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RESUMO:

Com a extracdo de compostos bioativos do fruto da néspera, a analise de cromatografia
liquida de alta performance — UPLC verificou a presenca do acido ursolico e caracteristicas
estaveis em diluicbes amostrais, com isso a aplicacdo deste extrato foi realizada em
recobrimento de laranjas. A avaliacéo fisica dos frutos aferiu a deformacéo, a massa, e a cor
por um periodo de trinta dias com trés leituras analiticas. Estes dados evidenciaram que ndo
houve diferenca estatistica entre as amostras com as concentracdes aplicadas neste
recobrimento.
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Introducéo

A atividade antimicrobiana da néspera esta relacionada aos metabdlitos secundarios que
geram substancias de baixo peso molecular, como os glicosideos saponosidicos do tipo
triterpénicos, que reage com o0 microrganismo causando alteragdes destrutivas (Abdou et al.,
2011; Arambarri e Hernandez, 2014). As saponinas sdo substancias que formam espuma
estavel em meio aquoso, sdo divididas no grupo que afeta o coragdo e no grupo que ndo afeta
0 coracdo. As saponinas que afetam o coracdo sdo usadas em terapia cardiaca e as saponinas
ndo ativas-cardiacas podem ser obtidas de vegetais alimenticios como o inhame mexicano
(Britannica, 2017). No entanto, quando se trata de um composto reativo de origem natural, a
acdo pode sofrer influéncia de outros fatores do meio reacional, como a composi¢do quimica,
a complexidade e propriedades fisicas do alimento ou mesmo com relacdo a estrutura e
composicao quimica dos microrganismos (Juneja et al., 2012).

Os acidos ursélico e oleandlico, extraidos da néspera, apresentaram relevante acéo
antimicrobiana frente as bactérias gram-positivas e gram-negativas (Palombo e Semple, 2001;
Roula et al., 2010; Abdou et al., 2011; Bobis et al., 2015).

Neste contexto, a néspera contribui ao desenvolvimento de novos estudos por seus compostos
bioativos em destaque; visto que os acidos ursélico e oleanolico estdo presentes no fruto, que
é a porcdo comestivel da planta, e tém associacdo a propriedade antimicrobiana (Perez G et
al., 1998; Li, 2011; Sultana, 2011; Xu e Chen, 2011; Wu et al., 2013; Rashed e Butnariu,
2014). Estes acidos sdo isomeros, de formula molecular C3oHs03, geralmente extraidos de
plantas pelos solventes metanol, etanol ou 4gua (Kim et al., 2005; Koba et al., 2007; Rashed e
Butnariu, 2014; Delfanian, Esmaeilzadeh Kenari, et al., 2015; Delfanian, Kenari, et al., 2015).
S&o varios 0s compostos bioativos ja encontrados em extratos de néspera e incluem neste
grupo os acidos triterpénicos oleandlico, ursélico, a-hidroxioleandlico, arjunolico e euscapico,
e 0s acidos fenodlicos clorogénico, catequinico, hidroxibenzoico, cafeico, ferulico, elagico e o
o-cumarico (Kim et al., 2011; Hong-Xia et al., 2014; Yilong, 2016), estes compostos
conjuntamente podem equilibrar ou intensificar a caracteristica antimicrobiana deste fruto.
Para verificacdo da atuacdo destes compostos em alimentos € proposto o recobrimento de
frutas pelo recobrimento do extrato da Néspera. A laranja (Citrus sinensis Osbeck) foi a
escolha dentre as frutas, pois o Brasil é lider mundial na producdo de laranja e segundo o
United States Department of Agriculture — USDA, a estimativa para a producdo na safra
mundial de laranja 2016/17 é de 49,610 mil toneladas sendo 18,197 mil toneladas respectivo

a producdo brasileira (Okino-Delgado e Fleuri, 2014; Abastecimento, 2017; Conab, 2017).

Material e métodos

Material

As nésperas foram colhidas no campus da Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG e
as laranjas foram adquiridas no comércio local da cidade de Belo Horizonte — MG.



