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AQUINO, T. A. C. Potencial bioativo dos residuos de sapoti (Manilkara zapota (L.) P.
Royen) e elaboracdo de bebidas fermentadas da polpa de sapoti [Dissertacdo] Sé&o
Cristovdo: Programa de Poés-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
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RESUMO

O sapoti (Manilkara zapota (L.) P. Royen) é um fruto exdtico, nativo do sul do Mexico e da
América central, que se adaptou aos paises tropicais e encontra no nordeste do Brasil excelentes
condicdes para seu desenvolvimento e producdo. O desenvolvimento de novos produtos como
alternativa para o aproveitamento de frutas, bem como a extragdo de compostos de interesse
industrial em extratos de polpa e residuos tem sido estudado ao longo dos anos. Desta forma,
este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial bioativo de extratos da casca e semente do
sapoti obtidos por maceracao e ultrassom, e elaborar e caracterizar o perfil volatil de diferentes
formulacGes de bebidas fermentadas utilizando a polpa de sapoti. Inicialmente, realizou-se a
analise fisico-quimica da polpa e dos residuos de sapoti. A seguir, foram obtidos extratos da
casca e sementes em acetona, metanol e etanol em concentragdes entre 40 e 80% e determinou-
se o0s teores de compostos fendlicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante.
Compostos bioativos foram identificados e quantificados nos extratos dos residuos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. A polpa de sapoti foi utilizada em diferentes
formulagdes de bebidas fermentadas e os compostos volateis das bebidas foram identificados e
quantificados por cromatografia a gas acoplada ao espectrometro de massas. Os maiores teores
de compostos fendlicos foram obtidos no extrato de casca em metanol 50% por maceragao
(234,32 mg EAG/100g de residuo) e no extrato de semente em metanol 80% por ultrassom
(65,28 mg EAG/100g de residuo), o qual também demonstrou maior atividade antioxidante em
ABTS, 702,3 uM de Trolox/g de residuo. Em relagdo aos flavonoides totais os maiores teores
foram no extrato de casca em etanol 80% por ultrassom (90,85 mg QCE/100g) e no extrato de
semente em etanol 80% por maceracao (50,39 mg QCE/100g) (maior atividade antioxidante
em ABTS dentre os extratos obtidos por maceracdo 664,4 uM de Trolox/g de residuo). Sete
compostos polifendlicos foram identificados e quantificados por cromatografia liquida nos
extratos analisados, sendo o acido galico o composto majoritario encontrado. Na analise dos
compostos volateis das diferentes formulacbes do fermentado de sapoti foram identificados 85
compostos volateis, dentre os quais 3-Metil-1-butanol, 2-Feniletanol e Etilbenzoato
apresentaram 0s maiores teores (13007,99; 8439,79; e 4,990,94 pg/kg, respectivamente). A
producdo destes compostos foi otimizada pela metodologia de superficie de resposta onde
obteve-se maximas producdes de 3-metil-1butanol para teor de solidos sollveis maior que
18,5°Brix, concentracdo de indculo maior que 8,8 g/L para Etilbenzoato; e para 2-Feniletanol
teor de solidos soluveis entre 12,9 e 17,8°Brix, e concentragdo de indculo entre 5,2 e 7,4 g/L.
Os residuos de sapoti demonstraram potencial como fonte de compostos bioativos e as
formulacGes de bebidas fermentadas se destacaram como um possivel produto obtido a partir
da polpa de sapoti, cujas caracteristicas sensoriais ainda deverao ser exploradas.

Palavras-chaves: Frutas exoticas. Compostos Bioativos. Fermentacdo alcoolica.
Compostos Volateis.
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ABSTRACT

Sapodilla (Manilkara zapota (L.) P. Royen) is an exotic fruit, native from southern
Mexico and Central America, adapted to tropical countries and the northeastern of
Brazil has showed excellent conditions for its development and production. Over the
years, the development of new products as an alternative for the use of fruits, as well
as the extraction of compounds of industrial interest in pulp and waste extracts has
been studied. Thus, this work aimed to evaluate the bioactive potential of sapodilla
peel and seed extracts obtained by maceration and ultrasound and elaborate and
characterize the volatile profile of different fermented beverage formulations using
sapodilla pulp. Initially, perform a physical-chemical analysis of the pulp and
sapodilla residues. Then, extracts of peel and seeds in acetone, methanol and ethanol,
between 40 and 80% were selected and determined the contents of complete phenolic
compounds, total flavonoids and antioxidant activity. Bioactive compounds were
used and quantified in waste extracts by high-performance liquid chromatography. A
sapoti pulp was used in different formulations of fermented beverages and
compounds of alcoholic beverages used and quantified by gas chromatography
coupled to the mass spectrometer. The highest levels of phenolic compounds were
obtained in 50% methanol peel extract by maceration (234.32 mg EAG/100g of
residue) and in 80% methanol seed extract by ultrasound (65.28 mg EAG/100g of
residue), also demonstrate higher antioxidant activity. Regarding the total flavonoids,
the highest levels were in the peel extract in 80% ethanol by ultrasound (90.85 mg
QCE/100g) and in the seed extract in 80% ethanol by maceration (50.39 mg
QCE/100g), which showed higher antioxidant activity in ABTS among the extracts
obtained by macerating 664.4 uM of Trolox/g of residue). Seven polyphenolic
compounds were identified and quantified by liquid chromatography, in the analyzed
extracts, gallic acid being the major compound found. In the analysis of volatile
compounds in the different formulations of sapodilla fermented, 85 volatile
compounds were identified, among which 3-Methyl-1-butanol, 2-Phenylethanol and
Ethylbenzoate had the highest levels (13007.99; 8439.79; and 4,990, 94 ug/kg,
respectively). The production of these compounds was optimized by the response
surface methodology where maximum productions of 3-methyl-1-butanol were
obtained for soluble solids content greater than 18.5 °Brix, for Ethylbenzoate
inoculum concentrations greater than 8.8 g/L, and for 2-phenylethanol soluble solids
content between 12,9 and 17.8 ° Brix, and inoculum concentrations between 5.2 and
7.4 g/L. Sapodilla residues demonstrated potential as a source of bioactive
compounds, and fermented beverage formulations stood out as a possible product
obtained from sapodilla pulp, whose sensory characteristics are yet to be explored.

Keywords: Exotic fruit. Bioactive compounds. Alcoholic fermentation. Volatile
compounds.
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1 INTRODUGCAO

O sapoti (Manilkara zapota (L.) P. Royen), € uma espécie frutifera climatérica e exdtica
que encontra no Brasil excelentes condicdes para seu desenvolvimento e producdo. A maior
parte da producdo dessa fruta se da no Nordeste em pequenas propriedades, sendo
comercializada no mercado local. Pernambuco é o maior produtor nacional, seguido de estados
como Bahia, Ceard, Para, Paraiba, Rio Grande do Norte e Sergipe, principalmente na regiao
centro-sul, em municipios como Lagarto e Boquim (JUNIOR et al, 2014).

A fruta apresenta caracteristicas sensoriais agradaveis pelo alto teor de sélidos soluveis
entre 15 e 25 °BriX, baixa acidez em torno de 0,083 (acido mélico g/100g), pH proximo a5 e
umidade de 75%. O fruto tem um periodo de vida util curto, em média 8 a 10 dias ap0s a
colheita, gerando uma perda estimada de 20 a 30% da producdo em paises tropicais (MORAIS
et al, 2006). A sazonalidade e as perdas desestimulam a produgdo, como alternativa novos
produtos sdo desenvolvidos artesanalmente, como fermentados alcodlicos, sorvetes, geleias e
compotas.

As industrias de processamento de frutas contribuem com toneladas de residuos em todo
0 mundo gerando disponibilidade desta matéria-prima. O potencial inexplorado destes residuos
tem incentivado os pesquisadores ao longo dos anos a realizar estudos sobre compostos
bioativos como é&cidos fendlicos e flavonoides os quais tém demonstrado atividade
antimicrobiana, anti-inflamatoria, antioxidante entre outros efeitos & saude humana
(NASCIMENTO, 2016).

Os estudos sobre compostos bioativos e atividade antioxidante de sapoti na literatura
ainda séo escassos, porém Almeida et al (2011) ao analisar polpa de sapoti obtiveram teor de
compostos fendlicos totais de 13,5 mg EAG/100g, e atividade antioxidante de 0,99 uM/g e 0,17
uM/g em ABTS e DPPH respectivamente; e Can-Cauich et al (2017) obtiveram em casca de
sapoti teores de fendlicos totais e flavonoides totais de 210 mg EAG/100g de residuo e 430 mg
QCE/100g de residuo, respectivamente.

O desenvolvimento de novos produtos como alternativa para o aproveitamento de frutas
e residuos vem sendo estudado ao longo dos anos. A fermentacdo alcodlica de frutas como
manga (REDDY e REDDY, 2011), tamarindo (LASEKAN e SEE, 2015), abacaxi (LIN et al,
2018), e cupuagu (RAMOS et al, 2016) é uma alternativa a abundancia da produgdo de frutas,
e que pode gerar diferentes compostos volateis de interesse comercial. Panda et al (2014)

obtiveram bebida fermentada da polpa de sapoti, a qual apresentou as seguintes caracteristicas:
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2,38°Brix; acidez titulavel de 1,29 g &cido tartarico /100 mL; pH 3,02; 0,219/100 mL de
fenodlicos totais; 1,78 mg/100 mL de acido ascorbico e 8,23% (v/v) de etanol. Entretanto, ndo
foram estudadas diferentes formulacdes do fermentado, nem analisado o perfil dos compostos
volateis do fermentado obtido.

Também, extratos de polpas e residuos de frutas tem sido avaliado como fontes de
diferentes compostos de interesse industrial. Particularmente, a polpa de sapoti tem sido
avaliada quanto a composicdo de compostos volateis obtendo-se 33% de ésteres, 27% de
alcoois, 18% de terpenos, e outros 21% (UEKANE et al., 2017). Singh et al (2016) avaliaram
extratos de polpa e casca de sapoti em metanol 80% por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e obtiveram teores significativos de polifenodis, como acido galico (10,2 e 27,5
mg/100g), catequina (8,1 e 43,3 mg/100g), quercetina (5,4 e 49,1 mg/100g) e kaempferol (ndo
detectado e 51,2 mg/100g), para polpa e casca respectivamente. Nao foram encontrados estudos
de compostos bioativos das sementes de sapoti.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial bioativo da casca e semente
do sapoti utilizando dois métodos de extracdo (maceracdo e ultrassom), elaborar diferentes
formulacGes de bebidas fermentadas utilizando a polpa de sapoti e quantificar e identificar os

compostos volateis presentes nas mesmas.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Sapoti

O sapotizeiro € a especie frutifera mais conhecida da familia Sapotaceae (JUNIOR et
al, 2014). Nativo do sul do México e da América Central, espalhou-se por toda a América
tropical, Caribe e América do Sul e nas partes mais quentes da Flérida, Estados Unidos,
principalmente na Regido de Key West e nas proximidades de Miami (BANDEIRA et al, 2003).

No Brasil, 0 sapotizeiro teve uma adaptacdo muito boa, sendo plantado desde o Sul do
Estado de Séo Paulo até a Regido Amazbnica. No Nordeste brasileiro foi, inicialmente,
cultivado nas serras Umidas, onde as condi¢Bes climéticas sdo bastante favoraveis ao seu
desenvolvimento e producdo (BANDEIRA et al, 2003). De acordo com Alves, Filgueiras e
Moura (2000), a maior producdo no Nordeste se deve principalmente as condi¢6es propicias do
clima da regido, associado ao uso de irrigacdo, além do elevado preco que este fruto atinge no
mercado interno, sendo entdo um grande incentivo ao cultivo. De acordo com Bandeira et al
(2003), o sapotizeiro € uma planta tipicamente tropical, que se desenvolve em uma ampla faixa
de latitude, € favorecido por altas temperaturas, em torno de 28°C e alta umidade e tém
preferéncia por solos profundos, ricos em matéria organica, levemente argilosos e bem arejados.
Quanto as variedades taxonémicas a diferenca entre as denominacGes sapoti e sapota é devido
somente ao formato do fruto (Figura 1), uma vez que é denominado sapoti aqueles apiculados
ou ovalados e mais leves, em relacdo as sapotas, que sdo maiores e mais arredondados (JUNIOR
et al, 2014; BANDEIRA et al, 2003). Bandeira et al (2003) esclarece ainda que como as
caracteristicas das plantas e dos frutos de sapoti ndo foram perpetuadas por meio da reproducao
sexuada, essas diferencas ndo podem ser caracterizadas como variedades botéanicas, sendo esta

denominacado apenas cultural.

Figura 1- Diferenca de formatos entre sapota e sapoti

i

Fonte: BANDEIRA et al, 2003.
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Segundo Junior et al (2014) o fruto do sapotizeiro é uma baga de tamanho variado (45
a 200 g em média, e 4 a 10 cm de didmetro), formato conico, ovalado ou arredondado, fixado
por um longo pedicelo de 6 a 10 cm de comprimento. A casca € muito fina, rugosa, de coloracao
castanho-amarelada ou marrom-escura, tendo a superficie coberta por uma descamacédo que
forma um po e que larga facilmente ao se esfregar as méaos no fruto. Quando ainda verde é duro,
com muito latex e também muito adstringente devido ao tanino. A polpa de sapoti é suculenta,
de coloracdo marrom-escura, avermelhada ou amarelada, de textura macia ou granular, sem
acidez ou fibras e tem sabor doce e agradavel. Quando ndo esta maduro os granulos grudam
nos dentes e d&o a sensac¢ao de goma de mascar com areia fina. O fruto possui de 3 a 12 sementes
ovoides, com cerca de 2 cm de comprimento e 1 cm de didmetro, facilmente separadas da polpa.
Sdo marrons ou pretas, brilhantes, lateralmente comprimidas, com uma testa dura e margem
branca. Alguns frutos ndo apresentam sementes, mas a partenocarpia é invariavelmente rara

Quanto a distribuicdo percentual dos componentes do fruto (polpa, casca e sementes)
(Figura 2), Alves, Filgueiras e Moura (2000) observaram que em média o sapoti possui 10,36%
de casca, 2,13% de sementes e 87,51% de polpa.

Figura 2- Componentes do fruto sapoti

Fonte: Repositorio digital da NDTV Food.

Dados estatisticos relacionando a producéo e comercializacdo dos frutos do sapotizeiro
a nivel mundial s&o escassos, sabe-se que a producédo e quase que totalmente voltada para o
consumo nos préprios paises de origem, no entanto existe uma demanda crescente pela fruta
em outros paises, principalmente da Europa, América do Norte, Oriente Médio e Sudeste
Asiatico (JUNIOR et al, 2014; BANDEIRA et al, 2003; ALVES, FILGUEIRAS, MOURA,
2000).
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No Brasil, a primeira cultivar foi desenvolvida em 1983, a Itapirema-31 seguida pela
cultivar Chocolate em 1999, ambas estabelecidas por pesquisadores da Empresa Pernambucana
de Pesquisa Agropecuaria — IPA. Em 2003, a Embrapa Agroindustria Tropical langou as
cultivares BRS 228-Sapota Tropical e BRS-227-Sapoti IPA-Curu (MIRANDA et al, 2008).

Algumas caracteristicas fisico-quimicas da polpa de sapoti estdo demonstradas na Tabela 1.

Tabela 1- Caracteristicas fisico-quimicas de sapoti maturo in natura

Parametros Alves, Filgueiras e Brito e Narain Oliveira, Afonso e
Moura (2000) (2002) Costa (2011)
Peso total (g) 124,96 197,5 -
Casca (%) 10,36 - -
Sementes (%) 2,13 - -
Polpa (%) 87,51 - -
Comprimento (mm) 56,63 64,0 -
Diametro (mm) 59,23 76,0 -
Solidos soluveis totais (°Brix) 25,98 15,80 15,67
Acidez Total titulavel (%) 0,12 % 15% 0,083 %
pH 5,37 4,95 5,55
Acucares soluveis totais (%) 22,46 13,5 11,17
AcuUcares redutores (%) 15,26 12,5 9,62
Umidade (%) - 75,1 75,04
Fibra (%) - 0,6 -
Cinzas (%) - 0,4 -
Lipidios (%) - 0,5 -

Fonte: Autoria propria (2020).

No Brasil o sapoti € mais consumido na sua forma in natura, mas também é muito
utilizado na industria de sucos, sorvetes e geleias, j& na indistria internacional € utilizado para
a fabricacdo de doces, refrescos, conservas, geléias e xaropes (COSTA et al, 2017).

Na literatura esta relatado algumas formas de aproveitamento do sapoti, como obten¢édo
de polpa de sapoti desidratada por fornos de conveccéo de ar e em forno a vacuo (GANJYAL,;
HANNA; DEVADATTAM, 2003); p6 de sapoti por spray-dryer (CHONG; WONG, 2015);
desenvolvimento de barra de frutas usando sapoti (SALLEH; YING; MOUSAVI, 2017); bem
como a producdo de biodiesel a partir de 6leo de semente sapoti pelo método de Taguchi
(KUMAR; SURESHKUMAR; VELRAJ, 2015). Patle e Lal (2007) utilizaram o residuo de
sapoti para fermentacdo alcoolica com cultura mista de Zymomonas mobilis e Candida
tropicalis, onde o residuo de sapoti com teor inicial de aglicares redutores em 105 g.L* produziu
52 g.L de etanol.
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A sazonalidade e perda desta fruta causa um desestimulo aos produtores, desta forma, o
desenvolvimento de novos produtos serve de motivacao para o aproveitamento do mesmo. Uma
forma alternativa e bastante difundida na literatura de lidar com a perda de frutas sazonais é a
sua aplicacdo para a obtencdo de bebidas fermentadas, agregando valor através da geracédo de
novos produtos, reduzindo perdas econémicas e estimulando sua producdo (CRUZ; RESENDE;
RIBEIRO, 2018). Ja para o aproveitamento dos residuos uma alternativa interessante seria a
extracdo de compostos bioativos os quais conferem diversas funcdes bioldgicas e podem ser
utilizados para beneficios da saide humana (ALMEIDA et al, 2011).

