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LISTA DE ABREVIATURAS

ABTS - 2,2-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid
AOAC — Association of Official Analytical Chemists

DNA - deoxyribonucleic acid

DPPH — 2,2 Diphenyl-1-picrylhydrazyl
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EROs — espécies reativas de oxigénio

FF — fruta fresca

FRAP — Ferric reducing antioxidant power

GC-FID — Gas chromatography — flame ionization detector (cromatografo a géas
acoplado a um detector de ionizagdo em chama)

HPLC - High performance liquid chromatography (cromatografo liquido de alta
eficiéncia)

ICP OES - |Inductively coupled plasma optical emission spectrometry
(espectrometria de emissédo optica com plasma indutivamente acoplado)

IR50 — indice de reducédo de 50% dos radicais livres

LC-ESI-MS/MS - Liquid chromatography electrospray lonization tandem mass
spectrometric (cromatografia liquida com ionizacédo por electrospray e espectrometria
de massa)

NADH — nicotinamida adenina dinucleotideo
NBT — nitroblue tetrazolium

NED - dicloridrato de n-1-naftiletilenodiamina
NPS — nitroprussiato de sédio

OMS - Organizacdo Mundial da Saude

PMS — metasulfato de fenazina

RDI’'s — recomendacéo diaria de ingestao
TPTZ — 2,4,6-tri (2-piridil)-1,3,5-triazina

WHO — World Health Organization
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RESUMO

SOARES, KARLA LIRIO, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, fevereiro de 2019.
Composicdo e atividade antioxidante de frutos do cambui-roxo (Eugenia
candolleana DC). Orientador: Rodrigo Scherer.

O consumo diario de frutas € amplamente recomendado nas diretrizes dietéticas
em todo o mundo, pois além dos macronutrientes, as frutas possuem diversos
compostos bioativos importantes ao funcionamento do organismo, capazes de
prevenir varias doencas devido a sua atividade antioxidante. A Eugenia
candolleana, também conhecida como cambui-roxo, € uma espécie endémica no
Brasil, nativa da Mata Atlantica, com escassos estudos na literatura. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a composicdo e a atividade antioxidante dos
frutos de cambui-roxo. As amostras foram coletadas em dois diferentes estadios de
maturagcdo e separadas em polpas com cascas, e sementes. Foram feitas analises
de composicado centesimal de acordo com os métodos da AOAC, composicdo de
minerais por ICP OES, &cidos orgéanicos por HPLC, vitaminas do complexo B por
LC-ESI-MS/MS, acidos graxos por GC-FID, o teor de fendlicos totais e taninos por
folin-ciocalteu, teor de antocianinas monoméricas pelo método de pH diferencial e a
atividade antioxidante foi avaliada pelos métodos de sequestro de radicais livres
ABTS, FRAP, DPPH e anion superoxido. Os resultados demonstraram que a fruta
possui poucas calorias por porcao (36,6 — 44,80 kcal/100 g de Fruta Fresca). A
polpa 1, mais madura, obteve maior teor de agUcares livres (9,52 g/100 g FF). As
polpas demonstraram serem boas fontes de fibras (4,20 — 5,5 g/100 g FF), e as
sementes apresentaram altas quantidades de fibras (40,8 — 41,4 g/100 g FF) e
proteinas (3,7 — 4,2 g/100 g FF). Em geral, as sementes podem ser consideradas
fontes de minerais como ferro (1,36 — 1,56 mg/100 g FF), fésforo (68,45 — 72,28
mg/100 g FF), potassio (288,23 — 288,55 mg/100 g FF). O acido orgéanico
majoritario foi o acido citrico (1,00 — 2,0 g/100 g FF), e os &cidos mélico (0,6 — 0,8
g/100 g FF) e tartarico (0,6 g/100 g FF) foram encontrados somente nas sementes.
A amostra de polpa mais madura pode ser considerada fonte de riboflavina (68,3
ng/100 g FF). Os frutos de cambui-roxo apresentaram alta propor¢do de acidos
graxos insaturados (59,4-70,9%) em relagcéo aos saturados (29,1-40,6%), sendo o
acido linoleico (C18:2 n-6) o predominante em todas as amostras (55,29 — 342,20
mg/100 g FF). As antocianinas foram encontradas somente nas polpas (13,23 —
19,74 mg/g). Na analise de teor de compostos fendlicos totais e taninos, as
sementes (61,50 - 79,80 mg/g; 31,50 - 41,50 mg/g; respectivamente)
apresentaram valores significativamente maiores que as polpas (14,20 — 22,00
mg/g; 3,40 — 6,60 mg/g). Da mesma forma, as sementes demonstraram maior
capacidade antioxidante que as polpas em todos os métodos avaliados, indicando
que 0s compostos presentes na fruta sdo, possivelmente, os responsaveis por sua
atividade antioxidante. A partir desses resultados pode-se concluir que a fruta
cambui-roxo apresenta um bom perfil nutricional, podendo ser incluida na
alimentacdo das pessoas. A viabilidade da producdo de um suplemento com as
sementes pode ser estudada posteriormente. Além disso, a fruta € promissora do
ponto de vista farmacéutico, pois apresentou atividade biolégica que pode ser
melhor explorada em estudos futuros.

Palavras chaves: Myrtaceae; Atividade biologica; Mata Atlantica; Fruta nativa; Perfil
nutricional; Minerais.



ABSTRACT

SOARES, KARLA LIRIO, M.Sc, University of Vila Velha — ES, february 2019.
Composition and antioxidant activity of cambui-roxo fruits (Eugenia
candolleana DC). Advisor: Rodrigo Scherer.

The daily consumption of fruits is widely recommended in dietary guidelines
worldwide, because in addition to the macronutrients, fruits have several bioactive
compounds important to the functioning of the body, able to prevent diseases due to
its antioxidant activity. Eugenia candolleana, also known as cambui-roxo, is an
endemic species in Brazil, native to the Atlantic Forest, with few studies in the
literature. Therefore, the objective of this work is to evaluate the composition and the
antioxidant activity of fruits of cambui-roxo. Samples were collected at two different
stages of maturation, and the samples were separated in pulp and seeds. The
centesimal composition was performed according AOAC methods. Mineral
composition by ICP OES, organic acids by HPLC, B-complex vitamins by LC-ESI-
MS/MS, fatty acids by GC-FID, phenolic content total and tannin by folin-ciocalteu,
content of monomeric anthocyanins by the differential pH method were performed.
The antioxidant activity was evaluated by free radical scavenging methods ABTS,
FRAP, DPPH and superoxide. The results showed that the fruit has low calorie (36.6
- 44.8 kcal/100 g of Fresh Fruit). The pulp 1 (P1 - ripe), presented higher free sugars
content (9.5 g/100 g FF) than pulp 2 (P2 — unripe). The pulps were considered as
good fiber source (4.20 - 5.5 g/100 g FF), and the seeds had high amounts of fiber
(40.85 - 41.46 g/100 g FF) and proteins (3.7 - 4.2 g/100 g FF). In general, seeds can
be considered a source of minerals such as iron (1.36 — 1.56 mg/100 g FF),
phosphorus (68.45 — 72.28 mg/100 g FF), potassium (288.23 — 288.55 mg / 100 g
FF). The major organic acid found was citric acid (1.00 - 2.0 g/100 g FF) and malic
acid (0.6 - 0.8 mg/100 g) and tartaric acid (0.6 mg/100 g FF) were found only in the
seeds. The pulp could be considered a source of riboflavin (68.3 ug/100g FF). The
fruits of cambui-roxo presented a high proportion of unsaturated fatty acids (59.4-
70.9%) in relation to the saturated ones (29.1-40.6%), with linoleic acid (C18: 2 n-6)
the predominant in all samples (55.3 - 342.2 mg/100 g FF). Anthocyanins were found
only in pulps (13.2 - 19.7 mg/g). In the analysis of total phenolic compounds and
tannins, the seeds (S1: 61.5 - 79.8 mg/g, S2: 31.5 - 41.50 mg/g, respectively)
presented values significantly higher than the pulps (P1: 14.2 — 22.0 mg/g, 3.40 -
6.60 mg/g). Similarly, the seeds demonstrated greater antioxidant capacity than
pulps in all evaluated methods, indicating that the compounds present in the fruit are
possibly responsible for and their antioxidant activity. From these results, it can be
concluded that the Cambui-Roxo fruit presents a good nutritional profile, being able
to be included in the food of the people, The viability of producing a supplement with
the seeds can be studied later. In addition, the fruit is promising from the
pharmaceutical point of view, since it presented biological activity that can be better
explored in future studies.

Keywords: Myrtaceae; Biological activity; Atlantic forest; Native fruit; Nutritional
profile; Minerals.