Extracéo dos compostos bioativos da néspera

Apos colheita, a néspera foi lavada em &gua corrente para retirada de sujidades grosseiras e
em seguida a polpa foi separada das sementes e cada semente foi partida em dois pedacos. As
porcdes foram congeladas a -80 °C, liofilizadas e trituradas. As amostras trituradas foram
diluidas a uma proporcéo de 20 gramas de amostra a cada 100 mL de solvente, sendo que o
solvente, corresponde a mistura etanol-agua em concentracdo 1:1 v/v. A solucdo permaneceu
sob agitacdo, protegida da luz e em temperatura ambiente (25 °C * 2) durante 48 horas. Os
extratos foram separados dos residos amostrais por filtragdo em papel filtro e os solventes
foram evaporados por meio de rotaevaporador a temperatura de 45 °C e 70 mmHg em banho
térmico B-491, rotaevaporador R-215 e bomba a vacuo V-700 da BUCHI. Os extratos foram
armazenados a - 20 °C até a realizacdo das analises (Okonogi et al., 2007; Tachakittirungrod
et al., 2007; Pérez-Gregorio et al., 2011; Delfanian, Esmaeilzadeh Kenari, et al., 2015).

Tratamento das laranjas

Esta analise foi realizada com objetivo de verificar a agdo dos bioativos da néspera quando
aplicado na superficie externa do fruto e a consecutiva conservacdo destes frutos quando
comparado a vida util do fruto natural (sem adigéo de extrato na superficie). As laranjas foram
divididas em trés lotes onde o LOTE 1010 = laranjas controle (sem adicdo de extrato na
superficie); LOTE 1030 = laranjas imersas em extrato de néspera a 2,5 %; LOTE 1060 =
laranjas imersas em extrato de néspera a 5 %. Cada lote foi constituido por seis laranjas.

A organizacéo analitica foi estruturada em trés etapas com intervalo entre elas de 15 dias. Em
cada uma das trés etapas foram realizadas analises de cor, deformacao e massa.

Compostos bioativos

Os compostos bioativos foram observados por Cromatografia Liquida de Alta performace -
UPLC conforme parametros descritos por (Hong-Xia et al., 2014), onde 5 mL do extrato foi
filtrado através de um filtro de membrana de 0,22 um e acondicionado em um vial. Para a
verificacdo dos pico entre 200 e 400 nanémeros foi utilizado um detector UV-vis de matriz de
fotodiodo. Foi utilizada uma coluna C18 com a temperatura de funcionamento em 23 °C * 2.
A fase movel foi constituida da fase A, &cido acético / &gua (5 : 95, v/ v) e pela fase B acido
acetico / acetonitrilo / agua (5 : 80 : 15, v / v). Em analise, o gradiente do solvente foi
programado de 0 a 50 % de B em A durante 50 min a um caudal de 1,0 mL / min.

Cor

A analise de verificacdo da cor das laranjas foi realizada por Espectrofotdmetro para medicédo
de cor da marca Konica Minolta e modelo CM-2500c, com a determinacdo no sistema CIE
L*a*b (Takatsui, 2011).

Massa
O Massa das laranjas foi determinado por afericdo direta em balanca analitica.

Deformacéo
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A deformacédo das laranjas foi determinada em texturdmetro de bancada, TA-XT2i Texture
Analysers da Stable Micro Systems.

Analise estatistica

Os dados serdo tratados em Excel por ANOVA e, caso necessario, sera utilizado o teste de
Tukey, ambos com nivel de significancia de 5 % (p < 0,05).

Resultados e discussao

Com relagdo a organizacdo analitica, as trés etapas analisadas foram respectivas as unidades
amostrais de laranja, estes frutos estdo apresentados na Figura 1 por organizacdo dos Lotes
em ordem cronoldgica. Alguns frutos foram descartados durante o experimento por motivo de
deterioracdo andmala ao grupo. Estes frutos foram os correspondentes as posicoes
Lote1010_3 no tempo 3 e Lote1060_3 no tempo 2.

