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RESUMO
SOUTO, M. M. Caracterizacdo dos principais compostos bioativos das trés

variedades de pitanga (Eugenia uniflora L.). 2017. Dissertacéo (mestrado) — Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Séo Paulo, 2017.

Os frutos da pitangueira pertencem a familia Myrtaceae e podem ser encontrados em trés
variedades da mesma espécie, reconhecidos de acordo com a cor dos frutos como
amarelo, vermelho e roxo. O objetivo deste estudo € caracterizar as trés variedades de
frutos de pitanga, com relacdo aos principais carotenoides e compostos fenolicos, e seu
comportamento durante o desenvolvimento. Os frutos foram obtidos da regido de
Campinas (IAC) e fornecidos pela EMBRAPA - (RS). Os extratos metandlico dos frutos
foram caracterizados quanto ao conteldo antocianinas monoméricas, onde somente a
variedade roxa, das diferentes plantas e regido, apresentou aumento de concentracdo de
antocianinas monoméricas com o desenvolvimento (0,59 a 1,94 mg cy-3-glu eg/g b.s. e
1,43 a 8,47 cy-3-glu eg/g b.s. para o estadio intermediario e maduro, respectivamente.
Além disso, a variedade roxa no estddio maduro apresentou maior concentracdo de
fenolicos totais (6,52 a 18,42 mg de AG/g b.s.) quando comparados as outras. O &cido
citrico foi identificado, por CLAE/DAD, como 0 acido organico majoritario, seguido
pelos acidos succinico e mélico, em todas as variedades, com maior concentragdo no
estadio verde. De acordo com a concentracao de &cido ascérbico, a pitanga ndo € uma boa
fonte de vitamina C, apresentando valor maximo de 4,0 mg/g b.s no estddio maduro. Os
acucares majoritarios encontrados foram a glicose e a frutose. A antocianina majoritaria,
identificada por LC-ESI-MS/MS, da variedade roxa, no estadio maduro foi a cianidina-
3-glicosideo, com uma variagdo de 8,05 a 640,53 mg/100g b.s, ja o flavonoide majoritario
na variedade amarela e vermelha foram miricetina e quercetina em ambas variedades. O
carotenoide majoritario identificado por CLAE/DAD, em todas variedades no estadio
maduro foi o licopeno, onde a variedade vermelha se destaca pela maior concentracao.
Dessa forma, o perfil de flavonoides n&o é alterado com o desenvolvimento, mas é
observado uma reducdo no seu conteddo nas variedades vermelha e amarela; ja a
variedade roxa apresenta alteracdo no perfil de flavonoides, com a expressdo de
antocianinas no estadio maduro. Por outro lado, o perfil de carotenoides em todas as
variedades néo sofreu alteragéo.

Palavras-chave: pitanga, compostos bioativos, desenvolvimento, antocianinas.



ABSTRACT

SOUTO, M. M. Characterization of the main bioactive compounds of three pitanga
varieties (Eugenia uniflora L.). 2017. Dissertagdo (mestrado) — Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2017.

The fruits of the pitangueira belong to the family Myrtaceae and can be found in three
varieties of the same species, recognized according to the color of the fruits as yellow,
red and purple. The aim of this study was characterize the fruits of three pitanga varieties,
according to the carotenoids and phenolic compounds composition, and their behavior
during ripening. The fruits were obtained from the Campinas region and also provided by
EMBRAPA - (RS). Monomeric anthocyaninswere detected only on purple variety,
presenting 0.59 to 1.94 mg cy-3-O-glu eqg/g d.w. and 1.43 to 8.47 cy-3-O-glu eq/g d.w.)
for the intermediate and mature stages, respectively. In addition, the purple variety at the
mature stage had the highest total phenolics concentration (6.52 to 18.42 mg of AG/g
d.b.) as compared to other varieties. The citric acid was identified as the major organic
acid, followed by succinic and malic acids, in all varieties, with a higher concentration in
the green stage. According to the concentration of ascorbic acid, pitanga could not be
considered a good source of vitamin C, presenting the highest amount of the 4.0 mg/g
d.w. at the mature stage. The major soluble sugars found were glucose and fructose. The
major anthocyanin of the purple variety, identified by LC-ESI-MS/MS in the mature
stage, was cyanidin-3-O-glucoside, ranging from 8.05 to 640.53 mg /100g d.w., whereas
the major flavonoids in the yellow and red varieties were myricetin and quercetin. The
flavonoid profile was not altered with ripe developing, but a decrease in its content was
observed in the red and yellow varieties; on the other hand, the purple variety presented
a change in the flavonoid profile, with the expression of anthocyanins in the mature stage.
The carotenoids profile in all varieties was the same. The major carotenoid identified by
HPLC/DAD, at the mature stage, was lycopene, where the red variety presented the
highest concentration.

Key words: pitanga, bioactive compounds, ripening, anthocyanins
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1- INTRODUCAO

1.1 Pitanga (Eugenia uniflora L.)

A flora brasileira apresenta grande diversidade de frutas nativas que aos poucos
vem sendo exploradas economicamente. A maior parte dessas frutas apresenta qualidade
sensorial despertando o interesse do mercado pelo apelo nutricional. Conhecer a
composicao dessas frutas € ponto fundamental para que o seu aproveitamento tecnologico
seja realizado de maneira otimizada (MATTIETTO et al., 2003).

Os vegetais sintetizam dois tipos de metabodlitos: primarios e secundarios.
Enquanto os metabdlitos primarios respondem pela sobrevivéncia do vegetal, exercendo
funcdo ativa nos processos de fotossintese, respiracdo e assimilacdo de nutrientes; os
metabolitos secundarios estdo intimamente associados ao processo de defesa das plantas
(SIMOES et al., 2001).

Jé& foram reportados em torno de 8000 compostos fendlicos, ou polifendis, e estes
representam uma ampla classe de metabdlitos secundéarios de plantas e a maior categoria
de agentes fitoquimicos (CROZIER; CLIFFORD; ASHIHARA, 2006). Estes se
encontram amplamente distribuidos no reino vegetal e sdo derivados da via
fenilpropandidica (WINKEL-SHIRLEY, 2001). Os trés maiores grupos de fendlicos da
dieta sdo os flavonoides, os acidos fendlicos e os taninos, e sdo conhecidos por
apresentarem atividades bioldgicas ditas promotora da salde, tais como atividade

antioxidante, anti-inflamatdria, hipocolesterolémica e/ou anticarcinogénica.

Outra classe de metabolitos secundarios de plantas sdo os carotenoides. Possuem
ampla distribuicdo na natureza, estruturas quimicas diversas e funcbes variadas. Embora
sejam micronutrientes, presentes em niveis muito baixos (microgramas por grama), 0s
carotenoides estdo entre os constituintes alimenticios mais importantes. S&o pigmentos
naturais responsaveis pelas cores de amarelo a laranja ou vermelho de muitas frutas,
hortalicas, gema de ovo, crustaceos cozidos e alguns peixes. Sdo também substancias
bioativas, com efeitos benéficos a salide como imunomodulacdo e reducdo do risco de
contrair doencas cronicas degenerativas, como cancer, doencas cardiovasculares, catarata
e degeneracdo macular relacionada a idade (Gaziano e Hennekens, 1993; Krinsky, 1993;

Astorg, 1997; Olson, 1999), e alguns deles apresentam atividade prd-vitaminica A.
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Dentre as muitas espécies nativas existentes no Brasil, destaca-se a familia
Myrtaceae. As espécies brasileiras desta familia compreendem plantas que, em razéo da
qualidade dos seus frutos, podem ser utilizadas para consumo in natura, arborizagdo
urbana ou para industrializacdo (MORO, 2004; BARBEDO et al., 2005). A familia das
Myrtaceaes € uma das maiores familias boténicas, agrupando mais de 3000 espécies em
aproximadamente 140 géneros (WILSON et al., 2001), estando distribuida por todo o
mundo, principalmente, em paises de clima tropical e subtropical, mas algumas espécies
também ocorrem em regides de clima temperado (MANICA, 2002). Existem muitas
espécies nativas da flora brasileira que também apresentam frutos comestiveis, porém
com pequena producdo comercial e limitada a determinada regiGes, como é o caso da
pitangueira (Eugenia uniflora L.).

No Brasil, a pitangueira ainda ndo tem um valor econémico grande e € mais
encontrado como fruto de quintal, geralmente propagada através da semente, 0 que
dificulta sua classificacdo em variedades Além de ser desejavel para 0 consumo in natura,

também ¢é utilizada para a producéo de suco, polpa congelada e sorvete.

1.2 Caracteristicas do fruto

A pitanga, fruto da pitangueira (E. uniflora L.), também denominada de Brazilian
cherry ou Suriname cherry, € originaria da regido que se estende desde o Brasil Central
até o Norte da Argentina (FIUZA et al., 2008). Esta arvore é encontrada principalmente
nas regides sul e sudeste do Brasil (LIMA; MELO; LIMA, 2005), mas sua distribuicédo
se fez ao longo de quase todo o territorio nacional e esta presente em muitos centros de
diversidade e domesticacdo brasileira, que englobam diferentes ecossistemas tropicais,
subtropicais e temperados (BEZARRA; SILVA; LEDERMAN, 2000). No Brasil, os
centros de diversidades que tém a pitangueira como espécie nativa Sd0 0
Nordeste/Caatinga, Sul/Sudeste, Brasil Central/Cerrado e Mata Atlantica. O nome
comum tem origem indigena, do tupi pi“tag, que significa vermelho, em aluséo a cor do
fruto (DONADIO et al., 2002).

Estudos realizados demonstraram que a pitangueira pode ser muito Gtil para a

prevencdo de algumas doencas, pois esta, foi introduzida na medicina empirica pelos
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indios guaranis no século XV (FIUZA et al., 2008). Popularmente, a infusdo preparada
com as folhas é utilizada como antihipertensivo, diurético (CONSOLINI; SARUBBIO,
2002), adstringente, antipirético e para reducdo dos niveis de colesterol e acido Urico
(SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 1987). Na Ilha da Madeira, o cha preparado com as
folhas é utilizado no tratamento de bronquite, gripe, para alivio da tosse, e o fruto para
problemas intestinais (RIVERA; OBON, 1995). Ha evidéncias que o extrato etandlico de
folhas secas, por acdo dos flavonoides, possui atividade inibitoria da enzima xantina-
oxidase, envolvida na conversao de xantina a acido urico (SCHMEDA-HIRSCHMANN
et al., 1987), além de promover a diminuicao da hiperglicemia e hipertrigliceridemia em
animais por inibig&o da degradacdo de carboidratos e gorduras e da absorgéo intestinal de
glucose (ARAI et al., 1999). O extrato etanolico das folhas secas apresentou, ainda,
atividade antifungica contra dermatofitos (SOUZA et al., 2002), e antibacteriana

moderada contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli (HOLETZ et al., 2002).

O fruto é uma baga globosa (Figura 1), com sete a dez sulcos longitudinais de
1,5-5,0 cm de didmetro, coroado com sépalas persistentes que possui aroma caracteristico
intenso e sabor doce e acido (ROMAGNOLO; SOUZA, 2006). No processo de
maturacdo, o epicarpo passa de verde para amarelo, alaranjado, vermelho, vermelho-
escuro, podendo chegar até quase negro/roxo (Figura 1) (SAMPAIO et al., 2005). No
Brasil, ndo se conhecem variedades perfeitamente definidas de pitangueiras uma vez que
sua propagacao normalmente é feita pela semente, que origina plantas desuniformes, pois
é comum encontrar frutos de coloracdo que variam desde o alaranjado, vermelho escuro
até o roxo (LIMA; MELO; LIMA, 2002; ROMAGNOLO; SOUZA, 2006). Em média, as
frutas maduras, apresentam um rendimento (por¢do comestivel) de 80 e 65% para 0s tipos
vermelho e roxo, respectivamente (SANTOS et al., 2002) O diametro das frutas €, em
geral, em torno de 2,0 cm e, o teor de solidos solUveis totais (SST) é alto, com valores

acima de 12 °Brix, atingindo até 17 °Brix em algumas seleg¢oes (Franzom, 2004).
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Figura 1. Variedades de frutos da pitangueira (Eugenia uniflora L.) no estadio maduro.

