente, apresentou um
menor teor no tempo 0 hora na fermentacdo adicionada de Bifidobacterium animalis subsp.
Lactis BB12 e ndo foram detectada nos tempos subsequentes (Figura 10C).

Observando os trés voluntarios, podemos verificar que 0 composto que mais se
mostrou sensivel a adicdo de Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12 foi a quercetina.

O tempo de 24 horas apresentou as maiores diferencas nos teores de quercetina e dos
acidos 5- e 3-cafeoilquinico. Nesse tempo de 24 horas foi analisada a variacao relativa de
quatro filos de bactérias: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobactéria e da classe Y-
Proteobacteéria, sendo os trés primeiros filos os mais dominantes no célon (WALKER et al.,
2014).

A fermentacdo adicionada de Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12 resultou
em percentual maior dos filos Firmicutes e Actinobactéria e da classe Y-Proteobactéria, com
excecdo do voluntéario 2, que ndo apresentou diferenca significativa para este filo. O filo
Bacteroidetes ndo apresentou diferenga significativa, com exce¢do do voluntario 3 onde
podemos observar um percentual menor quando comparado a fermentacdo sem a adi¢do da
bactéria probidtica.

Huang et al. (2016) observaram que a quercetina era capaz de aumentar o percentual
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do filo Firmicutes e Proteobactéria. O aumento transitorio da quercetina pode ter influenciado
a variacao desses filos no tempo de 24 horas de fermentacdo adicionada de Bifidobacterium
animalis subsp. Lactis BB12 nos voluntérios 1 e 2 (Figura 11).
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Figura 11. Comparacdo entre o tempo de 24 horas da fermentacdo ex vivo sem adicdo de
Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12 (m) e com adi¢ao (m) nos filos Bacteroidetes
(A), Firmicutes (B), Actinobacteria (C) e Y-Proteobacteria (D). Letras diferentes indicam que
houve diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. V1: voluntario 1;

V2: voluntério 2; VV3: voluntério 3.

No filo Actinobactéria encontra-se o género Bifidobacterium. Wang et al. (2004)
avaliaram as bactérias intestinais predominantes em amostras fecais e encontraram
Bifidobacterium  longum, Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium infantis,
Bifidobacterium catenulatum e Bifidobacterium angulatum. LoCascio et al.(2006) observaram
que Bifidobacterium longum era capaz de diminuir o teor de quercetina, 0 que poderia
justificar o desaparecimento deste composto no voluntario 3, visto que comparando o tempo
de 24 horas de fermentacdo sem a adicdo de Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12 e

com a adigdo, este voluntério foi o que apresentou maior diferenca (Figura 11).
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7. CONCLUSOES

Inicialmente, para definicdo do mel a ser utilizado na elaboracdo da bebida mista,
observamos que o mel da florada silvestre apresentou os maiores valores de compostos
fendlicos totais e capacidade antioxidante por FRAP, DPPH e TEAC, além de ser mais

comercializado e de mais facil acesso pela populacéo. A bebida mista foi composta de trés

ingredientes diferentes com distinto perfil de CBAs e nutrientes, o que leva ao aumento do
aporte e da diversidade de compostos bioativos oferecidos.

Ao ser submetida a digestdo in vitro, abebida mista de maracuja, macd e mel silvestre,
verificou-se um aumento no teor de compostos fendlicos e capacidade antioxidante por FRAP
e TEAC. Esse aumento pode ser devido a liberagdo dos compostos da matriz alimentar
ocasionado pela acdo do pH e das enzimas digestivas utilizados, melhorando sua
bioacessibilidade.

Em relacdo aos compostos fendlicos encontrados na bebida mista e nas fases da
digestdo in vitro, observamos que o &cido galico foi o Unico CBA ndo encontrado em
qualquer fase da digestdo in vitro, o que pode estar relacionado com sua possivel interacdo
com a enzima alfa-amilase. O aumento no teor do &cido 5-cafeoilquinico, em todas as fases da
digestdo in vitro, pode estar relacionado a sua liberacdo da matriz alimentar, uma vez que
pode estar associado a carboidratos. O processo digestério parece afetar de forma distinta
cada composto fenolico, podendo ser positivo em alguns casos ao aumentar sua
bioacessibilidade, porém atuar de forma negativa para outros ao ocasionar mudancas em suas
estruturas, gerando metabolitos.

Na fermentacdo colbnica ex vivo pode-se observar que ha grande variabilidade na
microbiota dos voluntarios, observado pelas diferencas nos percentuais dos filos, o que reflete
diretamente nas quantidades de fendlicos detectadas em cada individuo. No entanto, de
maneira global, a fermentacdo colénica parece ter um impacto negativo sobre o teor de
quercetina e acidos 5 e 3-cafeoilquinico.

A adicdo da bactéria Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12 parece influenciar a
fermentacdo coldnica, no entanto, esta também apresenta variacdes entre os individuos.
Dependendo da interacdo desta com 0s demais microrganismos presentes na microbiota
intestinal o impacto sobre os compostos fendlicos pode ser distinto e caracteristico de cada
pessoa

Com esses resultados podemos concluir que esta bactéria teve associacbes com as
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diferentes espécies da microbiota dos voluntarios e, possivelmente, outras bactérias foram
responséaveis pela hidrolise dos compostos presentes na bebida mista. A composi¢do da
microbiota tem efeito direto no metabolismo de compostos durante a fermentagéo colbnica, o
que por sua vez ira afetar a capacidade da cepa probi6tica em se manter e atuar durante a
fermentacdo. Inversamente, Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12 pode ter, por

exemplo, modificado o perfil da microbiota, tornando-a favorével para a hidrolise dos
COmMpOstos.

As modificagbes no perfil de compostos fendlicos presentes na bebida mista durante o
processo de digestdo e fermetacdo colonica podem ser observadas de forma resumida nas
figuras 16 e 17. Os resultados obtidos do presente trabalno demonstram que os perfis
quantitativo e qualitativo dos compostos encontrados na bebida mista sdo modificados
durante o processo digestorio, sendo importante, futuramente, a investigacdo dos metabolitos

gerados individualmente para avaliar seus possiveis efeitos beneficos a satde.
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Anexo A — Questionario da analise de aceitacdo sensorial

Nome: Data: / /

Idade: anos Sexo: ( )Feminino ( )Masculino

Avalie a amostra utilizando a escala:

. MNota
. Gostei extremamente
. Gostei muito Avaliagdo Global
. Gostei moderadamente Cor
. Gostei ligeiramente Aroma
. Ndo gostei nem desgostei
Sabor

. Desgostei ligeiramente

. Desgostei moderadamente
. Desgostei muito

R N W b 0O N 00 O

. Desgostei extremamente

Comentarios:

Costuma consumir sucos mistos (mais de um ingrediente)?

