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RESUMO

A Mata Atlantica € um dos 25 ecossistemas biologicamente mais ricos e ameacados
do mundo. Este ecossistema é rico em frutos exéticos que possuem cor, sabor e
aroma atrativos para a industria de alimentos. O objetivo deste trabalho foi caracterizar
0s compostos bioativos e a atividade antioxidante durante os estadios de
amadurecimento e o perfil aromatico apés o amadurecimento dos frutos de araca
amarelo e vermelho (Psidium cattleianum Sabine), butia (Butia eriospatha (Martius)
Beccari), gabiroba (Campomanesia xanthocarpa O. Berg.), uvaia (Eugenia pyriformis
Cambess). Com os resultados obtidos foi possivel perceber que todas as polpas de
frutos nativos da Floresta Atlantica apresentaram alto teor de compostos fendlicos
(2000 - 7000 mg GAE.100 g') exceto para a polpa de butia, em todas polpas de frutos
o teor de compostos fendlicos totais foi reduzindo progressivamente durante o
amadurecimento (do estadio verde para o estddio maduro). Quanto aos compostos
bioativos analisados, todas as polpas dos frutos apresentaram diminui¢do do teor de
clorofila total ao longo do amadurecimento. A polpa de frutos de gabiroba apresentou
o0 maior teor de carotenoides totais e de atividade antioxidante pelos métodos de
DPPH e ABTS dentre os frutos analisados. A polpa de frutos de aracd vermelho
destacou-se pelo aumento de 12 vezes no contetdo de antocianinas totais durante o
amadurecimento. Quanto ao perfil aromatico, o aroma dos frutos de araca foi o
resultado da interacdo de 23 compostos odorantes entre as 2 variedades, sendo os
compostos predominantes os aldeidos e cetonas, entre os quais (Z)-3-hexenal como
0 mais intenso no aroma (84 e 82 % de FM para polpa de frutos de araca amarelo e
aracad vermelho, respectivamente). Monoterpenos oxigenados e 1,8-cineol foram
detectados em ambas as variedades de araca e ainda, linalol em araca vermelho
mostraram-se importantes na composi¢cdo do aroma percebido destes frutos. Foram
encontrados, 24, 16 e 16 compostos no aroma da polpa dos frutos de butia, gabiroba
e uvaia, respectivamente. Grande parte dos compostos encontrados para o aroma da
polpa de frutos de butia foram ésteres, inclusive o composto encontrado com maior
intensidade com FM de 84%, identificado como hexanoato de etila. No aroma de frutos
de gabiroba, o acetato de 3-mercaptoexila foi encontrado como odorante com maior
intensidade (93% FM). No aroma da polpa de frutos de uvaia o composto de maior
intensidade foi o furaneol (88% FM), seguido pela (2)-1,5-octen-3-ona (82% FM). No
geral, as polpas de frutos apresentaram alta atividade antioxidante e quantidade de
compostos de interesse para a saude humana, demonstrando o seu grande potencial
para enriqguecimento da dieta humana com compostos benéficos para a saude. Os
compostos de aroma da polpa de frutos de butia e gabiroba ndo haviam sido
estudados, além disso este trabalho possibilitou adicionar informacgfes sobre o aroma
de frutos de aracd amarelo, vermelho e uvaia. Os resultados obtidos para o aroma,
compostos bioativos e atividade antioxidante dos frutos nativos da Floresta Atlantica
poderdo contribuir para uma maior utilizagdo desses frutos pela industria de alimentos
e consequentemente, para a conservacgao da biodiversidade na Mata Atlantica.

Palavras-Chave: compostos bioativos, atividade antioxidante, compostos de aroma,

olfatometria.



ABSTRACT

The Atlantic Forest is one of 25 ecosystem richest and most threatened in the world.
This ecosystem is rich in exotic fruits that have color, flavor and attractive aroma for
the food industry. The aim of this work was to characterize the bioactive compounds
and antioxidant activity during the stages of ripening and the aromatic profile after
ripening of the lemon and strawberry guava (Psidium cattleianum Sabine), butia (Butia
eriospatha (Martius) Beccari), gabiroba (Campomanesia xanthocarpa O. Berg.) e
uvaia (Eugenia pyriformis Cambess). All the native fruits to the Atlantic Forest showed
high phenolic content (2000 - 7000 GAE.100 mg g-1) and except to butia fruits the
phenolic content was progressive reduced during the ripening process (unripening
fruits to ripening fruits). The total chlorophyll content decreased throughout the ripening
of the all native fruits studied in this work. The gabiroba fruits showed the highest
content of total carotenoids and higher antioxidant activity by DPPH and ABTS
methods among the analyzed fruits. The strawberry guava fruits showed an increase
of 12 times in the total anthocyanins content during the ripening process. The aroma
profile of lemon and strawberry guavas is due to the result of interaction of
approximately 23 odorant compounds among two variets, dominated by the presence
of aldehydes and ketones and the (Z)-3-hexenal is more important odorant (84 and 82
% MF to lemon and strawberries guavas, respectively). Monoterpenes oxygen and 1,8-
cineol were detected in both varieties of guavas and, linalool in strawberry guava
proved important in aroma composition perceived these fruits. For the butia fruit were
found 24 compounds in the aroma profile, while the gabiroba and uvaia fruits presented
the same amount of compounds (16 adorous compounds in each fruit). The class of
compounds found more frequently for fruit pulp of butia was ester and the compound
with higher intensity was ethyl hexanoate (84 % MF). In gabiroba fruits the more
intensity of aroma compound were the 3-mercaptohexyl acetate (93 % MF). For the
uvaia fruit the furaneol was the compound with higher intensity (88 % MF), followed by
(2)-1.5-octen-3-one (82 % MF). In general, the fruits presented high antioxidant activity
and high quantity of bioactive compounds of interest in human health. Compounds of
aroma butia pulp and gabiroba pulp were not studied and this work added information
about the aroma of two variets of guavas pulps (lemon and strawberry) and uvaia. The
results obtained for the aroma, bioactive compounds and antioxidant activity of fruits
native to the Atlantic Forest could contribute to the increased consume of these fruits
by the food industry and also for biodiversity conservation in the Atlantic Forest.