(A)

o

Variedade amarela (A), vermelha (B) e roxa (C).

Além de apresentarem em média na sua composicao 88,3% de umidade, 10,2%
de carboidratos, 3,2% de fibras, 0,9% de proteinas, 0,4% de cinzas, 0,2% de lipideos e 18
mg de calcio, estes frutos possuem altas concentracdes de compostos bioativos, como
compostos fenolicos e carotenoides (TACO, 2006).

Ha uma variedade de compostos fitoquimicos ja identificados nas folhas da
pitangueira, como flavonoides, terpenos, taninos, antraquinonas e Oleos essenciais
(FIUZA et al., 2008). No entanto, sobre a fruta da pitangueira existem poucos estudos.
Assim, a pitanga possui duas classes de compostos bioativos bem definidos, os

flavonoides e os carotenoides.

1.3 Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos polifendlicos caracterizados por apresentarem 15
atomos de carbonos no seu nucleo fundamental, constituidos por dois anéis aromaticos
unidos por uma cadeia de trés a&tomos de carbono que pode ou ndo formar um terceiro
anel (Ce-C3-Ce) (Figura 2) (DEL RIO et al., 2013).
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Figura 2. Estrutura quimica dos flavonoides e suas diferentes classes. Fonte: DEL RIO
etal., 2013.

De acordo com o estado de oxidacdo da cadeia heterociclica do anel pirano (anel
C) tem-se as diferentes classes, entre eles: flavonois, flavonas, flavanonas, catequinas,
antocianidinas, isoflavonas, diidroflavonois e chalconas (CROZIER et al., 2009). O
esqueleto de base das diferentes classes pode apresentar inUmeros substituintes, tais como
grupamentos hidroxilas, que podem se apresentar metiladas ou com substituintes, tais
como acetilagdes e glicosilacdes.

A maioria dos flavonoides ocorre naturalmente como glicosideos ao invés de sua
forma aglicona (CROZIER et al., 2009), principalmente como O-glicosideos. A
conjugacdo com os carboidratos ocorre com mais frequéncia na posic¢éo 3 do anel C, mas
substituicdes podem também ocorrer na posi¢do 5 -, 7 -, 3’-, 4’- e 5° (CROZIER et al.,
2009).

A via biosintética dos flavonoides derivam da via do chiquimato (figura 3), que é
partilhada por indois e por varios alcaloides e betalainas. Os flavonoides s&o sintetizados
como parte da rota metabdlica de fenilpropanoides. Eles sé@o formados por compostos
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aromaticos derivados do aminoacido fenilalanina e do malonil-CoA que, por acdo da
chalcona sintase (CHS), formam o precursor comum dos flavonoides, a chalcona. Sua
biossintese é considerada mista devido ao envolvimento das vias do &cido chiquimico e
do acetato-malonato (STAFFORD, 1990).

De maneira geral, a chalcona € formada a partir da condensacdo de 3 unidades de
acetato que formam o anel A (via do acetato-malonato), enquanto que o anel B e o trés
atomos de carbono do anel central sdo derivados do acido p-cumarico (via do acido
chiquimico) (VICKERY; VICKERY, 1981).

A partir da chalcona formam-se os sete maiores subgrupos de flavonoides
encontrados na maioria das plantas superiores: chalconas, flavonas, flavonais,
flavanonas, antocianinas e catequinas. Algumas espécies de plantas também sintetizam

as isoflavonas que sdo encontradas em leguminosas (CROZIER et al., 2009).
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As antocianinas sdo pigmentos da classe dos flavonoides, responsaveis pela

coloragdo de grande numero de vegetais, desde o vermelho ao azul. Podem ser

encontradas na forma aglicona, nomeada antocianidina, ou na forma glicosilada

denominada antocianina. Em sua forma aglicona, as antocianidinas apresentam coloragédo

acentuada quando em pH acido e absor¢cdo méaxima no espectro visivel entre 465 e 550

nm. As antocianidinas mais comumente encontradas em frutas e hortalicas sdo: cianidina,

peonidina, pelargonidina, petunidina, delfinidina e malvidina (Figura 4) JAGNATH &

CROZIER, 2010).
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Figura 4. Estrutura basica das principais antocianidinas encontradas nos alimentos
vegetais. Fonte: VAUZOUR, et al., 2008.

A figura 5 apresenta a rota de biossintese de antocianinas. O precursor
intermediario na sintese de antocianinas é a naringenina, que pela acdo da flavanona
hidroxilase (F3H) leva a formagdo do dihidrokaempferol. Este, pela agdo da F3’H e
F3’5’H ¢ transformado em dihidroquercetina e dihidromiricetina, respectivamente. Os
dihidroflavanol, pela acdo do flavonol sintase (FLS) forma os respectivos flavondis. Por
outro lado, se pela acdo da dihidroflavonol 4-redutase (DFR) e da antocianina sintase
(ANS), os dhidroflavonol formam as antocianidinas (BUTELLI et al., 2008 e TANAKA
etal., 2009).
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Figura 5. Rota biossintética para a sintese de antocianinas em vegetais. CHS, chalcona
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Basicamente trés sdo os intermediarios precursores das antocianidinas. A
dihidroquercetina, dihidrokaepmferol e dihidromiricetina, que pela agdo da DFR e ANS
formam a cianidina, pelargonidina e delfinidina, respectivamente. De maneira geral, as
antocianidinas mais frequentes em vegetais sdo seis, a cianidina, pelargonidina,
delfinidina, malvidina, petunidina, peonidina. Apos a sintese de antocianidinas, estas
sofrem adicOes de grupamentos acil, glucosil e metil, pela acdo da aciltransferase,
glicosiltransferase e metil transferase, respectivamente. Uma vez que a peonidina é
derivado metilado da cianidina, e a malvidina e petunidina séo derivados metilados da
delfindina, pode-se considerar que ha somente trés antocianidinas primarias, a cianidina,
pelargonidina e delfinidina (BUTELLI et al., 2008 e TANAKA et al., 2009).

1.4 Carotenoides

Outra classe de compostos bioativos, presentes em alimentos vegetais, sdo 0s
carotenoides, que sdo quimicamente definidos como tetraterpenoides C40, formado por
oito unidades isoprenoides (C5), formando uma cadeia carbénica de quarenta atomos de
carbono, exceto a crocetina e a bixina, estas apresentam menos de quarenta atomos de
carbono na cadeia carbonica (RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).

Os carotenoides sdo uma familia de compostos abundantemente encontrados na
natureza, sendo os responsaveis pela cor da maioria das frutas e vegetais consumidos
diariamente, a qual pode variar desde o alaranjado até o vermelho vivo. Dos mais de 600
carotenoides existentes na natureza, aproximadamente 20 séo encontrados no plasma e
nos tecidos humano, e ndo mais que seis em quantidades elevadas, entre eles 0 o -
caroteno, P-caroteno, B-criptoxantina, licopeno, luteina e zeaxantina, (Figura 6)
(COULTATE, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2004). Os carotenoides podem ser aciclicos (p.ex.
licopeno) ou pode apresentar anel de 6 carbonos em uma das extremidades da estrutura

(p. ex. y-caroteno) ou nas duas exterminadas (p. ex. a-caroteno).
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Figura 6. Estrutura quimica de alguns carotenoides. Fonte: RODRIGUEZ-AMAYA,;
KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008.

Os carotenoides apresentam um sistema de duplas ligacdes conjugadas,
permitindo a deslocalizacdo dos elétrons © ao longo da cadeia. Este sistema de duplas
conjugadas constitui a cadeia cromofora que confere aos carotenoides a cor e que
caracteriza este grupo de compostos com potencial acdo antioxidante, devido a
capacidade que suas moléculas apresentam de receber elétrons de espécies reativas,
podendo neutralizar os radicais livres (SHAMI & MOREIRA, 2004).

Entretanto, a presenca destas duplas ligacbes conjugadas os torna suscetiveis a
isomerizacdo e a oxidagdo pelo Oo, luz e calor. Esta degradacdo pode acarretar em perda
da cor, da capacidade antioxidante e da atividade pro-vitamina A (GONNET,;
LETHUAUT; BOURY, 2010). Para que a cor amarela seja evidenciada, sdo necessarias,
no minimo sete ligacdes conjugadas. O aumento no namero de ligacBes conjugadas
resulta em bandas de absorcdo em maiores comprimentos de onda, e neste caso, 0s
carotenoides sdo evidenciados mais vermelhos, como é o caso do licopeno (RIBEIRO &
SERAVALLLI, 2004).

O licopeno é um pigmento carotenoide hidrocarbonado, aciclico, lipossoluvel,
com molécula simétrica (VILLELA et. al., 2003), capaz de conferir a cor vermelha a
alguns frutos, tais como o tomate, melancia, maméo, goiaba vermelha e pitanga
(MATIOLI & RODRIGUEZ-AMAYA, 2003).

Os carotenoides hidrocarbonetos (p. ex. licopeno e B-caroteno) sdo conhecidos
como carotenos, enquanto os derivados oxigenados sdo denominados de xantofilas.

Dentre os grupos funcionais oxigenados presentes nas xantofilas temos os substituintes
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hidroxilas (p. ex. B-criptoxantina), ceto (p. ex. cantaxantina), epdxi (p. ex. violaxantina)
e aldeidos (p. ex. B-citraurina) (KOPSEL e KOPSEL, 2006).

Os carotenoides derivados do isopentinil pirofosfato (PIP), precursor comum de
muitos dos compostos isoprenoides. Na primeira etapa na biossintese, o IPP ¢é
isomerizado a dimetilalil difosfato (DMAPP) o qual é substrato para o geranilgeranil
difosfato (GGPP), catalizado pela GGPP sintase. A condensagdo de duas moléculas de
GGPP forma o primeiro carotenoide C40, o fitoeno ainda incolor, via fitoeno sintase.
Através de duas desaturases, que formam o cromoforo caracter’siticos dos pigmentos
carotenoides, converte o fitoeno a licopeno colorido (Figura 7) (KOPSEL e KOPSEL,
2006).
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Figura 7. Composto precursor e principais carotenos e xantofilas na rota biossintética de

carotenoides em plantas. DMAPP, dimetilalil pirofosfato; GGPP, geranilgeranil

pirofosfato; IPP, isopentil pirofosfato. Explicacdo detalhada no texto. Fonte: KOPSEL E

KOPSEL, 2006.
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1.5 Compostos Bioativos da Pitanga

A pitanga roxa se destaca pelo alto teor de fenolicos, principalmente antocianinas
(JACQUES et al., 2009), mas héa relatos da presenca de licopeno e pequenas quantidades
de rubixantina, luteina, zeaxantina, -criptoxantina, B-caroteno, y-caroteno, a-caroteno e
violaxantina (AZEVEDO-MELEIRO; RODRIGUEZ-AMAYA, 2004; FILHO et al.,
2008).

A presenga e a quantidades desses pigmentos estdo relacionados com o grau de
maturacdo. Na pitanga roxa a tendéncia das antocianinas é aumentar seu conteido durante
0 processo de amadurecimento, indicando haver uma sintese desses pigmentos (SANTOS
et al., 2002), como ocorre em outras frutas (FIGUEIREDO et al., 2002).