1. INTRODUCAO

O consumo diario de frutas € amplamente recomendado nas diretrizes
dietéticas em todo o mundo devido a sua riqueza em nutrientes. A Organizacao
Mundial da Saude (OMS) orienta como conduta nutricional para uma alimentacéo
saudavel, o consumo minimo de 400 g por dia de frutas, verduras e legumes
(excluindo batatas e outros tubérculos) para a prevencdo de doencas crbnicas
como cardiopatias, cancer, diabetes tipo 2 e obesidade (WHO, 2019). O Guia
Alimentar para a Populagdo Brasileira, de 2014, mesmo n&o especificando a
quantidade de porgdes, recomenda a ingestdo de frutas e alimentos in natura,
ressaltando a importancia desses alimentos para a saude (Brasil, 2014).

Estudos mostram que além dos macronutrientes, como 0s carboidratos,
proteinas e lipidios, as frutas possuem diversos compostos bioativos importantes
ao funcionamento do organismo, capazes de prevenir varias doencas devido a sua
atividade antioxidante (Ahmad, Zuo, Lu, Anwar, & Hameed, 2015; Lenquiste et al.,
2015; Plaza et al., 2016). As vitaminas, por exemplo, podem ter capacidade
antioxidante, além de desempenhar papéis bioquimicos no organismo, atuando
como cofatores no metabolismo dos carboidratos, gorduras, proteinas e na sintese
do DNA (Almeida et al.,, 2011). Estudo prévio relata que a Pitanga (Eugenia
uniflora) é rica em compostos bioativos e possui altos niveis de vitaminas A e C,
superiores a de outras frutas e vegetais comumente consumidos, como 0 mamao,
tomate e brécolis, por exemplo (Schmidt et al., 2018).

O metabolismo humano leva a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), além da exposicdo exdgena a produtos quimicos no meio
ambiente e radiacdo ultra violeta. Sob circunstancias normais essa producdo é
compensada por sistemas de defesa antioxidante. No entanto, quando uma
guantidade excessiva de radicais livres é produzida ou os mecanismos de defesa
sdo prejudicados um organismo pode estar sofrendo do chamado "estresse
oxidativo”, levando a possiveis danos, contribuindo para varias condicoes
patolégicas, incluindo doencas -cardiovasculares, inflamatdrias, doencas
neurodegenerativas, cancer, envelhecimento e acidente vascular cerebral (Amin &
Bano, 2018; Uddin & Ahmad, 1995).

Estudos tém sugerido que o consumo de alimentos fontes de

antioxidantes naturais como frutas e vegetais frescos tém efeitos protetores contra

11



doencas relacionadas ao estresse oxidativo. Essa protecdo tem sido atribuida,
principalmente, a presenca de varios componentes bioativos, como os polifendis
(flavonoides, antocianinas e outros compostos fendlicos) que possuem a
capacidade de inibir ou neutralizar os radicais livres (Fikry, Gad, Eid, & Arab, 2019;
Kfoury, Geagea, Ruellan, Greige-Gerges, & Fourmentin, 2019; Zaidun, Thent, &
Latiff, 2018)

Espécies de frutas do género Eugenia tém um vasto potencial
econdmico e farmacolégico, além de ampla exploracdo comercial de suas frutas
comestiveis, madeira, 6leos essenciais e uso como plantas ornamentais. No Brasil,
existem cerca de 400 espécies pertencentes ao género Eugenia distribuidas em
todo o pais, incluindo espécies nativas da Mata Atlantica, como a grumixama
(Eugenia brasiliensis), goiabdo ou araca-piranga (Eugenia leitonii), cereja-do-rio-
grande (Eugenia involucrata DC.), cagaita (Eugenia dysenterica DC.) entre outras
(Dametto et al., 2017; Franzon & Raseira, 2006; Gongalves, Lajolo, & Genovese,
2010. Infante, Rosalen, Lazarini, Franchin, & De Alencar, 2016; Teixeira, Bertoldi,
Lajolo, & Hassimotto, 2015). Alguns estudos prévios foram realizados com espécies
do género Eugénia, como o suco da Eugenia dysenterica DC que demonstrou
capacidade antioxidante e anti-inflamatéria (Balisteiro, Araujo, Giacaglia, &
Genovese, 2017; Donado-pestana et al.,, 2018). Teixeira et al., (2015)
demonstraram que a Eugenia brasiliensis é uma fruta rica em antocianinas,
apresentando assim um potencial como alimento funcional.

Uma fruta desse género ainda pouco explorada € a Eugenia
candolleana, também conhecida como cambui-roxo, cereja preta ou ameixa da
Mata Atlantica, uma espécie endémica no Brasil, nativa da Mata Atlantica,
ocorrendo em estados do Nordeste, Sudeste e Sul (Sobral, Proenca, Souza,
Mazine, & Lucas, 2015). Nao foram encontrados estudos prévios na literatura que
avaliassem a composicao e a atividade antioxidante de frutos da E. candolleana.

12



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar a composicéo e atividade antioxidante de frutos de cambui-roxo (Eugenia.

candolleana).

2.2. Objetivos especificos

v/ Analisar a composicao centesimal dos frutos;

v Avaliar os minerais e vitaminas do complexo B presentes nos frutos;

v Avaliar os acidos organicos e acidos graxos dos frutos;

v/ Avaliar o conteudo de substancias fendlicas totais, taninos e antocianinas totais
dos frutos;

Vv Avaliar a atividade antioxidante dos frutos.

13



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Reagentes e padrdes

Glicose, frutose, sacarose, carbonato de sbédio anidro, 2,2 Diphenyl-1-
picrylhnydrazyl (DPPH), 2,4,6-tri (2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ), 2,2-Azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS), persulfato de potassio, peroxidase,
acido cafeico, é&cido citrico, &cido ascorbico, acido tartarico, acido nicotinico,
piridoxina, acido pantoténico, biotina, tiamina, riboflavina e cianocobalamina,
nitroblue tetrazolium (NBT), metasulfato de fenazina (PMS), nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADH), sulfanilamida e dicloridrato de n-1-naftiletilenodiamina (NED)
foram obtidos da Sigma-Aldrich®. O &cido cloridrico, &acido acético, fosfato de
potadssio e de sbédio monobéasico e dibasico foram obtidos da Cromoline®. O
reagente folin- ciocaulteau foi obtido da Merck® e o etanol 99,5% e acetato de etila
foram obtidos da Quimex®. Metanol, acido formico e acetonitrila grau HPLC foram
obtidos da J.T.Baker®. Cloreto férrico, acido fosforico e acetato de sodio foram
obtidos da Dindmica®. Perdxido de hidrogénio, hidréxido de sédio, nitroprussiato de
sédio (NPS), acido borico, sulfato de cobre e éter de petrdleo e cloreto de potassio
foram adquiridos da Neon®. O cloroférmio, sulfato de sédio e o vermelho de fenol foi
obtido da Synth®. Acido malico foi obtido da Supelco®.

3.2. Amostras
3.2.1. Coleta da amostra

As amostras de cambui-roxo (E. candolleana DC) foram coletadas numa
propriedade particular, localizada em Domingos Martins, Espirito Santo, Brasil (-
19.931572; -40.615278; 688 m). A coleta da fruta foi realizada em dois diferentes
estadios de maturacdo. Foram coletados 7 kg de frutos, que foram transportadas
imediatamente para o laboratério do Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Vila Velha. A planta foi identificada pela botanica
MSc. Solange Schneider, e um espécime foi depositado no herbéario da UVV-ES (n°
2621). No laboratério as frutas foram lavadas com agua deionizada, reunidas,
selecionadas (visualmente) de acordo com o estadio de maturacdo. Apos, foram
separadas manualmente em polpa com casca (parte comestivel) e semente,
totalizando assim quatro amostras: polpa com casca madura (P1), semente madura
(S1), polpa com casca semi-madura (P2), semente semi-madura (S2). Metade das
amostras foi utilizada para as analises bromatologicas, e a outra parte foi liofilizada
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por 2 ciclos de 48h, triturada em moinho de bola, e armazenada a -20°C para

posteriores analises.

3.3. Aspectos fisicos

Foram escolhidas aleatoriamente 80 unidades de frutas, 40 de cada
estadio de maturacdo, as quais foram medidas largura e o comprimento utilizando
um paquimetro. Para obter o peso médio, pesaram-se cada uma das 80 unidades

em uma balanca semi-analitica.

3.4. Composicao centesimal

As amostras frescas foram trituradas em processador de alimentos no
dia da coleta para determinacdo da umidade em estufa com circulacdo forcada de
ar (75°C), até peso constante. Posteriormente, as amostras foram trituradas em
moinho de bolas para realizagdo da composicéo em base seca. O teor de cinzas foi
determinado em mufla a 550°C durante 6 h; o teor de proteinas totais foi
determinado pelo método de Kjeldahl; gorduras totais foi determinada pelo método
de Goldfish; os acucares totais (glicose + frutose + sacarose) foram analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (descrito abaixo); e o teor de fibras foi obtido
por diferenca (100 — (umidade + cinzas + proteinas + gorduras totais + aclcares
totais) = fibras). O calculo das calorias foi realizado utilizando a férmula: (acUcares
totais x 4) + (proteinas x 4) + (gorduras totais x 9) = calorias. Todas as analises
foram realizadas em triplicata de acordo com a metodologia descrita pela (AOAC,
2016).