2.2 Compostos bioativos

De acordo com Damodaram, Parkin e Fennema (2010), as substancias bioativas sdo
classificadas como nutracéuticas e toxicas. As nutracéuticas sdo compostos ativos e derivados
de naturais que promovem a saude, previnem doencas, tem propriedades medicinais a saude
humana. As toxinas também sdo compostos quimicos de ocorréncia natural ou induzidos por
processos, mas que exercem efeitos adversos a satde humana. Dentre as substancias bioativas,
0s autores destacam os carotendides, flavondides, proantocianidinas e outros compostos
polifendlicos.

Os compostos fendlicos possuem pelo menos um anel aromatico com um ou mais
grupos hidroxila ligados e sdo classificados como flavondides e nao flavondides (DEL RIO et
al, 2013. De acordo com Aquarone et al (2014) os compostos fenolicos sdo constituidos de
cinco grupos quimicos: antocianinas que sdo matérias corantes vermelhas, encontradas
principalmente na uva e vinho e variam de 200 a 500 mg/L em vinhos novos; flavonas que sao
de cor amarela, tendo como representante o quercitrosideo; fendis-acidos que estdo presentes
sobre a forma de ésteres como &cidos cindmicos e &cidos benzoicos; taninos condensados
conhecidos por sua adstringéncia que esta relacionada ao seu grau de polimerizagdo e sdo
constituidos a partir de leucoantocianinas; e por ultimo, os taninos catéquicos, que nos vinhos
provém do emprego de taninos comerciais ou uso de barril de madeira durante o
envelhecimento. Os flavonoides (Figura 3) sdo fitoquimicos benéficos a salude que estdo
amplamente presentes nas plantas, em frutas, vegetais folhosos, raizes, tubérculos, bulbos,
ervas, temperos, legumes cha, café e vinho tinto. Estes podem ser classificados em sete grupos:

flavona, flavonona, flavonol, flavononol, isoflavonas, flavanol, antocianidina.
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Figura 3- Estrutura dos flavonoides
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Fonte: CERQUEIRA, MEDEIROS e AUGUSTO, 2007.

Diversos residuos de frutas tém sido estudados como fonte de compostos bioativos.
Banerjee et al (2017) relataram teor de acidos fenolicos, como &cido ferulico, &cido vanilico e
acido cafeico, entre 0,02-0,2% (p/p) em cascas e sementes de manga, sementes de goiaba, casca
de laranja, residuos de gérmen de trigo e bagaco de maca. Cam, Icyer e Erdogan (2014)
encontraram teor de flavonoides entre 0,02 e 0,14% (p/p em base Umida) ao avaliar bagaco de
tomate, cascas de roma, cascas de laranja, sementes de tamarindo e cascas de manga, sugerindo
como possiveis usos dos residuos como conservantes naturais e agentes anticancerigenos.

Almeida et al (2011) relataram que o fruto do sapoti possui teor de &cido ascorbico de
3,9 mg /100 g, antocianinas totais de 0,46 mg/100 g e fendlicos totais 13,5 mg EAG/100 g (peso
fresco). Silva et al (2014) relataram teor de compostos fendlicos de 209,45 mg EAG/100 g
(base seca) em polpa de sapoti. Por sua vez, Singh et al (2016) obtiveram em extrato metanolico
(80%) da polpa de sapoti, o teor de compostos fendlicos totais de 413,9 mg EAG/100g, e
flavonoides totais de 208,3 mg QCE/100g, ambos em base seca.

Can-Cauich et al (2017) obtiveram para extratos de casca de sapoti teores de fendlicos
totais de 210 mg EAG/100g de residuo e flavonoides totais de 430 mg QCE/100g de residuo
(base seca) e Singh et al (2016) para o extrato da casca em metanol 80% teores de compostos
fenolicos totais e flavonoides totais de 1151,4 mg EAG/100g e 564,5 mg QCE/100g,
respectivamente.

N&o foram encontrados relatos sobre os teores de compostos bioativos em semente de
sapoti. Sancho et al (2015) analisaram extrato em etanol 50% da juncédo de casca e semente de
sapoti e obtiveram 4,35 mg EAG/100g de residuo de fendlicos totais. Ja Silva et al (2014)
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obtiveram teor de compostos fenolicos totais de 1053,43 mg EAG/100g de residuo para

subprodutos (casca, sobras de polpa e sementes) de sapoti.

2.3 Métodos de extragdo de compostos bioativos

O método de extragdo € um fator muito importante na obtengdo de compostos bioativos,
uma vez que € necessario extrair o componente quimico de interesse da planta para seguir com
sua separacdo e caracterizacdo. Atualmente sdo utilizados meétodos mais rapidos e
automatizados, como a extracdo com fluido supercritico, extracdo liquida pressurizada ou
extragdo assistida por micro-ondas, extragdo por ultrassom e extrator de solvente acelerado
(NAYAK et al, 2015).

Geralmente estes métodos estdo associados a algum tipo de solvente. A agua é o
solvente mais comumente utilizado nas industrias de alimentos, porém de acordo com
ZAINAL-ABIDIN et al (2017) esta tem eficacia apenas como solvente de extracdo para
compostos bioativos polares e hidrofilicos, sendo menos eficaz para compostos ndo polares e
hidrofobicos. Desta forma a utilizacdo de diferentes solventes organicos garante uma maior
eficiéncia no processo.

A extracdo por solventes, ou maceragdo, € 0 meio mais comum de recuperar COmpostos
fenolicos de materiais vegetais devido a simplicidade da técnica, eficiéncia e uma ampla gama
de possiveis aplicacfes (LIM et al, 2019). De acordo com Dent et al (2013), e Ho e Chun (2019)
solventes como etanol, metanol, acetona, acetato de etila, cloroférmio, e outros, com longo
tempo de duracdo, e em diferentes concentracdes diluidos em &gua tém sido usados para a
extracdo de polifendis em diferentes amostras de tecido vegetal. Por se tratar de uma técnica
convencional, a extracdo por maceragdo apresenta vantagens, como procedimentos simples e
temperaturas baixas, ideal para extracdo de compostos sensiveis ao calor (LAMA-MUNOZ et
al, 2019), porém possui certas limitagdes, como menor eficiéncia, baixo rendimento de
extracao, uso de grandes quantidades de solventes, resisténcia a transferéncia de massa e perigo
a saude (SAFDAR et al, 2016), tornando, em alguns casos, as técnicas atuais mais favoraveis.

A extracdo assistida por ultrassom tem sido usada em diversas aplica¢Ges da tecnologia
de processamento de alimentos para extrair compostos bioativos de materiais vegetais
(ALTEMIMI et al, 2017). De acordo com Patra et al (2018), a sonicacdo, também chamada de
extracio assistida por ultrassom, envolve o uso de ultrassom na faixa de 20 a 2000 kHz. E um
procedimento muito simples, onde o material vegetal ou células vegetais sdo rompidas pela
aplicacdo de ondas de ultrassom que promovem a liberagdo de compostos bioativos no solvente

circundante. A técnica de extragdo por ultrassom além de ter como vantagens: menor tempo
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de operacgdo, facilidade de manuseio, reducdo da temperatura, menor uso de solvente e
economia de energia; tém potencial para aumentar os rendimentos de extragdo por conta dos

fendmenos de cavitacao e transferéncia de massa melhorada (SHARAYEIA et al, 2019).

2.4 Atividade antioxidante

As frutas séo fonte de compostos antioxidantes, como compostos fenolicos, vitaminas,
carotenoides e minerais, que contribuem para o seu potencial quimio preventivo (ALMEIDA
et al, 2011). Estudos relacionam o consumo abundante de frutas e vegetais a reducdo do risco
de desenvolver alguns tipos de céncer, doencas coronérias, inflamacdo, artrite, sistema
imunoldgico declinio, disfuncéo cerebral e catarata. Segundo Shui, Wong e Leong (2004) isto
deve-se aos antioxidantes que inibem ou retardam a oxidacéo de biomoléculas em uma reacao
em cadeia desencadeada por radicais livres em vivo, 0 que € importante na prevencdo e
progressdo de muitas doencas cronicas.

Diversos métodos podem ser utilizados para a analise de atividade antioxidante em
compostos bioativos, e cada método apresenta um resultado distinto que pode ndo ser
relacionado. Varios fatores podem contribuir para essas diferencas, como por exemplo 0s
métodos que diferem em tipos de radicais, sitios de acdo, e solventes utilizados; o substrato, a
estratégia de medida do ponto final e ainda, se sdo baseados na captura de radicais livres ou na
determinacdo da oxidacdo da molécula alvo. Sugerindo-se entdo que a atividade antioxidante
deve ser avaliada por diferentes métodos para obtencdo de resultados representativos do seu
potencial antioxidante (ZOLA, 2014).

Entre os métodos desenvolvidos para estimar a atividade de eliminacdo de radicais,
estdo os ensaios baseados na eliminagdo de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) e 2,2 ' azinobis
(&cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS® *), que atualmente sdo os mais utilizados
(NENADIS et al, 2004). A geracdo do ABTS' *tem origem na oxidagdo do sal por persulfato
de potassio, na auséncia de luz por 12 a 16 horas. Entéo este radical, que apresenta coloracao
azul esverdeado, na presenca de um antioxidante, ocorre a reducdo do ABTS' " a ABTS, levando
a perda da coloracdo do meio reacional. Desta forma a perda de cor determina a porcentagem
de inibicdo do ABTS" “em funcéo do Trolox, como um padrdo submetido as mesmas condigdes
de anélise do antioxidante, conhecido como curva padrdo (NENADIS et al, 2004; KUSKOSKI
et al, 2005; ZOLA, 2014).Com o método ABTS ¢ possivel medir a atividade antioxidante de
compostos hidrofilicos e lipofilicos (KUSKOSKI et al, 2005), é frequentemente utilizado em
misturas complexas como extratos de plantas, bebidas e fluidos biologicos, tem excelentes

caracteristicas espectrais, a solubilidade em meios organicos e aquosos e a estabilidade em uma
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ampla faixa de pH (NENADIS et al, 2004).0 ensaio de atividade antioxidante pelo método de
redutor férrico, conhecido como FRAP determina a capacidade redutora de fluidos bioldgicos
e solucBes aquosas de compostos puros e mede a capacidade do composto analisado de reduzir
o ferro (ZOLA, 2014). O ensaio FRAP é realizado em pH &cido para manter a solubilidade do
ferro. A reacdo a pH baixo diminui o potencial de ionizagdo que impulsiona a transferéncia de
elétrons e aumenta o potencial redox, causando uma mudang¢a no mecanismo de reacao
dominante (GULCIN, 2012). O DPPH é conhecido por apresentar um procedimento facil e ser
um método preciso para medir a capacidade antioxidante de sucos ou extratos de frutas e
vegetais (NENADIS et al, 2004; ZOLA, 2014). Geralmente usado como um reagente para
avaliar a atividade de eliminacgdo de radicais livres de antioxidantes baseia-se na reducgéo de
DPPH em solucdo alcodlica na presenca de um antioxidante doador de hidrogénio devido a
formacéo da forma néo radical DPPH-H na reacdo (GULCIN, 2012).

As frutas exoticas do nordeste brasileiro como ciriguela, jaca, mangaba, murici, sapoti,
tamarindo e umbu sdo fonte de compostos bioativos e atividade antioxidante. Estudos com a
polpa de sapoti demonstraram atividade antioxidante de 0,99 uM/g e 0,17 uM/g em ABTS e
DPPH respectivamente, representados em TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity (uM
de Trolox /g peso fresco) (ALMEIDA et al, 2011).

Ma et al (2003) isolaram de um extrato metandlico do fruto sapoti 2 novos antioxidantes,
o metil 4-O-galoilclorogenato e o acido 4-O-galoilclorogénico, e 8 antioxidantes polifendlicos
conhecidos, sendo eles, clorogenato de metila, di-hidromicetina, quercitrina, mirricitrina,
catequina, epicatequina, galocatequina e acido galico. Alguns pesquisadores vém estudando a
capacidade antioxidante em residuos de sapoti. Can-Cauich et al (2017) avaliaram a atividade
antioxidante em extrato metandlico de casca de sapoti pelos métodos ABTS e DPPH, obtendo
respectivamente 1,16 e 0,60 mM/100g (peso seco). Sancho et al (2015) analisaram a atividade
antioxidante de um extrato etanélico de residuos (casca + semente) de sapoti pelo método DPPH

e obtiveram porcentagem de inibicéo de 28,56%.

2.5 Fermentados de frutas

A fermentacéo, seja acética, latica ou alcodlica se destaca como uma alternativa bastante
viavel para o aproveitamento de frutos, visto a elaboracdo de novos produtos e agregacdo de
valor. Bioquimicamente, a fermentac&o alcodlica é a degradacédo de carboidratos com produgéo
de etanol (alcool etilico) e gas carbdnico, objetivando a producédo de energia para a manutencao
das funcdes vitais da levedura (OETTERRER, 2006). Esta sequéncia de reagdes quimicas

especificas, catalisadas por enzimas, finalizando com a producdo de etanol esta representada
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pela Figura 4. O processo fermentativo mais antigo conhecido € o vinho, especificamente vinho
de uvas, que vem sendo estudado ao longo dos anos gerando pesquisas com diferentes tipos de

frutas (TSEGAY; SATHYANARAYANNA; LEMMA, 2018).

Figura 4- Producdo de alcool por leveduras, a partir de agucar fermentescivel.
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Fonte: OETTERER, 2006.

De acordo com Fellows (2006), os principais fatores que controlam o crescimento e a
atividade de micro-organismos em fermentagdes de alimentos séo a disponibilidade de fontes
de carbono e nitrogénio e qualquer nutriente especifico que seja necessario ao micro-organismo
utilizado, como o pH do substrato, o teor de umidade, a temperatura de incubacao, o potencial
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de reducdo-oxidacdo, o estagio de crescimento dos micro-organismos, e a presenca de micro-
organismos competidores. A temperatura e aeracdo da fermentagdo sdo extremamente
importantes, onde a aeracdo € necessaria ao desenvolvimento das leveduras, e a baixa
fermentacao permite obter alto rendimento em alcool. Assim como a temperatura também afeta
a velocidade da fermentacdo que reflete na natureza e qualidade dos compostos secundarios
formados, desta forma a temperatura étima para fermentacdo na maioria das leveduras é de 25
a 30°C (AQUARONE et al, 2014). E comum que todo fermentado apresente acidez volatil,
visto que o &cido acético € um produto secundario normal da fermentacdo alcodlica. A
quantidade varia de 3 a 6 mEq/L ou de 0,18 a 0,36 g/L, expresso em acido acético, e seu teor
depende de fatores como a espécie de levedura, composicdo do mosto e das condi¢cdes da
fermentacdo (AQUARONE et al, 2014).

A fermentacdo também € utilizada para a elaboracdo de novas bebidas de frutas
fermentadas (SILVA et al, 2007). Na Figura 5 esta representado um esquema geral da producao

de bebidas fermentadas.
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Figura 5- Fermentado alcodlico de frutas
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A etapa de selecdo e sanitizacdo dos frutos é primordial para atestar a qualidade do
produto, do contrario, o processo fermentativo seria indesejavel e de baixa qualidade
(OLIVEIRA; AFONSO; COSTA, 2011). O processamento dos frutos, seja por maceracéo ou
trituracdo, tem o objetivo de preparar a polpa, que ao ser diluida em proporgdo adequada é
denominada de mosto. De acordo com Lima et al (2016), mostos muito diluidos fermentam
mais rapidamente, e sujam menos os aparelhos de destilagdo, mas exigem maior volume (til
dos fermentadores, mais espago, mais consumo de vapor, mais dgua para diluigdo, exigem um

periodo maior de safra e favorecem as infec¢des, além de outros inconvenientes.
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A etapa de pasteurizacdo do mosto tem o objetivo de reduzir os micro-organismos
indesejaveis e contaminantes, e que pode ser substituida pela sulfitagdo. Segundo Morilla,
Alves e Aguiar (2015), sulfitos sdo sais inorganicos com propriedades antioxidantes e
preservativas, dentre outras. Agentes sulfitantes, por sua vez, sdo compostos capazes de
produzir sulfito, utilizados como aditivos alimentares, a fim de auxiliar na prevencéo de
escurecimento enzimatico e ndo enzimatico, no controle do crescimento de microrganismos,
atuando como agentes branqueadores, antioxidantes ou redutores, dentre outras funcdes
consideradas, industrialmente importantes. Dentre os agentes sulfitantes, os mais utilizados s&o:
dioxido de enxofre, sulfato de sodio, bissulfito de potassio, bissulfito de sddio e metabissulfato.

O procedimento denominado como melhoramento do mosto, corresponde a oferecer
condicdes favoraveis ao desenvolvimento das leveduras fermentadoras, como a chaptalizacéo,
que tem por objetivo a adicdo de uma certa quantidade de actcar no mosto, para correcdo do
°Brix, até um valor previamente estipulado (OLIVEIRA; AFONSO; COSTA, 2011); bem como
a correcdo de pH ou adicdo de nutrientes.

O desempenho do processo fermentativo é afetado pelo tipo de micro-organismo que o
executa. Embora existam bactérias capazes de produzir etanol, economicamente as leveduras
sd0 0s agentes mais usados. A levedura de fermentacgdo alcoodlica é a S. cerevisiae, que tem a
producdo de etanol afetada por diversos fatores como a temperatura, que tem sua faixa 6tima
entre 26 e 35°C; pH entre 4 e 5; concentragdo de agucar, que tem relacdo direta com 0 aumento
da velocidade da fermentacdo e produtividade; e concentracdo do indculo, onde maiores
concentracdes de levedura na dorna permitem fermentagdes mais rapidas, com maior
produtividade e maior controle sobre as bactérias contaminantes, além de restringir o
crescimento da prépria levedura, mas que por outro lado , o elevado teor de leveduras exige
energia de manutengdo maior, ou seja, maior consumo de agUcar para manter as leveduras vivas
(LIMA et al, 2016).