( ) Nunca.

( ) Ocasionalmente: vezes ao ano.

( ) Moderadamente: vezes a0 més.

( ) Frequentemente:— vezes por semana.

Consome algum tipo de mel?

( ) Nunca.

( ) Ocasionalmente: vezes ao ano.

( ) Moderadamente: vezes ao més.

( ) Frequentemente:_____ vezes por semana.

Se vocé consome algum tipo de mel, costuma adicionar em alguma bebida?
( ) N&o.
( )Sim. Qual?

Caso este suco estivesse a venda em supermercados, vocé compraria?
( ) Certamente sim.

( ) Possivelmente sim.

( ) Talvez sim, talvez ndo.

( ) Possivelmente ndo

( ) Certamente ndo.
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Anexo B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) referende a analise sensorial

Universidade reuerar do Rio de Janeiro
Centro de Ciéncias da Saude
Instituto de Nutricdo Josué de Castro
Programa de P6s-graduacdo em Nutricao

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Trabalho de pesquisa: “Efeito da digestdo in vitro e fermentacéo col6nica sobre os compostos
bioativos e capacidade antioxidante de um suco misto”
Vocé esta sendo convidado (a) a participar como voluntario (a) de uma pesquisa cujo objetivo é o
desenvolvimento de um suco misto e que avaliara 0os mudancas que ocorrem apds digestdo simulada.
Este estudo esta sendo realizado pela nutricionista e mestranda do Programa de Pés-Graduagdo em
Nutri¢do (UFRJ), Iris Batista Leite, sob orientagdo da Prof. Dr® Eliane Fialho, ambas do Instituto de
Nutricdo Josué de Castro da UFRJ.

Sua participagdo consistira em provar uma amostra do suco misto e responder ao teste
sensorial de aceitacdo.

Esclarecemos que o procedimento ndo acarretara em desconfortos ou riscos ao participante.
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
alimentacdo). A sua participacdo na pesquisa nao é obrigatdria e sua recusa ndo acarretard em nenhum
prejuizo. Além disso, vocé podera se retirar da pesquisa a qualquer momento, sem constrangimentos,
sem que isso lhe traga qualquer prejuizo ou penalizacdo, sem necessidade de justificativa.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso direto com os responsaveis pela pesquisa das
seguintes formas:

e Iris Batista Leite - email: irisbleite@gmail.com — Telefone de contato: (21) 98705-0096
e Prof. Eliane Fialho - email: fialho@nutricao.ufrj.br - Endereco: Av. Carlos Chagas Filho, 373,

Centro de Ciéncias da Saude, bloco J, subsolo, sala 06. Cidade Universitaria. Rio de Janeiro.

Telefone de contato: 3938-6679

Se vocé tiver alguma consideracéo ou duvida 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 Fundado. Rio de Janeiro. Telefone (21) 3938-2480, de segunda a sexta-feira, das 8
as 15 horas ou através do email: cep@hucff.ufrj.br.

O CEP é responsavel pela avaliagdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as
pesquisas envolvendo seres humanos e tem como objetivo proteger os direitos e a dignidade dos
participantes da pesquisa.

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

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

Eu discuti com a nutricionista Iris Batista Leite sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo 0s propositos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também
que minha participacéo é isenta de despesas. 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
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uma via desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) assinada pelo participante de
pesquisa (ou seu representante legal) e pelo pesquisador. Além disso, estou ciente de que eu (ou meu
representante legal) e o pesquisador deveremos rubricar todas as folhas desse TCLE e assinar na
altima folha.

Data: / /

Nome do Participante da Pesquisa.

Assinatura do Participante da Pesquisa

Data: / /

Nome do Pesquisador

Assinatura do Pesquisador

Rio de Janeiro, de de 2017.
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Anexo C — Escala de Bristol

Pedagos separados,

Tipcl01 ® @ ©®
® e .duroscomocmendoim

Tipo 02 ~Formo de salsicha,

mas segmentada

Tipo 03 Forma de salsicha, mas

com fendas na superficie

Tipo 04 ‘ Forma de salsichaou

cobra, lisa e mole

1

& @ Pedacos moles,
@4 w8 a5 contomos nitidos

Tipo 05

' Pedacos aerados,
Tipo 06 * contornos esgarcados

Aquosaq,
Tipo 07 ’ sem pecas solidos

As fezes do tipo 01 e 02
sdao comuns em individuos
com tendéncia a
CONSTIPA(;AO =FEZES
ENDURECIDAS, TRANSITO
INTESTINAL LENTO

As fezes do tipo 03 e 04
sdao comuns em individuos
com
TRANSITO INTESTINAL
REGULAR= FEZES
BRANDAS, IDEAL

As fezes do tipo 05, 06 e
07 sdo comuns em
individuos com
TRANSITO RAPIDO OU
DIARREIA = FEZES
PASTOSASOU I.I'QUIDAS
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Anexo D - Instrucéo para doagdo espontanea de fezes

Instrucdo para doagéo esponténea de fezes

1° ETAPA: REGISTRO ALIMENTAR E RESTRICAO DO CONSUMO DE ALIMENTOS

Nas 48 horas (2 dias) anteriores a coleta das fezes, vocé deve fazer um REGISTRO
ALIMENTAR. Ou seja, anotar todos os alimentos que vocé consumir, bem como suas quantidades e
horarios de consumo. Além disso, durante esse tempo, vocé NAO podera consumir 0s seguintes

alimentos:

v Alimentos de origem vegetal:

- Frutas frescas ou secas (nenhum tipo);

- Verduras (ex. alface, agrido, rucula, couve, brécolis, couve-flor);

- Legumes (ex. abobora, berinjela, abobrinha, chuchu, maxixe, pimentéo, etc);

- Raizes e tubérculos (ex. batata, batata-doce, beterraba, cenoura, aipim, nabo, rabanete, etc.);
- Leguminosas (ex. feijoes, lentilha, ervilha, grdo de bico, soja, tremogo, etc.);