3.5. Determinacao de acgucares

A extracdo foi realizada pesando aproximadamente 1 g de amostra
liofiizada em um béquer, adicionando 20 mL de agua pura a 80°C, levado ao
ultrassom por 10 min, e filtrado em papel filtro. Esse processo foi realizado duas
vezes e o0 volume foi completado com agua pura em um baldo volumétrico de 50
mL. O extrato de cada amostra foi filtrado em membrana 0,45 pm.

A determinacdo de frutose, glicose e sacarose foi realizada em um
cromatografo liquido de alta eficiéncia (Breeze, Waters) acoplado a um detector de
indice de refracdo (Waters 2414). Os acgucares foram separados em coluna Waters
Carbohydrate Analysis (3,9 x 300 mm; 10 um) em modo de eluigdo isocratica, de
acordo com as instrucdes do fabricante da coluna. A fase movel utilizada foi uma

solugdo acetonitrila:agua (75:25) na vazéao de 1,0 mL/min. A identificagao foi feita
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por meio dos tempos de retencdo e co-cromatografia quando necesséario. A
quantificacdo foi realizada por curva de padronizacdo externa com 5 pontos em
triplicata (nas concentracdes de 1,5; 1,0; 0,75; 0,50; e 0,25 mg/mL) para cada
acucar. As curvas de calibracdo também foram utilizadas na avaliacdo da faixa de
linearidade. Os limites de deteccéo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram calculados
pela relacéo sinal/ruido, onde o LD foi definido como a concentracédo do analito que

produz sinal de trés vezes a amplitude do ruido, e seis vezes para o LQ.

3.6. Determinacédo de minerais

Para digestdo das amostras foi utilizado forno micro-ondas Berghoff
Speedwave Four (Berghoff Instruments, Eningen, Alemanha) com rotor de 12 tubos
e capacidade de 60 mL, poténcia maxima de 2000 W, limite de pressédo e
temperatura de 100 bar e 230°C, respectivamente. Foram pesadas 0,5 g das
amostras nas barcas dos tubos do micro-ondas. As barcas foram colocadas nos
tubos com adi¢éo de 2 mL de HNO3 70% (v/v) e 0,5 mL de H202 30% (v/v). Os tubos
permaneceram abertos por 20 minutos para evitar a interrup¢édo do processo devido
a pressao. Em seguida, os frascos foram devidamente fechados e encaixados nas
posi¢cdes do rotor. A mistura foi submetida a digestdo assistida por radiacdo micro-
ondas. Apés arrefecimento, a solugcdo resultante foi transferida quantitativamente
para um tubo de polipropileno e o volume aferido com agua ultrapura até o volume
de 10 mL e, posteriormente, analisado por espectrometria de emissdo Optica com
plasma indutivamente acoplado (ICP OES). O espectrébmetro Optico utilizado neste
trabalho foi o iICAP 6000 (Thermo Fisher Scientific, Cambridge, England) com viséo
radial e axial. O sistema de introducdo de amostra foi composto de nebulizador
concéntrico acoplado a uma camara de nebulizacéo ciclénica e bomba peristéltica.
As condicdes de operacdo do ICP OES para anélise foram: Poténcia de RF de 1200
W, vazao de géas de plasma de 12 L/min, vazdo de gas auxiliar de 0,5 L/min, vaz&o
de gas nebulizador de 0,65 L/min, vazdo de amostra de 0,6 mL/min com nebulizador
concéntrico e camara de nebulizacdo ciclénica. Todas as amostras foram analisadas
em triplicatas. A quantificagéo foi realizada por curva de padronizagéo externa com 5
pontos em triplicata para cada metal utilizando solucéo padrao individual (Material de

Referencia Certificada).

3.7. Determinacgéo do pH e acidez total titulavel
Foram pesadas 5,0 g de frutas frescas homogeneizadas em erlenmeyer

de 250 mL e adicionados 100 mL de agua ultrapura e homogeneizadas novamente
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em ultraturrax (5000 rpm) por um minuto. A leitura do pH foi realizada diretamente
em pHmetro. Para a determinacdo da acidez titulavel, a mesma amostra foi titulada
com solucdo de hidréxido de sédio 0,1 M sob agitacdo constante até pH = 8,2-8,4,
usando pHmetro como indicador. A acidez foi calculada pela seguinte equacgao
expressa em g de acido citrico: Acidez total (9/100 g) = (V xfx M x 192) /(10 x P x
n), onde V = volume da solucdo de hidroxido de sédio gasto na titulacdo em mL; f =
fator de correcdo da solucédo de hidréxido de sddio; M = molaridade da solucéo de
hidréxido de sodio; 192 = peso molecular do &cido citrico; P = massa da amostra em
g; n = numero de hidrogénios ionizaveis do acido citrico (IAL, 2008). Todas as

analises foram realizadas em triplicata.

3.8. Determinacao de acidos organicos

A extracdo foi realizada pesando-se aproximadamente 1 g de amostra
liofilizada em baléo volumétrico de 50 mL avolumado com fase mével, mantidas por
15 minutos em banho de ultrassom (ELMA®, Elmasonic P 60 H, f: 50/60 Hz) e
posteriormente filtradas em papel filtro, e em membrana 0,45 pm. A determinagao
dos acidos tartarico, malico, ascorbico e citrico foi realizada em um cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia (Breeze, Waters) acoplado a um detector UV (Waters
2489). Os &cidos foram separados em coluna Agilent Eclipse C18 (150 x 4.6 mm; 5
pum) em modo de eluicdo isocrética. A fase movel utilizada foi uma solu¢do aquosa
de KH2PO4 0,01 M, com pH ajustado para 2,6 com acido fosférico na vazao de 0,5
mL/min. A identificacdo foi feita por meio dos tempos de retencdo e co-
cromatografia quando necessario. O volume de injegao foi de 20 uL e a deteccéo
em detector UV ajustado a 250 nm para &cido ascoérbico e a 210 nm para os
demais acidos. A quantificacdo foi realizada por curva de padronizacdo externa
com 5 pontos para cada acido organico. As maiores concentracdes dos padrées
para elaboracdo das curvas foram 0,25; 0,5; 0,05 e 0,5 mg/mL para os &cidos
tartérico, malico, ascoérbico e citrico, respectivamente, os outros pontos foram
obtidos pela diluicdo em série com fase mével. As curvas de calibracdo também
foram utilizadas na avaliagao da faixa de linearidade. Os limites de deteccéo (LD) e
de quantificacdo (LQ) foram calculados pela relagdo sinal/ruido, onde o LD foi
definido como a concentracéo do analito que produz sinal de trés vezes a amplitude
do ruido, e seis vezes para o LQ (Scherer, Rybka, & Godoy, 2008).

3.9. Determinacgéo de vitaminas do Complexo B por LC-ESI-MS/MS
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500 mg de amostra liofilizada foram extraidos com 10mL de solucdo
etanol/agua 1:1 (v:v) com 0,2 mM HCIl em um banho de ultrassom (50/60 Hz) por 10
minutos. Depois, as amostras foram centrifugadas por 1 minuto em 12,000 rpm, e 1
mL da solucéo foi diluido com 1 mL de agua e transferido para um vial de 2 mL para
a andlise em LC/MS/MS. As analises foram realizadas segundo Riches, (2009) em
um cromatografo liquido Acquity UPLC I-Class (Waters Corporation, Milford, MA,
EUA) acoplado a um detector de massas tandem Xevo TQ-S micro (Waters
Corporation, Milford, MA, EUA) com ionizacgéo por electrospray (LC-ESI-MS/MS) no
modo positivo [M + H]*. Foi utilizada coluna Acquity UPLC BEH C18 (100 mm x 2.1
mm; 1.7 um; Waters Corporation, Milford, MA, US) a 45°C. A fase movel consistiu de
uma solucdo aquosa de éacido férmico (0,1%) (A) e acetonitrila (B) usando uma
eluicdo gradiente a 0,4 mL / min, comecando com 1% B de 0 a 2 min, 1-55% B em
2-3 min, 55-99% B em 3.0-3.1min, 99% B em 3.1-4.0 min, 99-1% B em 4.0-4.1 e 1%
B de 4.0 a 5.0 min para condicionamento de coluna para a proxima injecdo. Os
parametros da fonte de ions ESI foram tenséo capilar de 3,0 kV, tensdo de cubeta
como otimizada para cada composto, temperatura de fonte 130°C, temperatura de
dessolvatacéo e vazédo de 650°C e 1200 L/h, respectivamente. As amostras foram
diluidas com etanol HPLC (0,01 mg/mL) e filtradas (0,45 pm). A deteccdo foi
realizada em modo SRM (Monitoring Reaction Selecionado) com transicdes
monitoradas conforme Tabela 1. A quantificacdo foi realizada pela curva de

calibragdo externa com 7 pontos.