Durante a fermentacdo as leveduras presentes produzem, além dos compostos primarios
como etanol e dioxido de carbono, compostos secundarios como enzimas envolvidas na

formacéo de compostos odoriferos, conhecidos como compostos volateis.

2.5.1Compostos volateis produzidos por fermentacéo alcodlica

Os constituintes volateis das plantas, como ésteres, alcoois, aldeidos, hidrocarbonetos,
cetonas, terpenos, e fendis acidos desempenham papéis importantes no processo de crescimento
e defesa da planta contra pragas de insetos e patdgenos microbianos, e tem alcan¢ado um novo
significado recentemente, ao demonstrar potencial industrial (YANG; LI; WANG, 2013).
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Os compostos volateis sdo responsaveis pelo aroma do fermentado e podem ser oriundos
de compostos originais dos frutos e que ndo séo alterados pela fermentagéo, ou resultantes de
transformacdes bioquimicas ocorridas em compostos originalmente presentes na matéria-
prima, formando novos compostos volateis, e ainda outros compostos sdo gerados durante o
processo de envelhecimento (ARAUJO et al, 2010).

Frutas tropicais geralmente possuem aroma forte e agradavel, sendo fonte de compostos
volateis, desta forma diversos pesquisadores vém desenvolvendo pesquisas sobre fermentacéo
alcoolica de frutas na producdo desses compostos. Capobiango et al (2016) obtiveram no
fermentado alcoolico de banana da terra, produzido por S. cerevisiae, compostos volateis como
1-propanol, 2-metil-1-propanol, 3-metil-1-butanol, 1-hexanol, acetato de etila, lactato de etila
e acido hexandico, que podem contribuir com o aroma floral do fermentado. Roda et al (2017)
obtiveram no fermentado alcodlico de residuo de abacaxi por S. cerevisiae compostos volateis
como Etiloctanoato, hexanoato de etila, acetato de etila e Isoamilacetato; e Mendes-Ferreira et
al (2019) obtiveram aceto aldeido, Etilacetato, 2-metil-1-butanol, e 2 Feniletanol no fermentado
de mirtilo, também utilizando leveduras S. cerevisiae.

Relatos da composicdo volatil de fermentados de sapoti ndo foram encontrados na
literatura, alguns autores caracterizaram polpa de sapoti, obtendo 33% de ésteres, 27% de
alcoois, 18% de terpenos, e 21% outros volateis (UEKANE et al, 2017). Ainda, Lasekan e Yap
(2018) quantificaram 29 compostos volateis entre eles benzoato de etila, E-2-hexenal e p-
cariofileno.

Desta forma os processos fermentativos, associados a matérias primas com teor de
compostos volateis como o sapoti, vém sendo estudados como fonte para producdo e otimizagao
de obtencdo destes compostos volateis, demonstrando potencial industrial.



29

3 OBJETIVO
3.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial bioativo de casca e sementes de

sapoti e determinar o perfil de compostos volateis de diferentes formulacdes de bebidas

fermentadas.

3.2 Obijetivos Especificos

Caracterizar fisico-quimicamente a polpa e os residuos de sapoti (cascas e sementes);
Obter os extratos dos residuos de sapoti utilizando &gua destilada e diferentes
solventes orgénicos em concentracBes entre 40 e 80% através dos metodos de
maceracao e ultrassom;

Determinar os teores de compostos fendlicos totais e flavonoides totais nos extratos
dos residuos;

Determinar a atividade antioxidante dos extratos dos residuos de sapoti com maiores
teores de fendlicos totais e flavonoides totais;

Identificar e quantificar os compostos bioativos nos extratos de residuos de sapoti
com maiores teores de fenolicos totais e flavonoides totais através de cromatografia
liquida de alta eficiéncia;

Elaborar diferentes formulagdes de bebidas fermentadas a partir da polpa de sapoti;
Extrair os compostos volateis nos fermentados de sapoti por cromatografia gasosa;
Identificar e quantificar os compostos volateis nos fermentados de sapoti por

cromatografia gasosa.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

Os frutos de sapoti maduros foram obtidos no Mercado Municipal de Aracaju e
transportados ao Laboratorio de Microbiologia de Alimentos e Bioengenharia, do
Departamento de Tecnologia de Alimentos, da Universidade Federal de Sergipe. Entre os
diversos materiais utilizados nas analises seguintes, o fermento biolégico da marca
Fleischmann e o agUcar cristal da marca Unido, ambos obtidos em supermercados. Os reagentes
utilizados foram etanol e metanol (Neon, Brasil), meta-bissulfito de potassio (Dinamica,
Brasil), quercetina, Folin-Ciocalteau, Trolox (Sigma-Aldrich, Estados unidos da América),
ABTS, DPPH, e acetato de etila-D8 (Sigma-Aldrich, Estados unidos da América), twister
(Gerstel, Millheim an der Ruhr, Alemanha), padrdes analiticos de alta pureza (> 98%) como
catequina, epigalocatequina, galato de epigalocatequina, galato de etila, &cido galico, acido

protocatecuico, e &cido vanilico foram adquiridas de Sigma-Aldrich (Estados Unidos).

4.2 Metodologia

4.2.1 Tratamento dos frutos de sapoti

Os frutos foram sanitizados por 10 minutos em agua clorada e lavados em agua
corrente, despolpados manualmente para separacdo das cascas, sementes e polpa (BASTOS,
2006). A polpa foi processada em liquidificador e homogeneizada, e armazenada congelada até
0 momento de realizacdo das analises em sacos ziplock. As cascas e sementes foram secas a
50°C em estufas de circulagdo de ar por 24 h, e em seguida trituradas em moinho, e armazenadas

a temperatura ambiente até seu uso (Safdar et al,2016 com algumas modificacdes).

4.2.2 Andlises fisico-quimicas da polpa e dos residuos de sapoti

4.2.2.1 Sélidos solaveis

O teor de solidos soltveis foi determinado em refratdmetro digital da marca Kasvi,
modelo K52-032, com gotas da polpa e dos residuos diluidos, e o valor real calculado
proporcionalmente a diluigdo (1AL, 2008).
4.2.2.2 pH

O pH da polpa e residuos foi determinado diretamente em pHmetro digital da marca Del
Lab, modelo DLA-PH, calibrado previamente, pesando-se 10g das amostras e diluindo em 100
mL de agua destilada (IAL, 2008).
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4.2.2.3 Acidez total titulavel

A determinacédo da acidez total foi realizada em pHmetro conforme recomendado para
amostras coloridas, e baseou-se na titulacdo de neutralizacdo dos &acidos com solucgédo
padronizada de alcali, com o uso de indicador fenolftaleina ou com o pHmetro digital da marca

Del Lab, modelo DLA-PH, até o ponto de equivaléncia. A acidez total foi expressa em g de
VXFx10

acido malico por 100 mL de amostra, calculada pela formula: , onde V é n° de mL da

solucdo de hidréxido de sodio 0,1 N gasto na titulagdo, F = fator de correcdo da solucéo de
hidréxido de sédio 0,1 N, e P = n° de g da amostra (IAL,2008).
4.2.2.4 Umidade

Para a determinacdo da umidade, 2g da amostra foi colocada em estufa de circulagdo

de ar a 105°C por 3h e a cada hora pesou-se até obter peso constante. A umidade foi calculada
100xN

pela formula: = umidade a 105°C por cento (m/m), onde N corresponde ao nimero de

gramas perdidas, e P 0 nimero de gramas da amostra (I1AL,2008).
4.2.2.5 Cinzas

Para a determinacdo de cinzas pesou-se 5g das amostras desidratadas e incinerou-se em
mufla a 550°C até eliminagdo completa do carvdo. As cinzas de cor branca ou acinzentada

foram resfriadas em dessecador a temperatura ambiente e pesadas. O calculo foi feito por
100xN

= cinzas por cento (m/m), onde N é o nimero de gramas de cinzas e P o nimero de

gramas da amostra (IAL,2008).

4.2.2.6 Proteinas

A determinacdo das proteinas ocorreu pelo método de Kjeldahl classico conforme
recomendado pelo Manual de métodos do Instituto Adolf Lutz (IAL,2008). A amostra (1g) foi
transferida para o baldo de Kjeldahl na qual a matéria organica foi decomposta pelo acido
sulfurico e mistura catalitica. A amostra foi transferida ao baldo do conjunto de destilacdo até
obter cerca de 50% do destilado, e entdo foi titulado o excesso de &cido sulfurico 0,05 M com
solugdo de hidroxido de sodio 0,1 M, usando vermelho de metila. Entdo foi calculado o
conteddo de nitrogénio da amostra, e convertido ao teor de proteinas.
4.2.2.7 Lipideos

O teor de lipideos da amostra foi determinado por extracdo direta em Soxhlet. Foram
pesadas 2g da amostra em cartucho de Soxhlet, transferido para o aparelho extrator tipo Soxhlet,

acoplado ao extrator tarado a 105°C, entdo adicionou-se éter etilico como solvente e manteve-
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se sob aquecimento em chapa elétrica, a extracdo continua por 8h, transferido para estufa a
105°C mantendo por cerca de uma hora até peso constante (IAL,2008).

4.2.3 Obtencao dos extratos dos residuos de sapoti através de 2 técnicas de extracao

Para a obtencdo dos extratos utilizou-se a técnica de extracdo por maceragdo e por
ultrassom. Para a extracdo por maceragdo, 0s extratos da casca e sementes de sapoti foram
obtidos com agua destilada, etanol e metanol nas concentracdes de 40%, 50%, 60%, 70% e
80%, na proporcao 1:5 (sélido: solvente) de acordo com metodologia adaptada de Valvi et al
(2011). Em seguida as amostras foram mantidas em shaker orbital a 200 rpm, temperatura de
30°C durante 60 min. A seguir, filtrou-se em papel filtro e o sobrenadante obtido foi analisado
quanto ao teor de compostos fendlicos totais e teor de flavonoides totais.

Para a extracdo por ultrassom, dgua destilada e etanol nas concentracGes de 40%, 50%,
60%, 70% e 80% foram adicionados aos residuos de sapoti na proporc¢do 1:5 (sélido/solvente).
Em seguida, as amostras foram colocadas em banho ultrassénico (modelo USC-1400A,
UNIQUIE, Brasil), por 60 min, temperatura de 30°C, 50 kHz de frequéncia e 250 VA de forca,
metodologia adaptada de Rezende et al (2017).

4.2.4 Determinagdo de compostos bioativos em extratos de residuos

4.2.4.1 Determinacdo do teor de compostos fendlicos totais

A determinacdo dos compostos fenolicos totais foi realizada de acordo com a
metodologia de Folin-Ciocalteau, descrita por Shetty et al (1995) adaptada, utilizando &cido
galico como padrédo. A solucdo foi preparada a partir de aliquotas de 1mL dos extratos, que
foram transferidos para tubos de ensaio, seguidos por 1mL de solugéo de etanol 95%, 5 mL de
agua destilada e 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteau 1N, homogeneizada em vortex. Em
seguida, adicionou 1 mL de solucdo de carbonato de sodio 5% (p/v), seguindo uma nova
homogeneizagéo e os tubos de ensaio foram mantidos em descanso em camara escura por 60
min. O mesmo procedimento foi realizado substituindo a amostra pelo solvente para obtencédo
do branco.

A absorbéancia das amostras foi medida no comprimento de onda de 725 nm. As curvas
de calibracdo (Apéndices A-P), utilizadas para quantificacdo dos extratos, foram produzidas a
partir de diferentes concentracdes de acido galico (0-150 mg/L), a fim de converter as
absorbancias e expressar os resultados em termos de miligramas de acido galico equivalente
(EAG) por 100 g do residuo em base seca (mg EAG/100g).
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4.2.4.2 Determinagéo do teor de Flavonoides totais

A determinacdo do teor de flavonoides totais nos extratos dos residuos foi realizada
segundo metodologia descrita por Meda et al (2005), com algumas alteragdes. A solucéo foi
preparada a partir de 2 mL do extrato em tubos de ensaio e 2 mL de cloreto de aluminio 2%
(p/v), seguida de homogeneizacdo em vortex e repouso no escuro por 30 min. O mesmo
procedimento foi realizado substituindo a amostra pelo solvente para obtencdo do branco. As
absorbancias das amostras foram lidas a 415 nm.

A concentracdo total de flavonoides totais foi determinada através de curvas de
calibracdo (Apéndices Q-FF), construidas a partir de diferentes concentracfes de quercetina (0-
50 mg/L). Os resultados foram convertidos e expressos em termos de miligramas de quercetina
(QCE) por 100g de residuo em base seca (mg QCE/100 g).

4.2.5 Determinacdo da Atividade antioxidante dos extratos dos residuos

4.2.5.1 Atividade antioxidante pelo método de reducdo do radical ABTS

O radical livre ABTS + foi capturado de acordo com a metodologia proposta por
Nenadis et al (2004), com modificagdes. Desta forma uma aliquota de 30 uL de extrato foi
transferida para tubos de ensaio com 3,0 mL do radical ABTS + e homogeneizados em vortex.
As amostras reagiram ao abrigo da luz por 6 min, e a leitura do valor de absorbancia foi feita
no espectrofotdmetro a 734 nm. Diferentes concentragdes de Trolox variando de 100 a 1600
umol Trolox/L sao usados para construir a curva de calibragao (Apéndice GG). Os resultados
sdo expressos em termos (umol Trolox/g de residuos).
4.2.5.2 Poder antioxidante redutor férrico (FRAP)

O ensaio do poder antioxidante redutor férrico (FRAP) foi realizado de acordo com o
método relatado por Thaipong et al (2006), onde uma aliquota de 90 pL do extrato foi
transferida para tubos de ensaio, com 270 pL de 4dgua destilada, misturada com 2,7 mL do
reagente FRAP, homogeneizado em vortex e mantido a 37 °C em banho-maria por 30 min
realizar, seguido da leitura em um espectrofotdmetro a 595 nm. A atividade antioxidante foi
calculada a partir de diferentes concentragdes de 100 a 1200 pumol Trolox/L para construir a
curva de calibragdo (Apéndice Il), e os resultados expressos em termos (umol Trolox/g de
residuos).
4.2.5.3 Atividade sequestradora do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

O método de captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), foi realizado de

acordo com Kwon, Vattem e Shetty (2006) com modificacGes. Misturou-se uma aliquota de
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250 pL de extrato a 1,25 mL de DPPH em tubo de ensaio. Apds 5 min de descanso sobre o
abrigo da luz foi realiza a leitura da absorbancia a 517 nm em espectrofotdmetro. Também foi
preparada uma solucéo controle, semelhante a anterior, substituindo apenas o extrato por etanol
95%. Diferentes concentracdes Trolox variando de 50 a 250 pmol Trolox/L sdo utilizados para
construgéo da curva de calibragdo (Apéndice HH), onde os resultados serdo expressos em (pumol

Trolox/g de residuos).

4.2.6 ldentificagdo e quantificacdo de compostos bioativos em extratos de residuos por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

4.2.6.1 Instrumentacao

A identificacdo de polifendis nos extratos selecionados de residuos de sapoti foi
realizada em um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) da Shimadzu
(Japdo), equipado com duas bombas LC-20AD, auto-injetor SIL-20A, controlador de sistema
CBM-20A, e um sistema de deteccdo de matriz de diodos SPD-M20A, de acordo com
metodologia adaptada de Andrade et al (2017). Cromatogramas foram registrados e avaliados
pelo “Software Solution” da LC (verséo 1.24 SP2) da “Shimadzu Technologies”. O sistema
CLAE foi conectado a uma coluna C18 Kinetex (Phenomenex, Califérnia USA) (150mm de

comprimento, diametro interno de 4,6mm e tamanho de particula de 5 um).

4.2.6.2 CondicGes analiticas

A fase movel do sistema CLAE consistiu em agua acidificada com de acido féormico
0,1% na fase A, e acetonitrila acidificada com acido férmico 0,1% na fase B. O programa de
eluicdo em gradiente foi linear a uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min.

A eluicdo do gradiente foi de 1,0 a 6,0 min, 15% de B; 7,0 a 12,0 min, 25% de B; 13,0
a16,0 min, 30% de B; 17,0 a 20,0 min, 35% de B; 21,0 a 24,0 min, 40% de B; 25,0 a 27,0 min,
45% de B; 28,0 a 29,0 min, 50% de B; 30,0 a 32,0 min, 15% de B. O programa foi parado aos
32 minutos. O volume de injecdo foi de 10 pL, enquanto a temperatura da coluna foi mantida a
40°C. Os compostos foram medidos na faixa de 259-278 nm e banda com 4 nm usando 0
detector de matriz de diodos. Os picos dos compostos foram identificados nos cromatogramas
comparando os tempos de retengdo com os obtidos pelos padrdes analiticos. Para a
quantificacdo utilizou-se as equacdes obtidas através das curvas de calibracdo dos padrdes,
sendo a concentra¢do em fungdo da area do pico (Apéndice JJ).



35

4.2.7 Producéo de bebidas fermentadas - Fermentado de Sapoti

Inicialmente, a levedura Saccharomyces cerevisiae liofilizada foi ativada utilizando-se
10 g de fermento biologico em 100 mL de agua destilada a 40°C, mantendo-se em repouso por
10 min, seguido por agitacdo manual, mantendo-se novamente em repouso e agitando por mais
2 vezes. Para o preparo das bebidas fermentadas variou-se a concentracdo de solidos soluveis
totais (°Brix) e a concentracdo do in6culo conforme o delineamento composto central rotacional
(DCCR) 22 + 4 pontos axiais e 3 pontos centrais (Tabela 2). As fermentacdes foram realizadas
em frascos Erlenmeyers de 2000 mL onde adicionou-se 1L de polpa diluida na proporcao 70:30
(polpa/agua), a qual teve o teor de solidos sollveis previamente ajustado de acordo coma Tabela
2, pela adicdo de aclcar até o teor de solidos sollveis desejados a formulacéo, e 0,1 g/L
metabissulfito de potassio 2 horas antes da inoculacdo. Apos este tempo, adicionou-se o indculo
de levedura e deixou-se os frascos em repouso a 28°C até estabilizar o teor de solidos soluveis

e o pH. A Figura 6 expressa o fluxograma do processo fermentativo.