Key-words: bioactive compounds, antioxidant activity, aroma compounds,

olfactometry.
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1 INTRODUCAO GERAL

Existe uma busca por fontes de alimentos especialmente palataveis e com
propriedades benéficas para a saude humana. Consumidores conscientes da
necessidade de cuidados com a saude e dirigentes da indUstria de alimentos tem se
engajado em uma busca intensa pela identificacao de frutos exéticos que produzam
guantidades significativas de compostos conhecidos por promover a saude humana e
gue constituam novas fontes de ingredientes alimenticios.

A Floresta Atlantica apresenta 7,5% da sua &rea original no pais e € uma
formacdao florestal bem heterogénea que, com a sua diversidade fez com que este
ecossistema fosse considerado como um “hotspot” pela “Conservation internacional’.
A area remanescente divide-se em varios fragmentos, sendo que os de maior area
ocorrem nos relevos de mais dificil acesso nas serras costeiras do Sudeste e Sul do
Brasil, que ndo sdo agricultaveis e por consequéncia permaneceram preservados.
Nestas areas € possivel encontrar uma abundancia de frutos que sdo consumidos,
tipicamente em pequena escala, pela populacdo local. Na maioria dos casos estes
frutos apresentam cor, sabor e principalmente aromas atrativos e, em alguns casos,
sdo apontados por estudos etnobotanicos como frutos com propriedades
nutracéuticas (www.biodiversityhotspots.org; MYERS et al., 2000; SCUDELLER et al.,
2001).

Sabe-se que muitos frutos exoticos apresentam compostos conhecidos pela
sua atividade antioxidante que ajudam a prevenir doencas (BATTINO et al., 2009; FU
etal., 2011; RIBOLI; NORAT, 2003). Dentre eles, estdo os compostos fendélicos, como
os flavonoides e as antocianinas, e os carotenoides. Estudos recentes mostraram que
compostos fendlicos das mais diversas fontes reduzem os niveis de peroxidacédo
lipidica em tecidos como o do figado, intestinos, rins e cérebro; demonstraram
capacidade de aumentar a atividade antioxidante enzimatica e ainda, estédo
associados a prevencdo de doencas degenerativas, sobretudo cardiovasculares e
canceres (KASDALLAH-GRISSA et al., 2007; MANACH et al., 2004). Os carotenoides
sdo compostos que desempenham um importante papel na redugcdo do risco de
cancer, catarata, arteriosclerose e no processo de envelhecimento (SCHOEFS, 2002).
Ainda, alguns carotenoides podem ser precursores de vitamina A (TIAN et al., 2007).
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Desta forma, a identificacdo e a quantificacdo de compostos nutracéuticos possibilita
a caracterizacdo da funcionalidade dos frutos estudados e a divulgacdo destas
propriedades contribui para o aumento do consumo destes frutos e o desenvolvimento
de novos produtos pela industria de alimentos (NETZEL et al., 2007). O processo de
amadurecimento de frutos é responsavel por inimeras transformacdes na composi¢ao
quimica que podem ser facilmente identificadas pelas evidentes mudancas na
coloracao, textura, sabor e aroma (GOUVEIA et al., 2003). Pela grande variedade de
frutos existentes na Floresta Atlantica, pouco se sabe sobre as variagcdes nos
compostos bioativos destas frutas. O objetivo do Capitulo 1 foi caracterizar os
diferentes estadios de amadurecimento quanto a cor do epicarpo e a atividade
antioxidante in vitro quantificada pelos métodos de ABTS (&cido 2, 2—azino-bis (3
etilbenzotiazolin—6—sulfénico) e DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e a sua correlacdo
com o0s compostos fendlicos totais, antocianinas, flavonoides, carotenoides, clorofila
da polpa dos frutos de aracd amarelo, araca vermelho, butia, gabiroba e uvaia.

Além da grande diversidade de frutos exdéticos existente nas areas da Floresta
Atlantica, estes frutos muitas vezes consumidos pela populagéo local, possuem aroma
atraente para os consumidores (LASEKAN; ABBAS, 2012). Esta percepcdo do aroma
pelo consumidor é definida como a resposta aos compostos volateis ativos que entram
pelas narinas e a percepcéo de aroma € o resultado da sensac¢ao percebida a partir
de produtos volateis que entram pela boca e pelo sistema respiratério (van RUTH,
2001). Pesquisas relacionadas a caracterizacdo de aromas em alimentos sé&o
importantes por que a partir delas € possivel determinar, dentre os compostos volateis
que os frutos contém, aqueles que realmente sdo importantes para a percep¢cdo do
aroma dos frutos e qual a sua contribuicdo nesta percepcéo. Por sua vez, o objetivo
do Capitulo 2 foi utilizar a cromatografia a gas-olfatometria (CG-O) e a cromatografia
bidimensional aliada ao espectrometro de massas (CG-O-CG-O-EM) para caracterizar
0s compostos precursores do aroma dos frutos nativos da Mata Atlantica. Os
resultados deste capitulo foram divididos em duas partes. Na primeira parte foram
apresentados os resultados obtidos da comparacéo do aroma da polpa de frutos de
duas variedades de aracgé obtidos utilizando CG-O e andlise sensorial descritiva. Na
segunda parte foram apresentados os resultados obtidos da comparacdo dos
compostos ativos no perfil aromatico dos frutos de butia, gabiroba e uvaia utilizando
CG-O.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o perfil nutracéutico e aromatico de frutos de araga amarelo e

vermelho, butia, gabiroba e uvaia nativos da Floresta Atlantica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar e separar os frutos de araca amarelo, araca vermelho, butid,
gabiroba e uvaia por medida instrumental da cor do epicarpo em diferentes estadios
de amadurecimento;