Ja a pitanga vermelha destaca-se das demais em relagdo ao alto teor de
carotenoides, mas também foram identificados os flavonois miricetina, kampferol e
quercetina (HOFFMANN-RIBANI et al., 2009). Ja para a pitanga amarela ndo foi

encontrado nenhum estudo sobre sua caracterizacéo.

Foi observado que o contetdo de carotenoides em frutos de pitanga, colhidos nos
estados de Sdo Paulo e Parand, aumentam com o amadurecimento, principalmente dos
carotenoides licopeno, criptoxantina e rubixantina (PORCU e RODRIGUEZ-AMAYA,
2008). Neste estudo foi observado que a concentracao diferiu nas duas amostras, fato este
atribuido ao efeito geografico. Entretanto, considerando que ndo ha como afirmar que se
tratava da mesma variedade, mesmo porque nédo foi especificado a cor da pitanga

analisada, esta conclusdo pode ser precipitada.

O grau de amadurecimento também afeta o contetdo de flavonoides, que é maior
em pitangas maduras do que semi-maduras, pois a presenca e quantidade desses
pigmentos estdo relacionadas com o grau de maturacdo. Estes compostos de uma maneira
geral estdo concentrados no tegumento da fruta, sendo encontrados em menores
concentragfes na polpa. Para a pitanga, isto ndo chega a ser um problema ja que,

geralmente, é consumida sem a retirada da fina casca que protege a polpa.
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O fruto da pitangueira apresenta niveis significativos de carotenoides e
antocianinas, além de outros compostos fenolicos, importantes para a promocao da satde.
Assim, a melhor caracterizagdo desses frutos pode aumentar o interesse da industria
alimenticia em sua utilizacao, evidenciando o potencial do fruto como fonte de nutrientes

e de compostos bioativos.
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2- OBJETIVO

Objetivo Geral
Caracterizacédo das trés variedades de pitanga quanto aos principais compostos

bioativos.

Objetivo Especifico
Identificacdo e quantificacdo de flavonoides e carotenoides.

Identificar a diferenca dos compostos nos estadios de desenvolvimento do fruto.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Os frutos de pitanga das variedades amarela, vermelha e roxa (Eugenia uniflora
L.) foram cedidos pela EMBRAPA-Clima Temperado, RS, onde s&o cultivados em
fazenda experimental, e também coletados em fazendas na localidade de Campinas-SP.
Todos os frutos foram procedentes de plantas devidamente identificadas e foi obtido
aproximadamente 150g de cada amostra.

As amostras foram assim disponibilizadas: Campinas- amostras de trés plantas
distintas das variedades vermelha (V1, V2 e V3) e duas da variedade roxa (R1 e R2);
EMBRAPA- amostras de uma planta das variedades vermelha (V4), roxa (R3) e amarela
(Al). Os frutos foram colhidos em trés estadios de desenvolvimento, verde, intermediario
e maduro.

Os frutos foram enviados ao laboratério de Quimica e Bioquimica da FCF-USP,
separados nos trés estadios de desenvolvimento de acordo com a cor e por grau brix.
Posteriormente, foram devidamente higienizados, separado a semente da polpa/casca,
pesados, congelados em nitrogénio liquido, liofilizados e embaladas antes do seu
armazenamento no dessecador. Apos a liofilizacdo, as mesmas foram trituradas em um
moedor de facas (A10 S2 Analytical Mill) e passadas em Tamis (Granutest) com abertura
de 0,210 mm. As amostras foram armazenadas a temperatura ambiente em dessecador e
ao abrigo da luz para posterior analises.

Cinguenta frutos de cada variedade e estadios de maturacdo foram pesados
individualmente para obter o peso médio dos frutos e a relacdo polpa, casca/semente.

3.2 Métodos

3.2.1 Caracterizacéo quimica

3.2.1.1 Grau Brix

O grau BRIX dos frutos foi avaliado utilizando refratdmetro manual (modelo
DR201-95), em triplicata.
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3.2.1.2 Acucares soluveis

Amostras (100mg) foram extraidas com 0,5 mL de etanol 80%, sob agitacdo, a
450 g em termomixer durante 15 minutos a 80 °C e posteriormente centrifugados a 10.000
rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para baldo volumétrico de 2 mL e o
precipitado foi re-extraido mais duas vezes. Em seguida, uma aliquota de 1 mL foi
evaporada a vacuo, em Speedvac e o volume reconstituido em &gua deionizada. As
extracOes foram realizadas em triplicata. Os extratos foram analisados por CLAE
acoplado a um detector pulsoamperométrico (Dionex, DX500, Sunnyvale, CA, USA),
coluna PALl column, (250 x 4 mm, Dionex, Sunnyvale, CA, USA) e fase mdvel
constituido de NaOH 18 mM, em modo isocratico, por 25 min. O fluxo através da coluna
foi de 1 mL/min. As amostras foram injetadas em duplicata e os agUcares identificados
pelo tempo de retencdo em comparacao a padrfes externos Padrdes de sacarose, frutose
e glicose (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) foram utilizados para a construcao de
uma curva de calibragdo com cinco pontos de concentracdo e aplicados em triplicata
(GOMEZ; LAJOLO; CORDENUNSI, 2002).

3.2.1.3 Acidos organicos

A extracdo dos acidos organicos foi realizada em triplicata, com agua deionizada
na proporcao amostra: agua de 1:4 (m:v). Cada amostra foi processada em homogenizador
Potter, mantida em banho de gelo e centrifugada a 8.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi recolhido e filtrado em unidade filtrante de PTFE (Millipore Ltd,
Bedford, MA) de 0,45um. Em seguida, foram injetadas em sistema cromatografico
equipado com detector de arranjo de diodo (CLAE-DAD) (Hewlett-Packard 1100,
Agilent), em coluna uBondpack C18 (300mm x 3.6 mm i.d., Waters, Milford, MA), com
fase movel de &cido fosfdrico a 0,1%, com fluxo de 0,5 mL/min. O monitoramento foi
feito a 210nm. As amostras foram injetadas em duplicatas e os resultados expressos em
mg/g de amostra (b.s). Os acidos organicos foram identificados a partir do tempo de
retencdo e similaridade do espectro de absor¢do em comparagédo aos padrdes comerciais.

Os padrdes dos acidos maélico, succinico, citrico e tartarico foram utilizados para a
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construcdo das curvas de calibragdo utilizando cinco pontos de concentragéo e aplicados
em triplicata (PASTERNAK, T. et al., 2005).

3.2.1.4 Acido ascorbico

A amostra (0,2g) foi extraida com 3mL de acido metafosforico 3% em
homogenizador Potter e centrifugado a 8.000 rpm por 20 minutos a 4 °C. O extrato assim
obtido foi filtrado em filtro PTFE, de 0,45 um, e adicionado de ditiotreitol (DTT) para a
reducdo do acido dehidroascorbico (PASTERNAK et al. 2005). A quantificacdo foi
realizada por CLAE-DAD (Hewlett-Packard 1100, Agilent), em coluna pBondpack C18
(300mm x 3.6 mm i.d., Waters, Milford, MA). A fase mdvel foi constituida de tampéao
KCI 2 mM, pH 2,5 com fluxo de 0,8 mL/min e a deteccdo realizada em comprimento de
onda de 245 nm. O &cido ascorbico foi identificado a partir do tempo de retencéo e
identidade de espectro. O &cido dehidroascorbico foi calculado pela diferenca entre o
contetdo de &cido ascérbico total (extrato tratado com DTT) e o contetdo de &cido
ascorbico reduzido (sem DTT). A extracdo foi realizada em triplicata e aplicadas em
duplicadas no cromatografo (PASTERNAK, T. et al., 2005).

3.2.2 Caracterizagdo dos compostos fenolicos

3.2.2.1 Extragao

Quantidades de 0,5 g de amostra liofilizada foram homogeneizadas utilizando
Ultra-Turrax (Polytron-Kinematica GmbH, Kriens-Luzern, Suica) em 25 mL de metanol
70% em agua, mantido sob agitacdo a 200 rpm/2 h/4 °C e filtrado em papel filtro

qualitativo de 80g/m?, obtendo-se assim o extrato fendlico.

Os extratos assim obtidos foram utilizados para as analises de fendlicos totais,
capacidade antioxidante e antocianinas monomeéricas. As extragdes foram realizadas em

triplicata.
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3.2.2.2 Fenolicos totais (FT)

O contetdo de FT foi analisado pelo método Folin-Ciocaulteau (SWAIN E
HILLIS, 1959), com leitura da absorbancia do croméforo a 765 nm, em espectrofotdmetro
(Hewlett Packard, modelo 8453). O &cido gélico (AG) foi utilizado como padrdo. Os
resultados foram expressos como mg de AG eq./g. As andlises foram realizadas em

triplicata.

3.2.3 Antocianinas monoméricas

Os extratos foram diluidos em balGes volumétricos de 25 mL com tampéo cloreto
de potassio (pH 1,0) e acetato de sédio (pH 4,5), na propor¢do maxima de 1/5 (v/v). As
solugdes foram mantidas em repouso durante 15 min e as leituras de absorbancia foram
realizadas a 520 e 700 nm em espectrofotdbmetro (Hewlett Packard, modelo 8453). As
concentracdes de antocianinas monomericas foram expressas como mg de cianidina-3-
glicosideo equivalente/g de acordo com (LEE, J., 2005), calculada de acordo com a
equacéo a baixo:

Antocianinas = A x MW x DF x 10¢

£xl

A: (A520nm = A700nm) em pH 1.0 = (A520nm = A700nm) em pH 4.5
MW: (molecular weight) = 449 2g/mol para ciamdina-3-glicosideo;
DF: fator de diluigdo estabelecido;

1: caminho 6tico percorrido (cubeta do espectrofotémetro),

e£: 26900, coeficiente mola, para cianidina-3-glicosideo,

10°: fator de conversdo de grama para miligrama.

3.2.4 Capacidade antioxidante

A determinacdo da capacidade antioxidante foi realizada pelas métodos Oxygen
radical assay capacity (ORAC), segundo protocolo descrito por DAVALOS et al. (2004),
e pelo método do sequestro do radical a,a-difenil-p-picrilhidrazina (DPPH), proposto por
BRAND -WILLIAMS et al. (1995).
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3.2.4.1 Oxygen radical assay capacity (ORAC)

As solugdes de fluoresceina 40 nM e 2,2” -azobis 153 mM (2-amidinopropano)
dihidrocloreto (AAPH) foram preparados em tampéo fosfato 75 mM, pH 7,1. Aliquotas
de 25 pL de tampéo (branco) ou 25 pL de solugédo Trolox (curva de calibragédo) ou 25 pL
de amostra, devidamente diluida, foram distribuidas em microplaca de poliestireno de
fundo chato com 96 cavidades seguidas da adi¢do de 150 pL de solucédo de fluoresceina
e incubada a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente, a reacédo foi iniciada pela adicao de
25 uL de AAPH. A leitura da intensidade de fluorescéncia (485 NMex/ 525 NMem) foi
realizada a cada 1 minuto durante 60 minutos de reacéo, utilizando-se leitor de microplaca
Synergy H1 (Biotek Instruments, Winooski, VT, USA).

A capacidade antioxidante foi calculada pela area abaixo da curva de uma amostra
subtraindo-se a area correspondente a do branco (solucdo tampdo). Foi utilizando curva
de calibracdo tendo o Trolox como padrdo, efetuada a cada ensaio, nas concentracGes de

12,5 a 100 uM. Os resultados foram expressos em pmol Trolox equivalente/g (base seca).