Tabela 1. Parametros de otimizacdo das vitaminas para quantificacdo e confirmacao.

Vitaminas CAS n° MW Q1 Q3 Energia de

colisdo (eV)
Acido Nicotinico (B3) 59-67-6  123.1 124.0 80.0 18
Piridoxina (B6) 65-23-6 169.2 1701 1521 11
Acido Pantaténico 137-08-6  219.2 220.1 90.1 12
Biotina (B7) 58-85-5 2443 2451 2271 12
Tiamina (B1) 70-16-6  265.3 265.1 122.1 17
Riboflavina (B2) 83-88-5 376.3 377.2 2432 22
Cianocobalamina 68-19-9 1355.3 6785 147.2 34
(B12)
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3.10. Perfil de acidos graxos

A extracdo dos lipideos das sementes e das polpas com casca de
cambui-roxo foi realizada segundo a metodologia descrita por Bligh & Dyer, (1959).
Para isso, foram pesadas aliquotas de 2,5 g das amostras de sementes liofilizadas e
trituradas, e aliquotas de 5,0 g para as polpas com casca liofilizadas e trituradas. As
amostras formar acondicionadas em baldes de vidro de fundo chato (250 mL) e
sobre cada amostra foram adicionados 10 mL de cloroférmio, 20 mL de metanol e 8
mL de agua milli-Q (razdo 1:2:0,8). A mistura foi mantida sob agitacdo por 30
minutos a 900 rpm e, em seguida, adicionou-se mais 10 mL de cloroférmio e 10 mL
de solugédo aquosa 1,5% de Na2S0O4 seguido de agitacdo por mais 2 minutos a 900
rpm. A mistura foi entdo filtrada em papel de filtro para um funil de separacao de 250
mL. A fase organica contendo os lipideos foi recolhida e o solvente foi removido sob
vacuo em um evaporador rotativo. O teor de lipideos das amostras foi determinado
por gravimetria. Para se conhecer o perfil de acidos graxos dos lipideos extraidos,
foi empregado o método descrito por Joseph & Ackman, (1992), que se baseia na
derivatizacao dos acidos graxos das amostras em ésteres metilicos de acidos graxos
pelo uso de trifluoreto de boro (12%) em metanol. Os ésteres metilicos dos acidos
graxos obtidos foram analisados em um cromatégrafo a gas, (Shimadzu modelo GC-
2014, Kyoto, Japao) acoplado a um detector de ionizacdo em chama (FID), dotado
de uma coluna capilar HP-INNOWAX (50 m x 0,20 mm d.i. x 0,20 um) (Agilent,
Santa Clara, USA) sob as seguintes condi¢cdes cromatograficas: injetor a 250 °C,
operando em modo split 1:10 por 1,0 min; gas de arraste nitrogénio a 1,25 mL/min;
temperatura do detector: 260 °C; rampa de temperatura do forno: iniciando a 150 °C,
com incremento de 10 °C/min até 260 °C mantendo essa temperatura por 9 min.
Uma solucdo de ésteres metilicos de &cidos graxos (GLC-85, Nu-Check-Prep,
Elysian, USA) foi injetada no GC-FID sob as mesmas condi¢cdes da amostra, com a
finalidade de identificar os compostos presentes na amostra. A quantificacdo dos
ésteres metilicos dos acidos graxos foi realizada pelo método do padrdo interno
utilizando-se tricosanoato de metila (C23:0Me, Nu-Check-Prep, Elysian, USA)

conforme descreve (Visentainer, 2012). As analises foram realizadas em triplicata.

3.11. Preparacdo dos extratos de cambui-Roxo
A extracao foi realizada utilizando 20 g de material liofilizado para 200 mL
de etanol absoluto pelo método de maceracdo assistida por ultrassom a 80 Hz

(Elma; Elmasonic P 60H). Apoés 2 ciclos de 30 minutos, os extratos foram filtrados
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em papel filtro. Esse processo foi repetido duas vezes. As fracbes organicas foram
reunidas e evaporadas através de rota evaporador (Fisatom® 802 — 1200W) até

remocao do etanol (Guss et al., 2017).

3.12. Determinagédo das substancias fendlicas totais e taninos

O procedimento foi realizado de acordo com metodologia descrita por
Krepsky et al., (2012), com adaptacdes. Para as andlises foram pesados 60 mg dos
extratos e solubilizados com 2 mL de 4gua + 3 mL de etanol. Adicionou-se 150 mL
de agua isenta de gas carbonico e a solucdo foi mantida em banho-maria a 60°C
com refluxo por 30 minutos. ApoOs resfriamento, essa solucdo foi transferida para
baldo volumétrico de 250 mL, o volume foi completado com agua isenta de gas
carbénico, e todo o conteudo do baldo foi filtrado, sendo denominada solugédo A
(polifendis totais). Para determinacao de taninos, 20 mL da solucéo A foi transferida
para erlenmeyer, protegido da luz, com 200 mg de Polivinilpirrolidona e agitado por
60 minutos. ApOs esse tempo a solucdo foi filtrada e denominada de solucdo B
(polifendis ndo-adsorvidos). Para as quantificagdes, 25 uL da solugdo amostra, A ou
B, foram transferidos para microplaca de 96 pocgos, juntamente com 10 uL de
reagente de folin-ciocalteu (10%) e 215 yL de carbonato de sdédio (10,6% p/v).
Decorridos trés minutos a leitura foi realizada em leitor de microplaca no
comprimento de onda de 715 nm, também utilizando como branco a 4gua. Como
padrao foi utilizado curva analitica com &cido galico (0,625 - 15 pug/mL), sendo cada

ponto analisado em triplicata e em trés dias diferentes.

3.13. Conteudo total de antocianinas monoméricas

O total de antocianinas foi determinado usando o método de pH
diferencial, conforme descrito por Giusti & Wrolstad, (2001). Foram preparadas
solucbes de 5 mg/mL das amostras em dois tampdes diferentes (cloreto de potassio
e acetato de sodio). A absorbancia dos extratos preparados foi monitorada de
acordo com a equacao 1: A = (Aszonm — A7oonm) pH1.0 — (As2onm — Azoonm) pHas. A
concentragdo (mg/g de extrato) de antocianinas foi expressa em cianidina-3-
glicosideo e calculada usando a equacéo 2: (A x MW x DF x 1000) / (¢ x L); onde A
€ obtido na equacdo 1, MW € o peso molecular para cianidina-3glicosideo, DF € o

fator de diluicdo, € é absortividade molar (26,900), e L é o caminho 6tico (1 cm).

3.14. Atividade antioxidante
3.14.1. Sequestro do radical livre DPPH
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A atividade antioxidante das amostras foi determinada pelo método
DPPH, segundo Scherer & Godoy, (2009). Em microplacas de 96 pocos foram
adicionados 270 ul de DPPH e 30 pL de cada concentragcdo dos compostos. O
branco foi 30 ul de etanol 50%. A leitura foi realizada a 517 nm utilizando um leitor
de microplacas (SpectraMax 190 Microplate Reader, Molecular Devices, Califérnia,
EUA). A atividade sequestrante de radicais foi calculada como se segue: | (%) =
[(AbsO - Absl) / AbsO] x 100, em que AbsO era a absorbancia do branco e Absl era
a absorbancia na presenca do composto de teste a diferentes concentragbes. Os
resultados foram expressos como IR50 (concentracdo da amostra capaz de reduzir
de 50% de radicais livres), calculada pela equacao linear obtida a partir da curva de
calibracdo (concentracao final ug / mL vs 1%). A atividade antioxidante dos extratos

foi comparada ao acido cafeico.

3.14.2. Sequestro do radical livre ABTS

A atividade antioxidante foi determinada de acordo com Re et al., (1999)
com modificagdes. O cation radical ABTS (ABTS™) foi formado por reacdo de 7,0
mM de ABTS (em agua deionizada) com persulfato de potassio a 2,45 mM (em agua
deionizada). Este reagente foi armazenado sob refrigeracdo por pelo menos 24 h.
Antes da utilizacéo, o reagente foi diluido com etanol 50% até a absorbancia de 1,1
(= 0,02) a 734 nm. Em microplacas de 96 pocos foram adicionados 270 ul ABTS™ e
30 pL de cada concentracdo dos compostos. O branco foi 30 pl de etanol 50%. A
leitura foi realizada a 734 nm utilizando um leitor de microplacas (SpectraMax 190
Microplate Reader, Molecular Devices, Califérnia, EUA). A atividade sequestrante de
radicais foi calculada como se segue: | (%) = [(AbsO - Absl) / AbsO] x 100, em que
AbsO era a absorbancia do branco e Absl é a absorbancia na presenca do
composto de teste a diferentes concentragfes. Os resultados foram expressos como
IR50 (concentracdo da amostra capaz de reduzir de 50% de radicais livres),
calculada pela equacao linear obtida a partir da curva de calibragdo (concentracéo
final pg / mL vs 1%). A atividade antioxidante dos extratos foi comparada ao acido

cafeico.