- Caracterizar a polpa dos frutos quanto ao teor de compostos fendlicos totais,
flavonoides totais, antocianinas totais, clorofila total e carotenoides totais durante os
estadios de amadurecimento;

- Determinar a atividade antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS nos
diferentes estadios de amadurecimento da polpa dos frutos nativos e correlacionar
com os teores de compostos bioativos;

- Caracterizar os compostos odoriferos da polpa de frutos de araca amarelo,
araca vermelho, butia, gabiroba e uvaia utilizando cromatografia a gas-olfatometria
(CG-0);

- Comparar o perfil de compostos odoriferos das variedades de aracd amarelo
e vermelho utilizando cromatografia a gas-olfatometria (CG-O) e analise sensorial
descritiva,

- Comparar o perfil de compostos odoriferos dos frutos de butia, gabiroba e

uvaia utilizando cromatografia a gas-olfatometria (CG-O).
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1 FLORESTA ATLANTICA BRASILEIRA

A Floresta Atlantica, estabelecida na costa atlantica brasileira, originalmente
se estendia do norte do estado do Rio Grande do Norte ao sul do Rio Grande do Sul
representando 1.227.600 km? de é&rea total. Todavia, atualmente restam somente
7,5% da area original, que correspondem a 91.930 km2 (MYERS et al., 2000). A
Floresta Atlantica € uma formacao florestal bem heterogénea, formada por diferentes
fisionomias, com alta diversidade floristica e riqueza de espécies. A area
remanescente, normalmente fragmentos ndo agricultaveis, ocorre nos relevos de mais
dificil acesso nas serras costeiras do Sudeste e Sul do Brasil. A devastacdo da
Floresta Atlantica se iniciou com a exploracdo do pau-brasil (ap6s a descoberta do
Brasil), seguida pelos ciclos da cana-de-acucar, café e cacau, pela pecuaria extensiva,
exploracdo de madeira e carvdo vegetal e pela expansdo urbana. Por isso €&
caracterizada como um hotspots de conservacgao internacional
(www.biodiversityhotspots.org; SCUDELLER; MARTINS; SHEPHERD, 2001).

Na Floresta Atlantica remanescente € possivel encontrar uma abundancia de
frutos que sdo consumidos, tipicamente em pequena escala, pela populagéo local. Na
maioria dos casos, estes frutos apresentam cor, sabor e aroma caracteristicos e
atrativos e, em alguns casos, sao apontados por estudos etnobotanicos como frutos
com propriedades nutracéuticas. Uma estratégia que tem sido utilizada para a
conservacgao de ecossistemas ameacados que € a identificacdo de frutos que podem
ser usados de maneira sustentavel. Assim, a identificacdo e utilizacdo de fruteiras
nativas encontradas em ecossistemas naturais ameacados possibilita a melhoria de
qualidade de vida da populacéo local, em funcdo do aumento do consumo destes
alimentos, contribuindo com a renda dos habitantes em funcédo da comercializacao
dos mesmos (SCUDELLER; MARTINS; SHEPHERD, 2001).

2 PROSPECCAO BIBLIOGRAFICA DE ESPECIES FRUTIFERAS DA FLORESTA
ATLANTICA UTILIZADAS NESTE TRABALHO
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A familia Myrtaceae possui cerca de 140 géneros, mais de 3000 espécies e
o0s seus dois centros de dispersdo sdo Australia, sudeste da Asia, América tropical e
temperada. Dentre espécies dessa familia, 0s mais populares como frutos comestiveis
no Brasil sdo araca, jabuticaba, cabeludinha, gabiroba e cambuci, entre outras (JOLY,
1993).

Dentre os géneros encontrados no Brasil estdo Eugenia, Campomanesia,
Psidium e Myrciaria (CHAVES et al., 2009; DONADIO, 1997).

2.1 ARACA

A arvore de Psidium cattleianum Sabine popularmente conhecida como araca
possui de 1 a 10 metros de altura, alta capacidade de frutificacdo e boa resisténcia a
doencas e pragas (exceto a mosca dos frutos) (SOUSA; SOBRAL, 2007).

As folhas de Psidium cattleianum Sabine s&o usadas na medicina popular
para alivio de dores de dente, de barriga, da garganta ou abdominal (VENDRUSCOLO
et al., 2005; VENDRUSCOLO; MENTZ, 2006). Estudos recentes apresentaram que o
extrato de folhas de Psidium cattleianum Sabine reduz a mestatase em células
cancerigenas do pulmdo (IM et al, 2012), possui atividade antimicrobiana
(BRIGHENTI et al., 2008; COELHO DE SOUZA et al., 2004; DESOTI et al., 2001;
GAETTI-JARDIM et al., 2011), combate a caries em ratos (MENEZES et al., 2010) e
atua como analgésico (ALVARENGA et al., 2013).

Os frutos do aracazeiro sdo ovais ou oblongos, que pesam menos de 20
gramas, sao suculentos, de sabor semelhante a goiaba, conhecidos por apresentarem
de quatro a sete vezes mais acido ascérbico quando comparados a frutos citricos e
sao muito apreciados pelo homem e pela avifauna (RASEIRA; RASEIRA, 1994). P.
cattleianum é uma espécie que apresenta grupos de plantas com frutos de coloracao
amarela (denominados de morfotipo amarelo) e frutos de coloragcao vermelha
(denominados de morfotipo vermelho). Estes frutos sdo popularmente conhecidos
como araga amarelo e araga vermelho (SOUSA; SOBRAL, 2007) e desta forma seréo
tratados neste trabalho.
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O araca vermelho apresenta alta perecibilidade, sendo necessario realizar a
imediata refrigeracao, visando reduzir as taxas respiratérias e preservar a qualidade
pés-colheita dos frutos (DREHMER; AMARANTE, 2008). A aplicagdo do fruto como
matéria-prima para elaboracao de alimentos caseiros como doces, compotas, sucos
e geléias ja foi estudada (SANDOVAL; GARZON, 2009; SANTOS et al., 2007; WILLE
et al., 2004).