- Cereais integrais (ex. pdo integral, arroz integral, macarrdo integral, farinhas integrais, etc.);
- Oleaginosas (ex. amendoim, nozes, castanha do para, castanha de caju, améndoas, avela, etc.)
- Vinho (nenhum tipo — ex. branco, tinto, seco, etc.);

- Cerveja (nenhum tipo — ex. claras ou escuras);

- Chas (nenhum tipo — ex. preto, verde, camomila, erva-cidreira, erva-doce);

- Cacau (ex. chocolate em barra — ex. branco, ao leite, meio amargo com diferentes
concentracdes de cacau; achocolatados em p6é — Nescau, Toddy, cacau em pd, etc.);

- Café;

- Produtos alimenticios contendo/ produzidos a partir destes ingredientes — exemplos:

Sucos de frutas e hortalicas e outras bebidas que contém algum destes ingredientes (ex.
chéas gelados com sabor de fruta, refrigerantes de frutas, etc);

Doce de frutas em calda, geleias, frutas cristalizadas ou secas (ex. damasco, ameixa).
Paes do tipo panettone e colomba (contém frutas cristalizadas) ou paes com adi¢éo de
frutas (ex. pdo de cenoura);

Bebidas lacteas e iogurte com adi¢do de frutas;

Leites achocolatados e produtos com adi¢do de chocolate (ex. Frappucino mocha ou
frappucino com adicdo de chocolate, Toddynho, Nescau pronto para beber, chocolate
quente, bombons, brigadeiro, outros docinhos ou sobremesas com adigao de chocolate);
Bebidas a base de café (ex. cappuccino, frapuccino, etc.) ou sobremesas com adicao de
café (ex. tiramisu).

Barrinhas de cereais (contém cereais integrais e oleaginosas);

ALIMENTOS QUE SERAO PERMITIDOS:

- Carnes de boi, frango, peixe e frutos do mar (desde que em preparacfes que ndo contenham os
produtos da lista anterior);

- Arroz branco, pdo branco e outros cereais refinados (ex. prepara¢des com farinha de trigo branca,
macarrdo e massa ndo integral);

- Leite e derivados (queijos, requeijéo, iogurte, bebidas lacteas — sem adi¢do de frutas);

- Doces sem adicao de alimentos da lista anterior (ex. leite condensado e doce de leite);

2°ETAPA: COLETA DAS FEZES
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A coleta das fezes deve ser realizada na noite anterior ou pela manha do dia das analises em
um coletor universal e mantido no congelador.

Qualquer davida entrar em contato.
Muito obrigada pela sua colaboracao.

Iris Leite
(21) 98705-0096 (telefone ou Whatsapp)
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Anexo E - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) referende a doacao de fezes

Centro de Cigncias da Satde
Instituto de Nutricdo Josué de Castro
Programa de P6s-graduagédo em Nutrigao

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Trabalho de pesquisa: “Efeito da digestdo in vitro e fermentacdo coldnica sobre 0s compostos
bioativos e capacidade antioxidante de um suco misto”

Vocé esta sendo convidado (a) a participar como voluntario (a) de uma pesquisa cujo objetivo
é investigar as mudancas que ocorrem em componentes naturalmente presentes no suco misto quando
em contato com fezes. Este estudo esta sendo realizado pela nutricionista e mestranda do Programa de
P6s-Graduacdo em Nutricdo (UFRJ), Iris Batista Leite, sob orientacdo da Prof. Dr® Eliane Fialho,
ambas do Instituto de Nutricdo Josué de Castro da UFRJ.

Participando deste estudo, dois dias antes de uma coleta de fezes vocé sera orientado a:
e Nao consumir frutas em geral (principalmente maracuja e macd), hortalicas, feijao preto,
repolho roxo, sucos, iogurtes, bebidas alcodlicas, chas, café, cereais integrais e mel.

As fezes dos voluntarios adultos serdo coletadas e armazenadas em potes plasticos. Todos 0s
materiais para coleta e armazenamento das amostras Ihe serdo fornecidos gratuitamente. Também
serdo solicitadas informac@es socioecondmicas (local onde mora, renda familiar mensal) e relativas a
sua saude (habitos alimentares e de estilo de vida, histérico pessoal e familiar de doencas pré-
existentes, uso de medicamentos, etc).

Esclarecemos que o procedimento de coleta de fezes ndo acarretara desconforto ou riscos para
vocé. Lembramos que é muito importante a lavagem das mdos com agua e sabao apo6s 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. Quando necessario,
havera o ressarcimento dos gastos que o participante e seu(s) acompanhante(s) terdo ao participar da
pesquisa. A sua participacdo na pesquisa ndo é obrigatdria e sua recusa ndo acarretard em nenhum
prejuizo. Além disso, vocé podera se retirar da pesquisa a qualquer momento, sem constrangimentos,
sem que isso lhe traga qualquer prejuizo ou penalizagdo, sem necessidade de justificativa.

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

e Iris Batista Leite - email: irisbleite@gmail.com — Telefone de contato: (21) 98705-0096
e Prof. Eliane Fialho - email: fialho@nutricao.ufrj.br - Endereco: Av. Carlos Chagas Filho, 373,

Centro de Ciéncias da Saude, bloco J, subsolo, sala 06. Cidade Universitaria. Rio de Janeiro.

Telefone de contato: 3938-6679

Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario Clementino Fraga
Filho/HUCFF/UFRJ — R. Prof. Rodolpho Paulo Rocco, n.° 255 — Cidade Universitéaria/llha do Fundao
- Sala 01D-46/1° andar - pelo telefone 3938-2480, de segunda a sexta-feira, das 8 as 16 horas, ou por
meio do e-mail: cep@hucff.ufrj.br. O CEP é responsavel pela avaliacdo e acompanhamento dos
aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres humanos e tem como objetivo proteger os
direitos e a dignidade dos participantes da pesquisa.

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

Acredito ter sido suficientemente informado (2) sobre o estudo acima citado que li ou que
foram lidas para mim.
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Eu discuti com a nutricionista Iris Batista Leite sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propoésitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participagdo 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 via desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) assinada pelo
participante de pesquisa (ou seu representante legal) e pelo pesquisador. Além disso, estou ciente de
gue eu (ou meu representante legal) e o pesquisador deveremos rubricar todas as folhas desse TCLE e
assinar na Ultima folha.

Data: / /

Nome do Participante da Pesquisa.