3.2.4.2 2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

Para 0 método DPPH, foi preparada uma solucdo metandlica de DPPH (0,05 mM) em
metanol. A analise foi realizada em microplaca de poliestireno de fundo redondo com 96
cavidades, no qual cada cavidade foi preenchida com 200 pL da solucdo de DPPH, 40 pL
de metanol (branco), ou 0 mesmo volume para a solucao de Trolox (curva de calibracéo),
nas concentragdes entre 20-70 uM, ou extratos, devidamente diluidos, quando necessario.
A leitura de absorbancia a 517 nm foi realizada em espectrofotometro (Hewlett Packard,
modelo 8453) apdés 20 minutos de incubacdo ao abrigo da luz, utilizando-se
espectrofotdbmetro Benchmark Plus (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).

A capacidade antioxidante foi calculada segundo férmula abaixo e os resultados

foram expressos em pmol Trolox equivalente/g amostra (b.s.):
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Onde, A (Branco) refere-se a absorbancia do branco A (Amostra) refere-se a absorbancia

da amostra.

% descoramento do DPPH = A(Branco) = AlAmostra) x 100

A(Branco)

3.2.5 Quantificacio de Acido Elagico total

Quantidade de aproximadamente 0,5g de amostra liofilizada foi extraida com 25
mL de acetona 80%, sob agitacdo em geladeira, por 30 min. A 1 mL do extrato foi
adicionado 2 mL de &cido trifluoracético 2 M e autoclavado a 120 °C por 2 h em frasco
de vidro com tampa de rosca. Posteriormente, adicionou-se 2 mL de alcool terc-butirico
e seco em fluxo de nitrogénio. O sedimento foi resuspendido com 1mL de metanol e
filtrado com filtro de 0,45 um para analise em CLAE (PINTO, M. S., et al., 2008).

3.2.6 Extracéo para Quantificacéo e identificacéo de flavonoides

Quantidades de aproximadamente 0,59 de amostra liofilizada foram
homogeneizadas utilizando Ultra-Turrax (Polytron-Kinematica GmbH, Kriens-Luzern,
Suica) em 100 mL de metanol 70% em agua (pitanga amarela e vermelha) ou
metanol/agua/acido acético (70:30:5 v/v) (pitanga roxa), filtradas a vacuo em funil de
buchner, utilizando papel de filtro de qualitativo de 80g/m2. O sedimento foi recuperado
e realizado mais duas re-extracdes com 50 mL de metanol ou metanol acidificado. Os
extratos assim obtidos foram agrupados e concentrados em rotaevaporador (Rotavapor®
120, Biichi, Flawil, Suica) a temperatura de 40 °C até a remocao do metanol para a etapa
de extracdo em fase sélida. As extragdes foram realizadas em duplicata.

3.2.6.1 Extracéo de fase solida

A amostra livre de metanol foi aplicada em coluna de 1 g de poliamida (CC 6,
Macherey-Nagel, Germany), previamente condicionada com 20 mL de metanol e 60 mL

de &gua destilada. Apds aplicacédo do extrato, a coluna foi lavada com 20 mL de 4gua e a
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eluicdo dos flavonoides realizada com 50 mL de metanol acidificado com 0,1% HCI
(PRICE et al., 1999).

Os eluatos assim obtidos foram secos completamente em rotaevaporador a 40 °C
sob vacuo e ressuspendidos em 1 mL de metanol (grau CLAE) ou metanol:&cido acético
(95:5 v/v) para as amostras contendo antocianina, filtrados com membrana de PTFE 0,45
um para analise por CLAE-DAD e LC-ESI-MS/MS.

3.2.7 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia -DAD

A quantificagdo e a identificago parcial dos flavonoides foram realizadas através
de cromatografia liquida de alta eficiéncia. O cromatdgrafo utilizado foi o da marca
Agilent (modelo Infinity 1120), equipado com injetor automatico de amostras, bomba
quaternéria e detector com arranjo de diodo (DAD), controlado pelo software proprio da
Agilent. A coluna utilizada foi a Prodigy 5u ODS3 (250 x 4,60 mm) (Phenomenex Ltd.,
Reino Unido) com fluxo de 1 mL/min, 25 °C, e a elui¢do sendo realizada com gradiente
de solventes constituido por A: &cido formico 0,5 % em &gua e B: 0,5% é&cido formico
em acetonitrila. O gradiente de concentracdo dos solventes consistiu em 8% de B no
inicio, 10% em 5 min, 17% em 10 min, 25% em 15 min, 50% a 25 min, de 90% em 30
min, 50% em 32 minutos, 8% em 35 minutos (tempo de corrida, 35 min). A corrida foi
monitorada nos comprimentos de onda de 270, 370 e 525 nm. A identificacdo dos picos
foi realizada por comparacéo do tempo de retencdo, quando possivel, e similaridade com
espectro de absorcdo de padrdes comerciais e 0s espectros contidos na biblioteca do
préprio equipamento, previamente inseridos no meétodo. Para quantificacdo foram
utilizados os padrbes dos flavonoides cianidina, cianidina-3-glucosideo, delfinidina,
quercetina-3-glucosideo, miricetina (Extrasynthese, Genay France) e quercetina (Sigma,
Chemical Co., St. Louis, EUA Extrasynthese, Genay France) (HASSIMOTTO et al.
2008).

3.2.8 LC-ESI-MS/MS

A identificacdo de flavonoides e demais compostos fendlicos foram conduzidos
em aparelho de cromatografia liqguida modelo Prominence (Shimadzu, Japdo) acoplado

ao espectrdmetro de massas do tipo ion trap, modelo Esquire HCT (Bruker Daltonics,
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Alemanha) (LC-MS, do inglés Liquid Chromatography — Mass Spectrometry) e interface
de ionizacg&o por electrospray (ESI, do inglés Electron spray lonization). As condic¢des
de separacdo foram as mesmas utilizadas para a CLAE/DAD, descrito no item anterior.
O ESI foi mantido em modo positivo para antocianinas e modo negativo para os demais
flavonoides. O detector de massas foi programado para realizar full scan entre m/z 100-
1000. A energia de ionizagéo foi de 3000-3500 V. Os compostos foram identificados pela
comparacdo do espectro de massas obtidos e a comparacdo com o de padrdes comerciais

e/ou dados de literatura.

3.2.9 Microextragdo de carotenoides

A amostra foi pesada (100 e 50 mg) em tubo de microcentrifuga de 2 mL ambar,
adicionado de 100 pL de NaCl saturado e mantido sob agitacdo por 30 segundos em
vortex (velocidade méaxima). Em seguida foi adicionado 200 pL de diclorometano e
agitacdo por 30 min; 500 pL de mistura hexano:éter etilico (1:1) e agitacdo por 30 min.
O microtubo foi colocado na centrifuga a 13.000 g por 5 min a 4 °C. Foi coletado a fase
organica superior e transferido para um novo tudo de microcentrifuga de 2 mL ambar. A
extracdo foi repetida mais duas vezes a partir da adicao da solucéo de hexano:éter etilico.
O extrato foi seco em speed-vac e reconstruido com 200 pL de acetato de etila, filtrado
com membrana de 0,45 um para quantificacdo por CLAE (coluna C30, tempo de corrida
50 min num fluxo de 1 ml/min) (SERINO et al., 2009; FERRUZI et al., 2001).

3.2.10 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (DP). Para analise
dos dados foi realizada Analise de Variancia simples (One way ANOVA) e teste de Tukey
para comparacdo de médias. As analises foram realizadas com auxilio do programa
GraphPad Prism 5.0 (Graph Pad Software®, La Jolla, CA, EUA) sendo estabelecido p <

0,05 para significancia estatistica.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teor de solidos soltveis e Peso dos frutos

Os frutos de pitanga das trés variedades, amarela, vermelha e roxa, foram
separados em trés estadios de desenvolvimento, denominados verde, intermediario e
maduro, de acordo com a cor (Tabela 1). Além do critério de cor, pode-se observar que
todas as amostras no mesmo estadio de desenvolvimento, apresentaram teor de solidos
solGveis semelhantes (Tabela 2). Os frutos no estadio verde apresentaram valores de
°Brix entre 6,2 a 6,7 ¢ aumento destes valores para 10 a 14,6 °Brix no estadio maduro,
sendo os maiores valores encontrados para as variedades amarela e roxa. A umidade do
fruto foi determinada com relacdo a diferenca do peso do fruto fresco (polpa) e peso do

fruto seco, sendo a umidade de 85% para todas as variedades no estadio maduro.

O peso médio dos frutos no estadio maduro foi de 1,6 a 6,69. Os frutos fornecidos
pela EMBRAPA-RS apresentaram os maiores valores quando comparados aos coletados
na regido de Campinas, para todas as variedades (Tabela 3). As proporcdes da
polpa/semente em relacéo ao peso total do fruto foram de 65% a 70%.
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Tabela 1. Frutos de pitanga das variedades vermelha (V), roxa (R) e amarela (A), em trés

estadios de desenvolvimento, colhidos entre dezembro de 2014 a fevereiro de 2015.

Variedade Amostra Verde Intermediario Maduro
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* Frutos fornecidos pela EMBRAPA — RS. Os demais frutos foram coletados em fazendas localizados na

regido de Campinas-SP.
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Tabela 2. Teor de sélidos soltveis (°Brix) de frutos de pitanga das variedades vermelha

(V), roxa (R) e amarela (A) em trés estadios de desenvolvimento.

Estadio de desenvolvimento

Variedade Amostra
Verde Intermediéario Maduro
V1 6,3+0,4 8,8+0,2 10,7+0,4
V2 6,7+0,2 8,4+0,5 10,5+0,7
Vermelha

V3 6,7+0,3 8,8+0,4 10,6 +2,2
V4* 6,7+0,2 7,7+1,6 10,8 £ 0,4
R1 6,4+05 90+04 125+0,4
Roxa R2 6,8+0,3 9,0+0,5 146 +0,7
R3* 6,4+04 9,1+0,9 11,8+0,7
Amarela Al* 6,2+0,2 8,3+0,8 13,3+1,6

* Frutos fornecidos pela EMBRAPA — RS. Os demais frutos foram coletados em fazendas localizados na

regido de Campinas-SP. Valores expressos como média + desvio padréo.

Tabela 3. Peso médio dos frutos de pitanga das variedades vermelha (V), roxa (R) e
amarela (A) em trés estadios de desenvolvimento. Valores expressos em grama (g).

Estadio de desenvolvimento

Variedade Amostra _
Verde Intermediério Maduro
V1 1,3+0,3 1,6+0,2 22+04
V2 1,2+0,2 15+0,3 16+0/4

Vermelha

V3 1,9+0/4 21+0,5 2,8+0,6
V4* 3,3+0,9 6,3+15 6,6+272
R1 1,2+0,3 1,4+0,2 1,9+0,3
Roxa R2 16+0,4 1,8+0,5 20+04
R3* 1,7+0,4 2,6+0,7 34+10
Amarela Al* 3,1+0,7 48+0,7 57+0,9

* Frutos fornecidos pela EMBRAPA — RS. Os demais frutos foram coletados em fazendas localizados na

regido de Campinas-SP.
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4.2 Conteudo de Antocianinas monoméricas, Fendlicos Totais e Capacidade
antioxidante.

A cor caracteristica da pitanga roxa é devido a presenca de antocianinas como
evidenciado pela quantificacdo de antocianinas monoméricas. O fruto roxo foi, dentre as
variedades, o Unico que apresentou concentracBes de antocianinas monoméricas,
dependente do estadio de desenvolvimento. Entre as trés amostras, a R3 apresentou, além
de maior peso médio de frutos, maior concentracdo no estadio intermediario e maduro

(1,94 e 8,47 mg cianidina-3-O-glucosideo eq/g b.s., respectivamente) (Tabela 4).

Comparativamente, a pitanga roxa apresentou concentracdes de antocianinas
monoméricas similares aos encontrados para algumas variedades de morango (54 a 168
mg/100g b.u.) (CORDENUNSI et al., 2005), pseudofruto considerado como uma fonte
de antocianinas na dieta. Entretanto, a grumixama roxa, fruto também caracteristico da
Mata Atlantica e pertencente a mesma familia da pitanga, apresentou concentracfes
superiores a pitanga roxa entre 30 e 200 mg/100g b.u (TEIXEIRA et al., 2015).