Tabela 2- Matriz do delineamento composto central rotacional para obtengdo do fermentado de sapoti

Valores codificados Valores reais
Fermentacéo X1 X» °Brix Co_nc,entragéo de
indculo g/L
1 -1 -1 115 3,2
2 +1 -1 18,5 3,2
3 -1 +1 11,5 8,8
4 +1 +1 18,5 8,8
5 -1,41 0 10 6
6 +1,41 0 20 6
7 0 -1,41 15 2
8 0 +1,41 15 10
9 0 0 15 6
10 0 0 15 6
11 0 0 15 6

Xa: Valores codificados para Brix. X,: Valores codificados para concentragdo de indculo. Fonte: Autoria prépria
(2020).



Figura 6- Fluxograma de producéo do fermentado de Sapoti
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4.2.8 Extracdo e identificacdo de compostos volateis nas bebidas fermentadas de Sapoti

A extracdo dos compostos volateis por extracdo em barra sortiva (SBSE) foi realizada
conforme metodologia descrita e validada por Rios-reina et al (2019). Cinco mL de fermentado
de sapoti e 1,67 g de NaCL foram colocados em um frasco de 20 mL. Um twister (Gerstel,
Mullheim an der Ruhr, Alemanha) de 10 mm de comprimento revestido com um filme de
polidimetilsiloxano (PDMS) de 0,5 mm foi inserido no frasco para realizar a extragcdo. O frasco
foi entdo fechado e aquecido em um banho termostatico por 60 min a 62 °C. Ap6s 5 min de
manutencdo do frasco a temperatura ambiente, o twister foi removido com uma pinca, lavado
com &gua Milli-Q e seco com um papel de seda sem fiapos. Finalmente, o twister foi transferido
para um tubo de vidro com 60 mm de comprimento, 6 mm de diametro externo e 4 mm de
didametro interno, colocado na unidade de dessorcdo térmica para dessorcdo dos compostos
volateis e posterior analise por Cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS).

A temperatura de dessor¢do dos compostos volateis na unidade de dessorcao térmica
(TDU) foi de 35 ° C por 1 min, subindo a uma taxa de 60 °C/min para 250 °C e mantido por 5
min. A CIS foi mantida a -15 ° C com nitrogénio liquido durante o tempo total de dessorc¢éo e,
em seguida, aumentado para 260 ° C a 10 °C/min se mantendo por 4 min. O modo de operagéo
da CIS foi por ventilacdo do solvente para transferir a amostra para o cromatdgrafo a gas da
marca Agilent modelo 7890B (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), acoplado a uma
coluna HP5-MS (30m x 0,25 mm, espessura de filme de 0,25 pum, Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, EUA) com gas de arraste Hélio 5.0 com uma vazao de 1 mL/min. A programacao
da temperatura da coluna foi de 35°C por 5 min, sendo elevado para 220°C a 2,5 °C/min
(mantido 15 min), onde ocorreu a separa¢do dos compostos volateis. Os espectros de massa dos
compostos volateis foram obtidos em um espectrémetro de massa da marca Agilent, modelo
5975 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), com temperaturas do quadrupolo, fonte
de ionizagéo e linha de transferéncia de 150, 280 e 260°C, respectivamente. A energia de
ionizagéo utilizada no espectro foi de 70 eV e a faixa de massas analisada foi de 35-350 m/z.
Cada amostra foi analisada em triplicata.

Os compostos volateis foram entdo identificados com base na comparagdo de seus
indices de retencdo linear (LRIs) com os padrdes de referéncia auténticos e espectros de massa
correspondentes aos espectros de massa de referéncia do NIST MS Search v.2.0. Quando os
padrdes ndo estavam disponiveis, 0s compostos que o espectro de massa concordou com a base

de dados espectral de massa e o LRI concordou com os dados da literatura, foram considerados
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tentativamente identificados (T1). Os LRIs foram calculados usando os tempos de retencdo de
n-alcanos obtidos sob condic@es analiticas idénticas.
A semi-quantificacdo dos compostos volateis foi realizada pelo método padréo interno
(IS) (ZHANG et al, 2019). O nivel da area do pico de interesse para a area do padrdo interno.
O acetato de etila-D8 (Sigma-Aldrich, USA) foi utilizado como padréo interno e os fatores de
calibracdo foram considerados 1, de acordo com a seguinte equacao.
A, -mg

X] = 1
[X] = . - 1000

Onde, [X] é a concentracdo do composto volatil de interesse em pg/kg; ms € a massa do
padrdo interno, expressa em pg; mo € a massa da amostra de vinagre utilizada, expressa em g;

A é a area do volatil identificado; A; é a area do padrao interno.

4.2.9 Analise estatistica
Os resultados foram demonstrados como média + desvio padrdo. Para a comparagao das
médias, uma analise de variancia (ANOVA) foi realizada, bem como o teste de Tukey, com

significancia de 5%, utilizando o programa SISVAR.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacao fisico-quimica da polpa e dos residuos de sapoti
A composicéo fisico-quimica do sapoti foi determinada para a polpa in natura e para as

farinhas da casca e sementes de sapoti conforme demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3- Composicdo fisico-quimica da polpa, e farinhas da casca e semente de sapoti.

Polpa Farinhada  Farinhade
Composicao de sapoti in casca de sementes de
natura sapoti sapoti
Teor de solidos soltveis (°Brix) 147+0,4 51,3+0,9 11,3+0,4
pH 53+0,0 54+0,1 5,6 +0,02
Acidez total titulavel (%) 39+£0,0 16,7+1,3 52+0,3
Umidade (%) 76,8 0,3 10,5+0,1 9,6 +0,0
Cinzas (%) 0,4+0,0 34+0,1 1,9+0,0
Proteinas (%) 0,6+0,0 3,7+0,1 4,6+0,0
Lipideos (%) 09+0,0 25101 78100

Fonte: Autoria prépria (2020).

O teor de sélidos soltveis da polpa foi de 14,7 °Brix, préximo aos obtidos por Brito e
Narain (2002) (15,80 °Brix) e Oliveira, Afonso e Costa (2011) (15,7° Brix). Por sua vez o teor
de solidos solUveis de casca e semente foram de 51,3 e 11,3°Brix, respectivamente. N&o foi
observado na literatura dados sobre o teor de sélidos sollveis em casca ou semente de sapoti a
fim de serem usadas como comparativo. Sancho et al (2015) ao avaliar residuo industrial de
sapoti, procedente da juncdo de casca e semente desidratados, obtiveram apenas 2,0° Brix,
utilizando metodologia de secagem de 24 h, a 60°C.

Alguns trabalhos apresentaram alto teor de sélidos solUveis para pds de residuos de
frutas, como farinha de casca e miolo de abacaxi (56 °Brix) (BARROS et al, 2019), e farinhas
dos residuos de manga, acerola e goiaba com 51,6 °Brix, 40,8 °Brix e 29,7 °Brix,
respectivamente (MENEZES et al, 2018). Sousa et al (2014) relataram que valores elevados de
solidos soluveis em residuos de frutas desidratadas sdo ocasionados pela reducéo no teor de
agua da amostra, e que grande parte dos teores de sélidos solUveis totais presentes nas frutas,
também estéo presentes em seus residuos. Segundo o autor, a varia¢do nos teores encontrados

para residuos de acerola, graviola e tangerina, também pode ser justificada pela variagcdo do
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processamento aplicado na extracdo da polpa, fatores climaticos, variedade do fruto, tipos de
solo e diversos outros fatores agrondmicos.

Em relacdo ao pH da polpa de 5,3, pode-se afirmar que este encontra-se dentro do
observado na literatura, entre 4,9 (BRITO; NARAIN, 2002), e 5,5 (OLIVEIRA; AFONSO;
COSTA, 2011). Os valores de pH dos residuos mantiveram-se semelhantes aos da polpa, onde
a casca apresenta pH de 5,4 e a semente de 5,6. A determinacdo do pH em alimentos é
importante para se conhecer fatores como o desenvolvimento de micro-organismos, a atividade
enzimatica, a retencdo de sabor-odor de produtos de frutas, a verificacdo do estado de maturagédo
das frutas, entre outros (CECCHI, 2003).

De acordo com Queiroga (2015) os teores de &cidos organicos, de solidos solUveis e pH,
sdo fatores importantes na qualidade do fruto, e estes parametros podem ser influenciados a
depender da época, local de colheita, variedade do fruto, tratos culturais e manuseio pos-
colheita. Foi observado neste trabalho uma acidez total titulavel de 3,9% para polpa, 16,7%
para casca, € 5,2% para semente.

O teor de umidade encontrado na polpa de sapoti (76,8%) corresponde ao alto teor de
umidade observado nos frutos de sapoti in natura: 71% (PANDA et al, 2014), 75,1% (BRITO;
NARAIN, 2002), e 75,0% (OLIVEIRA; AFONSO; COSTA, 2011). Os teores de umidade
observados para as farinhas dos residuos de sapoti (entre 9,6 e 10,5%) foram maiores que 0
demonstrado por Sancho et al (2015) para residuos de sapoti (4,7%). Esta variacdo pode ser
devido ao fato destes autores terem previamente tratado os residuos em temperatura de 60°C
por 24 h, enquanto que no trabalho atual, as farinhas foram secas por 50°C, durante 24h. Por
outro lado, os teores de umidade nas farinhas da casca e sementes de sapoti foram proximos
aos obtidos em farinha de semente de jaca (9,2%) (KUMORO; HIDAYAT, 2018), farinha de
residuos de acerola (11,3%) (MENEZES et al, 2018) e farinha de residuo de carambola (9,4%)
(BORDIM et al, 2018).

O teor de cinzas da casca (3,4%) foi superior aos obtidos para polpa (0,4%) e sementes
de sapoti (1,9%). Sdo frequentemente observados teores elevados de cinzas em partes ndo
comestiveis de frutas, como as cascas e sementes, quando comparamos a sua porgao comestivel,
a polpa (MESQUITA, 2018). De acordo com Farias et al (2018), isto pode estar relacionado ao
maior teor de nutrientes nos residuos indicando um maior teor de minerais. O teor de cinzas da
polpa de sapoti foi semelhante aos obtidos por Brito e Narain (2002) (0,4%), e Panda et al
(2014) (0,5%). Sancho et al (2015) obtiveram teor de cinzas de 2,1% para a jungéo de casca e

semente de sapoti, que também representam valores valor proximo encontrado neste trabalho.
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Neste trabalho o teor de proteinas na polpa de sapoti (0,6%) foi bem inferior ao obtido
na casca (3,7%) e na semente (4,6%). Também Kulkarni, Policegoudra e Aradhya (2007)
obtiveram baixo teor de proteinas (0,3%) na polpa de sapoti e Sancho et al (2015) obtiveram
valor proximo a este trabalho na jungéo de casca e semente de sapoti (6,6% de proteinas). Neste
trabalho os maiores teores de lipideos foram observados nos residuos, o que corresponde a 7,8%
para semente, e 2,5% para casca, e por fim, a polpa obteve 0,9% de lipideos. Brito e Narain
obtiveram também obtiveram baixo teor de lipideos em polpa de sapoti maduro (0,5%); e
Sancho et al (2015) um alto teor de lipideos em residuos de sapoti (11,7%), concluindo entdo
que é comum aos residuos de sapoti um maior teor de lipideos que a polpa in natura,

demonstrando potencial para aplicacdo de residuos como fonte de macronutrientes.

5.2 Compostos fenolicos totais e flavonoides totais nos extratos dos residuos de sapoti

Os teores de fenolicos totais obtidos nos extratos de casca e sementes de sapoti estdo
demonstrados nas Figuras 7 e 8, respectivamente. Na Figura 7 observou-se que o extrato da
casca de sapoti em metanol 50% pelo método de extracdo por maceracdo, diferiu
estatisticamente (p>0,05) dos demais extratos, representando o maior teor de compostos
fendlicos totais da casca, com valor de 234,32 mg EAG/100g de residuo. Para os teores de
fenolicos totais nos extratos da semente de sapoti, observou-se que o extrato de metanol a 80%
pelo método de extracdo por ultrassom, diferiu estatisticamente entre si (p>0,05) (Figura 8),
obtendo teor de compostos fendlicos totais de 65,28 mg EAG/100g de residuo.

Pbde-se observar que o teor de compostos fendlicos totais em extratos de residuos de
sapoti variou significativamente em relacdo ao tipo e concentracdo de solvente, bem como o
método de extracdo utilizado. Kocak e Pazir (2018) relataram que o rendimento de uma
extracdo varia em funcdo do tempo de extracédo, tipo de solvente, de condi¢bes do processo
como temperatura, tamanho de particula e concentracdo do composto bioativo que se deseja
extrair da planta, mas principalmente a polaridade do analito alvo, que é um dos fatores criticos
para a escolha do solvente adequado. O metanol foi o melhor solvente para a extragdo dos
compostos fendlicos nos residuos do sapoti, em geral este solvente por ser altamente polar
aumenta a solubilidade de compostos bioativos facilitando a extracdo (HORINCAR et al,
2019).

O metanol também tem sido eficiente para a extracdo de compostos fenolicos de plantas
e outras frutas. Horincar et al (2019) avaliaram a extragcdo de compostos bioativos em casca de
berinjela em diferentes solventes e obtiveram 6 tipos de antocianinas nos extratos em metanol,

5 em etanol e apenas 2 em acetona. Sukadeetad et al (2018) demonstraram que extratos em



42

metanol 50% foram eficientes para extrair compostos fendlicos de extratos de folhas de veludo-
roxo (Gynura pseudochina (L.), especificamente &cido clorogénico, &cido cafeico, acido p-
cumarico, e rutina. Safdar et al (2016) também obtiveram maximo teor de compostos fenolicos
em cascas de frutas citricas utilizando metanol 80% associado a extracdo assistida por
ultrassom, determinando especificamente compostos como &cido gélico, &cido clorogénico,
acido ferdlico, acido cumarico, catequinas, entre outros.

Em relacdo ao teor de compostos fenolicos totais em extratos de casca de sapoti, Can-
Cauich et al (2017) obtiveram 210 mg EAG/100 g (peso seco) no extrato em metanol, resultado
préximo ao obtido no presente estudo (199,92 mg EAG/100g em metanol 40% e 234,32 mg
EAG/100g em metanol 50% com maceragdo). Ja Singh et al (2016) obtiveram resultado
superior, 1151,4 mg EAG/100g (base seca) em extrato da casca de sapoti em metanol 60%.
SANCHO et al (2015) obtiveram apenas 4,35 mg EAG/100g de residuo (base seca) no extrato
da juncédo de casca e semente de sapoti em etanol 50% e SILVA et al. (2014) 1053,43 mg
EAG/100g de residuo (base seca) no extrato de um subproduto composto de casca, sobras de
polpa e sementes de sapoti em etanol 50%. N&o foram encontrados relatos na literatura sobre
teor de compostos fenolicos totais somente em extratos de semente de sapoti.

Comumente a técnica de extracdo assistida por ultrassom tem apresentado melhores
resultados para a extragcdo de compostos bioativos, 0 que ndo aconteceu neste trabalho para o
teor de compostos fendlicos totais em extratos de casca, ao apresentar maiores teores em extrato
metanol a 50% associado a maceracdo. Meregalli (2017) ao estudar a otimizacao de extracdo
de compostos bioativos da casca do Araca-Vermelho por diferentes métodos de extracgdo,
observou que a extracdo por ultrassom foi mais eficiente do que por maceragdo nos primeiros
30 min e foi similar entre 60 e 90 min. Além disto, o ultrassom promoveu a degradagdo de
antocianinas apds 90 min de extracdo. No presente trabalho como utilizou-se 60 min para a
extracdo, esse tempo provavelmente favoreceu uma melhor extracdo por maceracao do que por

ultrassom.
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Figura 7- Teores de compostos fendlicos totais em extratos de casca de sapoti obtidos pelos métodos
de extracdo por maceracgdo e extracdo por ultrassom. Valores foram expressos como média e desvio
padréo. *ILetras iguais indicam que as amostras ndo diferiram estatisticamente entre si (p< 0,05) e
letras diferentes indicam que as amostras diferiram estatisticamente (p>0,05) entre os valores médios
do teor de compostos fendlicos totais nos extratos obtidos pelos métodos de maceracéo e ultrassom, de

fenolicos totais em mg EAG/100g de residuo

acordo com o teste de Tukey.

Il Extracao por maceragao
I Extragao por ultrassom

250

200

150

100

50

Agua
Destilada

40% 50% 60% 70% 80% - 40% 50% 60% 70% 80%
Etanol Metanol

Concentragao dos solventes

Fonte: Autoria prépria (2020).
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Figura 8- Teores de compostos fendlicos totais em extratos de semente de sapoti obtidos pelos
métodos de extracdo por maceracgdo e extracao por ultrassom. Valores foram expressos como média e
desvio padréo. #ILetras iguais indicam que as amostras ndo diferiram estatisticamente entre si (p<
0,05) e letras diferentes indicam que as amostras diferiram estatisticamente (p>0,05) entre os valores
médios do teor de compostos fenolicos totais nos extratos obtidos pelos métodos de maceracdo e
ultrassom, de acordo com o teste de Tukey.
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Fonte: Autoria propria (2020).
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Os teores de flavonoides totais obtidos nos extratos de casca e sementes de sapoti estdo
demonstrados nas Figuras 9 e 10, respectivamente. Tanto para a casca como semente, a maior
extracdo de flavonoides (90,85 e 50,39 mg QCE/100g) de residuo para casca e semente,
respectivamente), foi obtida nos extratos em etanol 80%, os quais diferiram significativamente
(p> 0,05) dos demais extratos, sendo, entretanto, por ultrassom e maceragao, respectivamente.