Assinatura do Participante da Pesquisa

Data: / /

Nome do Pesquisador

Assinatura do Pesquisador

Rio de Janeiro, de de 2017.
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Anexo F — Cromatograma da bebida mista de maracuja, maca e mel

Cromatograma do perfil de compostos fendlicos da bebida mista. Composto identificado: acido galico
(1), &cido 5-cafeoilquinico (2), quercetina (3) e rutina (4).
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Anexo G — Cromatograma da fase gastrica da digestao in vitro

Cromatograma do perfil de compostos fendlicos da fase oral. Composto identificado: &cido 3-
cafeoilquinico (1), &cido 5-cafeoilquinico (2), quercetina (3) e rutina (4).
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Anexo H — Cromatogramas da fase gastrica da digestao in vitro

Cromatograma do perfil de compostos fendlicos da fase gastrica. Composto identificado: acido 3-
cafeoilquinico (1), &cido 5-cafeoilquinico (2), quercetina (3) e rutina (4).
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Anexo | — Cromatogramas da fase intestinal da digestéo in vitro

Cromatograma do perfil de compostos fendlicos da fase gastrica. Composto identificado: acido 3-
cafeoilquinico (1), &cido 5-cafeoilquinico (2), quercetina (3) e rutina (4).
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Anexo J — Cromatogramas do tempo 0 da fermentacao ex vivo do voluntério 1

Cromatograma do perfil de compostos fendlicos da fase gastrica. Composto identificado: acido 3-
cafeoilquinico (1), &cido 5-cafeoilquinico (2), quercetina (3).
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Anexo K — Cromatogramas do tempo 4 horas da fermentacéo ex vivo do voluntario 1

Cromatograma do perfil de compostos fendlicos da fase gastrica. Composto identificado: acido 3-
cafeoilquinico (1), &cido 5-cafeoilquinico (2), quercetina (3).
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Anexo L — Cromatogramas do tempo de 24 horas da fermentacéo ex vivo do voluntario 1

Cromatograma do perfil de compostos fendlicos da fase gastrica. Composto identificado: acido 3-
cafeoilquinico (1) e quercetina (2).
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Anexo M — Cromatogramas do tempo 0 da fermentagdo ex vivo com adi¢éo da Bifidobacterium
animalis subsp. Lactis BB12 do voluntério 1

Cromatograma do perfil de compostos fendlicos da fase gastrica. Composto identificado: acido 3-
cafeoilquinico (1), &cido 5-cafeoilquinico (2), quercetina (3).
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Anexo N — Cromatogramas do tempo de 4 horas da fermentacéo ex vivo com adigéo da

Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12 do voluntério 1

Cromatograma do perfil de compostos fendlicos da fase gastrica. Composto identificado: acido 3-
cafeoilquinico (1), &cido 5-cafeoilquinico (2), quercetina (3).
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Anexo O — Cromatogramas do tempo de 24 horas da fermentacdo ex vivo com adi¢éo da

Cromatograma do perfil de compostos fendlicos da fase gastrica. Composto identificado: acido 3-

Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12 do voluntério 1

cafeoilquinico (1), &cido 5-cafeoilquinico (2), quercetina (3).
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Anexo P — Cromatogramas do tempo 0 da fermentacéo ex vivo do voluntario 2

Cromatograma do perfil de compostos fendlicos da fase gastrica. Composto identificado: acido 3-
cafeoilquinico (1), &cido 5-cafeoilquinico (2), quercetina (3).
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Anexo Q — Cromatogramas do tempo de 4 horas da fermentacédo ex vivo do voluntario 2

Cromatograma do perfil de compostos fendlicos da fase gastrica. Composto identificado: acido 3-
cafeoilquinico (1), &cido 5-cafeoilquinico (2), quercetina (3).
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Anexo R — Cromatogramas do tempo de 24 horas da fermentagéo ex vivo do voluntario 2

Cromatograma do perfil de compostos fendlicos da fase gastrica. Composto identificado: acido 3-
cafeoilquinico (1), &cido 5-cafeoilquinico (2), quercetina (3).
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Anexo S — Cromatogramas do tempo 0 da fermentacéo ex vivo com adigéo da Bifidobacterium
animalis subsp. Lactis BB12 do voluntério 2

Cromatograma do perfil de compostos fendlicos da fase gastrica. Composto identificado: acido 3-
cafeoilquinico (1), &cido 5-cafeoilquinico (2), quercetina (3).
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Anexo T — Cromatogramas do tempo de 4 horas da fermentagéo ex vivo com adicéo da
Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12 do voluntario 2

Cromatograma do perfil de compostos fendlicos da fase gastrica. Composto identificado: acido 3-
cafeoilquinico (1), &cido 5-cafeoilquinico (2), quercetina (3).
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Anexo U — Cromatogramas do tempo de 24 horas da fermentacdo ex vivo com adi¢éo da
Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12 do voluntario 2

Cromatograma do perfil de compostos fendlicos da fase gastrica. Composto identificado: quercetina
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Anexo V - Cromatogramas do tempo 0 da fermentacédo ex vivo do voluntario 3

Cromatograma do perfil de compostos fendlicos da fase gastrica. Composto identificado: &cido 3-
cafeoilquinico (1), &cido 5-cafeoilquinico (2), quercetina (3).
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Anexo W — Cromatogramas do tempo de 4 horas da fermentagéo ex vivo do voluntério 3

Cromatograma do perfil de compostos fendlicos da fase gastrica. Composto identificado: acido 3-
cafeoilquinico (1), &cido 5-cafeoilquinico (2), quercetina (3).
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Anexo X — Cromatogramas do tempo de 24 horas da fermentacgdo ex vivo do voluntério 3

Cromatograma do perfil de compostos fendlicos da fase gastrica. Composto identificado:
quercetina (1).

AU

0]
] 3=367 nm

_1—_‘




Anexo Y — Cromatogramas do tempo 0 da fermentacéo ex vivo com adicdo da Bifidobacterium

animalis subsp. Lactis BB12 do voluntario 3

Cromatograma do perfil de compostos fendlicos da fase gastrica. Composto identificado: acido 3-
cafeoilquinico (1), &cido 5-cafeoilquinico (2), quercetina (3).

mAU

3,57

3,04

A=325nm

N w
P T T I Sl AR

[

o

A= 367 nm

I E—
54,50

T T N T
54,75 55,00 55,25 55,50 min

100



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Anexo Z — Artigo submetido a revista Journal of Food Science and Technology

Antioxidant effectiveness of the addition of different honeys on a mixed beverage
composed of apple (Malus domestica cv. Borkh) and passion fruit (Passiflora edulis,

cv. Sims).