Tabela 4. Concentracdo de antocianinas monoméricas de frutos de pitanga da variedade

roxa em trés estadios de desenvolvimento.

Amostra Estéadios de desenvolvimento
Verde Intermediério Maduro
R1 N.d. 0,59 + 0,05 1,16 + 0,14
R2 N.d. 1,22 + 0,06 1,43+0,15
R3 N.d. 1,94 +0,01 8,47 £ 0,92

Nd, ndo detectado. *Valores expressos como mg cianidina-3-glicosideo eqg/g b.s.

Para o conteudo de fenolicos totais (FT), observou-se um decréscimo na
concentragdo com o desenvolvimento do fruto, onde os frutos no estadio verde das trés
variedades apresentaram conteido de FT aproximadamente duas vezes superior quando

comparado ao estddio mais avancado de desenvolvimento (Figura 8). Entre as trés
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variedades de pitanga, os frutos da variedade roxa, R1 e R3 no estadio maduro
apresentaram as maiores concentragdes de FT, de aproximadamente 18 mg eq. AG/g b.s.
Em contrapartida a amostra R2 também da variedade roxa, apresentou a menor

concentracdo em relacéo as outras variedades, com aproximadamente 6 mg eq. AG/g b.s.

Reynertson e colaboradores (2008) avaliaram o conteddo de FT, atividade
antioxidante e perfil dos flavonoides de 14 frutos comestiveis da familia Myrtaceae. Entre
as espécies estudadas, os valores de FT, no estadio maduro, variaram entre 3,57 a 44,1
mg eq. AG/g b.s. Da mesma forma, o decréscimo no contetdo de FT observado nos frutos
de pitanga, durante o desenvolvimento, também foram reportados em frutos de outras
espécies, como a framboesa vermelha (Rubus ideaus L.) (WANG; CHEN; WANG,
2009), amora-preta (Rubus sp. L.) e morango (Fragaria x ananassa Duch.) (WANG;
LIN, 2010) e acerola (Malpighia emarginata D. C.) (LIMA et al., 2005).
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Figura 8. Concentracao de fendlicos totais de extrato metandlico de frutos de pitanga das
variedades vermelha (V1, V2, V3 e V4%*), roxa (R1, R2 e R3*) e amarela (A1*) em trés
estadio de desenvolvimento. As amostras V4, R3 e Al sdo provenientes da EMBRAPA-
RS. Resultados expressos como mg eq. AG /g b.s. (Média £ DP). Médias seguidas por
letras minusculas sao significativamente diferentes entre os estadios de desenvolvimento

de uma mesma amostra, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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O mesmo pode ser observado para capacidade antioxidante avaliado pelos
métodos DPPH e ORAC, onde os frutos da variedade roxa apresentaram maior valor em
ambos 0s métodos. Para esta variedade, no estddio maduro a capacidade antioxidante
variou de 116 + 14 a 280 + 20 em pumol Trolox eq./g b.s € 200 + 11 a 260 + 8 em umol
Trolox eq./g b.s, para os métodos DPPH e ORAC, respectivamente. A variedade
vermelha também apresentou uma alta capacidade antioxidante, porém somente no
método de ORAC, variando no estadio maduro de 320 £ 6 a 220 + 8 umol Trolox eq./g
b.s (figura 9). Devido & sua estrutura, os compostos fendlicos possuem elevada
capacidade antioxidante, e estes compostos representam uma das principais classes de
substancias fitoquimicas responsaveis pela acdo antioxidante de alimentos de origem
vegetal. Porém, ndo foi observada uma boa correlacéo de Pearson entre o teor de fendlicos
totais e os valores DPPH (r = 0,66) bem como os valores de ORAC (r = 0,17).
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Figura 9. Capacidade antioxidante de extrato metandlico de frutos de pitanga das
variedades vermelha (V1, V2, V3 e V4*), roxa (R1, R2, R3*) e amarela (A1*), em trés
estadios de desenvolvimento, avaliada pelos métodos ORAC (A) e DPPH (B). As
amostras V4, R3 e Al séo provenientes da EMBRAPA-RS. Resultados expressos em
umol Trolox eq./g b.s (média + DP). Médias seguidas por letras mindsculas sdo
significativamente diferentes entre os estadios de desenvolvimento de uma mesma

amostra, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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4.3 Concentracao de acidos organicos, acido ascorbico e agucares sollaveis.

Nas trés variedades de pitanga, foram identificados por CLAE/DAD trés acidos
organicos, sendo o &cido citrico mais predominante, seguido pelo succinico e malico.
Pode-se observar na figura 10 que em todos os frutos os acidos apresentaram perfis

semelhantes, os quais diminuiram sua concentra¢do com o decorrer do desenvolvimento.

Para o &cido citrico (Figura 10 A), a concentracdo variou em média de 48 + 3 a
230 £ 7 mg/g no estadio verde e 53 + 6 a 160 + 10 mg/g no maduro. As maiores
concentracdes do acido no estadio maduro foram encontradas nos frutos procedentes da
EMBRAPA (V4, R3 e Al). Somente a amostra R1, ndo apresentou diferenca significativa

na concentracao entre os estadios de desenvolvimento.

O acido succinico (Figura 10 B), foi o segundo acido mais predominante no fruto,
com concentracdo média de 21 £ 1 a 164 + 3 mg/g no estadio verde e 23 +1a82+5
mg/g no maduro, com excecdo da amostra V2 onde a concentracdo do acido foi maior no
estddio maduro. A amostra V4 que é proveniente da EMBRAPA, apresentou
aproximadamente o dobro da concentracdo nos trés estadios de desenvolvimento em

relacdo as demais amostras.

Jé& para o &cido malico (Figura 10 C), a concentracdo variou entre 6 + 0,3 a 36 +
2 mg/lg e 1l £ 2 a 26 +£1 mg/g b.s no estadio verde e maduro, respectivamente. As
amostras V2, V4, R3 e Al tiveram um comportamento diferente das demais, com
aumento da concentracdo conforme desenvolvimento do fruto. Vale ressaltar que estas
amostras (V4, R3 e Al), sdo procedentes da EMBRAPA-RS.

O decréscimo na concentracdo de acidos organicos € um processo esperado, uma
vez que no estadio verde sua concentracdo é maior para protecdo do fruto e conforme o

desenvolvimento, a concentragdo desses acidos vao reduzindo e o fruto torna-se palatavel.
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Figura 10. Contetdo de acidos organicos identificados por CLAE/DAD em frutos de pitanga das variedades vermelha (V1, V2, V3 e V4*), roxa
(R1, R2 e R3*) e amarela (A1*), em trés estadios de desenvolvimento.Resultados expressos em mg/100g b.s (média = DP). * amostras provenientes

da EMBRAPA-RS. Médias seguidas por letras minusculas séo significativamente diferentes entre os estadios de desenvolvimento de uma mesma

amostra, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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Dentre os acucares solUveis, a sacarose, frutose e glicose foram os principais

acucares (Figura 11) detectados em todas as variedades de pitanga.

A concentracdo de glicose e frutose (Figura 11 A e B) foram semelhantes em
todas as amostras analisadas. O teor de glicose variou de 10 + 2 a 69 £ 7 mg/g no estadio
verde e 16 + 10 a 67 = 5 mg/g no estadio maduro e a frutose no estadio verde de 12+ 3 a
69 + 6 mg/g e no estadio maduro de 16 £ 9 a 69 £ 5 mg/g b.s.

Ja a concentracdo da sacarose (Figura 11 C) no estddio maduro apresentou
aproximadamente metade da concentracdao dos outros acucares identificados. No estadio
verde sua concentracao variou de 3,0 £ 0,2 a 12 + 4 mg/g e no estaddio maduro de 2,0 £
0,7a29+ 17 mg/g. A amostra V4 foi a Gnica que apresentou diferenca significativa entre

os estadios de desenvolvimento.
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Figura 11. ConteGdo de acucares soltveis glicose (A), frutose (B) e sacarose (C) em frutos de pitanga das variedades vermelha (V1, V2, V3 e

V4*), roxa (R1, R2 e R3*) e amarela (A1*), em trés estadios de desenvolvimento. Valores expressos como mg/g b.s. * amostras provenientes da

EMBRAPA-RS. Médias seguidas por letras minasculas sdo significativamente diferentes entre os estaddios de desenvolvimento de uma mesma

amostra, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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Uma reducdo no contetdo de AA foi observada com o desenvolvimento. A
concentracdo no estadio verde variou de 9,5 £ 0,5 a 19,0 + 2,0 mg/g b.s, e no estadio
maduro uma variacdo de 4,0 £ 0,3a 12,0 + 1,0 mg/g b.s (Figura 12). Somente a amostra
R3 apresentou concentracdo de AA maior no estadio maduro comparado ao estadio verde.
Em estudos com morango realizados por SHIN et al. (2008) verificaram um aumento de
acido ascorbico do estadio branco ao maduro (vermelho) e também CORDENUNSI et al.
(2002) relataram um aumento no nivel de acido ascorbico durante o desenvolvimento dos
frutos, em média 60 a 85 mg/100g na b.u. nos frutos maduros e em contraste, FERREYRA
et al. (2007), que ndo conseguiram encontrar diferencas no teor de acido ascorbico do
verde ao maduro. Pode-se dizer que nenhuma variedade de pitanga é fonte de vitamina
C.
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Figura 12. Contetudo de acido ascérbico total em frutos de pitanga das variedades
vermelha (V1, V2, V3 e V4*), roxa (R1, R2 e R3*) e amarela (A1*), em trés estadios de
desenvolvimento. Valores expressos como mg/g b.s. *amostras provenientes da
EMBRAPA-RS. Médias seguidas por letras minasculas sdo significativamente diferentes
entre os estadios de desenvolvimento de uma mesma amostra, de acordo com o teste de
Tukey (p<0,05).
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4.4 ldentificacdo e quantificacao de flavonoides

As figuras 13 e 14 apresentam os cromatogramas obtidos por CLAE-DAD do fruto
de pitanga da variedade roxa das amostras provenientes da EMBRAPA (Figura 13A, B
e C) e da regido de Campinas-SP (Figura 14A, B e C). A identificacdo dos flavonoides
realizada por LC-ESI-MS/MS, nos estadios verde e maduro, estdo listados na Tabela 5.
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Figura 13. Cromatograma obtido por CLAE-DAD (A e BA =370 nm ¢ C A = 525 nm),

para o fruto de pitanga roxa fornecido pela EMBRAPA-RS, nos estadios verde (A) e
maduro (B e C).
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Figura 14. Cromatograma obtido por CLAE-DAD (A e BA =370 nm ¢ C A = 525 nm),
para o fruto de pitanga roxa coletado na regido de Campinas-SP, nos estadios verde (A)

e maduro (B e C).



Tabela 5. Identificacdo de flavonoides por LC-ESI-MS/MS de frutos da pitanga roxa da EMBRAPA-RS e regido de Campinas-SP.
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Composto identificado

Composto identificado

RT Pico [M-H] MS/MS RT Pico [M]* MS/MS

(modo negativo) (m/z) (m/2) (modo positivo) (m/z) (m7z)
Quercetina hexosideo 21.9 1 463 301 Cianidina-3-O-glucosideo” 11.6 7 449 287
Sﬂiﬁﬂgg 30 223 2 463 301/179 ;ﬁ:i;i?(;‘;g'”a?’o 13.2 8 443 271
Quercetina raminosideo 26.0 3 447 301 Derivado de cianidina 17.8 9 491 287/257
Dimero de miricetina” 29.3 4 633 317
Dimero de quercetina” 35.7 5 603 301
Kaempferol” 39.4 6 285 -

“identidade confirmada com padrdo comercial.
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Tabela 6. Contetdo de flavonoides na pitanga variedade roxa (R1, R2 e R3*) em dois estadios de desenvolvimento (verde e maduro).