Segundo Andrade et al. (2012) os frutos de araca apresentam em 100 g de
polpa, 85,60 g de umidade, 0,75 g de cinzas, 0,96 g de proteinas, 7,77 g de fibra
alimentar e 4,91 g de carboidratos e o teor de lipideos foi inferior ao que € possivel
detectar pela metodologia utilizada.

Nora et al. (2014a) avaliaram o efeito protetor e o potencial antioxidante araca
vermelho (Psidium cattleyanum Sabine), na reducdo dos efeitos da
hipercolesterolemia induzida pela cisplatina em ratos Wistar machos. Os animais
tratados com a cisplatina (indutor) apresentaram elevada taxa de glicose, altos niveis
de colesterol LDL, colesterol LDL oxidado e colesterol total. Nos animais onde foram
administrados os frutos de araca, os niveis de gordura no figado melhoraram com a
suplementacao pelos frutos e ndo houve diferencas nas substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) e niveis de creatina, uréia e colesterol HDL e, também, no peso
dos érgaos analisados, indicando que a dose utilizada ndo foi capaz de afetar tais

marcadores.

2.2 BUTIA

Os frutos de Butia eriospatha (Martius) Beccari sdo popularmente conhecidos
como butid ou butia-da-serra. S&o plantas solitarias, de caule subterraneo, curto e
grosso, moderadamente altas. As folhas geralmente arqueadas, com peciolo e bainha
indistintos. As inflorescéncias séo interfoliares, ramificadas com bractea peduncular e
geralmente lisa ou estriada superficialmente, flores dispostas sobre a parte inferior das
raquilas em grupos de trés, sendo a central feminina e as laterais masculinas
(LORENZI et al., 2004).
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O fruto do butiazeiro € uma drupa comestivel, globoso, possuindo mesocarpo
carnoso e fibroso e endocarpo duro e denso e amarelo, doce-acidulado, além de
conter de uma a trés sementes oleaginosas com didmetro médio de 1,7 a 1,9 cm
(REITZ et al., 1974). S&do comumente utilizados na producao de sobremesas, sucos,
vinhos e licores (DAL MAGRO et al., 2006). A maturacao dos frutos geralmente ocorre
de novembro a maio, com 0 seu pico no verdo, no més de fevereiro (ROSA;
CASTELLANI; REIS, 1998).

A alta perecibilidade dos frutos de butia € caracterizada pelas elevadas taxas
respiratorias, sendo necessario o imediato resfriamento a 0°C de frutos colhidos no
estadio de maturacao verde-amarelo, visando preservar a sua qualidade p6s-colheita
(AMARANTE; MEGGUER, 2006).

Sganzerla (2010) analisando os parametros biométricos de frutos de Butia
capitata e Butia eriosphata encontraram diametros de 30,71 e 26, 51 mm e
comprimento de 22, 66 e 21,54 mm. Assim, os frutos apresentam a forma achatada ja
gue o diametro € maior que o comprimento. Quanto ao rendimento os frutos de Butia
eriosphata apresentaram rendimento de 60,27, 18, 33 e 5,06% para polpa, carogo e
améndoa, respectivamente.

Segundo Franco (1999), a composicao proximal dos frutos de butid apresenta
em 100 g de polpa 11,4 g de glicideos, 1,8 g de proteinas, 1,5 g de lipidios e 33 mg
de vitamina C. Sganzerla (2010) encontrou valores de 9 °Brix para sélidos soluveis,
2,36 para pH a 20 °C, 1,88 % para acidez em acido citrico, 4,55 % de glicose para
acucares totais e 2,22% de glicose para acucares redutores em polpa de frutos de
butia (B. eriosphata) coletada na cidade de Pelotas (Rio Grande do Sul, Brasil).

Dal Magro et al. (2006) comparando polpa de frutos de butia (Butia eriosphata)
em amostras do Parand e Santa Catarina encontraram: 70,44 e 17,61 mg de vitamina
C em 100 gramas de amostra; 14,33 e 12,18 mg de &cido citrico por 100 gramas de
amostra; 15,80 e 13,22 % de solidos totais; e 84,21 e 86,78 % de umidade.

No estado do Rio Grade do Sul, Butia capitata e Butia eriosphata, integram a
lista de espécies ameacadas de extingdo, segundo o Decreto Estadual n°. 42.099
publicado em 01/01/2003 (SEMA, 2015). A concentragdo destas palmeiras esta muito
reduzida devido ao avanco de atividades agricolas no territorio gaucho, como do arroz

irrigado e da pecuaria.
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2.3 GABIROBA

A guabiroba (Campomanesia xanthocarpa O. Berg.) também é conhecida
popularmente como guavirova, guabiroba-milda e guabirobeira-do-mato. A espécie
se apresenta como arbusto, arvoreta ou arvore de 10 a 20 m de altura e até 60 cm de
diametro e os ramos jovens sdo glabros. As folhas sdo verdes e opostas, simples,
membranaceas, ovalado-oblongas, medindo de 4-10 cm de comprimento por 3-4,5 cm
de largura (CORREA, 1974; LEGRAND, 1957). Suas flores sdo indicadas como
meliferas e sua madeira € usada na producao de instrumentos musicais e agricolas,
lenha, carvéo, cerca e tabuado (VALLILO et al., 2008).