Authors: Leite, I. B.!; Magalhaes, C. D. !; Fialho, E.*

!Departamento de Nutricdo Basica e Experimental, Instituto de Nutricdo Josué de
Castro, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Avenida Carlos Chagas Filho, 393 RJ

21941-590 Brasil

*Corresponding author: Tel.: +55 (21) 39386679
Fax: +55 (21) 22808343

E-mail: fialho@nutricao.ufrj.br

Acknowledgments

This work was supported by Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior (CAPES), Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPq) and Fundacdo de Amparo a Pesquisa Carlos Chagas Filho do

Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ).

108


mailto:fialho@nutricao.ufrj.br

Blinded Manuscript Click here to view linked References *

Antioxidant effectiveness of the addition of different honeys on a mixed beverage
composed of apple (Malus domestica cv. Borkh) and passion fruit (Passiflora edulis,

cv. Sims).

[y
OQOW O Joy b WN -

S e = = N ==
FO W J U dWwN K
© (e} ~ o

10

N NN
DSw N

11

NN
o U1

12

NN DN
O 0 J

13

w W
]

14

w W
w N

15

w W W
oY U1

16

w w
0

17

DSw
[@3Ne]

D
[t

18

IS
w N

19

DO
o O b

20

TSN
@

21

g
[@Ne]

22

[S2INE NG,
w N =

23

[G2IN@)]
a1

24

[G2ING INE) ]
@O J O

25

A Oy O OY O)Y OY Ul
s WP O


http://www.editorialmanager.com/jfst/viewRCResults.aspx?pdf=1&amp;docID=21288&amp;rev=0&amp;fileID=512767&amp;msid=%7BE8E0EBEF-82AC-4340-82F3-F2EE78A9485A%7D

O Joy U w N

OB B DD AW WW WWW WWWWNDNDNDNMNDNDNDNDNMNDNNNNRFER R R R PR
O b WNhE W OJoUuld WNEFPFOWOWJTOHUDd WNEFPFO WO JoOu dwDNhE O

Y O)Y OO OY OY O U1 U1 U1 U1 U1 U1 U1 U1 U1 U1 D WD D
G WNEFEFOWOWTJIOU D WN P O W 0w

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43
44

45

46

47

48

49

50

Research highlights

= The addition of floral honey to the mixed beverage improved the phenolic
compounds content

= The addition of floral honey to the mixed beverage improved the antioxidant
activity

= QOrange blossom, multifloral and “assa-peixe” honeys are good options of

sweetener in mixed beverage
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Abstract

Different food sources that provide nutrients and bioactive compounds that are
associated to maintain healthy, a mixed beverage with natural constituents would be a
good option to achieve this purpose. The addition of honey is interesting, as it imparts a
sweet flavor to beverages besides being a source of bioactive compounds. In view of
this, four types of honey (eucalyptus, multifloral, orange blossom , and “assa-peixe”)
were added to a mixed beverage composed of apple and passion fruits, in order to verify
their influence on coloration, soluble solids content, phenolic compounds content and
antioxidant activities. The beverages added of different honeys conferred color
difference, but did not reach enough values detectable by vision. The addition of the
honeys resulted in an increase in the soluble solids content, with eucalyptus honey
giving the highest increase. In the analyzes of total phenolic compounds and the three
antioxidant activities tested, the addition of orange, wild and assa-fish honeys showed
an increase in the values compared to the control drink that there was no honey,
demonstrating to be better options compared to honey eucalyptus. With the data
obtained we conclude that the addition of honey in a mixed beverage composed of apple

and passion fruit is beneficial as it enriches nutritionally this product.

Keywords: honey; mixed beverage; phenolic compounds; antioxidant activity.
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Introduction

Several epidemiological studies suggest that a balanced diet, including
consumption of fruits and vegetables and products derived from these foods, contributes
to reducing the risk of developing non-communicable chronic diseases, such as
cardiovascular diseases, diabetes and some cancers (Del Rio et al. 2013; Pierson et al.
2012; Turati et al. 2015). These preventive effects are partly due to the high levels of
bioactive compounds (BCs) present in these vegetables, which are classified as non-
nutrients, present in small quantities in foods, with a capacity to influence physiological
or cellular activity and are beneficial to the health (Del Rio et al. 2013). In foods, such
compounds are responsible for color, astringency, aroma, and oxidative stability (Naczk
and Shahidi 2004). Among the BCs, the class of phenolic compounds is notable for
being widely found in a variety of plants, essential for plant growth and reproduction, as
well as acting as an antipathogenic agent and contributing to pigmentation (Liu et al.
2004).

The association of different food sources containing nutrients and bioactive
compounds is interesting and a mixed beverage with apple, passion fruit and honey
serves this purpose. The apple, a fruit widely consumed in Brazil and in the world, is
rich in phenolic compounds (Zardo et al. 2013; Alarcon-Flores et al. 2015). The passion
fruit is a source of ascorbic acid that helps to prevent the enzymatic browning that
usually occurs during the processing of some fruits, among them the apple, besides
studies indicate the presence of phenolic compounds in this fruit (Spinola et al. 2015;
Macoris et al. 2012). The addition of honey gives the drink a sweet taste and adds
nutritional value to the content of vitamins and minerals (Da Silva et al. 2016) and also
for its content of bioactive compounds, which is superior to sugar and sweeteners (Korir

et al. 2014; Moniruzzaman et al. 2013; Trautvetter et al. 2009). It is possible to find
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several types of honey due to the variety of plant species in which the bee can produce
its nectar, conferring different compositions and antioxidant activity (Gheldof and
Engeseth 2002).

Among the varieties of honey, multifloral honey stands out for its greater
availability in the market since it comes from different flowering. The eucalyptus honey
also has great commercialization in Brazil due to the great reforestation of this tree
allowing its flowers to be source of raw material for the bees. Orange blossom honey
for its light color and soft taste is also one of the honeys of great demand by consumers.
The “assa-peixe” honey is mainly produced in southeastern of Brazil, has a darker
coloration and a characteristic flavor (Komatsu et al. 2002; Ribeiro et al. 2008).