3.14.3. Ensaio do FRAP

A atividade antioxidante foi realizada utilizando o método FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) de acordo com Benzie, Iris F. F., Strain, (1996),
modificado. O reagente FRAP foi preparado misturando 25 mL de acetato de sodio
tri-hidratado (0,3 M, pH 3,6), 2,5 mL de solu¢gédo TPTZ (10 mM /L) em HCI 40 mM e
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2,5 mL de cloreto férrico aquoso (20 mM), que foi usado imediatamente apds a
preparacdo. Uma aliquota de 30 pL de solucdo de teste foi adicionada em
microplaca de 96 pocos juntamente com 270 de reagente FRAP. No branco foi
adicionado 30 pL de etanol. Apés 10 minutos de reacgéo, a leitura foi realizada a 595
nm utilizando um leitor de microplacas (SpectraMax 190 Microplate Reader,
Molecular Devices, California, EUA). A atividade antioxidante foi calculada da
seguinte forma: | (%) = (ABS1 - Abs0) x 100. Onde AbsO é o branco e ABS1 ¢é a
absorbancia do extrato testado. Os resultados foram expressos como IR50
(concentragcdo da amostra capaz de reduzir de 50% de radicais livres), calculada
pela equacéao linear obtida a partir da curva de calibracdo (concentracdo final pug /

mL vs 1%). A atividade antioxidante dos extratos foi comparada ao acido cafeico.

3.14.4. Superoxido

O método do sequestro do radical superoxido também foi empregado
para avaliar a atividade antioxidante das amostras utilizando a concentragcdo de
1000 pg/mL (Suzumura, Yasuhara, & Narita, 1999). A preparagdo da microplaca de
96 pocos consistiu na adicdo de 40 pL do extrato, 40 yL de nitroblue tetrazolium
(NBT), 10 yL de metasulfato de fenazina (PMS), solucdo tampéao pH 7,4 e por fim,
para a formacao do radical superéxido, foi adicionado 10 pL de nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADH). A reacéo foi mantida por 10 minutos no escuro e a leitura
realizada a 560 nm. O controle da rea¢do ocorreu na auséncia da amostra e todo o
experimento foi conduzido em triplicata. O indice de reducédo percentual (%) do
radical superoéxido foi calculado através da equacédo: IR(%)= [(AbsC — AbsT)/AbsC] x
100], onde, AbsC é a absorbancia média do controle e AbsT é a absorbancia do

teste. A atividade antioxidante dos extratos foi comparada com o &cido cafeico.

3.15. Andlise estatistica
Os resultados foram analisados pela analise de variancia (ANOVA),
seguido pelo teste de Tukey para determinar diferenca significativa entre as médias

(P <0.05), para isso foi utilizado o programa Biostat 5.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Aspectos fisicos

Os frutos maduros (n=40) apresentaram dimensofes de 2,47 + 0,36 cm de
didmetro, 3,29 + 0,58 cm de comprimento, e peso meédio (incluindo semente) de 9,88
+ 1,53 g. Os frutos apresentam uma casca fina de coloracdo preta facilmente
retirada da fruta, a polpa é bem espessa, macia, adstringente, doce e de coloragcéo
roxa, e possui uma semente verde facilmente retirada do fruto. J& os frutos semi-
maduros (n=40) tiveram 2,27 * 0,32 cm de diametro, 3,17 + 0,59 cm de
comprimento, e peso médio de 7,75 * 1,28 g. A casca fina e de coloracdo preta
estava mais aderida a fruta, e possui um aspecto rugoso. A polpa apresentava-se
mais firme, adstringente, levemente &cida, de coloracdo amarelada, possui uma
semente verde facilmente retirada do fruto (Figura 1). Sendo assim, pode-se
considerar que uma porcao de 100 g de fruta € composta por 10 unidades da
madura e 13 unidades da semi-madura.

Com o despolpamento das frutas a madura apresentou um rendimento de
90,5% de polpa com casca e 9,5% de semente, jA na fruta semi-madura o

observado foi 87,7% de polpa com casca e 12,3% de semente.

s

Figura 1 — Fruto de cambui-roxo. Fonte: acervo pessoal.
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4.2. Composicgao centesimal

Devido a vasta biodiversidade brasileira, ainda existem muitas frutas que
sdo desconhecidas, ou apresentam poucos estudos cientificos, principalmente das
partes tradicionalmente ndo comestiveis, como as sementes. Informacdes sobre a
composi¢cdo nutricional dessas frutas contribuem para evitar o desperdicio de
nutrientes, incentivar a inclusdo dessas partes nao tradicionais da fruta para
consumo humano através de um suplemento, por exemplo, contribuindo para
melhorar o estado nutricional da populacdo e diminuir o acumulo de residuos
orgéanicos (Gondim, Moura, Dantas, Medeiros, & Santos, 2005).

Os resultados da composi¢cdo centesimal dos frutos de cambui-roxo
(Eugenia candolleana) estéo apresentados na Tabela 2. No geral, a fruta apresentou
baixa caloria (de 36,65 a 44,80 kcal/l00g de fruta fresca), representando
aproximadamente 2% da recomendacao diaria de calorias para uma pessoa adulta
saudavel (2000 kcal). Semelhante a pitanga (Eugenia uniflora) que tem 67,6 kcal em
100 g, o que corresponde a 3,4% (Bagetti et al., 2011).

A P1 apresentou quantidade significativamente maior de acglcares totais
(9,529/1009g) que a P2 (7,449/100g), o que era esperado, pois a P1 € a fruta no seu
estadio mais maduro, onde h& o acimulo de agucares livres (Ferrer-Gallego, Garcia-
Marino, Miguel Hernandez-Hierro, Rivas-Gonzalo, & Teresa Escribano-Bailon, 2010),
sendo confirmado pela presenca significativamente maior de frutose e glicose e a
auséncia de sacarose. Teixeira et al., (2015) também encontraram na grumixama
(Eugenia brasilienses) a presenca de acucares livres e auséncia de sacarose. A
pitanga (E. uniflora) apresentou teor de acUcares totais maior que o cambui-roxo
(14,89/100g) (Bagetti, 2011). Fan et al., (2017) concluiram que acucares como a
frutose sdo os principais contribuintes para docura, e ainda para a qualidade
sensorial e satisfacdo do consumidor.

Com relacao a quantidade de fibras, as polpas da fruta demonstraram ser
boas fontes, pois apresentaram 5,49 e 4,20 g/100g, P1 e P2 respectivamente, o0 que
corresponde a aproximadamente 17% da recomendacao diaria (30 g). A Grumixama
(E. brasilienses) também é uma fruta fonte de fibras com 4,659/100g (15%). O papel
da fibra na saude se estende muito além da melhora do funcionamento intestinal,
inclui também reducéo dos fatores de risco para doencas cardiovasculares, controle

de peso e funcdo imunolégica (Slavin, 2013).
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Tabela 2 — Composicéo centesimal dos frutos de cambui-roxo (Eugenia candolleana).

Componente

P1

(9/100 g FF)

P2

(9/100 g FF)

S1

(9/100 g FF)

S2

(0/100 g FF)

Pitanga*

(0/100 g FF)

Grumixama**

(/100 g FF)

Kcal (kcal/100 g) 44,80 + 1,32a 38,62 + 4,03a 42,59 + 1,80a 36,65 + 2,28b 67,60 16,9
AcUcares Totais 9,52 £ 0,27a 7,44 + 0,96b 1,82 +0,13c 1,74 + 0,45c 14,8 + 0,40 2,98 +0,10
Frutose 4,82 +0,17a 3,33+0,44b 0,26 £ 0,01c 0,17 £ 0,02c - 2,85+0,10
Glicose 4,69 + 0,10a 3,34 £ 0,44b 0,33+0,02c 0,30 £ 0,03c - 0,13 £ 0,00
Sacarose ND 0,77 £ 0,09b 1,23+0,13a 1,26 + 0,43a - ND
Proteinas 0,94 +0,07c 1,01 +£0,08c 4,25 + 0,32a 3,74 £0,14b 1,2 + 0,50 0,66 + 0,01
Lipidios 0,33 +0,01d 0,54 £ 0,01c 2,03 £ 0,04a 1,64 + 0,09b 0,4 +0,00 0,26 £ 0,01
Fibras Totais 5,49 + 0,34b 4,20 £ 1,02b 40,85 £ 0,73a 41,46 £ 0,68a - 4,65+ 0,24
Cinzas 0,46 £ 0,01b 0,46 £ 0,02b 0,83+ 0,07a 0,86 £ 0,10a 2,4+0,10 0,56 £ 0,01
Umidade 83,26 + 0,1b 86,36 + 0,03a 50,22 + 0,34c 50,56 + 0,25c¢ 81,2+ 0,00 84,80 + 0,18

Letras mindsculas diferentes na mesma linha representam diferencgas significativas entre as amostras (p <0,05).
FF — Fruta Fresca.