As folhas, na forma de infusé@o, sdo porpularmente utilizadas no tratamento de
Ulcera ou outros problemas no estdbmago e também em febre. Extrato hidroalcolico
das folhas de Campomanesia xanthocarpa O. Berg. mostrou efeito preventivo contra
ulcera gastrica sem efeito toxicos em ratos (MARKMAN et al., 2004). O tratamento em
grupos de pacientes hipercolesterolémicos mostrou reducédo no nivel de colesterol
total e de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (KLAFKE et al., 2010).

Os frutos da gabirobeira sdo arredondados, de cor verde quando jovens e
amarelos e adocicados quando maduros. Os frutos possuem grande potencial
econdmico, seja como alimento in natura ou na preparacéo de sucos, doces, sorvetes
e licores caseiros (SANTOS et al.,, 2013a; SANTOS et al., 2013b). Os frutos de
gabiroba possuem rapido amadurecimento apdés a colheita e esta é uma das
dificuldades encontradas na exploragdo comercial dos frutos in natura pela rapida
perda de qualidade (VALLILO et al., 2008).

Frutos de gabiroba apresentaram as caracteristicas de composi¢édo proximal
em 100 g de polpa: 0,5 g de cinzas, 1,9 g de lipideos, 8,9 g de carboidratos, 1,1 de
proteinas, 2,3 g de fibra alimentar, totalizando um valor calérico de 57,3 kcal (VALLILO
et al., 2008). Santos et al. (2013) apresentaram teor de 313,21 mg.100g* em &acido
ascorbico em frutos de gabiroba completamente maduros.

A literatura relata densidade aparente de 0,97 a 1,01 g cm™, pH de 3,26 a
3,77, acidez titulavel de 1,92 a 1,45 mg 1009, sélidos sollveis de 8,30 a 13,50 °Brix,

rendimento de polpa de 40,49 a 58,32 % para frutos de gabiroba variando do estadio
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verde para o estadio maduro. Santos et al. (2009) encontraram em frutos de gabiroba
7,88% de agucares totais, sais minerais (ferro 3,52, calcio 28,45; fésforo 25,3; potassio
1,53 mg 100g™?).

2.4 UVAIA

Uvaia (Eugenia pyriformis Cambess.) é uma espécie arbdrea de 6 a 13 metros
de altura, de tronco castanho e ereto, nativa da regido Sul do Brasil (LORENZI et al.,
2006; MATTOS, 1954), encontrada de S&o Paulo até o Rio Grande do Sul. A
dificuldade de reproducdo de mudas desta espécie se da basicamente pela caréncia
de sementes por frutos (contendo de uma a trés sementes que apresentam tegumento
de coloracdo castanha) e pela baixa longevidade das sementes (MATTOS, 1954;
SILVA et al., 2003). Possui copa alongada, flores brancas e solitarias e frutos grandes
de cor amarelo alaranjada, formando um conjunto muito atraente (REITZ, 1974).
Floresce de agosto a setembro, com inicio da maturacdo dos frutos em setembro,
prolongando-se a novembro. Os frutos sdo comestiveis e sdo constituidos de drupas
globosas e carnosas (SCALON; SCALON FILHO; RIGONI, 2004).

Os frutos da uvaia sdo consumidos in natura ou usados para a producao de
sucos, geleias e doce em pasta (SCALON; DELL’OLIO; FORNASIERI, 2004). Ainda,
o vinagre produzido a partir de frutos de uvaia apresenta sabor especial, associado a
presenca dos acidos tartarico e malico, além do acético, gerado pela fermentacao
(ANDERSEN; ANDERSEN, 1989).

Stieven, Moreira e Silva (2009) estudaram a viabilidade da extracdo de 6leo
essencial de casca, semente e casca com semente. Além de rendimento satisfatorio,
0s Oleos essenciais mostraram agcao bacteriostatica em todas as cepas testadas
(Scherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosas e Enterococcus
faecalis).

De acordo com a Tabela de Composigao de Alimentos (USP, 1998) em 100 g
de polpa dos frutos sem caro¢o sédo encontrados: 85,53 g de umidade, 1,56 g de
proteinas, 2,04 g de lipideos totais, 10,43 g de carboidratos, 0,44 g de cinzas e 2,04 g

de fibras alimentar total.
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Quanto ao conteudo de acido ascorbico da polpa de uvaia, Stieven et al. (2007)
obtiveram 1,69 mg de acido ascorbico em 100 mL de polpa congelada pelo método
de iodeto de potassio e 3,99 mg de acido ascérbico em 100 mL de polpa congelada
pelo método de Tillmans. Estela et al. (2008) encontraram teor de acido ascoérbico de
29,46 a 40,15 mg 100g* entre os estadios de maturagdo dos frutos de uvaia. Estes
valores coincidiram com o que foi encontrado por Quindia e Ferreira (2007) para suco
de frutos de uvaia (48 mg).

Silva et al. (2008) encontraram teor de sélidos soltveis de 9 °Brix, pH de 2,57
e densidade de 1,029 g mL! em frutos de uvaia obtidos no municipio de Goianapolis,
GO. Este conteudo de sélidos soluveis foi coincidente ao encontrado por Estela et al.
(2008) entre os seis estadios de maturagéo de frutos de uvaia da cidade de Vieirpolis,
PB (6,1 a 9,5 °Brix). Ainda, estes autores encontraram acidez titulavel média de 2,19%
e pH médio de 5,63.

3 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Atualmente, a demanda dos consumidores por produtos que sejam saborosos,
visualmente atrativos e que contribuam com a saude e o bem estar tem aumentado.
Neste contexto, o profissional da area de alimentos e a industria de alimentos tém
papel cada vez mais influente sobre a dieta e estilo de vida da populagédo (SAAD;
CRUZ; FARIA, 2011).