Pitanga Roxa

Estadio verde (mg/100g b.s) Estadio maduro (mg/100g b.s)

Composto identificado Rl R2 R3# R1 R2 R3#
Quercetina 230+ 5.1 486=x45 29010 21,1 =24 348 =438 17019

Quercetina 3-glucosideo 40.0+2,1 353£038 Tr 2415 186=x21 Tr
Miricetina 10.2+43 106727 163« 1.1 200305 3535x 38 141 1.4
Kaempferol 3309 Tr 95£32 1,703 2612 98 1.9
Cianidina 3-glucosideo Nd. N.d. Nd. 8.1 1.3 206=40 640,543

*Frutos fornecidos pela EMBRAPA-RS. Demais frutos coletados na regido de Campinas-SP.
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No estadio verde da pitanga roxa, foram identificados sete flavonoides da classe
dos flavonodis apresentando ion molecular caracteristico de miricetina (m/z 317),
quercetina (m/z 301) e kaempferol (m/z 285). Os compostos majoritarios de frutos
oriundos da EMBRAPA-RS (Figura 13) foram identificados como quercetina (pico 5),
apresentando ion molecular [M-H*]" a m/z 603 e fragmentos MS2 a m/z 301, e como
miricetina (pico 4), apresentando [M-H*]" a m/z 633 e fragmentos MS2 a m/z 317. Ja para
as amostras da regido de Caminas-SP (Figura 14), os compostos majoritarios foram
identificados como quercetina 3-glucosideo (pico 2), apresentando [M-H*]" a m/z 463 e
fragmentos MS2 a m/z 301 e m/z 179, quercetina (pico 5), apresentando ion molecular
[M-H*]"a m/z 603 e fragmentos MS2 a m/z 301, e miricetina (pico 4), apresentando [M-
H*]" a m/z 633 e fragmentos MS2 a m/z 317. No fruto proveniente da EMBRAPA a
quercetina, composto majoritario, representou 53% do total de flavonoides, j& para o0s
frutos da regido de Campinas-SP, a quercetina 3-glucosideo e a miricetina representaram
52% e 56%, respectivamente (Tabela 6). As identidades de ambos os compostos foram

confirmadas apresentando o mesmo tempo de retencdo de padrdes comerciais.

No estddio maduro da pitanga roxa, foram identificadas duas classes de
flavonoides, trés antocianinas e seis flavonois, derivados de quercetina (m/z 301). A
antocianina majoritaria (pico 7), foi identificado como cianidina 3-glicosideo (C3G),
apresentando ion molecular [M]* a m/z 449 e fragmento MS2 a m/z 287, caracteristico da
antocianidina cianidina, em decorréncia da perda de uma unidade de hexose (-162 Da)
(Figuras 16A1, 16A2) e representando até 94% dos flavonoides totais (Tabela 6.). Outra
antocianidina, minoritaria, também detectada na pitanga roxa foi a pelargonidina (pico 8)
apresentando ion molecular a m/z 271. O flavonol majoritario correspondendo até 30%
do fruto (tabela 6), foi identificado como quercetina (pico 5) para amostras provenientes
da regido de Campinas-SP e como miricetina (pico 4) para EMBRAPA. Ambos 0s

flavonoides majoritarios tiveram identidade confirmada com padrdo comercial.

Pode ser observado, em pitanga roxa, que alguns flavonoides que nédo estavam
expressos no estadio verde, como a C3G, sdo observados no estadio maduro, e compostos
com predominancia no estadio verde, por exemplo os flavonéis miricetina, kaempferol e
quercetina, apresentam decréscimo na concentracdo no estadio maduro. Desta maneira,
pode-se supor que durante o desenvolvimento ocorre uma inibi¢do da FLS com aumento

da atividade ou expressdo da DFR, privilegiando a sintese de antocianidinas em
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detrimento ao de flavondis, o que é coerente com o decréscimo na concentracdo dos

flavondis e aumento na concentragdo de antocianinas, com o desenvolvimento.

Ainda, as duas antocianidinas detectadas na pitanga roxa no estadio maduro,
foram a cianidina e a pelargonidina produto da reducdo da dihidroguercetina e
dihidrokaempferol, respectivamente. Entretanto, a delfinidina, antocianina resultante da
reducdo da miricetina encontrada em grande quantidade no estadio verde, ndo foi
detectada no maduro, podendo supor, talvez, uma inibicdo da F3’5’H durante o

amadurecimento.

Um aspecto interessante no estadio verde foi a presenca de flavonois majoritarios
na forma aglicona, sendo que, geralmente, os flavonoides s&o encontrados nos vegetais
na forma glicosilada (Crozier et al.,, 2009). Pela sua cor caracteristica vermelho-
arroxeado, a C3G, provavelmente é o principal pigmento que contribui para a coloragédo

caracteristica dos frutos maduros desta variedade.
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Figura 1516. Espectro de massas MS e MS2 de flavonoides de pitanga roxa, em estadio

verde, obtido em modo negativo. Al, B1 e C1 referem-se a espectro de massas da

miricetina (pico 4), quercetina (pico 5) e kaempferol (pico 6), respectivamente,

identificados no cromatograma (figura 13 e 14); A2, A3 e B2, refere-se aos fragmentos

MS2.
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Figura 16. Espectro de massas MS e MS2 de flavonoides de pitanga roxa, em estadio

maduro. Obtido em modo positivo para antocianinas e negativo para flavondis. Al e B1

referem-se a espectro de massas da cianidina 3-glucosideo (pico 7) e quercetina 3-

glucosideo (pico 2), respectivamente, identificados no cromatograma (Figura 13 e 14);

A2 e B2, refere-se aos fragmentos MS2.
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Para a variedade vermelha, as figuras 17 e 18 apresentam 0s cromatogramas
obtidos por CLAE-DAD das amostras provenientes da EMBRAPA (Figura 17 AeB) e
da regido de Campinas-SP (Figura 18 C e D). A identificagdo dos flavonoides realizada

por LC-ESI-MS/MS, nos estadios verde e maduro, estdo listados na Tabela 7.
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Figura 17. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD (A = 370 nm) para variedade
vermelha de pitanga proveniente da EMBRAPA-RS, em dois estaddios de

desenvolvimento, (A) verde e (B) maduro.
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Figura 18. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD (A = 370 nm) para variedade
vermelha de pitanga proveniente da regido de Campinas-SP, em dois estaddios de

desenvolvimento, (C) verde e (D) maduro.
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Para a variedade vermelha, observou-se um perfil cromatografico (Tabela 7),
obtido por CLAE-DAD (A370 nm), semelhante nos dois estadios de desenvolvimento
(verde e maduro), com decréscimo na concentracdo, como apresentado na Tabela 8. Em
ambos os estadios de desenvolvimento, os derivados de miricetina representaram até 60%
do total de flavonoides (Tabela 8). Os trés flavondis identificados apresentam m/z 301,
m/z 317 e m/z 285, correspondendo a quercetina, miricetina e kaempferol,
respectivamente. Foram identificados 16 flavonoides, dos quais oito derivados

glicosilados de miricetina e sete derivados glicosilados de quercetina.

Os flavonoides majoritarios foram identificados pelos picos 8 e 14 apresentando
[M-H'T a m/z 463 e fragmentos MS2 a m/z 316, caracteristico de miricetina com a perda
neutra de uma pentose (-146 Da) e a quercetina pentosideo apresentando [M-H*]" a m/z

447 e fragmentos MS2 a m/z 301, caracteristico de uma quercetina (Figura 19).

Considerando a rota de biossintese dos flavonoides, a pitanga da variedade
vermelha ndo sofreu nenhuma alteracédo visivel no perfil quando comparado os estadios
de desenvolvimento, com apenas decréscimo na intensidade dos picos, 0 que pode ser
decorrente na reducdo da atividade ou expressdo da FLS, como observado para a

variedade roxa.
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Tabela 7. Espectro de massas de flavonoides e acidos fendlicos obtidos por LC-ESI-MS/MS de frutos da pitanga vermelha fornecidos pela EMBRAPA-

RS e coletados na regido de Campinas-SP, em dois estadios de desenvolvimento, verde e maduro.

Composto ident_ificado TR Pico [M-H] MS/MS Composto ident_ificado TR Pico [M-H] MS/MS

(modo negativo) (min) (m/2) (m/z) (modo negativo) (min) (m/2) (m/2)
Acido neoclorogénico 12.8 1 353 191 Derivado de quercetina 23.8 11 433 301
Acido neoclorogénico 15.2 2 337 191 Derivado de quercetina 24.5 12 433 301
Miricetina hexosideo 17.8 3 631 479/316 Quercetina ramnosideo® 25.6 13 447 301
Miricetina hexosideo 18.7 4 479 316 Quercetina ramnosidea® 26.2 14 447 301
Miricetina hexosideo 18.9 5 479 316 Miricetina hexosideo 33.3 15 317/615 317
Derivado de miricetina 19.8 6 449 317 Quercetina 36.1 16 599 301
Miricetina hexosideo 204 6 615 463 Kaempferol” 40.0 17 301 -
Miricetina pentosideo® 20.8 7 449 316
Miricetina pentosideo? 215 8 463 316
Quercetina hexosideo 22.0 9 463 301
Quercetina- 3-O-glucosideo” 223 10 463 301

“identidade confirmada com padréo comercial. #° provavel isémero.



Tabela 8. Contetdo de flavonoides de pitangas da variedade vermelha (V1, V2, V3 e V4*) em dois estadios de desenvolvimento (verde e maduro).

Pitanga vermelha
Estadio verde (mg/100g b.s) Estidio maduro (mg/100g h.s)
Compos to identificado V1 V2 va V4* V1 Vi V3 V4*
Quercetina 184240 41040 35137 213x290 53,7 x62
Cuercetina 3-glucosideo

774+65 48663 10017
120 £20 84212 88+35 49206 | 100 =31
010+77 59576 M2=75 4£22290 | 61.6=151

2303 1.0+08 5201 1801 373

151 £38 1025 2803
Miricetina

4.3 =161 213 260 36,7 £4.7
Kaempfarol

51407 22420
*Frutos fornecidos pela EMBRAPA-RS. Demais frutos coletados na regido de Campinas-SP.
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Figura 19. Espectro de massas MS e MS2 de flavonoides de pitanga vermelha, obtido

em modo negativo para flavondis.Al e B1 referem-se ao espectro de massas da miricetina

(pico 8) e quercetina (pico 14), respectivamente, identificados no cromatograma (figura

17 e 18); A2 e B2, referem-se aos fragmentos MS2.
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Para a variedade amarela, observou-se um perfil cromatografico semelhante a

observada para a variedade vermelha, com decréscimo da intensidade dos picos com o

desenvolvimento (Figura 20). Os dois flavondis identificados apresentam ion molecular

a m/z 301 e m/z 317, correspondendo a quercetina e miricetina, respectivamente. A

identificacdo dos flavonoides realizada por LC-ESI-MS/MS, nos estadios verde e

maduro, estdo listados na Tabela 9.
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Figura 20. Cromatograma obtido por CLAE-DAD (A =370 nm), para o fruto de pitanga

amarelo fornecido pela EMBRAPA, nos estadios verde (A) e maduro (B).