Lote 1010

Figura 1: Organizacao analitica dos trés Lotes e Tempos
Compostos Bioativos

Para a identificagdo da presenca de compostos antimicrobianos no extrato da néspera foi
comparado concentracOes diferentes de extrato, 10, 25 e 50 %, ao padrdo analitico de acido
Ursolico, em grau de pureza maior que 98 %, condizendo assim as exigéncias da técnica. A
figura 2 apresenta as concentragOes analiticas em picos de &cido ursolico.
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Figura 2: Grafico Cromatografico

Com o resultado desta analise € possivel verificar a presenca de acido ursélico nos extratos
evidenciando assim a possibilidade de acdo antimicrobiana desta solucéo.

Aplicando o extrato na superficie dos frutos foi possivel verificar que a cor e massa dos frutos
variaram visualmente e a sua deformacéo tendia a aumentar. Apos mensurar os dados de cor e

massa foi realizada a técnica de deformacéo por texturémetro.

Cor
A cor foi classificada de acordo com a sua tonalidade (Muensell Hue), Luminosidade

(Munsell VValue) e saturacdo (Munsell Chroma). Pelo calculo de Hue quanto mais proximo de
90 ° a amostra estiver, mais proximo a cor amarela é a cor da laranja, conforme apresentado

na Figura 3.
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Figura 3: Compreendendo o Espaco de Cor CIE L*C*h
Fonte: konicaminolta (Minolta, 2017)

N&o houve efeito estatistico significativo da adicdo de extrato de néspera, nas concentracfes
2,5 e 5%, em nenhum dos parametros colorimétricos avaliados (Tabela 1).



Tabela 1 — Resultados dos parametros colorimétricos dos lotes contendo 0, 2,5 e 5% de
extrato de néspera, com 95% de significancia.

Parémetro colorimétrico
L a b h C
Lote 1010 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
Lote 1030 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
Lote 1060 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

Amostras

Massa

A adicdo de extrato de néspera, nas concentracOes de 2,5 e 5%, N&o apresentou diferenca
estatistica no massa das amostras (Tabela 2). Por outro lado, houve reducdo significativa da
perda de massa ao longo do tempo, o que era esperado devido a perda de agua por
transpiragéo.

Tabela 2 — Variacdo da massa das amostras ao longo do tempo.

massa (g)

26/out  08/nov  23/nov Médias

Lote 1010 149,36 13551 118,13 134,33°

Lote 1030 147,11 133,69 122,21 134,33°

Lote 1060 148,27 133,35 123,31 134,97°

Média® 148,24* 134,18 121,217 -

'Médias seguidas por diferentes letras mintsculas (a-c) na mesma coluna diferem pelo teste
de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.
’Médias seguidas por diferentes letras mintsculas (x-z) na mesma linha diferem pelo teste de
Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Amostras

Deformacao

A deformacéo dos frutos foi analisada mediante as condi¢cdes de 6 mm de distancia da sonda
até o fruto, 0,98 N de forca aplicada por um tempo de 5 segundos, ademais este teste foi
programado para percorrer uma distancia de ruptura igual a 1 mm caso a casca do fruto se
rompesse. No entanto a forca de 0,98 Newtons foi suficiente para analisar a forca elastica na
deformacdo e nenhuma das cascas rompeu e todas deformaram, confirmando assim o célculo
para deformacdo elastica. Desta forma obedecendo a lei de Hook possivel analisar a
deformacdo da superficie da laranja com as formulas 1, 2 e 3.

c=P/A;e=AL/L;c=Ex¢

AL=3=(PxL)/(ExA)



d0=(Pxa)/(ExA), Lei de Hook para encurtamento
Onde:
P = forca aplicada
a = distancia percorrida pela sonda

E x A =rigidez axial

Apos realizagdo dos célculos da lei de Hook e andlise de varidncia constatou que ndo ha
diferenca entre as amostras do lote 1010, 1030 e 1060, pois o F critico foi de 3,18 e o F foi
inferior, apresentando valor de 1,88. Desta forma esta técnica analitica ndo apresentou
diferenca fisica dentre os lotes na conservagéo do fruto.

Conclusao

Este trabalho visualiza a possibilidade de recobrimento com caracteristica antimicrobiana do
extrato da Néspera, pois o fruto ndo diferenciou perante os lotes com recobrimento bioativos,
mas a concentracao utilizada deve ser estabelecida por técnicas analiticas microbioldgicas.
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