Em quase todos os extratos de casca de sapoti, exceto com etanol 70 e 80%, a extragéo
de flavonoides foi maior por maceracdo do que por ultrassom. No entanto, quando utilizado o
etanol 80% e a técnica de ultrassom, obteve-se um aumento de cerca de 3 vezes na extracdo de
flavonoides totais. Provavelmente estes compostos estavam localizados nas paredes das células
das cascas do sapoti, uma vez que a técnica de ultrassom ocasiona o fendmeno de cavitacdo
ultrassénica, causando efeitos mecanicos nas paredes das células da amostra que resultam em
ruptura celular e quebra de particulas, aumentando a taxa de transferéncia de massa entre o
material contido na amostra e o solvente (SAFDAR et al, 2016). Comportamento inverso foi
observado para as sementes de sapoti, onde a maior extragdo de flavonoides foi obtida na
maioria dos extratos resultantes da técnica de ultrassom. Sendo, porém, o maior teor de
flavonoides obtido no extrato em etanol 80% pela técnica de maceracdo. Uma hipdtese para
este resultado, seria que a sonicacdo da amostra pode ter ocasionado a degradagédo de alguns
compostos, resultando em menor quantificacdo. De acordo com Guimarédes et al (2019), o
ultrassom de alta intensidade pode produzir radicais livres como resultado da cavitacao acustica
e as altas forcas de cisalhamento envolvidas nesse fenbmeno, que levam a consequente
oxidacdo de compostos com atividade antioxidante como é o caso dos flavonoides.

O etanol é um solvente categorizado como GRAS (geralmente reconhecido como
seguro), é o preferido para aplicacdo em sistemas alimentares. Este solvente aumenta a
solubilidade do soluto e quando diluido em &gua, ocorre maior dessor¢do da amostra da matriz
melhorando a extracdo (SAFDAR et al, 2016). De acordo com Garmus et al (2014) a
solubilidade dos compostos pode variar de acordo com a polaridade do solvente, neste trabalho
pode-se observar que o rendimento da extracao tendeu a diminuir de acordo com o aumento da
polaridade do solvente, apresentando melhor resultado para extratos em etanol (polaridade 5,2)
do que para agua destilada (polaridade 9,0), concluindo que os compostos como flavonoides
totais extraidos nos residuos de sapoti tem provavelmente baixa polaridade.

O teor de flavonoides totais em polpa e residuos de sapoti tem também sido determinado
por outros pesquisadores. Singh et al (2016) obtiveram em extratos de metanol a 80% de polpa
e casca de sapoti, teores de flavonoides totais de 208,3 e 564,5 mg QCE/100g (base seca),

respectivamente. Can-Cauich et al (2017) ao analisar extratos da casca de sapoti em metanol,
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obtiveram teor de flavonoides totais de 430 mg QCE/100 g de residuo em peso seco. Ambos 0s
autores obtiveram valores superiores aos encontrados neste trabalho para casca de sapoti, 0 que

pode ser devido a diferencas como origem, plantio e composicao quimica da amostra analisada.

Figura 9- Teores de flavonoides totais em extratos de casca de sapoti obtidos pelos métodos de
extracdo por maceracado e extracdo por ultrassom. Valores foram expressos como média e desvio
padréo. #ILetras iguais indicam que as amostras ndo diferiram estatisticamente entre si (p< 0,05) e
letras diferentes indicam que as amostras diferiram estatisticamente (p>0,05) entre os valores médios
do teor de flavonoides totais nos extratos obtidos pelos métodos de maceracéo e ultrassom, de acordo
com o teste de Tukey.
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Fonte: Autoria prépria (2020).
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Figura 10- Teores de flavonoides totais em extratos de semente de sapoti obtidos pelos métodos de
extracdo por maceracado e extracdo por ultrassom. Valores foram expressos como média e desvio
padréo. *ILetras iguais indicam que as amostras ndo diferiram estatisticamente entre si (p< 0,05) e
letras diferentes indicam que as amostras diferiram estatisticamente (p>0,05) entre os valores médios
do teor de flavonoides totais nos extratos obtidos pelos métodos de maceragdo e ultrassom, de acordo
com o teste de Tukey.
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Fonte: Autoria prépria (2020).

Os compostos fenodlicos, dentre eles os flavonoides, estdo associados a atividade
antioxidante, devido principalmente as suas propriedades redox, atuando como eliminadores de
radicais livres e quelantes de ions metalicos, doadores de hidrogénio e inibidores de oxigénio
singlete. Além disso, muitos os antioxidantes naturais exibem uma ampla gama de efeitos
bioldgicos, incluindo acdes antibacterianas, antivirais, anti-inflamatorias, antialérgicas,
antitrombdticas e vasodilatadoras (BABBAR et al, 2011; CAN-CAUICH et al, 2017). Desta
forma, os extratos com maiores teores de fendlicos totais e flavonoides totais foram
selecionados para serem avaliados quanto a atividade antioxidante, e quantificados por CLAE.

Sobre a polaridade dos solventes e a eficiéncia na extragdo dos compostos observou-se
que a agua obteve baixa extracdo por se tratar de um solvente que extrai preferencialmente
compostos polares e hidrofilicos; o metanol, um solvente altamente polar obteve a melhor
extragdo de compostos fendlicos nos residuos de sapoti; e que os flavonoides totais extraidos
nos residuos de sapoti tem provavelmente baixa polaridade, uma vez que apresentaram melhor

rendimento quando se utilizou o etanol.
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5.3 Atividade antioxidante dos extratos dos residuos de sapoti

Os extratos dos residuos com maiores teores de fenolicos totais e flavonoides totais
obtidos em cada técnica de extracdo (maceracdo e ultrassom) foram analisados quanto a
atividade antioxidante in vitro pelos métodos ABTS, FRAP e DPPH, sendo eles: casca de sapoti
em metanol 50%, semente em metanol 40%, casca em etanol 80%, semente em etanol 80%
(pelo método de maceracdo); casca em metanol 40%, semente em metanol 80% e casca em

etanol 80% (pelo método ultrassom) Os resultados estdo demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4- Atividade antioxidante em extratos selecionados de casca e semente de sapoti. Valores sdo
expressos como média e desvio padrao. *°Letras mailsculas iguais ha mesma linha indicam que as
amostras nao diferiram estatisticamente entre si (p< 0,05); e letras minusculas iguais na mesma
coluna indicam que as amostras ndo diferiram estatisticamente entre si (p< 0,05).

Atividade Antioxidante

Método de  Residuo (uM de Trolox/g de residuo)
extracdo  de sapoti Solvente
¢ P ABTS FRAP DPPH

Casca  Metanol 50%  652,3 % 3,1°° 706+07% 90,3 +39%
. Semente  Metanol 40% 6544 +0,6°¢  659+25% 86,6 +2,1%
Maceragao  ~caqc Etanol 80%  660,7 +3,6A  72,2+18%  g7,9+20%
Semente  Etanol 80%  6644:21%  659+0,7%  87,4%29%
Casca  Metanol 40%  605,7+0,6%  70,6+08%® 92,1+ 14%
Ultrassom  Semente  Metanol 80%  702,3+3,3%  69,7+1,7% 858+ 3,05
Casca Etanol 80%  700,7+1,6%  749+08%  86,3+125

Fonte: Autoria prépria (2020).

A capacidade antioxidante de um extrato deve ser determinada por mais de um método,
uma vez que cada método reage de diferentes maneiras em cada etapa do processo de oxidacéo.
Métodos baseados em transferéncia simples de elétrons detectam a capacidade de um potencial
antioxidante para transferir um elétron para reduzir qualquer composto, incluindo metais,
carbonilos e radicais (HUANG; OU; PRIOR, 2005). Foi observado que a atividade antioxidante
(AA) dos extratos nos métodos DPPH, ABTS e FRAP diferiram estatisticamente (p>0,05) entre
si, sendo a maior AA obtida pelo método ABTS.

A maior AA foi obtida pelo método ABTS, pelos extratos de casca em metanol 40%,
(695,7 uM de Trolox/g de residuo), semente em metanol 80% (702,3 uM de Trolox/g de
residuo) e casca em etanol 80% (700,7 uM de Trolox/g de residuo) submetidos a técnica de
ultrassom, os quais ndo diferiram estatisticamente entre si (p< 0,05). J& 0 segundo extrato com
maior AA foi de semente de sapoti em etanol 80% obtido por maceragéo (664,4 uM de Trolox/g

de residuo pelo método ABTS). Este resultado pode ser devido ao fato destes extratos
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possuirem compostos hidrofilicos e lipofilicos, os quais sdo mais reativos ao radical ABTS do
que aos demais. (GULCIN, 2012).

Os extratos demonstraram menor AA pelo método FRAP, sendo os maiores valores
obtidos nos extratos de casca em etanol 80% por ultrassom ou maceracdo (74,9 e 72,2 uM de
Trolox/g de residuo, respectivamente), os quais ndo diferiram estatisticamente entre si (p<
0,05).

Sobre o ensaio de eliminacdo de radicais livres, DPPH, pode-se observar que nenhum
dos extratos diferiu estatisticamente entre si (p< 0,05), apresentando AA entre 92,1 e 85,8 uM
de Trolox/g de residuo. O radical DPPH é um reagente Gtil para investigar as propriedades
eliminadoras de fendis, catecdis e anilinas. Um dos principais determinantes da reacdo é o
tamanho das particulas, uma vez que pequenas moléculas tém melhor acesso ao radical e
apresentam capacidade antioxidante relativamente maior, por outro lado, muitos compostos
antioxidantes grandes podem reagir lentamente ou podem até ser inertes neste ensaio. Além
disso, as medicbes em espectrofotobmetro podem ser afetadas por compostos, como
carotenoides, que absorvem o comprimento de onda da determinacdo, bem como pela turbidez
da amostra (GULCIN, 2012). Estas podem ser algumas das justificativas para os extratos
apresentarem semelhanca estatisticamente, ja que a amostra apresentava cor esverdeada, e
dentre 0s compostos bioativos avaliados anteriormente, podem estar relacionados 0s
carotenoides. Pesquisadores tém relatado teores de carotenoides em polpa de sapoti de 0,9
mg/100g (BRITO; NARAIN, 2002), e teor de licopeno, composto pertencente ao grupo dos
carotendides, de 36,5 ng/100g em residuos de sapoti (SILVA et al, 2014).

Almeida et al (2011) ao analisar compostos bioativos e atividade antioxidante de frutas
exoticas frescas do Nordeste do Brasil, obtiveram no extrato da polpa de sapoti em metanol
60% atividade antioxidante de 0,99 uM de Trolox/g de polpa fresca e 0,17 uM de Trolox/g de
polpa fresca, em ABTS e DPPH, respectivamente. Este resultado demonstrou que no presente
trabalho a atividade antioxidante da casca e sementes de sapoti € bem superior aos obtidos na
polpa. Can-Cauich et al (2017) descreveram a atividade antioxidante de extratos de metanol de
farinhas de casca de frutas tropicais cultivadas no sudeste do México, dentre elas o sapoti, onde
obteve-se para farinha da casca 1,16 uM de Trolox/g residuo (peso seco), pelo método ABTS;
e 0,60 uM de Trolox /g residuo (peso seco), em DPPH. Os resultados do presente estudo
(valores entre 702,3 e 652,3 uM de Trolox /g residuo para ABTS, ¢ 92,1 e 85,8 uM de Trolox
/g residuo seco para DPPH) foram maiores do que 0s encontrados por Can-Cauich et al (2017),
e que podem ser justificados pelas diferencas nas condigdes de plantio, como clima, irrigagéo,

incidéncia do sol e caracteristicas da pds-colheita e transporte dos frutos.
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5.4 Identificagdo e quantificacdo de compostos bioativos nos extratos de residuos de
sapoti por CLAE

Nos extratos selecionados (com maiores teores de fendlicos totais e flavonoides totais,
sendo eles: casca de sapoti em metanol 50%, semente em metanol 40%, casca em etanol 80%
e semente em etanol 80% obtidos pelo método de maceracdo; casca em metanol 40%, semente
em metanol 80% e casca em etanol 80% obtidos pelo método ultrassom) foram identificados
sete compostos polifendlicos, sendo trés A&cidos fendlicos da subclasse dos &cidos
hidroxibenzoicos (acido galico, &cido protocatecuico, e acido vanilico) e quatro compostos da
classe dos flavonoides (catequina, epigalocatequina, galato de etila, e galato de
epigalocatequina). Na Tabela 5 estdo demonstrados os compostos fendlicos identificados nos
extratos de casca e semente de sapoti e 0s cromatogramas para cada extrato estdo apresentados
nos apéndices KK a QQ.

Em todos os extratos, os maiores teores de compostos fenélicos foram em &cido gélico,
epigalocatequina e catequina. O acido gélico (&cido 3,4,5-triidroxibenzdico) é considerado um
dos principais acidos fenolicos, e tem atraido o interesse de pesquisadores por sua capacidade
antioxidante, e acdes como antimicrobiano, antifungico, anticancer, anti-inflamatério, entre
outros (FERNANDES; SALGADO, 2016). As catequinas tem se destacado em pesquisas que
demonstram que seu potencial antioxidante est associado a diferentes efeitos bioldgicos, sendo
responsaveis pela reducdo do risco de desenvolvimento de doencas (PEDRO et al, 2019), dentre
elas esta a epigalocatequina que geralmente é encontrada em chds, uvas, leguminosas e
sementes de certas plantas (BABU; LIU; GILBERT, 2013).

Dentre os extratos de residuo de sapoti analisados, o extrato de casca em metanol 50%
extraido por maceracdo apresentou 0s maiores teores de acido galico (0,084 mg/g seca) e
epigalocatequina (0,055 mg/g seca). Enquanto o extrato de semente em metanol 40%, também
obtido por maceracdo, apresentou maior teor de catequina, de 0,049 mg/g seca. Singh et al
(2016) determinaram compostos fenolicos em casca de sapoti entre eles o &cido galico (0,275
mg/g seca) e catequina (0,433 mg/g seca). Resultado superior ao obtido no presente trabalho,
provavelmente devido a diferencgas entre os métodos de anélise por cromatografia liquida.

Comparando a quantificacdo de compostos polifendlicos por CLAE com os teores de
fendlicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante, é possivel observar que alguns
extratos se destacam. O extrato de casca em metanol 50% obtido por maceracdo demonstrou o
maior para teor de compostos fendlicos e maior concentragdo de acido galico (0,084 mg/g de
residuo) e acido vanilico (0,001 mg/g de residuo). Ja no extrato de casca em etanol 80% obtido

por maceracdo, o qual demonstrou bons teores de flavonoides totais e atividade antioxidante,
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foi possivel quantificar flavonoides como epigalocatequina (0,040 mg/g de residuo), catequina
(0,017 mg/g de residuo), galato de epigalocatequina (0,004 mg/g de residuo), e galato de etila

(0,003 mg/g de residuo), sendo estes, 0s provaveis responsaveis pela capacidade antioxidante

do residuo.

Tabela 5- Compostos fenélicos em extratos de residuos de sapoti determinados por CLAE

Compostos fendlicos

Extratos obtidos por Maceracao

(mg/g de residuo em Casca Semente Casca Semente
peso seco) Metanol 50% Metanol 40% Etanol 80%  Etanol 80%
Acido Galico 0,084+0,000 0,067+0,000  0,040+0,000 0,044+0,001
Epigalocatequina 0,055+0,000 0,033+0,001  0,040+0,000  0,032+0,000

Acido protocatectico NQ ND NQ ND

Catequina 0,022+0,000 0,049+0,003  0,017+0,000  0,010+0,000
Acido Vanilico 0,001+0,000 0,000+£0,000  0,000+0,000  0,000+0,000
Galato de etila 0,003%0,000 0,003%0,000 0,003%0,000 0,002+0,000
Galato de ND ND 0,004£0,000  0,002:0,000

epigalocatequina

Compostos fenolicos

Extratos obtidos por Ultrassom

(mg/g de residuo em peso seco) Casca Semente Casca
Metanol 40%  Metanol 80% Etanol 80%
Acido Galico 0,045+0,000 0,065+0,000 0,047+0,000
Epigalocatequina 0,038+0,000 0,034+0,001 0,040+0,000

Acido protocatectiico NQ NQ ND

Catequina 0,015+0,001 0,016+0,000 0,017+0,000
Acido Vanilico 0,000+0,000 0,001+0,000 0,001+0,000
Galato de etila 0,003+0,000 0,003+0,000 0,003+0,000
Galato de epigalocatequina 0,003+0,000 0,004+0,000 0,003+0,000

Valores sdo expressos como média e desvio padrdo. NQ: detectado, porém a baixo do limite de quantificacéo;

ND: ndo detectado. Fonte: Autoria

prépria (2020).
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5.5 Anélise dos compostos volateis do fermentado de sapoti por GC-MS

Através da extracdo sortiva em barra de agitagdo (SBSE) dos compostos volateis e
cromatografia a gas associada ao espectrémetro de massas, foram identificados um total de 85
compostos volateis nas 11 formulagdes dos fermentados de sapoti, sendo eles demonstrados nas
Tabelas 6 (Formulagdes 1 a 4), Tabela 7 (Formulagdes 5 a 8) e Tabela 8 (Formulagdes 9 a 11).

Dentre os componentes identificados foram 44 ésteres (51,8%), 14 alcoois (16,5%), 10
cetonas (11,8%), 6 aldeidos (7,1%), 4 terpenos (4,7%), 3 alcenos (3,5%), 2 alcanos (2,3%) e 2
éteres (2,3%). Os principais compostos identificados nas formulac@es do fermentado de sapoti
foram os &lcoois 3-Metil-1-butanol (entre 7529,68 e 13007,99 pg/kg) e 2-Feniletanol (entre
222491 e 4990,94 ug/kg); e os ésteres Etilbenzoato (entre 441,52 e 8439,79 ug/kg),
Isoamilacetato (entre 1547,36 e 3300,78 pg/kg), Etilexanoato (entre 1567,85 e 2942,06 pg/kg),
e Etiloctanoato (entre 3330,08 e 5532,53 pg/kg). Por ser os compostos majoritarios presentes
nas bebidas fermentadas, a produgdo de 3-Metil-1-butanol, 2-Feniletanol e Etilbenzoato foi
avaliada através da metodologia de superficie de resposta utilizando o Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR).