ND — N&o detectado.
*Resultados da polpa com casca da pitanga (Eugenia uniflora) (Bagetti et al., 2011)
** Resultados da polpa com casca da grumixama (Eugenia brasiliensis) (Teixeira et al., 2015)



As sementes também apresentaram altas quantidades de fibras, superior
até mesmo a recomendacéo diaria (30 g) (Tabela 2), podendo ser explorada em um
estudo futuro sobre os tipos de fibras presente. Além disso, foram encontrados
teores de acucares e lipidios abaixo de 3g/100g nas sementes.

Em relagdo as proteinas e aos lipidios, as polpas apresentaram
quantidades abaixo de 5g/100g. Ja as sementes apresentaram quantidade de
proteinas (S1: 4,259/100g; S2: 3,749/100g) correspondente a 7% da recomendacao
diaria, um estudo posterior avaliando a biodisponibilidade dessa proteina, poderia
direcionar essa semente a producédo de um suplemento alimentar, por exemplo.

Na analise de cinzas as sementes apresentaram valores
significativamente maiores que as polpas, ja a maturacdo nao influenciou nos teores
encontrados em ambas as partes da fruta (Tabela 2). Bagetti (2011) encontrou um
teor de cinzas maior na pitanga, 2,4 g/100g.

Em relacdo a umidade, os maiores teores foram encontrados nas polpas,
sendo a P2 com o teor significativamente maior, considerando que na maioria das
analises centesimais as polpas ndo apresentaram diferencas significativas entre si,
esses valores de umidade possivelmente estdo relacionados com o maior teor de
acucares que a Pl apresentou. Esses teores sdo semelhantes aos da pitanga
(Eugenia uniflora) com 81,20 g/100g e da grumixama (Eugenia brasilienses) com
84,80 g/100g (Infante et al., 2016; Teixeira et al., 2015).

4.3. Composicao mineral

O consumo adequado minerais € essencial para o funcionamento correto
do corpo humano, sendo assim, existem valores de referéncia para sua ingestao
(Padovani, Amaya-Farfan, Colugnati, & Domene, 2006). As Dietary Reference Intake
(DRI’'s), ou em portugués recomendacao diaria de ingestdo (RDI’s) sdo parametros
utilizados para estipular os niveis de nutrientes que atendem as necessidades
humanas da maioria dos individuos saudaveis (Padovani et al., 2006).

Para uma melhor andlise da composicdo da fruta, foi adotado uma
classificacdo de alimento-fonte (que contém mais de 5% do valor da DRI em uma
por¢do), alimento boa-fonte (que contém entre 10% e 20% do valor da DRI em uma
porcdo) e alimento excelente-fonte (que contém mais de 20% do valor da DRI em
uma porcéao) (Philippi, 2008).

A Tabela 3 mostra o contetdo mineral das amostras de fruto de cambui-

roxo, que em geral, a semente pode ser considerada fonte de minerais. O célcio foi
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encontrado somente na fruta semi-madura, polpa e semente, porém em quantidades
que ndo podem os classificar como fontes (< 5% da RDI). Entretanto, se
considerarmos o valor de célcio na farinha de semente, esse valor duplica em
funcdo do teor de &gua, e dessa forma se tornando uma fonte de calcio
(74,42mg/100g de matéria seca — 7,4% da DRI). Estudos futuros podem avaliar a
viabilidade da producéo de uma farinha como suplemento alimentar, lembrando que
ainda se faz necessario verificar sua biodisponibilidade. O calcio € depositado
principalmente nos ossos e dentes, onde fornece estrutura e resisténcia mecanica.
Assim como também é essencial para a funcionalidade adequada dos sistemas
circulatorio e neuromuscular, atuando como cofator de varios horménios e enzimas e

influencia o sistema imunolégico (Walters, 2003).

Tabela 3 — Composicédo mineral dos frutos de cambui-roxo (Eugenia candolleana)

Minerais RDI (mg/dia)* P1 P2 S1 S2
Calcio total 1000,0 <05 8,66 <0,5 37,63
Cobre total 0,90 0,04 0,04 0,30 0,36
Ferro total 8,00-11,0 0,12 0,17 1,56 1,36
Fosforo total 700,0 9,63 12,66 68,45 72,28
Magnésio total 320,0-420,0 3,98 6,89 12,34 20,27
Manganés total 1,80-2,30 0,04 0,07 0,13 0,22
Molibdénio total 0,045 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Potassio total 4700,0 79,01 107,75 288,55 288,23
Selénio total 0,055 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Sadio total 1500,0 <0,5 <0,5 <0,5 4,15
Zinco total 8,00-11,0 0,09 0,13 0,59 0,72

Resultados expressos em mg/100 g de fruta fresca.
*Recomendacdes didrias para homens e mulheres saudaveis adultos de 19 a 70 anos (Padovani et
al., 2006).
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As amostras de semente podem ser consideradas excelentes fontes de
cobre, sendo que a S1 contribui com 32,9% da recomendacéo diaria de ingestdo e a
S2 com 40,4%. O cobre é um micronutriente essencial necessario para processos
biolégicos fundamentais em todos os organismos. Tem a capacidade de doar e
aceitar elétrons para alternar entre os estados reduzido e oxidado. Esta propriedade
permite que desempenhe um papel importante em reacdes de oxi-reducao, atuando
como um cofator catalitico para a funcédo de inimeras enzimas (Arredondo & Nufiez,
2005).

Em relagdo ao ferro, mais uma vez as sementes apresentaram teores que
as classificam como boa-fonte (12,4 a 19,5% da RDI) desse mineral (Tabela 3). O
ferro desempenha funcdes celulares importantes, como o transporte de oxigénio,
sintese de DNA, producéo de energia e proliferacdo de células. E mediador da
transferéncia de elétrons atuando como um doador de elétrons no estado ferroso e
um aceptor no estado férrico (Camaschella, 2015). Mesmo que o ferro presente nos
vegetais ndo seja igualmente biodisponivel como o ferro de alimentos de origem
animal (Gibson, 2007), a semente da fruta pode ser incluida na alimentacdo da
populacdo como uma estratégia de suplementacao economicamente mais viavel, em
forma de farinha, por exemplo, que dobraria esses teores de ferro (S1 - 3,11
mg/100g de matéria seca — 38,9%; S2 — 2,70 mg/100g de matéria seca — 33,7%).

O fésforo € um elemento abundante no corpo humano que desempenha
importantes fun¢des em varios processos fisioldgicos. Sinalizacao celular, sintese de
acidos nucléicos, atividades neuroldgicas, transporte de eletrolitos, mineralizacédo
O0ssea, geracdo normal de glébulos brancos e vermelhos, sdo alguns exemplos
(Shaman & Kowalski, 2016). As sementes podem ser consideradas fontes de
fésforo.

As sementes apresentaram teores de manganés que classificam essas
amostras como fonte desse mineral essencial para funcbes imunolégicas
adequadas, crescimento 0sseo, coagulacdo sanguinea e defesa contra espécies
reativas de oxigénio (Aschner & Keith, 2017). Nao foram encontrados teores
significativos de molibdénio, selénio e sodio em nenhumas das amostras. Dessa
forma, o cambui-roxo ndo precisa ser excluido da alimentagcdo de pessoas que
necessitam de restricdo dietética de Na, podendo contribuir para a melhora da

qualidade nutricional da dieta dessas pessoas.
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4.4. Acidez titulavel, pH e composicao de acidos organicos

Os é&cidos tartérico e malico foram encontrados somente nas amostras de
sementes (Tabela 4), variando de 620 a 780 mg/100g de FF, enquanto o acido
ascorbico (vitamina C) foi encontrado somente nas amostras de polpas, porém em
quantidades que ndo causam impactos na recomendacao didria de ingestdo. J4 o
acido citrico foi encontrado em todas as amostras, com teores que variaram entre
1000 a 2030 mg/100g de FF.

Na analise de pH, os frutos de cambui-roxo apresentaram valores de 3,70
+ 0,17 e 3,25 + 0,02, para P1 e P2 respectivamente, e a acidez total titulavel de 1,21
+ 0,16 e 2,07 + 0,03 g/100 g de fruta fresca (Tabela 4), expressos em acido citrico,
em razao de ser o acido predominante na fruta. Esses valores foram semelhantes
aos da pitanga roxa (E. uniflora): pH 3,38 e acidez 1,87 + 0,1 g/100 g (Bagetti et al.,
2011).