O termo funcional foi promovido pela primeira vez no Japao, na década de 80,
por cientistas que estudaram a relacéo entre nutricao, satisfacdo sensorial, fortificacao
e modulacio de sistemas fisiologicos (SIRO et al., 2008). Internacionalmente,
alimento funcional € definido como “qualquer alimento ou ingrediente que possa
proporcionar um beneficio a saude, além dos nutrientes tradicionais que eles contém”
(HASLER, 1998). Semelhante a isso, a Resolu¢do n° 19 de 30 de abril de 1999 da
Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 1999) define que a alegacéo de
propriedade funcional de um alimento é aquela relativa ao papel metabdlico ou
fisiologico que o nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento, desenvolvimento,

manutenc¢ao e outras fundes normais do organismo humano. Em qualquer caso, na
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alegacdo de propriedade funcional, a legislacdo prevé que € necessaria a
comprovacéo cientifica e ndo sédo permitidas alegacdes que facam referencia a cura
ou a prevencao de doencas.

Entre os alimentos funcionais, algumas definicbes se confundem, como a
definicdo nutracéuticos que de acordo com a literatura € um alimento ou parte de um
alimento que proporciona beneficios médicos e de saude, incluindo a prevencgéo e/ou
tratamento da doenca (ROBERFROID, 2002).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) nao reconhece
o termo nutracéutico. No entanto, a Resolucdo RDC n° 2, de 2002, define substancia
bioativa, a definicdo oficial mais equiparavel a nutracéuticos. Essa € definida como
nutriente ou ndo nutriente com acdo metabdlica ou fisiolégica especifica no
organismo, devendo estar presente em fontes alimentares, seja de origem natural ou
sintética, sem finalidade medicamentosa ou terapéutica (BRASIL, 2002).

Atualmente, baixa quantidade de informacgfes estao disponiveis na literatura,
principalmente no que diz a respeito de frutos nativos das floras brasileiras. Assim, o
conhecimento da presenca de compostos que possuam alegacdo de propriedades
benéficas (como compostos da classe dos carotenoides, flavonoides, etc) presentes
nestes frutos, pode conscientizar a populacdo da importancia da inclusédo destes
novos produtos de origem vegetal a dieta humana.

4 COMPOSTOS BIOATIVOS

Os alimentos de origem vegetal apresentam compostos fitoquimicos com acao
metabdlica ou fisiolégica especifica. Estas substancias podem exercer seus efeitos
agindo como antioxidantes, ativando enzimas de detoxificacdo hepatica, bloqueando
a atividade de toxinas virais ou bacterianas, inibindo a a¢ao do colesterol, diminuindo
a agregacdo plaquetaria, ou destruindo bactérias gastrintestinais nocivas
(PENNINGTON, 2002).

De acordo com Halliwell (1996), os efeitos defensivos de antioxidantes naturais
em frutos e vegetais estdo relacionados a trés grandes grupos: acido ascorbico,

fenélicos como antioxidantes hidrofilicos e carotenoides como antioxidantes lipofilicos.
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4.1 COMPOSTOS FENOLICOS

O metabolismo secundario de plantas e fungos produz compostos fendlicos,
gue possuem alto poder antioxidante e capacidade de quelar metais e inibir a
lipoxigenase e os radicais livres (DECKER, 1997). Estes compostos estédo largamente
distribuidos no reino vegetal, fazendo parte da dieta de forma significativa, por meio
dos frutos e hortalicas, influenciando fortemente em sua qualidade sensorial e
nutricional (SCALZO et al., 2005). Do ponto de vista quimico, apresentam em sua
estrutura anéis aromaticos associados a grupamentos hidroxilas, em diferentes
posicbes (CHEYNIER, 2005). A maioria dos compostos fendlicos € encontrado na
natureza combinado com ésteres ou de heterosideos, e ndo na forma livre e
representam a maior categoria de agentes fitoquimicos distribuidos no reino vegetal
(SIMOES et al., 2000). Estes compostos sdo derivados das vias do acido chiquimico
e acetato (HELDT; HELDT, 2005).

Os polifendis, ou arilpropanoides, constituem uma classe de metabdlitos
secundarios das plantas representados por mais de 8 mil compostos diferentes
(MARTINEZ-VALVERDE; PERIAGO; ROS, 2000). Eles séo responsaveis pela maioria
dos compostos sensoriais caracteristicos de plantas (alimentos e bebidas) e podem
contribuir com efeitos benéficos na saide humana (CHEYNIER, 2005).

Segundo Reynerston et al. (2008), os frutos séo fontes alimentares ricos em
compostos fendlicos e apresentam variacfes dessas substancias em funcdo de
diversos fatores que podem ser intrinsecos, como o tipo de cultivar, a variedade, o
estadio de maturacgao do fruto e de extrinsecos, como as condi¢cfes edafoclimaticas e
regido geografica. Ainda, os compostos fendélicos séo os antioxidantes naturais mais
ingeridos na dieta de humanos, podendo atingir niveis em torno de 1 g/dia nas
populac6es de regides tropicais e subtropicais, sendo este valor altamente variavel e
dependente da dieta (HALLIWELL; RAFTER; JENNER, 2005).

Os compostos fendlicos possuem a funcdo antioxidante e para isso as
moléculas precisam apresentar pelo menos uma das trés propriedades: supressao da

formacao de radicais livres (por quelacdo de metais ou por inibicdo de enzimas
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geradoras de radicais livres), eliminacdo ou desativacdo de radicais livres, com
formacao de um produto estével, ou participacdo em processos de reparo de danos
oxidativos (RIBEIRO et al., 2005). Normalmente, os compostos fendlicos atuam como
sequestradores de radicais livres e ions metalicos causando modificacdes no estado
redox da célula e desencadeando um conjunto de rea¢cBes dose-dependentes
(MANACH et al., 2004).