Né&o foram encontrados na literatura dados de perfil volatil de fermentados de sapoti por
cromatografia gasosa. Panda et al (2014) analisaram fermentado de sapoti através de
espectroscopia de infravermelho, que revelou a presenca de alcoois, fendis, anidridos, amidas,
ésteres e alcenos. Alguns autores (LASEKAN; YAP, 2018; UEKANE et al, 2017; MACLEOD,;
TROCONIS, 1982) citam a caracterizacdo dos compostos volateis da polpa de sapoti por
cromatografia gasosa acoplada ao espectrdmetro de massas.

Lasekan e Yap (2018) quantificaram 29 compostos volateis nos frutos de sapoti frescos
cultivados na Malésia, por GC-MS, e determinaram benzoato de etila (754,0 pg/kg), E-2-
hexenal (76,5ug/kg) e p-cariofileno (175,4 ug/kg) como principais compostos responsaveis
pelo aroma da fruta fresca. MacLeod e Troconis (1982) isolaram 65 compostos aromaticos em
frutos de sapoti, dos quais se destacaram o 3-Metil-1-butanol, 1-Hexanol, Benzaldeido,
Metilbenzoato e Etilbenzoato. Também foram isolados 72 compostos volateis por Uekane et al
(2017), sendo os mais abundantes: Acido acético, Etil butirato, Isoamilacetato, Limoneno, e
Etil hexanoato. A presenga destes compostos observados pelos autores e neste trabalho
representa que a bebida fermentada manteve as caracteristicas aromaticas da fruta, sendo este
um fator de grande importancia para o reconhecimento do produto.

Dentre os principais compostos quantificados, observou-se que o 2-Feniletanol nao é
caracteristico do sapoti. O 2-Feniletanol é um composto volatil de aroma de rosas, geralmente
utilizado na industria cosmética e de alimentos (SENDOVSKI; NIR; FISHMAN, 2010). Sua
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ocorréncia natural em flores e plantas tem baixos teores de extracdo, dessa forma vem sendo
estudada sua producdo de forma biotecnoldgica por leveduras como Saccharomyces cerevisiae,
que tem demostrado resultados favoraveis, conforme observado neste trabalho.

Diversos autores vém estudando o perfil volatil de fermentados alcodlicos de frutas por
Saccharomyces cerevisiae, dentre eles Roda et al (2017) analisaram fermentado de residuo de
abacaxi, obtendo compostos como Etilacetato, 3-Metil butanol, 3-Fenil etanol, Etilexanoato e
Etiloctanoato; Jiang, Lu e Liu (2020) obtiveram compostos volateis como alcool isoamilico,2-
Feniletanol, Etiloctanoato e Etildecanoato, em fermentado de Pitaia vermelha, estes com postos

também foram obtidos no fermentado alcoolico de sapoti.



Tabela 6- Perfil dos compostos volateis por SBSE nas formulacdes F1 a F4 de fermentado de Sapoti
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Compostos IRC F1 F2 F3 F4

(H9/k)

Etanol 536 <IRc 552,18 + 51,74 735,31 + 88,15 346,61 + 29,15 628,06 + 32,18
2,3-Butanodiona 592 591 18,46 + 1,64 29,80 + 1,67
Acetato de etila 611 607 2773,21 £289,58  2131,37 + 372,47 1286,92 + 188,66 1436,12 + 396,12

2,3-Pentanodiona 700 700 577 £0,19 7,41 +0,20
Propionato etila 713 714 9,74 +1,07 13,32 £ 0,96
3-metil-1-butanol 747 741 8244,62 +206,59 11680,18 +309,79 11267,52 +370,10 10515,24 + 349,17
2-metil-1-butanol 749 748 963,56 *+ 44,62 887,98 + 97,49 887,10 + 22,08 815,06 + 97,89
2-Metilpropanoato etila 760 751 14,98 + 2,39 21,06 £ 1,60 21,88 £ 1,58 26,02 £ 0,89
Acetato isobutila 775 775 226,48 + 34,24 115,76 + 15,10 52,13 £ 2,27 71,39 +1,05
Hexanal 802 802 11,06 + 3,13 5,39 +0,15 5,21+0,50 6,18 £ 0,47
Butanoato etila 804 804 94,00 + 11,82 106,52 + 7,29 205,90 + 1,30 309,19 + 13,76
Acetato butila 816 816 8,96 + 0,33 7,15+ 0,03 4,09 + 0,33
3-etil-1-butanol 845 833 3,76 £ 0,36 2,95+0,30
2-Metilbutanoato etila 850 850 5,32 +0,52 8,73+ 0,70 7,96 + 0,20 9,32+0,75
3-Metilbutanoato etila 853 854 11,74 + 1,69 15,33 +1,72 25,14 £ 0,52 32,44 + 2,00
Dietil acetal isobutanol 859 858 6,16 + 0,01 7,39 +0,28 2,03 +0,26 8,14 + 0,23
1-Hexanol 870 871 12,04 + 1,98 15,34 + 0,80 12,18 + 0,61 16,94 + 0,35
Acetato isoamil 878 878 2311,83 +£206,78  1683,23 + 150,38 1547,36 + 122,22 2589,49 + 191,77
Acetato 2-Metilbutilo 880 879 745,63 + 49,03 499,60 + 59,77 362,37 + 4,43 427,83 + 48,73
Estireno 890 892 199,02 + 33,43 258,31 + 41,45 230,63 + 40,98 235,28 + 32,71
Pentanoato etila 902 902 5,27 + 0,48
Butirolactona 915 915 8,64 +1,52 10,48 + 1,84 7,20+0,91 13,49 + 2,07
Hexanoato metila 925 927 133,84 + 7,82 24,03 +1,91 16,76 + 0,02 649,42 + 54,96
1,1-dietoxi-3-metilbutano 955 955 6,92 +0,75 12,36 + 0,22 4,09 + 0,37 13,40 + 0,18
Benzaldeido 959 960 7,50+ 0,09 105,02 + 1,56 31,19 £ 0,47
1-Heptanol 971 970 8,50 + 1,04 5,49 +0,17 6,13 £ 0,97 38,48 + 3,64

Valores sdo expressos como média e desvio padrdo. IRc-indice de retencdo calculado. F1- formulacéo 1. F2-formulacdo 2. F3- formulacdo 3. F4-formulagdo 4. Fonte:

Autoria propria (2020).



Tabela 6- continua
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Compostos IRC F1 F2 F3 F4
(Hg/kg)
1- (1 etoxietoxi) pentano 974 977 20,84 +£1,95 46,43+ 1,70 50,53 £ 0,43 147,62 £ 12,05
3- (metiltio) -1-propanol 980 980 43,02 + 6,39 39,68 £ 5,18 27,68 + 4,44 27,01 + 3,40
2-metil-3-tiolanona 986 996 18,34 £ 0,52 58,565 + 1,66 30,49 £ 1,40 22,71+1,14
Butanoato butila 997 995 22,16 £ 1,39 69,32 £ 12,68 25,24 +1,82 5494091
Hexanoato etila 1003 1001 1567,85+134,69 2804,02+230,14 204558 +137,49 2704,39 + 238,82
Acetato hexila 1015 1015 6,71+£0,79 8,90 £ 0,07 8,60 £0,91 10,12 +1,31
Limoneno 1028 1028 34,86 + 0,28 17,94 + 0,45 34,26 + 2,83 25,96 + 0,18
2-Etilhexanol 1030 1030 17,24 £ 0,38 12,51+ 0,90 12,18 £1,46 13,89+1,34
Alcool benzilico 1036 1036 21,54 +£2,38 10,64 £ 1,26 11,78+ 1,64
(Z2) -Ocimeno 1038 1038 7,84 +8,16 24,39 + 15,99
B-Ocimeno 1048 1048 3,38+0,85 2,00+0,48 1,21 +0,22 2,28+0,18
2-hidroxi-4-metilpentanoato etila 1059 1060 47,83 £ 1,56 27,29 + 0,95 19,47 +1,20 24,39+ 0,48
Acetofenona 1066 1066
1-Octanol 1072 1077 40,64 £ 0,34 20,40+ 1,31 30,27 +£1,02 43,60 + 2,36
2-Nonanona 1093 1093 2,15+ 0,08 558 +0,16 4,83 £ 0,40 4,66 + 0,47
Benzoato metila 1095 1095 22,23+0,18 13,20+ 0,12 28,13 £ 0,64 1947 +1,14
Heptanoato etila 1099 1098 17,71 £ 2,67 24,78 + 3,83 14,91 £ 2,08 53,85 + 4,08
Linalol 1100 1100 12,14 £ 0,93 19,90 £ 0,67 5,38 £ 0,04 12,42 £ 0,31
Nonanal 1104 1104 14,12 £ 0,94 1259+ 1,09 22,80 +1,34 13,35+ 0,06
2-Feniletanol 1120 1119  2530,82 + 72,23 3915,60 £ 60,01  4315,03+ 107,72  3603,39 + 49,25
Octanoato metila 1126 1126 54,78 + 4,37 73,69 + 1,58 21,58 £ 0,01 17,03 £ 0,38
Hexanoato isobutila 1152 1156 3,39 £ 0,09 4,42 +£0,02 1,11+ 0,38 5,34 £0,70
Borneol 1167 1167 25,17 +0,44 25,87 + 3,59 12,93 + 2,60 7,80+ 0,20
Benzoato etila 1172 1170 3452,66 + 146,74 441,52 + 7,20 7043,04 + 236,56  4869,52 + 234,09
Succinato etilo 1184 1182 8,30 + 0,22
Octanoato etila 1191 1190 4968,84 + 478,36  5532,53 + 178,20 3330,08 £ 132,48 4125,38 + 231,08

Valores sdo expressos como média e desvio padrao. IRc-indice de retencdo calculado. F1- formulagdo 1. F2-formulacdo 2. F3- formulacdo 3. F4-formulagdo 4. Fonte: Autoria

prépria (2020).



Tabela 6- continuando

Compostos IRC F1 F2 F3 F4
(Hg/kg)
Decanal 1196 1200 18,57 £ 0,17 17,49 + 1,02 24,30 £ 1,39 10,99 + 0,40
2,5-dimetilbenzaldeido 1206 1208 26,57 + 1,67 4,21 +1,43
Citronelol 1221 1216 10,99 + 0,51 7,72+0,51 12,68 + 0,65
3-Fenilpropanol 1222 1225 92,92 + 2,08 94,14 + 2,38 69,91 + 3,48
Fenilacetato etila 1239 1231 6,56 + 0,02 11,72+ 0,35 10,94 + 0,04 11,94 +0,43
Hexanoato isoamilo 1244 1243 8,66 + 0,12 11,42 + 0,23 3,62+0,15 8,79+ 0,77
2-metilbutil Hexanoato 1248 1246 1,79+ 0,45 3,68 £ 0,05 4,12 £0,15 574 +227
Acetato de 2-fenetila 1252 1256 391,84 £ 14,76 264,19 £ 4,90 328,91 £14,43 447,87 + 11,56
1-Decanol 1269 1269 5,28 +0,01 22,42 + 1,89
Benzenopropanoato metila 1272 1258 5,60 £ 0,76
Nonanoato etila 1296 1296 21,06 + 14,08 18,91 £ 0,82 7,52 +0,44 19,76 £ 1,01
Metil decanoato 1328 1326 152 +0,35 4,12 £0,10 1,20 + 0,09 1,95+ 0,83
Isobutil benzoato 1331 1311 30,16 £ 2,55 6,12 + 0,47 25,43+ 0,82 30,46 £1,78
3-Fenilpropanoato etila 1353 1353 1240,85+ 157,19 331,54 + 23,66 613,88 + 32,15 809,92 + 28,86
Eugenol 1361 1360 27,93+ 0,38 14,87 + 0,48 22,44 + 0,88 14,37 £ 0,24
y-Nonalactona 1366 1366 17,80 + 0,95 12,71+ 0,22 15,34 + 0,49 13,94 + 0,79
Benzenopropil acetato 1373 1373 26,51 + 2,25 80,85+ 4,43 88,33 +1,12
Butil benzoato 1376 1376 13,27 + 2,05 16,04 + 4,42 16,18 + 0,61
9-decenoato etila 1389 1389 58,561 + 8,35 217,42 + 10,05 298,28 + 11,77
Decanoato etila 1397 1397 484,78 £ 1,52 137,80 + 5,00 393,15 £ 13,37
Metileugenol 1407 1407 8,35+ 0,32 73,68 + 2,97 52,38 + 2,41
Succinato etila isopentilo 1436 1436 9,68 £ 0,01 2,40 £0,32 4,04 + 0,66
Benzoato isoamilo 1445 1441 18,71+ 0,61 3,59 +£0,25 19,63 + 0,86 17,45 + 0,33
2-fenetilo Butanoato 1450 1447 2,77 £ 0,47
Octanoato de isoamilo 1455 1450 7,85+ 0,37 12,30+ 0,18 5,11 + 0,08 7,49 + 0,28
Geranil acetona 1462 1461 13,69 £ 0,13 9,42 +0,76 12,60 £ 0,77 15,47 + 1,14

56

Valores sdo expressos como média e desvio padrdo. IRc-indice de retencdo calculado. F1- formulacdo 1. F2-formulacdo 2. F3- formulacdo 3. F4-formulagdo 4 Fonte: Autoria

prépria (2020).
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Tabela 6- conclusdo

Compostos IRC F1 F2 F3 F4
(Ho/k)
(E) -cinamato de etila 1476 1463 59,20+0,80 10,80+1,81 47,74+3,26 40,99 +£0,57
y-Decalactona 1477 1477 20,19+0,66 9,35+1,09 26,70+0,25 19,58 +2,40
(E)-B-lonona 1492 1491 1,82+0,02 1,71 £0,02 1,20 £ 0,16 1,06 £ 0,01
3-hidroxitridecanoato de etila 1543 1539 10,08+0,20 5,13+0,58 15,67 0,16
Dodecanoato de etila 1596 1597 4,64+055 27,17+224 2,10+0,09
Decanoato de isoamil 1650 1646 1,01 +0,10
Farnesol 1733 1747

Valores sdo expressos como média e desvio padrdo. IRc-indice de retencdo calculado. F1- formulagdo 1. F2-formulacdo 2. F3- formulacdo 3. F4-formulacdo 4 Fonte: Autoria
prépria (2020).



Tabela 7- Perfil dos compostos volateis por SBSE nas formulag6es F5 a F8 de fermentado de Sapoti
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Compostos IRC F5 F6 F7 F8

(H9/kg)

Etanol 536 <IRc 220,00 + 39,19 860,63 + 49,83 518,18 + 26,87 518,18 + 26,87
2,3-Butanodiona 592 591 5,74 £ 0,66 22,52 +£1,92 547,15 + 69,91 547,15 + 69,91
Acetato de etila 611 607 1060,96 + 278,96 1927,95 + 553,35

2,3-Pentanodiona 700 700 8,73 +0,05
Propionato etila 713 714 13,34 + 0,26 12,49 + 1,59 4078,61+ 907,10 4078,61+ 907,10
3-metil-1-butanol 747 741 10041,66 + 219,46  13007,99 + 394,75 4509,61+ 226,90 4509,61+ 226,90
2-metil-1-butanol 749 748 836,78 + 128,79 665,37 + 79,56
2-Metilpropanoato etila 760 751 21,15+1,14 13,10 + 3,74
Acetato isobutila 775 775 49,36 £ 0,12 91,01 £6,12
Hexanal 802 802 2,63 0,07 5,24 +0,32
Butanoato etila 804 804 194,29 + 9,80 304,72 + 26,62 7539,68 £229,33 7539,68 £229,33
Acetato butila 816 816 4,95 + 0,86 6,94 + 0,09 10174,44 £1632,56 10174,44+ 1632,56
3-etil-1-butanol 845 833 2,73+0,77 2,83+0,11 1157,22 + 63,39 1157,22 + 63,39
2-Metilbutanoato etila 850 850 9,23 +0,54 10,13 + 0,28 863,26 + 29,94 863,26 + 29,94
3-Metilbutanoato etila 853 854 26,15+ 1,60 27,59 +0,19 16,31+ 1,24 16,31+ 1,24
Dietil acetal isobutanol 859 858 3,02+1,03 41,32 +£0,23 58,63 + 2,82 58,63 + 2,82
1-Hexanol 870 871 10,31 + 0,97 367,08 + 26,25 367,08 + 26,25
Acetato isoamil 878 878 1862,49 + 120,31 3300,78 + 143,56 310,22 + 24,76 310,22 + 24,76
Acetato 2-Metilbutilo 880 879 398,19 + 34,47 439,32 + 50,22
Estireno 890 892 507,91 + 62,27 250,09 + 71,95 9,25+ 5,52 9,25+ 5,52
Pentanoato etila 902 902 129,01 +£5,18 129,01 +£5,18
Butirolactona 915 915 5,51 +0,85 15,29 + 2,65 307,84 + 32,13 307,84 + 32,13
Hexanoato metila 925 927 641,30 + 46,30 710,84 + 61,08 22,42 + 1,64 22,42 +1,64
1,1-dietoxi-3-metilbutano 955 955 3,85 +0,62 24,67 £ 2,67 8,90 £ 0,83 8,90 £ 0,83
Benzaldeido 959 960 136,62 + 14,35 62,36 £+ 1,71
1-Heptanol 971 970 46,90 + 3,47 23,06 £ 0,33

Valores séo expressos como média e desvio padrdo. IRc-indice de retencdo calculado. F5- formulagdo 5. F6-formulacédo 6. F7- formulagédo 7. F8-formulacéo 8. Fonte: Autoria

prépria (2020).