O conteudo e tipos de &cidos organicos e acucares sollveis estdo
correlacionados com a qualidade e sabor da fruta, que inclui dogura e acidez,
caracteristicas sensoriais que determinam a preferéncia dos consumidores (Mikulic-
petkovsek, lvancic, Schmitzer, Veberic, & Stampar, 2016). Além disso, os acidos
organicos podem ser utilizados na industria alimenticia na fabricagdo de bebidas a
base de frutas, sendo os principais acidos utilizados para realcar sabores da bebida
0s acidos citrico e tartarico. O acido citrico também é utilizado como acidulante em
sucos de fruta, para aumentar a estabilidade microbiana a longo prazo e por
consequéncia, aumentar o tempo de prateleira (Shui & Leong, 2002). Considerando
os resultados obtidos, o uso da fruta cambui-roxo pela industria pode ser avaliado.

4.5. Composicao de vitaminas do complexo B

As vitaminas do complexo B sdo essenciais para o desempenho e
atividade metabdlica do corpo humano, porém o organismo humano € incapaz de
sintetizar a maioria dessas vitaminas que, consequentemente, tém que ser obtidas

através da alimentacéo (Thakur, Tomar, Singh, Mandal, & Arora, 2017).
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Tabela 4 — Acidos organicos e vitaminas do complexo B dos frutos de cambui-roxo (Eugenia candolleana).

Vitaminas / RDI RDI RDI RDI
Acidos Organicos * i (%) s (%) (%) =2 (%)
Acidez titulavel 1,21 +0,16 - 2,07 £ 0,03 - - - - -
pH 3,70+0,17 - 3,25+0,02 - - - - -
Acido tartarico ND - ND - 660 + 0,07 - 660 + 0,13 -
Acido malico ND - ND - 620 + 0,02 - 780 +£0,12 -
Acido ascorbico (Vit. C) 3,0 £0,001 <05 3,0+£0,001 <05 ND - ND -
Acido citrico 1000 £ 0,19 - 1140 £ 0,02 - 2030 £ 0,13 - 1960 £ 0,28
Tiamina (B1) 6,54 + 0,58 0,5 5,43+0,33 0,5 33,04 + 4,03 2,8 28,79 + 4,87 2,4
Riboflavina (B2) 68,27 £ 5,05 5,3 28,89 + 0,96 2,2 23,80 £ 2,01 1,8 14,68 + 0,41 1,1
Nicotinic acid (B3) ND - ND - ND - ND -
Acido Pantoténico (B5) 1,16 £ 0,05 1,05+0,03 53,39 £ 0,19 1,1 43,31 + 0,03 0,9
Piridoxina (B6) 0,21 £ 0,03 0,12 + 0,03 2,22 +0,20 0,2 2,36 £+ 0,13 0,2
Biotina (B7) 0,07 £ 0,00 0,1 0,04 + 0,00 0,1 0,25+0,01 0,8 0,20+ 0,01 0,7
Cianocobalamina (B12) ND - 0,02 +0,01 0,9 ND - 0,06 + 0,00 2,6

*Resultados expressos em:
Acidez titulavel: g de acido citrico/100g de FF (Fruta Fresca)
Acidos Orgéanicos: mg/100g de FF (Fruta Fresca)

Vitaminas: ug/100g de FF (Fruta Fresca)
ND — Né&o Detectado



A P1 pode ser considerada fonte de riboflavina (5,3% DRI) (Tabela 4),
valor superior aos encontrados na cereja do rio-grande (E. involucrata - 15,07
Hg/100g de fruta fresca), na Pitanga (E. uniflora - 24,74 ug/100g de fruta fresca) e na
Uvaia (Eugenia pyriformis Cambess - 2,9 ug/100g de fruta fresca) (Schmidt et al.,
2018). A riboflavina tem sido relacionada a prevencao do estresse oxidativo, além
de varias doencas como enxaqueca, anemia, cancer, hipertensao, diabetes mellitus,
por mecanismos diretos ou indiretos (Thakur et al., 2017). As outras amostras nao
apresentaram teores que influenciassem significativamente nas RDI's de vitaminas B
(Tabela 4).

4.6. Composicéo de acidos graxos

Os &cidos graxos predominantes em todas as amostras de cambui-roxo
foram o linoleico (C18:2 n-6), seguido dos acidos palmitico (C16:0) nas polpas e
oleico (C18:1 n-9) nas sementes (Tabela 5), similar ao reportado em amostras de
pitanga (E. uniflora), onde o &acido palmitico (C16:0), seguidos dos &acidos oléico
(C18:1 n-9) e linoléico (C18:2 n-6), foram os predominantes (Bagetti et al., 2011).

Os frutos de cambui-roxo apresentaram alta propor¢do de acidos graxos
insaturados (59,4-70,9%) em relacdo aos saturados (29,1-40,6%). Enquanto os
frutos de pitanga (E. uniflora) apresentaram de 49 a 56% de &cidos graxos
insaturados e de 44 a 51% de saturados (Bagetti et al., 2011). O &cido linolénico
(C18:3 n-3) foi encontrado em maior proporcdo nas sementes, assim como O
esteérico (C18:0). Enquanto os acidos gadoleico (C20:1 n-9) e docosanoico (C22:0)
foram encontrados em propor¢cdes menores em todas as amostras.

Os acidos linoleico e linolénico sdo essenciais para os seres humanos. O
Omega 6 aumenta a producdo de citocinas com acdo vasoconstritora e que
promovem agregacdo plaguetaria, ou seja, possui acdo pro-inflamatoria, que esta
relacionado a ocorréncia de doencas cardiovasculares, auto imunes e inflamatorias
como a artrite, asma, psoriase, lUpus e colite ulcerativa. Ja o dmega 3 possui acdo
antagobnica, anti-inflamatéria, promovendo vasodilatacdo e inibicdo de agregacao
plaguetaria, estando relacionado a prevencdo de hipertensdo, aterosclerose,
hipercolesterolemia, artrites e outras doencgas auto-imunes e inflamatérias, bem
como os mais diversos cancer. Sendo assim recomenda-se uma alimentacdo com a
uma relacdo 6mega 6/6mega 3 entre 5:1 e 8:1 (Martin et al., 2006; Simopoulos,
2002). Considerando que as polpas e sementes de cambui-roxo apresentaram uma

relacdo acidos graxos 6mega 6/6mega 3 de 6:1, 5:1, 2:1 e 2:1 para P1, P2, S1 e S2
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respectivamente, pode indicar que os fruto de E. candolleana proporcionam uma

melhor escolha do ponto de vista nutricional.

Tabela 5 — Composicdo de acidos graxos dos frutos de cambui-roxo (Eugenia

candolleana).

Acido Graxo P1 P2 S1 S2
Acido palmitico C16:0 4596+ 1,14 32,54+0,28 189,08+4,08 227,12+5,19
Acido estearico C18:0 19,48 +0,82 16,15+0,33 60,75+2,55 68,04 + 3,80
Acido oléico C18:1n-9 21,80+0,52 15,54 +0,87 239,83+521 296,72+ 2,59
Acido Linoléico  C18:2n-6 85,03 +3,29 55,29+0,87 270,35+2,86 342,20+ 4,93
Acido linolénico  C18:3n-3 12,72+0,68 9,23+0,26 106,69+ 3,98 137,73+ 1,47
Acido araquidico C20:0 574+048 4,79+0,07 26,75+0,41 27,15+1,12
Acido gadoléico C20:1n-9 1,43+0,06 1,10+0,03 24,91+1,33 36,74+6,48
Acido docosandco C22:0 293+0,18 1,88+439 1092+0,51 11,93+0,61
Total mg/100g 195,09 136,52 929,29 1147,64
Total Saturados mg/100g 74,11 55,36 287,51 334,25
% 38,0 40,6 30,9 29,1
Total Insaturados  mg/100g 120,98 81,16 641,78 813,39
% 62,0 59,4 69,1 70,9

Resultados expressos em mg/100 g de fruta fresca.