Diversos estudos sugerem uma associagdo entre acao antioxidativa dos
compostos fendlicos contidos nos alimentos e a prevencao de doencas degenerativas,
sobretudo cardiovasculares e canceres (MANACH et al., 2004). Estudos recentes
mostram que compostos fendlicos das mais diversas fontes reduzem os niveis de
peroxidacgéo lipidica em tecidos como o do figado, intestinos, rins e cérebro, além de
também demonstrarem capacidade de aumentar a atividade antioxidante
(KASDALLAH-GRISSA et al., 2007).

Abundéancia de compostos fendlicos sdo positivamente correlacionados com
os efeitos de atividade antimicrobiana, atividade antioxidante e antiproliferativas em
células humanas cancerigenas do cerebrais e do colon, como relatado por Medina et
al. (2011) para a polpa de quatro gendtipos de araca amarelo e duas gendtipos de
araca vermelho provenientes da cidade de Pelotas (Rio Grande do Sul, Brasil). Para
0S gendtipos analisados, estes autores relataram teores de 402 — 768 mg GAE por
100 gramas de polpa fresca dos frutos. Os compostos fendlicos identificados em maior
guantidade nas duas variedades de araca foram a epicatequina e o acido galico e em
menor quantidade foram o acido cumarico, &cido ferrdlico, miricetina e quercitina.

Enquanto isso, Fetter et al. (2010) realizaram um estudo comparativo entre as
variedades de araca amarelo, vermelho e péra provenientes da mesma regido, e
encontraram 294, 668 e 1851 mg de acido clorogénico por 100 g de amostra de frutos
fresca.

As diferencgas encontradas entre os estudos de Medina et al. (2011) e Fetter
et al. (2010) podem ser devido aos solventes utilizados na etapa de extracdo das
amostras. No primeiro caso, a extracéo foi realizada utilizando acetona e etanol e no
segundo caso em metanol.

Em frutos do género Butia provenientes da cidade de Pelotas (Rio Grande do
Sul, Brasil) o teor médio de compostos fendlicos encontrado por Sganzerla (2010) foi

de 270 mg de GAE por 100 grama de amostra fresca. Teores ligeiramente superiores
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foram relatados para os genoticos da espécie B. odororata Barb. Rodr. estudados por
Beskow et al. (2015) (265 — 402 mg de acido galico equivalente por 100 gramas de
amostra fresca). Os acidos fendélicos encontrados neste trabalho foram acido galico, o
acido hidroxibenzoico, acido cumarico, acido ferrulico e acido cafeico.

A literatura relata o teor de CFT para outros frutos nativos da Floresta
Atlantica: 131,90 mg GAE por 100 gramas para frutos de gabiroba provenientes da
cidade de Ponta Grossa (Parana, Brasil) (SANTOS et al., 2013b), e 815,5 mg GAE
por 100 gramas de uvaia liofilizados obtidos na regido de Pelotas (RAMIREZ et al.,
2009).

4.2 FLAVONOIDES

Os flavonoides sédo compostos bioativos caracterizados estruturalmente como
difenilpropanos, possuem 15 atomos de carbono em sua estrutura quimica,
denominado de nucleo fundamental, formado por duas fenilas ligadas por uma cadeia
de trés atomos de carbono (HERTOG; CHAPMAN; KATAN, 1992). Muitos ocorrem
naturalmente como flavonoides glicosilados (chamados de heterosideos), e os
carboidratos mais comuns sao D-glicose, L-ramnose, glicoramnose, galactose e
arabinose. Na forma livre, os flavonoides s&o denominados agliconas (SIMOES et al.,
2000). Estes compostos podem ser agrupados em diversas sub-classes incluindo
antocianinas, flavonas, flavan-3-6is, flavanonas, isoflavonas e flavondis. Eles sdo
encontrados nos alimentos geralmente como O-glicosideos com acgucar hormalmente
ligado na posicao C-3, ou, no caso das isoflavonas, C-7 (KING; YOUNG, 1999). A
estrutura basica dos flavonoides é apresentada na FIGURA 1, onde se observa um
esqueleto de difenil proprano (Cs-C3-Cs) com dois anéis benzénicos (A e B) ligado a
um anel pirano (C) (BEHLING et al., 2004).
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FIGURA 1 - ESTRUTURA BASICA DOS FLAVONOIDES
FONTE: adaptado de De Pauli (2010)

No Brasil, os alimentos mais ingeridos pelos brasileiros como fonte de
flavonoides sédo a laranja (70%), a alface (9%) e o tomate (2,5%), e os principais
flavonoides consumidos sdo os glicosideos e a quercitina. A quantidade ingerida
destes compostos no Brasil entre a populacdo de 17 a 88 anos é de 79 mg por dia
para mulheres e 86 mg por dia para os homens (ARABBI; GENOVESE; LAJOLO,
2004).

Alguns dados da literatura relatam a presenca de flavonoides em frutos nativos
da Floresta Atlantica. Beskow et al. (2015) identificaram catequina, epicatequina e
guercitina na polpa de cinco genétipos de Butia odorata. Ramirez et al. (2009)
encontraram teores de 87, 106 e 161 mg QE por 100 gramas de matéria seca para
frutos de aracd amarelo, araca vermelho e uvaia. Santos (2011) relatou 68 mg QE por
100 gramas de polpa de frutos de gabiroba completamente maduros.