Tabela 7- continua
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Compostos IRC F5 F6 F7 F8
(Ho/k)
1- (1 etoxietoxi) pentano 974 977 77,67 £6,85 407,73 + 8,41 5,01+0,61 5,01+0,61
3- (metiltio) -1-propanol 980 980 22,33 +£6,82 18,74 + 3,00 70,73+ 2,48 39,55 +£5,19
2-metil-3-tiolanona 986 996 26,11 + 3,17 23,85+ 0,51 49,41 + 9,22 27,67 7,19
Butanoato butila 997 995 25,28 £ 2,32 19,11 + 0,85 8,77 £ 0,06 16,40 + 1,02
Hexanoato etila 1003 1001 2420,3 + 191,48 2272,11 + 146,01 1652,46 + 93,36 1874,44+ 134,89
Acetato hexila 1015 1015 10,71 + 1,57 14,02 + 0,32 12,54 + 0,74 5,74 + 81,09
Limoneno 1028 1028 21,38+ 1,53 32,29+2,12 36,22 + 1,49 17,47 £1,92
2-Etilhexanol 1030 1030 12,55+ 1,39 11,36 + 0,08 46,30 £ 1,27 34,03 £ 4,35
Alcool benzilico 1036 1036 8,07 £ 0,26 23,30+ 0,48 47,96 £ 2,78 59,31 + 7,56
(Z2) -Ocimeno 1038 1038
B-Ocimeno 1048 1048 8,83 £ 0,65 2,64 +0,77 2,93 +0,89
2-hidroxi-4- 1059 1060 24,07 +1,74 21,31 + 2,46 67894313  46,72+219
metilpentanoato etila
Acetofenona 1066 1066 11,57 £ 0,95
1-Octanol 1072 1077 49,77 £5,08 27,61 +0,19 49,10 £ 1,30 31,65+1,61
2-Nonanona 1093 1093 4,31+0,17 7,56 +1,38 459 +0,14 4,65+ 1,31
Benzoato metila 1095 1095 26,36 + 2,43 19,18 +1,38 62,68 + 23,82 34,93+ 3,11
Heptanoato etila 1099 1098 22,90 + 3,69 28,79 + 3,73 32,47 £2,29
Linalol 1100 1100 9,94 +1,79 14,07 + 1,20 27,57 £ 0,99
Nonanal 1104 1104 13,53+ 1,75 20,28 + 8,65 16,91 + 3,34
2-Feniletanol 1120 1119 3960,39 + 227,37 3967,55 + 169,49 222491 £ 62,54 2521,73+ 455,92
Octanoato metila 1126 1126 31,20 £ 6,42 22,68 + 0,95 93,91 + 3,08 96,78 + 8,51
Hexanoato isobutila 1152 1156 1,98 £ 0,29 3,42 +0,28 2,37 £ 0,45 2,22 +0,05
Borneol 1167 1167 2,86 + 0,48 13,60 + 0,20 124,73 + 0,28 10,18 +1,75
Benzoato etila 1172 1170 7541,2 + 577,23 3610,77 + 73,68 2858,33 £ 81,29 8439,79+ 337,44
Succinato etilo 1184 1182

Valores sdo expressos como média e desvio padrao. IRc-indice de retencdo calculado. F5- formulagdo 5. F6-formulacdo 6. F7- formulacdo 7. F8-formulagdo 8. Fonte: Autoria

prépria (2020).



Tabela 7- continuando

Compostos IRC F5 F6 F7 F8
(Hg/kg)
Octanoato etila 1191 1190 4684,1 + 363,61 4414,35+ 202,19 3788,82 + 262,96  3819,05 + 369,39
Decanal 1196 1200 20,43+ 2,14 25,58 +1,81 28,51 + 4,55 44,90 + 8,29
2,5-dimetilbenzaldeido 1206 1208
Citronelol 1221 1216 7,36 £ 2,19 8,77 £ 0,34 9,79 + 0,06 9,21 +£0,70
3-Fenilpropanol 1222 1225 73,64 £ 9,09 73,75 + 3,88 122,45 + 2,96 92,59 + 9,25
Fenilacetato etila 1239 1231 13,50 + 2,05 12,15+ 0,81 6,29 + 0,33 6,72 £ 0,30
Hexanoato isoamilo 1244 1243 8,85+ 0,38 7,56 £ 0,90 3,50 + 0,46 2,84 +£0,73
2-metilbutil Hexanoato 1248 1246 6,27 + 1,40 3,77 £ 0,65 8,22+0,91 2,73+0,05
Acetato de 2-fenetila 1252 1256 358,72 £+ 30,67 516,76 £ 12,89 460,64 £ 0,15 276,92 + 48,67
1-Decanol 1269 1269 15,82 + 0,51 10,88 + 0,24 13,62 + 0,79
Benzenopropanoato metila 1272 1258 3,20+ 0,13
Nonanoato etila 1296 1296 12,34 £ 0,93 11,85+£0,90 21,98 +1,23 12,22 £1,61
Metil decanoato 1328 1326 1,99 £ 0,09 1,81+£0,16 2,17 +£0,40 2,46 £ 0,64
Isobutil benzoato 1331 1311 28,58 + 2,75 29,19+ 1,52 18,73 + 0,96 31,13 + 6,30
3-Fenilpropanoato etila 1353 1353 66551+52,76 107588 + 147,86 1487,09 + 124,00 930,16 £ 126,22
Eugenol 1361 1360 21,58 + 2,85 18,94 + 0,60 26,25 + 0,39 16,09 + 1,49
y-Nonalactona 1366 1366 13,26 + 1,60 13,66 £ 0,21 22,09 £ 0,27 18,37 £ 2,67
Benzenopropil acetato 1373 1373 73,58 £ 6,72 90,96 + 9,43 56,17 + 8,55 36,58 + 4,74
Butil benzoato 1376 1376 13,10 + 2,69 18,04 + 3,24 15,27 + 1,28 13,48 + 0,32
9-decenoato etila 1389 1389 215,53+17,36 107,74 + 16,60 40,29 + 5,32 8,30 £ 0,64
Decanoato etila 1397 1397  206,7, £ 10,79 366,90 + 19,19 259,74 £ 20,43 322,19 £ 41,27
Metileugenol 1407 1407 67,09 + 6,70 60,67 + 5,33 87,79 + 7,67 60,44 + 9,20
Succinato etila isopentilo 1436 1436 3,92 + 0,59 7,27 £ 0,89 4,91+ 0,03 6,12 £ 0,42
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Valores séo expressos como média e desvio padrdo. IRc-indice de retencgdo calculado. F5- formulagdo 5. F6-formulagdo 6. F7- formulagdo 7. F8-formulagéo 8. Fonte: Autoria

prépria (2020).



Tabela 7- conclusao

Compostos IRC F5 F6 F7 F8
(Ho/k)
Benzoato isoamilo 1445 1441 24,58 + 2,35 17,91 +1,26 112,65 + 65,13 10,05+ 1,50
2-fenetilo Butanoato 1450 1447 2,16 + 0,00
Octanoato de isoamilo 1455 1450 10,98 + 0,89 7,28 +0,79 2,69 +0,42 6,20 £ 1,23
Geranil acetona 1462 1461 10,47 £+ 1,14 11,97 £ 1,49 9,81 +0,39 25,03+ 1,77
(E) -cinamato de etila 1476 1463 52,48 £ 7,24 53,77 £ 5,54 42,31+ 0,93 41,82 +7,76
v-Decalactona 1477 1477 20,03+ 2,41 14,12 + 1,68 13,04 £ 0,03 25,42 + 2,15
(E)-p-lonona 1492 1491 1,18 + 0,46 1,17 + 0,30 2,75+0,19 1,89 + 0,01
3-hidroxitridecanoato de etila 1543 1539 13,17 £ 2,12 12,55 + 2,07 23,74 +£1,34
Dodecanoato de etila 1596 1597 2,87 £0,35 19,46 £ 0,30 5,81+ 1,49
Decanoato de isoamil 1650 1646 0,57 £ 0,04
Farnesol 1733 1747 6,96 + 0,39
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Valores séo expressos como média e desvio padrdo. IRc-indice de retencdo calculado. F5- formulagdo 5. F6-formulacédo 6. F7- formulagdo 7. F8-formulacéo 8. Fonte: Autoria

prépria (2020).



Tabela 8- Perfil dos compostos volateis por SBSE nas formulacbes F9 a F11 de fermentado de Sapoti

Compostos

IRc Fo F10 F11

(H9/kg)

Etanol 536 <IRc 607 £ 39,71 312,09 + 14,21 211,75 + 34,72
2,3-Butanodiona 592 591 7,10 £ 0,53 6,03 £ 0,92
Acetato de etila 611 607 3759,51 + 592,81 984,42 + 114,63 1189,11 £ 97,44
2,3-Pentanodiona 700 700 3,81+0,40 7,34 +£0,42
Propionato etila 713 714 7,24 +1.10 9,67 0,05
3-metil-1-butanol 747 741 11067,42 +£1877,96 10951,19 + 1200,05 11998,88 + 1003,97
2-metil-1-butanol 749 748 825,66 + 42,42 821,05 + 86,78 780,54 + 37,45

2-Metilpropanoato etila 760 751 31,50 + 6,05 17,62 £ 2,86 14,26 + 0,88
Acetato isobutila 775 775 221,96 + 29,02 44,93 +1,29 52,01 +1,48
Hexanal 802 802 6,17 £0,21 9,99 + 2,36
Butanoato etila 804 804 267,76 + 37,00 110,93 + 7,03 125,50 + 1,94
Acetato butila 816 816 7,64 +0,35
3-etil-1-butanol 845 833 2,16 £0,13
2-Metilbutanoato etila 850 850 12,29+ 1,85 8,00+ 0,80 8,08 + 0,18
3-Metilbutanoato etila 853 854 41,48 £ 4,44 20,12 £ 2,53 18,99 + 0,10
Dietil acetal isobutanol 859 858 3,40 + 0,05 1,30 + 0,26 3,71+0,12
1-Hexanol 870 871 11,93+1,01 10,96 + 0,70 15,19 + 0,83
Acetato isoamil 878 878 2037,90 + 229,54 1815,17 + 123,40 2107,86 + 126,45
Acetato 2-Metilbutilo 880 879 617,74 + 58,17 384,34 + 53,06 441,95 + 44,26
Estireno 890 892 330,47 + 61,08 171,03 £ 13,16 236,02 + 36,13
Pentanoato etila 902 902
Butirolactona 915 915 15,06 + 0,38 11,08 +1,61 11,89 + 0,58
Hexanoato metila 925 927 820,99 + 85,82 18,38 + 1,94 112,37 + 21,51
1,1-dietoxi-3-metiloutano 955 955 6,71+ 0,80 5,64 + 0,53 14,41 + 2,00
Benzaldeido 959 960 1,60 £0,74 175,86 + 12,45 332,02 + 19,53
1-Heptanol 971 970 13,72 + 0,54 12,93 + 0,42 7,89 0,29

Valores séo expressos como média e desvio padrdo. IRc-indice de retencéo calculado. F9- formulagéo 9. F10-formulagdo 10. F11- formulagdo 11. Fonte: Autoria propria
(2020).
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Tabela 8- continua

Compostos

63

IRc F9 F10 F11
(Hg/k)
1- (1 etoxietoxi) pentano 974 977 34,01 + 3,62 45,38 + 0,68
3- (metiltio) -1-propanol 980 980 45,05+ 1,32 46,81 + 0,43
2-metil-3-tiolanona 986 996 60,18 + 6,21 65,23 + 1,88
Butanoato butila 997 995 35,81 + 3,63 14,37 + 1,88 20,73 +1,16
Hexanoato etila 1003 1001 2281,93+288,27 2549,34+173,30 2942,06 + 119,19
Acetato hexila 1015 1015 6,78 + 1,93 11,69 £ 0,71 17,36 £ 0,75
Limoneno 1028 1028 24,35 + 14,41 21,56 £ 0,57 26,26 £ 0,10
2-Etilhexanol 1030 1030 31,73 +£2,71 12,24 + 1,15 12,43 + 0,91
Alcool benzilico 1036 1036 17,01 £ 1,48
(Z2) -Ocimeno 1038 1038 6,93+ 0,14
B-Ocimeno 1048 1048 6,42 + 0,66 10,17 + 1,50
2-hidroxi-4-metilpentanoato etila 1059 1060 51,62 + 9,97 29,36 £ 2,77 30,26 + 0,67
Acetofenona 1066 1066
1-Octanol 1072 1077 43,52 +2,19 25,79 + 2,80 2443 £1,12
2-Nonanona 1093 1093 4,80 + 0,37 4,69 + 0,23 5,71 £ 0,56
Benzoato metila 1095 1095 31,68 +£1,81 16,85 + 1,03 16,77 +1,84
Heptanoato etila 1099 1098 31,67 +3,14 57,71+ 1,30 45,33 + 2,16
Linalol 1100 1100 15,17 + 0,34 18,81 + 1,66 17,12 + 0,20
Nonanal 1104 1104 16,83 + 1,62 11,25 + 0,07 14,02 + 1,60
2-feniletanol 1120 1119 3037,58 + 164,44 4990,94 + 283,37  4973,01 + 72,98
Octanoato metila 1126 1126 100,26 + 9,04 51,85+ 17,26 48,36 + 3,96
Hexanoato isobutila 1152 1156 3,06 £ 0,36 5,60 + 0,35 5,02+1,19
Borneol 1167 1167 10,12 + 0,54 19,08 + 0,79 26,85 + 2,04
Benzoato etila 1172 1170 6960,92 + 623,29 877,41 + 18,29 850,49 + 52,50
Succinato etilo 1184 1182 7,47 + 0,08

Valores s8o expressos como média e desvio padrdo. IRc-indice de retencéo calculado. F9- formulagéo 9. F10-formulagdo 10. F11- formulagdo 11. Fonte: Autoria propria
(2020).



Tabela 8- continuando

Compostos IRc F9 F10 F11
(Ho/k)
Octanoato etila 1191 1190 5124,34 +844,27 4177,17 £119,20 4108,94 + 188,08
Decanal 1196 1200 36,54 £ 0,42 12,20 + 0,60 18,75+ 1,19
2,5-dimetilbenzaldeido 1206 1208
Citronelol 1221 1216 6,61 +0,10
3-Fenilpropanol 1222 1225 78,96 + 0,83
Fenilacetato etila 1239 1231 8,24 + 0,16 8,82 +0,35 12,02 £ 0,87
Hexanoato isoamil 1244 1243 7,45+ 0,83 10,06 £ 0,25 9,32 £ 0,67
2-metilbutil Hexanoato 1248 1246 7,96 + 063 2,70+0,18 2,74 £ 0,62
Acetato de 2-fenetila 1252 1256 283,19 + 54,72 470,22 + 18,18 542,91 + 45,77
1-Decanol 1269 1269 26,53 + 1,37
Benzenopropanoato metila 1272 1258
Nonanoato etila 1296 1296 19,44 £ 1,91 53,91 + 6,48 31,90 + 2,13
Metil decanoato 1328 1326 3,23+0,58 3,05 +0,37 2,46 + 0,38
Isobutil benzoato 1331 1311 27,36 + 3,24 7,17 +0,14 6,86 + 0,05
3-Fenilpropanoato etila 1353 1353  1016,83 £173,02 209,77 £ 50,58 203,59 + 65,74
Eugenol 1361 1360 13,07 + 0,56 17,90+ 1,71 21,07 £ 2,83
y-Nonalactona 1366 1366 13,32 £ 0,52 11,31 +£0,23 11,41 +£1,33
Benzenopropil acetato 1373 1373 29,23 + 2,60 5,49 + 0,03 7,08 £ 0,24
Butil benzoato 1376 1376 20,04 + 1,05
9-decenoato etila 1389 1389 44,25 + 8,97 121,01 + 11,99 251,52 + 21,69
Decanoato etila 1397 1397 553,30 * 35,89 413,10 + 31,59 302,27 + 22,79
Metileugenol 1407 1407 63,79 + 9,60 9,32 +0,77 11,12 £ 1,63
Succinato etila isopentilo 1436 1436 7,49 + 0,30 4,33+0,47 6,80 + 0,07
Benzoato isoamil 1445 1441 13,77 £ 1,35 4,78 £ 0,58 5,62 + 0,86
2-fenetilo Butanoato 1450 1447 2,51+0,21

Valores séo expressos como média e desvio padrdo. IRc-indice de retencdo calculado. F9- formulagdo 9. F10-formulagdo 10. F11- formulagdo 11. Fonte: Autoria propria

(2020).
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Tabela 8- conclusdo

Compostos IR F9 F10 F11
(H9/k)
Octanoato de isoamilo 1455 1450 8,32+ 0,98 12,31 +0,20 10,79 £ 0,38
Geranil acetona 1462 1461 12,15+ 1,42 10,03 + 1,09 12,95+ 1,30
(E) -cinamato de etila 1476 1463 43,69 £ 7,43 12,82 + 1,04 17,10+ 1,79
v-Decalactona 1477 1477 18,62 + 0,58 15,09 £ 0,10 14,68 + 0,18
(E)-p-lonona 1492 1491 1,83+0,18 2,10+ 0,09 2,15+0,30
3-hidroxitridecanoato de etila 1543 1539 22,30 +1,19 10,79+ 1,39 4,56 + 0,90
Dodecanoato de etila 1596 1597 18,46 + 3,11 17,60 + 0,37 21,69+ 1,54
Decanoato de isoamil 1650 1646 1,39 + 0,09 1,02+0,11
Farnesol 1733 1747
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Valores sdo expressos como média e desvio padréo. IRc-indice de retencdo calculado. F9- formulagéo 9. F10-formulagdo 10. F11- formulagdo 11. Fonte: Autoria prépria (2020).
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5.5.10timizacdo da producdo de compostos volateis no fermentado de sapoti por
metodologia de superficie de resposta

Na elaboracéo dos fermentados alcoolicos de sapoti, variou-se a concentracao de solidos
solUveis totais (°Brix) e a concentracdo do indculo de acordo com o delineamento composto
central rotacional (DCCR) 22 + 4 pontos axiais e 3 pontos centrais, tendo como variaveis
resposta 0s trés compostos majoritarios, 3-Metil — 1-butanol, Etilbenzoato, e 2-Feniletanol,
quantificados por GC-MS.

O gréfico de Pareto na Figura 18 demonstra o efeito das varidveis, bem como suas
interacOes ao nivel de significancia de 10%. Os parametros que ultrapassam a direita da linha
tracejada sdo considerados significativos ao nivel de significancia de 10% (p <0,1). Os demais
graficos de Pareto (Figuras 21 e 23) demonstram o efeito das variaveis, bem como suas
interacOes ao nivel de significancia de 5%. Os parametros que ultrapassam a direita da linha
tracejada sdo considerados significativos ao nivel de significancia de 5% (p <0,05).