4.7.Composicao fendlica e atividade antioxidante

Na analise de fendlicos totais as sementes apresentaram teores
significativamente maiores que as polpas (Tabela 6). Valores similiares foram
reportados em estudo prévio que analisou diferentes espécies do género Eugenia.
Em polpas de E. leitonii, E. involucrata, E. brasiliensis, e E. myrcianthes, valores
entre 15,18 e 26,69 mg/g foram encontrados (Infante et al., 2016). Teixeira et al.,
(2015) também encontraram um teor de fendlicos maior nas sementes do que na
polpa de E. brasilienses (Semente: 2,51 g/100 g de fruta fresca; Polpa: 0,18 g/100 g
de fruta fresca). Os compostos fendlicos influenciam na qualidade dos frutos,
contribuindo para suas propriedades sensoriais, assim como tem sido associada a
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efeitos farmacoldgicos relevantes, como capacidade antimicrobiana e antioxidante
(Ribeiro et al., 2015; Scalzo, Politi, Pellegrini, Mezzetti, & Battino, 2005). Seus efeitos
antioxidantes tém sido atribuidos, principalmente, as suas propriedades redutoras e
estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um papel importante no
processo oxidativo, pois atuam na neutralizagdo de espécies reativas de oxigénio ou
sequestro de radicais livres e ainda na quelacdo de metais de transi¢cdo (Zaidun et
al., 2018).

Resultados similares foram observados para os taninos, as sementes (S1:
31,50 mg/g; S2: 41,50 mg/g) apresentaram quantidades significativamente maiores
que as polpas (P1: 3,40 mg/g; P2: 6,60 mg/g). Taninos sdo estruturas fendlicas
altamente complexas encontradas em uma variedade de plantas (Mueller-Harvey,
2001; Schofield, P., Mbugua, D. M., & Pell, 2001). Estes polifendis funcionam como
um protetor natural contra luz (raios UV) e defesa no caso de diferentes ameacas
bioldgicas (bactérias, fungos, parasitas) (Comandini, Lerma-Garcia, Simé-Alfonso, &
Toschi, 2014; Tondi et al., 2013). Estudos demonstraram que esses compostos
possuem atividade antioxidante (Beninger & Hosfield, 2003; Missio et al., 2017).
Além disso, possui uma caracteristica de se ligarem as proteinas o que gera a
sensacao de adstringéncia no paladar (Garcia-Estévez, Ramos-Pineda, &
Escribano-Bailon, 2018; Ma et al., 2014).

Na polpa 2 (19,74 mg/g) foi encontrado um teor significativamente maior
de antocianinas que na polpa 1 (13,23 mg/g). A pitanga obteve teor de antocianinas
de 1,36 mg/g (Bagetti et al., 2011), um valor inferior ao encontrado no cambui-roxo
pelo presente estudo. As antocianinas sdo flavonoides caracteristicos de frutos de
coloracdo roxa (Reynertson, Yang, Jiang, Basile, & Kennelly, 2008). Estudos
relacionaram a presenca desses compostos em frutos com suas atividades
biolégicas, como capacidade antioxidante (Bagetti et al., 2011; Cazarin et al., 2013;
Jorddo & Correia, 2012), anti-inflamatdria (Infante et al., 2016) e quimiopreventiva de
cancer (Dametto et al., 2017).

Nas andlises de atividade antioxidante, os resultados demonstraram que
as sementes, que obtiveram maiores teores de compostos fenodlicos e taninos,
também apresentaram atividade antioxidante significativamente superior as
amostras de polpas, em todos os métodos avaliados (Tabela 6). Sendo assim,
supde-se que 0s compostos fenolicos, foram o0s principais responsaveis pela

atividade antioxidante das amostras.
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Tabela 6 — Composicéao fendlica e atividade antioxidante dos extratos dos frutos de cambui-roxo (Eugenia candolleana).

Compostos fendlicos e

P1 P2 S1 S2 Acido Cafeico
Atividade antioxidante*

Fenolicos Totais 14,20 + 4,30c 22,00 £ 2,20c 61,50 + 5,20b 79,80 = 3,30a -
Taninos 3,40 £ 0,70c 6,60 + 0,5¢c 31,50 £ 5,70b 41,50 * 3,50a -
Antocianinas Totais 13,23 £0,97b 19,74 £ 0,22a - - -
ABTS (IR50) 458,56 + 6,68d 310,18 + 6,52¢ 59,52 + 1,02b 48,38 £ 1,70b 0,38 £ 0,01a
FRAP (IR50) 263,40 + 3,15d 171,64 +4,91c 37,21 £ 0,53b 39,29 £1,01b 2,02 +0,07a
DPPH (IR50) 527,75 + 13,84d 363,89 * 8,58c 48,66 + 2,64b 49,76 £ 3,61b 4,48 + 0,03a
O2 (1%-500pg/mL) <10% <10% 58,69 + 4,59a 53,36 £ 5,59a 63,46 + 5,59a

Letras mindsculas diferentes na mesma linha representam diferencgas significativas entre as amostras (p <0,05).

*Resultados expressos como:

Fendlicos Totais: mg de equivalentes de acido galico/g de extrato

Taninos: mg de equivalentes de &cido galico/g de extrato

Antocianinas Totais: mg de cianidina-3-glicosideo/g de extrato

ABTS, FRAP, DPPH: IR50 — concentracdo da amostra em pg/mL capaz de inibir 50% dos radicais livres.

02:1% - porcentagem de inibicdo do extrato/acido cafeico em uma concentracéo de 500 pg/mL.



Avaliando a atividade antioxidante pelo método do DPPH, as amostras de
frutos de E. candolleana apresentaram melhores resultados que as espécies
analisadas por Infante et al., (2016), que apresentou valores de IR50 para sementes
de outras espécies de Eugenia que variaram entre 69,55 a 734,51 ug/mL, enquanto
as sementes de cambui-roxo apresentaram IR50 de 48,66 pg/mL e 49,76 pg/mL,
para S1 e S2 respectivamente. Ja as polpas obtiveram IR50 de 363,89 e 527,75
pug/mL, para P1 e P2 respectivamente, enquanto Infante et al., (2016) encontraram
valores que variaram entre 472,37 a 988,52 ug/mL.

O &cido cafeico, um é&cido fenolico amplamente distribuido nos vegetais
(Magnani, lIsaac, Correa, & Salgado, 2014), com comprovada capacidade
antioxidante (Khan, Maalik, & Murtaza, 2016; Murray et al., 2008; Yamada, Yasui, &
Sakurai, 2006), foi utilizado no presente trabalho para comparar com os resultados
de atividade antioxidante dos frutos de cambui-roxo. Nos métodos ABTS, FRAP e
DPPH todas as amostras obtiveram atividade inferior, porém no método do
superéxido as sementes apresentaram capacidade antioxidante que ndo se
diferenciou estatisticamente do acido cafeico (p > 0,05). Derivados potencialmente
reativos de oxigénio, designados como O2-, por exemplo, sdo gerados
continuamente dentro do corpo humano como uma consequéncia do préprio
metabolismo, como também sob a exposicdo a agentes exdgenos (Amin & Bano,
2018). Sendo assim, o resultado sugere que as amostras de semente possuem
capacidade de inibir ou neutralizar espécies reativas de oxigénio comumente

encontradas no organismo humano.
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5. CONCLUSOES

A parte comestivel da fruta (polpa com casca) possui baixa caloria por
porgdo. As polpas demonstraram serem boas fontes de fibras e a P1, mais madura,
obteve maior teor de agucares livres. Em relacdo as sementes, foram encontradas
altas quantidades de fibras e proteinas, podendo ser futuramente estudado a
possibilidade de producdo de um suplemento.

Em geral, as sementes podem ser consideradas fonte de minerais como
ferro, calcio, fésforo e manganés.

O acido organico majoritario foi o acido citrico, e os acidos malico e
tartarico foram encontrados somente nas sementes, importantes &cidos na
fabricacéo de bebidas a base de frutas.

Em relacdo a analise de vitaminas do complexo B, a P1 pode ser
considerada fonte de riboflavina. JA as outras amostras ndo tiveram teores que
significativos de vitaminas B.

Os frutos de cambui-roxo apresentaram alta proporcédo de acidos graxos
insaturados em relacdo aos saturados, sendo o &cido linoleico (C18:2 n-6) o
predominante em todas as amostras. Além disso, apresentou uma baixa relacédo de
oméga 6 / oméga 3, demonstrando ser uma boa opcao alimentar.

Na analise de teor de compostos fendlicos totais e taninos as sementes
apresentaram valores significativamente maiores que as polpas, assim como
demonstraram maior capacidade antioxidante em todos os métodos avaliados,
indicando uma correlacdo entre os compostos presentes na fruta e sua atividade
antioxidante. As antocianinas foram encontradas somente nas polpas.

A partir desses resultados pode-se concluir que a fruta cambui-roxo
apresenta um bom perfil nutricional, podendo ser incluida na alimentacdo das
pessoas como uma estratégia de melhora na diversidade de oferta de alimentos e
valorizacdo de frutas nativas brasileiras. As sementes podem fazer parte de um
estudo futuro avaliando a viabilidade da producdo de uma farinha para enriquecer ou
suplementar a alimentacdo de criancas e adultos. Além disso, a fruta é promissora
do ponto de vista farmacéutico, pois apresentou atividade biolégica que pode ser

melhor explorada em estudos futuros.
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