The aim of this study was to verify if the addition of different varieties of floral
honey alters the phenolic content and antioxidant activity of a mixed beverage
composed of apple and passion fruits. In addition verify which floral honey could give

the best results.
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Material and methods

Reagents

Folin -Ciocalteu, gallic acid, sodium carbonate anhydrous, 1.1- diphenyl -2-
picrylhydrazyl (DPPH), methanol, 2.4.6- tris (2- pyridyl) -s- triazine (TPTZ), ferric
chloride (FeCls), anhydrous sodium acetate, iron sulphate heptahydrate, 6- hydroxy -
2.5.7.8- tetramethylchoman -2- carboxylic acid (Trolox), 2.2-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS), potassium persulfate and ethanol were

from Sigma-Aldrich.

Acquisition of ingredients

Samples of passion fruit (Passiflora edulis, cv. Sims.) from the State of Santa
Catarina were purchased during the harvest period (March 2016), at the Food Supply
Center of the State of Rio de Janeiro CEASA-RJ. The fruits were washed and pulped,
packed in a vacuum and stored at -22 ° C until analysis.

Samples of gala apple (Malus domestica cv. Borkh) were obtained from
commercial establishments in the city of Rio de Janeiro-Brazil, being washed and
sanitized in sodium hypochlorite solution at 100 ppm for 15 minutes.

Four types of honey were acquired in order to define which one would be used
to compose the mixed juice. The eucalyptus honey (Eucalyptus grandis) and multifloral
honey were acquired in a commercial establishment in the city of Rio de Janeiro. The
orange blossom honey (Citrus aurantium) and “assa-peixe” honey (Vernonia brevifolia)

were purchased in commercial establishments in the city of Rio de Janeiro.

Preparation of the mixed juice sample
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Sample was prepared using a dilution of 1: 6.8 (passion fruit pulp: water),
corresponding to 25 g of diluted passion fruit pulp, 50 g of apple, 9 g of honey and 140
mL of filtered water (Deliza et al. 2005) The ingredients were beaten in a blender and

primed with a sieve. Control mixed beverage had no addition of any kind of honey.

Analysis of Colorimetric Coordinates

A CR-400 (Konica Minolta, Osaka, Japan) colorimeter was used, calibrated
based on illuminant D65, observation angle of 2° and with the white ceramic plate
supplied by the manufacturer. In a 15 mL aliquot, we obtained the following CIELab*:
L* colorimetric parameters, which represents the light reflected by the sample and can
range from zero (completely opaque or "black™) to 100 (completely transparent or
"white™), that is, it represents the scale of gray color; a*, which represents the spectrum
of red (positive values) to green (negative values); And b*, which represents the
spectrum of yellow (positive values) to blue (negative values). The values of the
parameters a* and b* can vary between 0 and 60 (Konica Minolta, 1998). A comparison
was done with control mixed juice to mixed juices with different added honeys through
the formula of AE*:

AE* = (AL*2 + Aa*2 + Ab*2 )12

Soluble Solids Content

The determination of total soluble solids (TSS) was performed using the
Eppendorf refractometer 2763, making readings for three drops from the juice samples.
The results will be expressed in ° Brix according to the Adolf Lutz Institute Analytical

Standards (1AL 2005).

116



O Joy U w N

=R e
N OO

=
DS W

NN PR R e
NHFEO W -J U

NN
S

WW W W Wwww NN DN NN
ANUT D WNRFPO W J oo

OOy OYOYOYOY U1 U1 U1 01Ul O U1 U1 OOl D DD DD DD W Ww
G WNDRPFPOWOWJOUd WNRFPOWOOWTIOU dWN PO W 0

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

Determination of Total Phenolic Compounds

The content of total phenolic compounds was determined by the method of Folin
Ciocalteau, as described by Singleton et al. (1999). One hundred microliters of the juice
were mixed with 700 puL of Milli-Q water, 50 uL of Folin-Ciocalteau reagent and 150
uL of20% sodium carbonate  (Na.COs3) solution. After homogenization, the mixture
was maintained at 40 ° C for 30 minutes and 300 pL of each test tube was pipetted into
a 96-well microplate. The absorbance of the solution was measured at 765 nm and the
quantification was performed by the standard curve of gallic acid (GA), with the results
expressed in mg of gallic acid equivalents (GAE)/ml. Each extract was analyzed in

triplicate.

Antioxidant Actibvity Analysis (AA)

Ferric reduction antioxidant power assay (FRAP)

This assay is based on the methodology described by Benzie and Strain (1996)
with minor modifications, in which the iron reduction power in food extract is
evaluated. Previously stock solutions were prepared, including: 300 mM sodium acetate
buffer pH 3.6, 10mM TPTZ in 40mM HCI and 20mM FeCls. The test solution (FRAP)
was prepared with a mixture of 20 mL of the acetate buffer, 2 mL of the 10mM TPTZ
solution and 2 mL of the FeClz solution, and then heated to 37 ° C. Juice (20 uL) was
added to 180 pL of the FRAP solution for 6 minutes in a dark environment. The reading
was performed in a spectrophotometer (Biochrom Anthos zenyth 200st microplate
reader) at 593nm. The results were expressed in mmol Fe*2/100 mL and the analysis

were performed in triplicate.
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Capability of scavenging of DPPH Radical

The AC was performed using the DPPH free radical according to the method
described by Duan et al. (2007). The 100 uM DPPH solution was prepared using 80%
methanol. The reading of the DPPH solution in the absence of the sample was
performed in a spectrophotometer at 517nm in order to verify the absorbance between
0.8 and 1.1. In test tubes were added 0.1 mL of the juice from each sample and 4.9 mL
of 100 uM DPPH solution. The tubes were shaken manually kept in the dark for 30
minutes to carry out the readings at 517nm.

To calculate the AC, the percentage of inhibition of the DPPH radical was done
according to the formula:

CA (%) = (Ao-Aso) * 100 / Ao

Where Ao represents the absorbance of the DPPH solution measured at the initial

time, and Aso is the absorbance of each sample 30 minutes after the addition of the

DPPH solution and the analysis were performed in triplicate.

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC)

The TEAC test was performed according to the methodology adapted from Re et
al. (1999). The preparation of the stock solution of the 2.2'-Azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium radical (ABTS) was carried out by
the reaction between potassium persulfate (K2S20sg) and ABTS for 12 to 16 h before
use. The stock solution of the ABTS radical was diluted (1:50) so that the absorbance
reading of the solution at 720 nm was 0.70 + 0.02. Juice (10 pL) was pipetted into a 96-
well plate and 190 pL of the diluted ABTS radical solution added. The absorbance
reading was taken at 720 nm and subtracted from the absorbance of the blank.