Tabela 9. Espectro de massas de flavonoides obtidos por LC-ESI-MS/MS de frutos da pitanga amarela fornecidos pela EMBRAPA-RS.
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Composto identificado

TR Pico [M-HI MSMS Composto identificado TR Pico [M-H] (m/z2) MSIMS (m/z)
(modo negativo) (m/z) (m/z) (modo negativo)

Miricetina hexosideo 18.7 1 479 316 Derivado de quercetina 23.8 8 433 301
Miricetina hexosideo 18.9 2 479 316 Derivado de quercetina 24.5 9 433 301
Derivado de miricetina 19.8 3 449 317 Quercetina pentosideo 25.6 10 447 301
Miricetina pentosideo 20.8 4 463 316 Quercetina pentosideo 26.2 11 447 301
Miricetina pentosideo 215 5 463 316 Miricetina hexosideo 33.3 12 317/615 317
Quercetina hexosideo 22.0 6 463 301 Quercetina” 36.1 13 599 301
Quercetina- 3-O-glucosideo” 22.3 7 463 301 Kaempferol® 40.0 14 301 -

“identidade confirmada com padrdo comercial. RT, tempo de retengdo
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No estadio verde, os flavonoides majoritarios foram identificados pelos picos 1, 5
e 7, apresentando ion molecular caracteristico de miricetina (m/z 316), alem do pico 11
apresentando ion molecular caracteristico da quercetina (m/z 301). Ja no estadio maduro,
os flavonoides majoritarios foram identificados pelos picos 5 e 7, apresentando [M-H™]
a m/z 463 e fragmentos MS2 a m/z 316, caracteristico de uma miricetina e [M-H*] a m/z

463 e fragmentos MS2 a m/z 301 caracteristico de uma quercetina, respectivamente.

A pitanga amarela da mesma forma que a pitanga vermelha, ndo sofreu nenhuma
alteragdo visivel no perfil de flavonoides quando comparado os estadios de
desenvolvimento, com apenas decréscimo na intensidade dos picos, sendo o flavonol
majoritario miricetina correspondendo a 48% do total de flavonoides, seguido pela

quercetina com até 39% do total em comparacgédo aos demais flavonois (Tabela 10).

Tabela 10. Contetdo de flavonoides de pitanga da variedade amarela, em dois estadios

de desenvolvimento (verde e maduro).

Estidio verde Estidio maduro
(mg/100g b.s) {mg/100g b.s)
Composto identificado Al* Al*
Quercetina 433 £34 20.1 £ 2.1
Quercetina 3-glucosideo 264+53 6.7+18
Miri cetina 624 %82 25.0 £36
Kaempferol 15+04 Tr

*Frutos fornecidos pela EMBRAPA-RS.
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4.5 Quantificacao de Acido Elagico total

Acido elagico (AE) é um composto polifenol sintetizado por multiplas espécies
de plantas, e pode ser encontrado em nossa dieta principalmente em frutas vermelhas.
Este pode ocorrer nas formas livre, glicosilada ou como produto de hidrdlise &cida dos
elagitaninos (TOMAS-BARBERAN:; CLIFFORD, 2000; PINTO, 2008).

Os elagitaninos (ETs) sdo compostos fendlicos solUveis em agua e de alta peso
molecular. Sao ésteres do acido hexahidroxidifénico e um poliol, geralmente glicose, e 0
acido quinico ou galico, que por hidrolise acida libera o AE, principio de sua
quantificacdo. Os ETs demonstraram atividades antioxidantes e possiveis efeitos
antimutagénico e anticarcinogénico (WILLINER; PIROVANI; GUEMES, 2003).

Em nenhuma variedade de pitanga foi identificado o AE livre. Contudo, alto
conteldo de elagitatinos, expresso como AE total, foi encontrado em todos as variedades
no estagio maduro (Tabelas 11). A variedade vermelha se destaca em relacdo as demais
pela concentracdo de AE total, com uma variacédo de 467,1 £ 0,5 a 843,2 £ 1,5 mg/100g
b.s. (Tabela 11).

A familia das Myrtaceaee é conhecida por possuir espécies ricas em elagitaninos,
entre elas a grumixama (82 a 243 mg AE eq./100g b.u) (TEIXEIRA, 2015). E 0 mesmo
pode ser visto na jabuticaba (0.215 to 3.11 g kg~' b.u.), onde 0 composto apresenta uma

maior concentracdo na semente (ABE, 2011).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Polifenol
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Tabela 11. Quantificacio de Acido Elégito total nas trés variedades de pitanga, vermelha

(V), roxa (R) e amarela (A) no estadio maduro.

Amostra Estadio verde Estadio maduro
R1 N.a. 325,6 +0,5
R2 N.a. 493,3+1,0
R3* N.a. 420,0+0,3
V1 N.a. 553,8 £ 0,2
V2 N.a. 843,2+15
V3 N.a. 650,0 £ 0,3
V4* N.a. 467,1+0,5
Al* N.a. 485,1+0,2

“Frutos fornecidos pela EMBRAPA-RS. N.a., ndo foi analisado.
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4.6 ldentificacdo e Quantificacdo de carotenoides

Carotenoides compreendem a maior parte dos pigmentos naturais amarelo,
alaranjado e vermelho, incluindo varias espécies de plantas (CAZZONELLI e POGSON,
2010). Para a saude humana, os carotenoides tém sido apontados como compostos
bioativos que reduzem o risco de desenvolvimento de enfermidades como o cancer e as
doencas cardiovasculares (RAO e RAO, 2007). Os principais carotenoides encontrados
nos alimentos vegetais sdo o licopeno, -caroteno, B-criptoxantina, a-caroteno, luteina,
zeaxantina e fitoeno (KOPSEL e KOPSEL, 2006).

A figura 21 apresenta o cromatograma do perfil de carotenoides obtido por
CLAE-DAD dos frutos de pitanga da variedade vermelha (V4), roxa (R3) e amarela (A1)
em dois estadios de desenvolvimento (verde e maduro, figura 21A e B,

respectivamente).

No estadio verde das trés variedades, foi observado somente a presenga de um
pico (pico 1) em alta concentragdo, o qual ndo foi identificado com padréo comercial. J&
no estadio maduro foram detectados seis picos correspondentes de carotenoides. Os picos
5, 6 e 7 sdo isdmeros de licopeno, tendo o pico 7 a identidade confirmada como all-trans
licopeno. O pico 2, foi identificado como beta-caroteno, enquanto que os demais picos 3
e 4 ndo tiveram sua identidade confirmada, porém foram quantificados em equivalentes

de beta-caroteno por estarem no mesmo comprimento de onda (A = 450).

O mecanismo pelo qual os carotenoides protegem os sistemas biolégicos contra
os radicais livres depende da transferéncia de energia do oxigénio excitado para o
carotenoide. Eles reagem principalmente com o radical peroxido e oxigénio molecular.
Carotenoides como [-caroteno e licopeno exercem fungGes antioxidantes em fases
lipidicas, bloqueando os radicais livres que danificam as membranas lipoproteicas
(PEREIRA et al., 2012; OLSON, 1989).

Dentre os carotenoides identificados, o licopeno foi 0 Unico que estava presente
nas trés variedades, durante o estadio maduro. O licopeno, assim como a zeatina, sdo 0s
dois carotenoides que ndo possuem atividade pr6 vitamina A, embora ambos possuam

uma contribuicéo vital para a saude humana (INOCENT et al., 2007). Especificamente
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para o licopeno, este carotenoide apresenta um papel antioxidante fundamental no
organismo, que reflete a acdo deste composto ao combate de doengas cardiovasculares e
cancer (AGARWAL e RAO, 2000).

O B-caroteno foi identificado nas variedades vermelha e amarela no estadio
maduro. Frutas como carambola (3 pg/g), mamao (12 pg/g), nectarina (29 pg/g), cereja
(32 ng/g), melancia (38 pg/g), cagaita (46 pg/g), damasco (57 ng/g), a toranja (58 pg/g),
a manga (58 ug/g) e o meldo (67 pg/g) (Shofian et al., 2011; Mller, 1997) apresentam
baixos teores de [-caroteno, comparativamente a espécies da familia Myrtaceae como a
uvaia (Eugenia pyriformis) (191 ug/g) e a guabiroba (Campomanesia xanthocarpa) (70
ug/g) (PEREIRA et al., 2012). Os valores encontrados para pitanga da variedade
vermelha e amarela, espécies também da familia myrtaceae possuem maiores valores

como pode ser visto na tabela 12.
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Figura 21. Cromatograma obtido por CLAE-DAD de carotenoides de pitanga (A = 474,

A =450 e A = 328), variedade vermelha (V4), roxa (R3) e amarela (A1), fornecido pela
EMBRAPA-RS, nos estadios verde (A) e maduro (B).
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Tabela 12. Composi¢do de carotenoides obtidos por CLAE-DAD nas variedades vermelha (V1, V2, V3 e V4*) e amarela (A1*), em dois estadios de
desenvolvimento (verde e maduro) provenientes da EMBRAPA-RS e CAMPINAS-SP.

Estadio verde

Estadio maduro

ige%rﬁ?féité’o RT  Pico V1 V2 V3 Vax AL V1 V2 V3 va4* AL*
B-caroteno®** 374 2 Nd.  Nd.  Nd  Nd. Nd | 88+28 334+28 6618  278+25 74+31
No identificado** 362  2° Nd.  Nd.  Nd  Nd. Nd. | 84+38 102 +24 56+29 N.d. N.d.
Ndo identificado**  41.6 3 Nd.  Nd.  Nd.  Nd. Nd. | 103+4.1 16,8+9,3 6322  45%10 13+28
Ndo identificado** 435 4 Nd.  Nd  Nd.  Nd. Nd. | 40+14 16,8 +0,2 30£13  25+19 40%14
Licopeno-isbmero* 450 5 Nd.  Nd.  Nd  Nd. Nd. | 55+1,7 14,8 +3,7 Tr 1,9+21 20,552
Licopeno-isdmero* 45.6 6 N.d. N.d. N.d. N.d. N.d. 29+16 85+28 Tr 6,5+14 40+£21
licopeno® 520 7 Nd. Nd.  Nd.  Nd. Nd. | 424+86 181+23 39,8+83 475+32 8,3+38

Concentracdo expressa como (ug/g b.s). *Quantificados como equivalentes de licopeno. ** Quantificados como equivalentes de (3-caroteno. 8|dentidade confirmada com padréo
comercial. N.d. ndo detectado.
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Tabela 13. Composi¢do de carotenoides obtidos por CLAE-DAD na variedade roxa (R1, R2 e R3*), em dois estadios de desenvolvimento (verde e
maduro) provenientes da EMBRAPA-RS e CAMPINAS-SP.

Estadio verde

Estadio maduro

iccj:eoan]E)i?:thoo RT  Pico R1 R2 R3* R1 R2 R3*
[-carotenoS** 374 2 N.d. N.d. N.d. 6,9+0,3 6,2+3,3 Tr
N&o identificado** 36.2 2 N.d. N.d. N.d. 42+0,2 25+0,2 N.d.
Né&o identificado** 41.6 3 N.d. N.d. N.d. 6,2+0,3 44+04 N.d.
N&o identificado** 435 4 N.d. N.d. N.d. 41+0,2 8,4+32 N.d.
Licopeno-isbmero* 45.0 5 N.d. N.d. N.d. Tr 21,0+£95 N.d.
Licopeno-isbmero* 45.6 6 N.d. N.d. N.d. Tr 2,6 +0,6 N.d.
licopeno® 52.0 7 N.d. N.d. N.d. 36,6 +1,7 55,2+59 0,69+12

Concentracdo expressa como (ug/g b.s). *Quantificados como equivalentes de licopeno. ** Quantificados como equivalentes de -caroteno. 8|dentidade confirmada com padréo

comercial. N.d. ndo detectado.
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5- CONCLUSAO

Em relagdo aos flavonoides identificados no fruto maduro, hé a predominéancia de
cianidina-3-glicosideo na variedade roxa e miricetina na vermelha. Na variedade roxa,
pode-se observar alteracdo no perfil de flavonoides quando comparados os estadios
verde e maduro, com decréscimo dos precursores intermediarios da sintese de
antocianinas.