As analises de curva de contorno (Figuras 19 e 24) e de superficie de resposta (Figuras
20, 22 e 25) demonstram a regido Otima (area vermelha mais escura da curva de contorno), onde

se obteve os maiores valores de producdo do composto volatil analisado.

5.5.1.1 Producdo de 3-Metil — 1-butanol

O éalcool isoamilico (3-Metil — 1-butanol) é um liquido incolor, com odor desagradavel.
Seu peso molecular € 85,159 / mol e sua férmula molecular é CsH120. O ponto de fusdo é de -
117°C, densidade de 0,809 g/mL, e solubilidade de 1,3 a 2,0 g/100g. E utilizado como
intermediario quimico e solvente e em produtos farmacéuticos e medicamentos (MELLOUKI
et al, 2004). O composto 3-metil-1-butanol alcancou sua maior producao na formulacédo 6 do
fermentado de sapoti (13007,99 ug/kg), onde utilizou-se teor de sélidos soltveis de 20 °Brix e
concentracédo de inéculo de 6 g/L.

Através do gréfico de Pareto (Figura 18) verificou-se a producdo do 3-Metil-1-butanol
nas formulagdes do fermentado de sapoti, onde o pardmetro de teor de solidos soltveis (°Brix)
influenciou negativamente a producao do composto, e a concentracao o indculo foi o parametro
que influenciou positivamente a producdo do composto, ao nivel de significancia de 10%, ou
seja, em maiores concentracdes de inoculo e em menores de solidos sollveis durante a
fermentagdo, maior serd a producdo de 3-Metil-1-butanol. A interacdo entre teor de solidos
soluveis e concentracdo do inéculo demonstrou efeito negativo, demonstrando que quanto

maior for essa interacdo menor serd a producdo do composto.
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Figura 11- Gréfico de pareto para o efeito dos parametros na producéao de 3-Metil-1-butanol
nos fermentados de sapoti

-4,89174

/ -3,64621

°Brix (L) //// 3,436129

Indeulo(Q) / ,6385621

p=.1
Efeito estimado padrdo (Valor absoluto)

Fonte: Autoria prépria (2020).

A anélise de variancia para producdo de 3-Metil-1-butanol esta apresentada na Tabela
7, onde o coeficiente de correlacdo R?= 0,94, e o F calculado (de 23,51 superior ao F tabelado
= 3,18) validaram estatisticamente o modelo, e é possivel construir a curva de contorno (Figura
19) e a superficie de resposta (Figura 20). A producdo deste composto pode ser representada

pela equagéo 1 a seguir.

[C1] = 11.338,20 + 1721,56 [B] + 1.397,41 [1] — 2.373,85 [1]2 — 2.093,94 [B] [1]. (1)

Onde: [C1] = concentracdo de 3-metil-1-butanol (pg/kg), [B] = °Brix do mosto, [I] =

concentracdo de inoculo (g/L)
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Tabela 9- Anélise de variancia para o composto 3-metil-1butanol

Soma Graus de Media
Fonte de . _ o
o Quadratica Liberdade Quadratica F calculado
Variacao
(SQ) (GL) (QM)
Regressao 23.615.286 4 5.903.821,5 23,51
Residuo 1.506.529 6 251.088,167
Falta de ajuste 846.935 3
Erro puro 659.594 2
Total 25.121.815 10

Ftab (4;6);10%= 3,18; R? = 0,94. Fonte: Autoria prépria (2020).

Os maiores valores de producdo de 3-metil-1-butanol sdo observados na regido étima
(vermelho mais escuro) na curva de contorno (Figura 19) e na superficie de resposta (Figura
20). A regido de maximos valores de producdo do composto pode ser obtida com meio contendo

teor de solidos soltveis maior que 18,5 °Brix

Figura 12- Curva de contorno para a produgéo de 3-metil-1-butanol nos fermentados de sapoti
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Fonte: Autoria propria (2020).
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Figura 13- Superficie de resposta para a produgdo de 3-Metil-1- butanol nos fermentados de
sapoti

(By/6M) jourINg-T-|NBIN-E Bp 0BIRANUSIUOD

% o%'{d» &

Fonte: Autoria propria (2020).
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5.5.1.2 Producéo de Etilbenzoato

O Etilbenzoato ou benzoato de etila € um liquido incolor ligeiramente oleoso com um
odor quente, pesado e floral-frutado, tem peso molecular de 150,17 g/mol, férmula molecular
CoH1002, € ponto de fusdo -34°C. E um dos componentes aromaticos descritos em frutas e
folhas de diversas plantas, e que por seu aroma agradavel, semelhante a horteld, é um
componente amplamente utilizado na indUstria farmacéutica, cosmética e de alimentos (YUAN;
LU; JIN, 2014). O composto volatil Etilbenzoato alcan¢ou sua maior producao na formulacéao
8 do fermentado de sapoti (8.439,79 ug/kg), quando utilizado teor de sélidos soluveis de 15
°Brix e concentracdo de indculo de 10g/L.

Através do grafico de Pareto (Figura 21) para a producdo de Etilbenzoato nas
formulagbes do fermentado de sapoti é possivel constatar que todos 0s parametros
influenciaram a producao do composto ao nivel de 5% de significancia, e que o indculo e teor
de sélidos soluveis influenciaram positivamente a producéo do Etilbenzoato, ou seja, quanto

maiores as concentragdes destes parametros, maior serd a producao do composto.

Figura 14- Grafico de pareto para o efeito dos pard@metros na producéo de Etilbenzoato nos
fermentados de sapoti

(2)Inéeulo(L) /// 412,0928
In6culo(Q) 343,1636
°Brix(Q) 336,782
(1)°Brix(L) // -278,209
1Lby2L ‘ 30,67794
p:.,05

Efeito estimado padrao (Valor absoluto)
Fonte: Autoria propria (2020).
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A anélise de variancia para producéo de Etilbenzoato esté apresentada na Tabela 8, onde
o coeficiente de correlagdo R?= 0,933, e o F calculado (de 13,98 superior ao F tabelado = 5,05)
validaram estatisticamente o modelo, e é possivel construir a superficie de resposta (Figura 22).

A producéo deste composto pode ser representada pela equacao 2 a seguir.

[C2] = 869,33 — 2689,64 [B] + 3.885,14[B]2 + 3.983,99 [I] + 3.958,76 [I]2 + 418,81 [B] [I].

)
Onde: [C2] = concentracdo de Etilbenzoato (ug/kg), [B] = °Brix do mosto, [I] =

concentracdo de inoculo (g/L).

Tabela 10- Andlise de variancia para o composto Etilbenzoato

Soma Graus de Média
Fonte de . _ .
o Quadratica Liberdade Quadratica F calculado
Variacao
(SQ) (GL) (QM)
Regressao 79.617.701 5 15.923.540,2 13,98
Residuo 5.694.061 5 1.138.812,2
Falta de ajuste 5.693.688 3
Erro puro 373 2
Total 85.311.762 10

Ftab (5;5);5%= 5,05; R = 0,933. Fonte: Autoria propria (2020).

Os maiores valores de producdo de Etilbenzoato estdo destacados na regido 6tima
(vermelho mais escuro) na superficie de resposta (Figura 22). A regido de maximos valores de
producdo do composto pode ser obtida quando utilizado concentrag¢fes de indculo maiores que
8,8 g/L.
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Figura 15- Curva de contorno para a produgéo do Etilbenzoato nos fermentados de sapoti
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Fonte: Autoria propria (2020).

Figura 16- Superficie de resposta para a produgéo de Etilbenzoato nos fermentados de sapoti
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Fonte: Autoria propria (2020).
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5.5.1.3 Producdo de 2-Feniletanol

O 2-Feniletanol, também conhecido como &lcool fenetilico, € um liquido incolor de odor
suave, quente, rosa, semelhante ao mel. Seu peso molecular é 122,16 g/mol, sua férmula
molecular & CgH100, e 0 ponto de fusdo e ebuli¢do é de -27°C e 219-221°C, respectivamente.
E usado em composicdes aromatizantes de produtos alimenticios, como refrigerantes, biscoitos,
chiclete, entre outros (SENDOVSKI; FISHMAN, 2010). O composto 2-Feniletanol alcangou
sua maior producdo na formulacdo 10 do fermentado de sapoti (4990,94 pg/kg), que utilizou
teor de solidos soluveis de 15 °Brix e concentracédo de inéculo de 6 g/L.

No grafico de Pareto (Figura 23) verificou-se que o teor de sélidos sollveis e a
concentracdo de in6culo influenciaram negativamente a producdo do composto ao nivel de 5%
de significancia na faixa estudada, ou seja, quanto maior forem estes parametros menor seré a

producéo desse composto.

Figura 17- Grafico de pareto para o efeito dos parametros na producao de 2-Feniletanol nos
fermentados de sapoti

/ / -26,3032
// -9,94081
°Brix(Q) // -8,34463

6,348278

(1)°Brix(L) 2,294278

p=,05
Efeito estimado padréo (Valor absoluto)

Fonte: Autoria propria (2020).

A andlise de variancia para producdo de 2-Feniletanol esta apresentada na Tabela 9,
onde o coeficiente de correlagdo R?= 0,94, e o F calculado (de 23,75 superior ao F tabelado =

4,53) validaram estatisticamente o modelo, e € possivel construir a curva de contorno (Figura
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24) e a superficie de resposta (Figura 25). A producdo deste composto pode ser representada

pela equagéo 3 a sequir:

Equacdo: [C3] =4.919,60 — 743,53[B]2 + 474,04 [1] — 2.343,71[1]2 -1.048,21 [B] [1]. (3)
Onde: [C3] = concentracdo de 2-Feniletanol (pg/kg), [B] = °Brix do mosto, [I] =

concentracdo de inoculo (g/L).

Tabela 11- Andlise de varidncia para o composto 2-Feniletanol

Soma Graus de Média
Fonte de . _ -
o Quadratica Liberdade Quadratica F calculado
Variacao
(SQ) (GL) (QM)
Regressao 9.303.561 4 2.325.890,25 23,75
Residuo 587.502 6 97.917
Falta de ajuste 565.265 3
Erro puro 22.237 2
Total 9.891.063 10
Ftab(4;6);5%= 4,53; R? = 0,940. Fonte: Autoria propria (2020).

Os maiores valores de producéo de 2-Feniletanol podem ser observados na regido 6tima

(vermelho mais escuro) na curva de contorno (Figura 24) e na superficie de resposta (Figura

25). A regido de maximos valores de producdo do composto pode ser obtida utilizando teor de

solidos soltveis entre 12,9 e 17,8°Brix e concentracdo de indculo entre 5,2 e 7,4 g/L.

Concentragédo de inéculo (g/L)

-14 -12 -10 -08 -06 -04 -02 00 02 04 06 08 10 12 14[ <2500

[ < 1500
°Brix Il < 500

Fonte: Autoria prépria (2020).
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Figura 19- Superficie de resposta para a producdo de 2-Feniletanol nos fermentados de sapoti
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Fonte: Autoria propria (2020).
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho foram obtidos extratos de casca e de semente de sapoti utilizando
diferentes tipos e concentracfes de solventes pelas técnicas de maceracdo e ultrassom. Dentre
0s extratos de casca de sapoti, 0 obtido em metanol 50% por maceracdo demonstrou maior teor
de compostos fendlicos (234,32 mg EAG/100g de residuo), &cido galico (0,084 mg/g) e
epigalocatequina (0,055 mg/g). Ja o extrato obtido em etanol 80% por ultrassom demonstrou o
maior teor de flavonoides (90,85 mg QCE/100g).

Por outro lado, dentre os extratos de semente de sapoti, 0 obtido em metanol 80% por
ultrassom correspondeu ao maior teor de compostos fendlicos (65,28 mg EAG/100g de residuo)
e maior capacidade antioxidante pelo método ABTS; e o extrato obtido em etanol 80% por
maceracdo demonstrou maior teor de flavonoides (50,39 mg QCE/100g), dentre eles
epigalocatequina, catequina, galato de epigalocatequina e galato de etila e maior atividade
antioxidante.

Na analise dos compostos volateis das diferentes formulacdes do fermentado de sapoti
foram identificados 85 compostos volateis, tendo como majoritarios o 3-Metil-1-butanol, 2-
Feniletanol e Etilbenzoato. A producédo de 3-metil-1-butanol foi mais influenciada pelo teor de
solidos sollveis, e a producdo de 2-Feniletanol e Etilbenzoato foram influenciadas
principalmente pela concentracdo do inéculo. Através da metodologia de superficie resposta
verificou-se que a maior producdo destes compostos pode ser obtida nas seguintes faixas de
Brix: maior que 18,5° para 3-metil-1butanol, concentracdo de inéculo maior que 8,8 g/L para
Etilbenzoato; e para 2-Feniletanol teor de solidos sollveis entre 12,9 e 17,8°Brix, e
concentracdo de inéculo entre 5,2 e 7,4 g/L.

Os residuos de sapoti demonstraram potencial para serem utilizados como fontes
naturais de compostos bioativos. Além disto, neste trabalho foram elaboradas diferentes
formulacBes de bebidas fermentadas de sapoti, contendo compostos volateis de aromas

agradaveis e podem ser exploradas em trabalhos futuros quanto a aceitacdo sensorial.
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Apéndice A- Curva de calibracdo em 4cido
galico (solvente 4gua destilada)
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Apéndice D- Curva de calibra¢do em &cido
galico (solvente metanol 60%)
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Apéndice E- Curva de calibragdo em &cido
galico (solvente metanol 70%)
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Apéndice F- Curva de calibragio em &cido
galico (solvente metanol 80%)
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Apéndice G- Curva de calibracdo em &cido
galico (solvente acetona 40%)
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Apéndice H- Curva de calibracdo em &cido
galico (solvente acetona 50%)
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Apéndice I- Curva de calibragdo em &cido
galico (solvente acetona 60%)
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Apéndice J- Curva de calibracdo em &cido
galico (solvente acetona 70%)
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Apéndice K- Curva de calibragdo em &cido
galico (solvente acetona 80%)
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Apéndice L- Curva de calibragdo em &cido
galico (solvente etanol 40%)
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Apéndice M- Curva de calibracdo em acido
galico (solvente etanol 50%)
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Apéndice P- Curva de calibragio em &cido
galico (solvente etanol 80%)

15 4 .
=
1,0 - ¢
£
(5]
o
[&)
2 i
& 0,5 o y = 0,0088x + 0,0336
= R?=0,9705
a8
< 0,0

0 30 60 90 120 150
Concentracéo de acido galico mg/L
Fonte: Autoria propria (2020).

Apéndice Q- Curva de calibragdo em
quercetina (solvente agua destilada)
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Apéndice R- Curva de calibracdo em
quercetina (solvente metanol 40%)
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Apéndice T- Curva de calibracdo em quercetina
(solvente metanol 60%)
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Apéndice U- Curva de calibragdo em
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Apéndice V- Curva de calibragdo em
quercetina (solvente metanol 80%)
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Apéndice Y- Curva de calibragédo em
quercetina (solvente acetona 60%)
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Apéndice BB- Curva de calibragdo em
quercetina (solvente etanol 40%)
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Apéndice CC- Curva de calibragéo em
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Apéndice DD- Curva de calibragdo em
quercetina (solvente etanol 60%)
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Apéndice EE- Curva de calibragdo em Apéndice HH- Curva de calibragdo em Trolox
guercetina (solvente etanol 70%) (DPPH)
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Apéndice JJ- Curva de calibracdo dos padrfes analiticos de CLAE
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Faixa de ~
Padréo (n;Fn) (rrt\?n) concentragao Equ?é;tzo da R? (mglq_llrjn L) (mglg_/?n L)
(mg/mL)
. 278 2,582 0,0204-1,02 y=4E+06x- 0,9943 0,0078 0,0235
Catequina
121891
. . 270 2,142 0,02-0,8 y =2E+06x - 0,9937 0,0116 0,0351
Epigalocatequina 61128
Galato de 274 3,490 0,02-1,00 y=1E+07x- 0,9967  0,0045 0,0135
epigalocatequina 86233
. 272 4,731 0,02-0,8 y =5E+07x- 0,9910 0,0105 0,0318
Galato de etila
526361
< . - 271 1,421 0,02-05 y =8E+06x + 0,9924 0,0135 0,0409
Acido galico 28871
Acido 259 2,269 0,02-0,8 y=3E+07x+ 0,9928  0,0091 0,0276
protocatecuico 494184
;. - 260 3,701 0,02-0,8 y =4E+07x+ 0,9933  0,0009 0,0027
Acido vanilico 18195

LD = Limite de deteccdo. LQ = Limite de quantificacdo. Fonte: Fonte: Autoria prdpria (2020).

Apéndice KK- Cromatograma do extrato de casca de sapoti em metanol 50% obtido por maceracao
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Apéndice LL- Cromatograma do extrato de semente de sapoti em metanol 40% obtido por maceracdo
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Apéndice MM- Cromatograma do extrato de casca de sapoti em etanol 80% obtido por maceragdo
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Apéndice NN- Cromatograma do extrato de semente de sapoti em etanol 80% obtido por maceracdo
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Apéndice OO- Cromatograma do extrato de casca de sapoti em metanol 40% obtido por ultrassom
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Fonte: Autoria propria (2020).



Apéndice PP-Cromatograma do extrato de semente de sapoti em metanol 80% obtido por ultrassom

mAU (x100)
~1270nm4nm(|(1.p0)

2.50
2.25-

2.00

/Acido gélico

1.75
1.50
1.25-

1.00

~ Epigalocatequina
Acido protocatecuico
Catequina

0.75

Galato de epigalocatequina

Acido vanilico

0.50-

TGalato de etila

T
~

0.25-

0.00

Fonte: Autoria prépria (2020).

Apéndice QQ-Cromatograma do extrato de casca de sapoti em etanol 80% obtido por ultrassom
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Fonte: Autoria propria (2020).
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