Quantification was  performed using a standard Trolox curve. The results were
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expressed in pmol de Trolox/ 100mL equivalents and the analysis were performed in

triplicate.

Statistical analysis
The results, expressed as mean + standard error, were evaluated using one-way
ANOVA followed by Tukey's test, at a significance level of 5% (p <0.05) for

comparison of means. For these analysis were used the software GraphPad Prism®

version 6.0. Subsequently, a Pearson correlation was performed between the variables.

119



O Joy U w N

=R e
N OO

=
DS W

WW W W WWWNNMNDNNDN NN NNDN PR PR PR
ANUT D WNEPFPO WO JO0 W NREFPO W J oyu

OOy OYOYOYOY U1 U1 U1 U1 U1 O U1 U1 OO D D DD DD W WWw
G WNDRPFPOWOWJIOUd WNREFPOWOOTIOOU d»WN PO W 0

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

271

272

273

274

Results and discussion

Colorimetric Coordinates Analysis

The colorimetric parameter L * represents the brightness reflected by the
sample and can vary between zero (completely opaque or "black™) and 100 (completely
transparent or "white"), that is, it represents the scale of the gray color; a *, represents
the spectrum of red (positive values) to green (negative values); and b * represents the
spectrum of yellow (positive values) to blue (negative values). The values of the
parameters a * and b * can vary between 0 and 60 (Konica Minolta, 1998).

The values of L * found for mixed beverages were: control (40.10£0.000), with
orange blossom honey (38.26+0.007), eucalyptus honey (38.43+0.007), multifloral
honey (38.48+0.006) and “assa-peixe” honey (38.37+0.007). All samples differed from
each other and when the four samples were compared with the different types of honey,
the samples with eucalyptus and wild honeys presented the highest values, although
they did not differ statistically from the others, as can be observed in Figure 1.

The value of a * found for the mixed beverage control was -0.52 + 0.007, for the
mixed beverage with the orange blossom honey was -0.37 + 0.006, for the mixed
beverage with the eucalyptus honey was -0.49 £ 0, 01, for the mixed beverage with
multifloral honey was -0.56 + 0.01 and for the mixed drink with the “assa-peixe” honey
was -0.34 £ 0.02. The samples that differed from the mixed beverage control were those
that possessed the orange blossom and “assa-peixe” honeys. In comparison with the
four samples with the different types of honeys, the eucalyptus and multifloral samples
had the highest values, although they did not differ statistically as can be observed in

Figure 1.
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The values of b * found for mixed beverages were: control (19.51 £ 0.007),
orange blossom honey (18.35 + 0.007), eucalyptus honey (18.38 + 0.020), and
multifloral honey (18.55 £ 0.009) and with “assa-peixe” honey (18.40 £ 0.012). The
samples that differed from the control mixed beverage were the ones that presented
orange blossom and assa-peixe” honeys. And in comparison with the four samples with
the honeys, the multifloral sample showed the highest value as can be observed in
Figure 1.

The values of AE *, which corresponds to the difference between the control
and the mixed beverages with the orange blossom or eucalyptus or multifloral or “assa-
peixe” were: 2.18, 2.06, 2.02, 1.88 CIELab units, respectively. Previous studies
considered a range of 0.38-0.73 CIELab units as the threshold values and more than
1.75 CIELab units as above the threshold, while the value higher than 5 CIELab units
can be considered as visually distinguishable (Melgosa et al. 1997; Obon et al. 2009).
Thus, mixed beverages added from different types of honeys conferred color difference,

but did not reach sufficient values detectable by vision.

Total Soluble Solids (TSS)

The results of all samples were expressed as ° Brix. The value found for mixed
beverage control was 4.33 + 0.03, for mixed beverage with orange blossom honey was
7.93 + 0.03, for mixed beverage with eucalyptus honey was 8.20 + 0.00, for the mixed
beverage with multifloral honey was 8.03 + 0.03 and for the mixed beverage with “assa-
peixe” honey was 7.93 + 0.03. All samples differed from the control beverage and
among the four samples with the honeys the eucalyptus sample had the highest value as
can be observed in Figure 2. This shows that the addition of honey increased the

soluble solids content by 1.85 (average 3.7 ° Brix), these solids being mainly sugars
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(Chitarra and Chitarra 2005). Honey is a concentrated solution of two sugars (glucose
and fructose) which corresponds to approximately 85% of its composition (Silva et al.,
2003). The soluble solids content of the control drink, consisting of passion fruit, apple
and water, is lower than the contents of mixed passion fruit and apple juices, since the

addition of water dilutes soluble solids (Yamamoto et al., 2015).

Determination of Total Phenolic Contents (TPC)

Analyzes were carried out with the control beverage and the beverages with
addition of the honeys: orange blossom, eucalyptus, multifloral or “assa-peixe”. The
results were expressed in mg GAE/100 mL of mixed beverage, where the mixed
beverage control was 127.00£2.30 mg EAG/100 mL, for the mixed drink with orange
blossom honey was 193.40+£4.63 mg GAE/100 mL, for mixed drink with eucalyptus
honey was 167.90+2.04 mg GAE/100 mL, for mixed drink with multifloral honey was
195.10+8.06 mg GAE/100 mL and for the mixed drink with “assa-peixe” honey was
205.60£7.75 mg GAE/100 mL. All samples differed from the control mixed beverage
and among the four mixed beverages with the different honeys, which presented the
highest values, but without statistical difference were: orange blossom, multifloral and
“assa-peixe”, as can be observed in Figure 3. We observed that after addition of honey
to the mixed drink there was an average increase of 1.55 times its total phenolic
compounds content.

Toydemir et al. (2015) evaluated the total polyphenol content of nine types of
tea added with flower honey, among them six showed an increase of up to 1.69 times.
Celep and Yesilada (2017) observed that after the addition of floral honey in samples of
fresh and soluble coffee, they observed an increase of 1.18 and 1.10 times, respectively.