J& com relacéo aos carotenoides identificados no fruto maduro, ha predominancia
de licopeno e seu isdmero nas trés variedades de pitanga.

Com isso, pode-se concluir que as trés variedades de pitanga sdo uma boa fonte

de flavonoides e carotenoides.
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7- ANEXOS
Anexo | — Informacdes para os Membros de Bancas Julgadoras de Mestrado/Doutorado.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pos-Graduacéo

Informagoes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fard uma apresentagao oral do seu trabalho, com duracao
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardo a argiicao oral. Cada examinador
dispora, no maximo, de trinta minutos para argiir o candidato, exclusivamente sobre
o tema do trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua
resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é
facultada a arglicdo na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessdo de defesa serd aberta ao publico.

4. Terminada a arglicao por tedos os membros da banca, a mesma se
reunira reservadamente e expressard na ata (relatdrio de defesa) a aprovagdo ou
reprovacao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na argiiicao.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissao
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado
na ata.

4.2 Serd considerado aprovado o aluno que obtiver aprovacdo por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Ddvidas poderdo ser esclarecidas junto & Secretaria de Pds-
Graduagdo: pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sao Paulo, 23 de maio de 2014.

Prof. Dr. Adalberto Pessoa Junior
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - Sdo Paulo - SP
Fone: (11) 3091 3621 - Fax (11) 3091 3141 — e-mail: pgfarma@usp.br
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Anexo Il — Ficha do aluno

20032017

Fanus - Sistema Administrative da Pds-Graduacio

by
it T

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9131 - 9045685/2 - Mariana Magalhdes Souto

Email: soutomarnana@usp.br

Data de Nascimento: 28121888

Cédula de ldentidade: RG-MG3-13.485411 - MG

Local de Mascimento: Estado de Minas Gerais

Nacionalidade: Brasileira

Graduagio: Bacharel em Quimica Industrial - Universidade Severino Sembra - Brasil - 2011
Curso: Mestrado

Programa: Ciencia dos Alimentos

Area: Bromatologia

Data de Matricula: 0202014

Inicio da Contagem de Prazo: 022014

Data Limite para o Deposito: 03/D4/2017

Crientador: Profia). Dria). Meuza Marike Aymoto Hassimotto - 02/10/2014 até o presente. Email:

aymoioiiilyahoo.com
Proficiéncia em Linguas: Inglés, Apravado em D2/1 /2014

Data de Aprovagio no Exame de

Qualificag3o: Aprovade em 01122015

Data do Depdsito do Trabalho:
Titule do Trabalho:

Data Maxima para Aprovagio da
Banca:

Data de Aprovagdo da Banca:

Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:
Resultado da Defesa:

Historico de Ocorréncias: Primeira Matricula em 02/1 02014

Aluno mafriculado no Regimento da Pas-Graduagdo USP (Resolugio n® 6542 em vigor a partir de 20/04/2013).
Uttima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 30/01/2017
Impresso em: 200032017 00:53:18

Janus - Sistema Administrative da Pés-Graduacio
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Fanus - Sistema Administrativo da Pos-Graduacdo

Universidade de S3o Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9131 - 9045685/2 - Mariana Magalhdes Souto

Nome da Disciplina ici Término Car.gi_l Cred. Freq. Conc. Exc. Situacdao
Horaria
FBASTA1- . . . L . } ,
2 Cluimica e Bieguimica de Alimentes 1 (1) 12092014 1810/2014 60 4 100 il M Concluida
BMF5872- Compostos Bioatives com Propriedades Antioxidantes e )
1M Antiinflamatorias (Instituto de Ciéncias Biomedicas - 032014 0112014 60 4 73 B M Concluida
Universidade de Sdo Paulo)
FEASTS Atualizacio em Ciéncias Farmacéuticas 201102014 26102014 30 2 10 A N Conclida
FRAST42- . ) . ) Turma
a2 Cluimica e Bieguimica de Alimentos 11 IMAn2014 041212014 60 0 - - M cancelada
EDMST91- Metodolegia do Ensine Superior (Faculdade de Educacdo - .
71 Universidade de Sao Paulo) 1W032015 2000472015 ] 4 83 A N Concluida
FB";ﬁ'B& Tépicos em Ciéncia dos Alimentos & Nutrigdo I 16032015 240052015 30 2 10 A N Conclida
FEA>200- Biomodelos Experimentais Apiicados na Avaliagio de Alimentos  28/042015  13/052015 30 2 100 A N Conclida
! - : ) Pre-
FBTS700- Preparo de Artigos Cientifices na Area de Tecnologia 08052015 007205 a0 0 B B N matricula
32 Bioquimico-Farmacéutica indeferida
TNMS201 Principios & Aplicacdes da Espectrometria de Massas (Instituto
"~ de Pesquisas Energéticas e Mucleares - Universidade de Sdo  25/02/2016  18/05/2016 120 8 30 A MW Concluida
Paulo)
Créditos minimos exigidos Créditos obtidos
Para exame de qualificacdo Para deposito da dissertacdo
Disciplinas: 0 25 26
Estagios:
Total: 0 25 26

Créditos Atribuidos a Dissertagao: 71
Observagoes:
1) Disciplina(s) cursada(s) isoladamente e aceita(s) pelo(a) orientador{a) do(a) candidato(a).

Conceito a partir de 02/01/1997:
A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T - Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Comissao julgadora da dissertacdo de mestrado:

Nome Vinculo Funcgdo

3626711 MNeuza Mariko Aymoto Hassimotto FCF-USP Fresidente

Uttima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 30/01/2017
Impresso em: 27/03/2017 14:52:31
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28/03/2017 Curriculo Lattes

g curriculs Lattes
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Mariana Magalh3es Souto
Endereco para acessar este CV:http: [ [ lattes.cnpq.br/ 2210242712014923

Ultima atualizacio do curriculo em 28/ 03/ 2017

Resumo informado pelo autor

Possui graduacao em Bacharelado em Quimica Industrial pela Universidade Severino Sombra (2011). Atualmente é pos graduanda da Universidade de Sao Paulo atuando
principalmente nos seguintes temas: ripening, pitanga e phenolic compounds. Tem experiéncia na drea de Quimica, com énfase em Anglise de Tragos e Quimica Ambiental e

experiénda em analises em HPLC.
(Texto informado pelo autor)

Dados pessoais
Nome Mariana Magalh&es Souto
Filiagdo Antnio Eustaquio Ferreira Souto e Silvana Magalhdes Soares Souto
Mascimento 291121988 - Governador Valadares/MG - Brasi

Carteira de 13485411 S5P - MG - 27/03/2001
Identidade

CPF 081.179.246-33

Formacao académica/titulacao

2014 Mﬁitado em Cnenc:las dos Alimentos
de Ci F ficas da USP, FCF, Brasil
Trl'ub Carachenzagao de Compostos Bioafives em frutos de Pitanga

Orientador: Neuza Mariko Aymoto Hassimotio
Boalsista do(a): Coordenagéo de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior

2008 -2011 Graduag o em Bacharelado OLlTuca Industrial.
Universidade Severino Sombra, USS, Vassouras, Brasil
Titulo: Caracterizagio Oulmlca de solu da iazenda Macuco (Andrade Pinto/RJ ): uma visdo critica
Orientador: Carlos Eduardo Cardoso

Formacao complementar

2013 -2014 Curso de curta duragio em Cromatografia de alta eficiéncia. (Carga horaria: 24h).
Senai Maric Amato, Al Brasi

2010 -2010 Extens&o universitaria em Producao de cerveja. (Carga horaria: 12h).
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, UFRR.J, Seropedica, Brasi

2009 -2009 Extens&o uni iaemG i de Resik e Estagdes de Tratamento. (Carga horaria: 8h).

Universidade Sevemo Snmbra USS, Vassouras, Brasi

2009 -2009 Extensdo universitaria em Uso do Excel para Quimicos. (Carga horaria: 4h).
Universidade Severino Sombra, USS, Vassouras, Brasi
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Atuacdo profissional

1. Universidade Severino Sombra - USS

Vinculo

institucional

2009 - 2009 Vinculo: Iniciagée Cientifica , Enquadramente funeienal: Aluno , Carga hordria: 20, Regime: Parcial

2009 - 2009 Vinculo: Monitoria , Enquadramento funcional: Monitor (voluntario) , Carga horaria: 8, Regime: Parcial
Outras i Ges:
Monitor da disciplina de Quimica Geral Il

2009 - 2009 Vinculo: Monitoria , Enquadramento funcional: Meniter (voluntaric) , Carga horaria: 8, Regime: Parcial
Outras informagdes:
Monitor da disciplina de Quimica Organica

2009 -2009 Vincuk: Monitoria , Enquadramento funcional: Monitor (voluntario) , Carga hordria: & Regime: Parcial
Outras informagdes:
Monitor da disciplina de Quimica Geral |

2008 - 2008 Vincuko: Aluno , Enquadramento funcienal: Menitor Voluntario , Carga horéria: 8, Regime: Parcial
Qutras | des:
Monitoria voluntaria na materia de quimica geral |

Atividades
04/2010 -02/2011 Estégio, Colégio Anglo Americano
Estagio

hitps //wwws.cnpq.bricviattesweb/pkg_impcv.trata

Técnica do Laboratdrio de Giéncias
02/2010 -08/2010 Estagio, Novarts

Estagio:
Estagio 7 na drea de ¢do de mefodo e pr e e outros estagidrios e andlses
nas drea de Qualficagdo
2. Universidade de Sdo Paulo - USP
Vinculo
institucional
2014 - Atual Vinculo: Bolsista | E ional: Pis G . Carga horaria: 40, Regime: Dedicag &0
exclusiva
Atividades

06/2015 - Atual Graduagio, Nutrigiio

Disciplinas ministradas:
Bromatologia Basica

Areas de atuacio

1. Andlise de Tragos e Quimica Ambiental

Producdo

Produgéo bibliogréfica

-

Artigos pl publicados em perié

1. SOUTO, M.M; CARDOSO, C.E N
CARACTERIZACAO QUIMICA DE SOLO DA FAZENDA MACUCO (ANDRADE FINTO/R.J): UMA VISAD
CRITICA. Revista Eletrénica Teccen. , v4, p.49 - 62, 2011

Pagina gerada pelo sistema Curriculo Lattes em 28/03/2017 as 08:37:02.
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Anexo 1V — Espectros de massas da variedade roxa nos estadios verde e maduro

Modo positivo
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Anexo V — Espectros de massas da variedade vermelha nos estadios verde e maduro
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P13 E1A 1-6 01 2551.d:-MS2(317.00), 29.4min #3294
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P13_E1A_1-6_01_2551.d:-MS2(614.91), 29.4min #3295
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Pico 16
Intens. P13_E1A 1-6_01_2551.d:-M5; 33.1min #3700
[%] 598.97
x10° ] ¢
2 1- 1-
i 495.46 545.21
68.99 | [
o8] ; N P13_E1A_1-6_01_2551.d:-MS2(598.97), 33.1min #3701
x105 7
1.0 300.83
0.5
0.0- — T T T T LA —7r1r r r r r r1 r Tt T 7 ’I L B L |
100 200 300 400 500 600 mz
Pico 17
Intens. | 1- P13_E1A_1-6_01_2551.d:-MS, 35.7min #3991
[%] 300.99
5‘ L 2
x10° 4
24 1- 1-
"|68.97 368.89 41486 60%.33
8] P13_E1A_1-6_01_2551.d:-MS2(300.99), 35.7min #3992
x1097 300.83
i L 2
2 -
0 L T T L T T T L T L T L T T L T L T
100 200 300 400 500 600 m'z