Ozdath et al. (2014) evaluated the effect of honey addition on nine different types of tea
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and observed an increase of on average 11.2 times the content of phenolic compounds,
which can be justified by the interaction between the components of the honey and the
components of the teas. Pereira et al. (2015) evaluated the addition of three honey types
of different staining to the infusions and observed on average a 1.20 fold increase in the
phenolic content, the darker honey being the one that conferred the greatest increase.
Thus, the addition of honey was favorable for increasing the phenolic content of these

beverages.

Analysis of antioxidant activity (AA) by FRAP, DPPH e TEAC
The quantitative contribution of different antioxidant substances present in

several foods determines its antioxidant activity (Zulueta et al 2009). The results
obtained by the FRAP method were expressed in mmol Fe*2/100 mL of beverage. The

control beverage had a value of 109.70+0.26 mmol Fe*2/100 mL, for the mixed

beverage with orange blossom honey was 140.80+1.09 mmol Fe*?/100 mL, for the
mixed beverage with eucalyptus honey was 97.91+2.84 mmol Fe*?/100 mL, for mixed
beverage with multifloral honey was 149.90+3.52 mmol Fe*?/100 mL and for mixed
beverage with “assa-peixe” honey was 139.10 = 3.15 mmol Fe*?/100 mL.

All samples differed from the control mixed beverage and among the four
samples with the different types of honey, the ones that presented the highest values,
although not statistically different were: orange blossom, multifloral, and, “assa-peixe”
honeys. The mixed beverage with “assa-peixe” had the lowest value, different from all
analyzed samples, including mixed beverage control. The results can be seen in Figure
4.

The results obtained by the use of DPPH were expressed as % of DPPH radical

inhibition. The control beverage presented a value of 5.27 + 0.34%, for mixed beverage
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with orange blossom honey was of 9.41 + 0.73%, for mixed beverage with eucalyptus
honey was of 6.76 + 0.38% for mixed beverage with multifloral honey was 10.13 +
1.37% and for the mixed beverage with “assa-peixe” honey was 8.2 + 0.49%. The
beverages containing the eucalyptus and “assa-peixe” honeys did not present significant
difference compared to the control mixed beverage and the beverages containing the
orange blossom or multifloral honeys presented significant difference of the control
beverage, but did not differ among them. After addition of honey, beverage increased by
an average of 1.66 times its antioxidant capacity by DPPH.

Toydemir et al. (2015) evaluated the antioxidant activity by the DPPH of nine
types of tea added with floral honey, among them four showed an increase of up to 1.45
times. Pereira et al. (2015) also evaluated the effect of honey addition on different
combinations of infusions and the results indicated that had a synergistic effect in all
combinations, with an increase in average 2.5 times the antioxidant capacity by DPPH
and for increased FRAP on average 1.8 times.

The results obtained by the TEAC method were expressed in uM Trolox / 100
mL. The control beverage presented the value of 38.83 + 0.29 uM Trolox / 100 mL, for
mixed beverage with orange blossom honey was 70.36 = 1.57 uM Trolox / 100 mL, for
mixed beverage with eucalyptus honey was 50.43 + 2.14 uM Trolox / 100 mL, for
mixed beverage with multifloral honey was 71.25 + 1.57 uM Trolox / 100 mL and for
mixed drink with “assa-peixe” honey was 74.68 + 1.33 uM Trolox / 100 mL. All the
samples differed from the control mixed beverage and among the four samples with the
different types of honey, the samples that presented the highest values, although not
giving statistical difference between them were with orange blossom, multifloral and

“assa-peixe” honeys.
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When correlating the soluble solids content with the different methods for
antioxidant activity and total phenolic compounds, a negative correlation was observed,
so the soluble solids content is inversely proportional to the content of phenolic
compounds and the antioxidant capacity, which may be due to the sugar content of
honey that would complex with possible compounds of the beverage (Zhang et al.
2009). The correlation of the phenolic compounds with the different methods of
analysis of antioxidant activity was moderate positive for DPPH analysis (R?= 0.7802,
p< 0.05) and strong positive for FRAP analysis (R?= 0.8859, p< 0.05) and TEAC (R*=

0.9848 p< 0.05). The results can be observed in the Table 1.

Conclusions

Based on the results obtained, mixed beverages containing the orange blossom,
multifloral and “assa-peixe” honeys obtained the highest values for the phenolic
compounds content and the three analysis of antioxidant activity. In relation to the
soluble solids content, these samples had the lowest values, which showed an inverse
correlation with the contents of phenolic compounds and the analysis of antioxidant
activity. This suggests that honey with lower amounts of sugars would be favorable to
improve the quality of the beverage. And given the analysed data, orange blossom,
multifloral and “assa-peixe” honeys would be good options to add nutritional value to a

mixed drink based on apple and passion fruits.
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Figure Legends

Figure 1. Colorimetric coordinates (L *, a* and b *) in mixed control beverages (C),
plus orange blossom (O), eucalyptus (E), multifloral (M) and “assa-peixe” (A-P)
honeys. Different letters indicate that there was a significant difference by the Tukey

test at 5% probability.

Figure 2. Soluble solids content in mixed control (C), plus orange blossom (O),
eucalyptus (E), multifloral (M) and “assa-peixe” (A-P) honeys beverages. Different
letters indicate that there was a significant difference by the Tukey test at 5%

probability.

Figure 3. Total phenolic compounds in mixed control (C), plus orange blossom (O),
eucalyptus (E), multifloral (M) and ‘“assa-peixe” (A-P) honeys beverages. Values
expressed in equivalent milligrams of gallic acid per gram of sample (mg GAE /
100mL). Different letters indicate that there was a significant difference by the Tukey

test at 5% probability.

Figure 4. Antioxidant activities from FRAP, DPPH, and TEAC methods in control

beverage (C), orange blossom (O), eucalyptus (E), multifloral (M) and “assa-peixe” (A-

P) honeys beverages. Different letters indicate that there was a significant difference by

the Tukey test at 5% probability.
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Table 1. Pearson Correlation between analyzes of total soluble solids, total phenolic
compounds, and antioxidant activities (FRAP, DDPH, and TEAC).

TSS | TPC | FRAP | DPPH | TEAC

TSS

TPC

FRAP

DPPH
TEAC

1.00
-0.92
-0,83
-0.74
-0.94

-0.92
1.00
0.89
0.78
0.98

-0.83
0.89
1.00
0.98
0.95

-0.74
0.78
0.98
1.00
0.87

-0.94
0.98
0.95
0.87
1.00

Leite et al., 2017
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Figure 3
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