As antocianidinas sdo pigmentos do grupo dos flavonoides que apresentam
como estrutura fundamental o céation flavilico (2-fenilbenzopirilium) e sdo a estrutura
basica das antocianinas como mostrado na FIGURA 2. As antocianidinas (agliconas)
consistem de um anel aroméatico ligado a um anel heterociclico que contem oxigénio,
0 qual esta ligado por meio de uma ligacdo carbono-carbono a um terceiro anel
aromatico. As antocianinas sao caracterizadas pela presenca do esqueleto contendo
15 &tomos de carbono na forma Cs-C3-Cs € absorvem luz na regido visivel do espectro.
A maioria possui hidroxilas nas posicdes 3, 5 e 7 que podem estar ligadas a agucares
gue conferem maior estabilidade e solubilidade a este pigmento. Dentre os agucares
estdo a glicose, xilose, arabinose, ramnose, galactose ou dissacarideos constituidos
por esses acucares, aos quais podem estar ligados a acidos fendlicos, como p-
coumarico, cafeico, fenilico e vanilico (KONCZAK; ZHANG, 2004).
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FIGURA 2 - ESTRUTURA DO CATION FLAVILICO (A) E ESTRUTURA DA ANTOCIANIDINA (B)
FONTE: adaptado de Oldoni, 2010

As antocianinas sdo soluveis em &gua e responsaveis pelos tons
compreendidos desde a coloragcdo vermelha até a coloracdo azul em muitos frutos,
legumes e hortalicas (BRIDLE; TIMBERLAKE, 1997; MAZZA; MINIATI, 1993). As
antocianinas sdo conhecidas por desempenhar funcdes nas plantas, entre elas:
antioxidantes, protecéo a acao da luz, mecanismo de defesa e funcéo biolégica. Além
disso, as cores vivas e intensas sao importantes nos mecanismos reprodutores das
plantas (LOPES et al., 2007).

Araca vermelho foi considerado uma boa fonte de antocianinas (NORA et al.,
2014c; NORA et al., 2014b). Fetter et al. (2010) estudando polpa de frutos de aracéas
vermelho, amarelo e péra da cidade de Pelotas (Rio Grande do Sul, Brasil)
encontraram trés vezes mais antocianinas em arac¢d vermelho comparado com as
outras variedades estudadas (36, 11 e 11 mg de cianidina-3-glicosideo equivalente
por 100 gramas de amostra fresca). Menores teores de antocianinas (0,21 — 6,29 mg
de cianidina-3-glicosideo equivalente por 100 gramas de amostra fresca) foram
relatados para seis diferentes genoéticos de araca por Medina et al. (2011).

Sganzerla (2010) estudando polpa de duas espécies do género Butia
descreveu teores de antocianinas entre 0,73 e 2,20 mg de cianidina-3-glicosideo por
100 gramas de polpa fresca de Butia eriosthapa e Butia capitata, respectivamente.
Dentre 0os compostos pertencentes a familia das antocianinas, a keracianina e a
kuromanina foram identificadas em B. capitata e B. eriosphata (SGANZERLA, 2010)
e em B. odorata Barb. Rodr. (BESKOW et al., 2015).

4.3 CLOROFILAS E CAROTENOIDES
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Clorofilas e carotenoides estdo naturalmente presentes nas plantas onde sao
responsaveis pela coloracdo especifica e desempenham importante papel na
fotossintese. Estudos tém demonstrado a sua importancia em tecidos animais como
antioxidantes, onde nao podem ser sintetizados (SCHOEFS, 2002).

A clorofila compreende uma familia de substancias semelhantes entre si,
pertencentes a classe das porfirinas, formadas por 4 anéis pirrélicos e um quinto anel
isociclico, localizado ao lado do terceiro anel pirrélico. Os anéis estéo ligados entre si
por pontes metilénicas e a molécula contém um atomo de magnésio no seu interior,
coordenado aos anéis. No quarto anel pirrélico, o acido propiénico ali existente é
esterificado por um alcool aciclico de cadeia longa, geralmente o fitol, conferindo a
clorofila um carater hidrofobico. As moléculas de clorofila sdo denominadas de
clorofila a (FIGURA 3), b, c e d. A clorofila a, corresponde a aproximadamente 75%
dos pigmentos verdes encontrados nos vegetais e por isso € a mais importante dessa
familia. A diferenca entre a clorofila a e a clorofila b ocorre por uma substituicdo no
anel pirrélico Il (GROSS, 1991). As clorofilas ¢ e d sdo encontradas em algas
(SCHWARTZ; LORENZO, 1990).

A estrutura basica de uma molécula de um carotenoide € um esqueleto
tetraterpénico simétrico formado por uma ligacao cauda-a-cauda de duas moléculas
difosfato de geranilgeranila (unidades de C20). A FIGURA 4 ilustra o esqueleto aciclico
do licopeno que da a cor vermelha ao tomate. Na FIGURA 5 observa-se o esqueleto
basico de um licopeno que teve seus grupos terminais modificados em anéis de seis
membros produzindo um carotenoide diciclico conhecido como g-caroteno. Estes
compostos sdo lipofilicos e portanto, insollveis em agua. Os carotenoides sao
divididos em duas familias de compostos: os carotenos que sdo desprovidos de
oxigénio, como o B-caroteno; e as xantofilas que possuem oxigénio, como a luteina.
(SCHOEEFS, 2002; PFANDER, 1971).
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FIGURA 3 - ESTRUTURA QUIMICA DA CLOROFILA A
FONTE: Adaptado de Lanfer-Marquez (2003)

FIGURA 4 - ESQUELETO ACICLICA DO LICOPENO
FONTE: adaptado de Schoefs (2002)

FIGURA 5 - ESTRUTURA DICICLICA DO 38-CAROTENO
FONTE: adaptado de Schoefs (2002)

Os estudos relatam que os carotenoides possuem alto valor nutricional, alguns
sdo precursores da vitamina A, atuam como agentes profilaticos contra diversas
doencas, sobretudo o cancer. Alguns carotenoides, como a luteina e a zeaxantina
protegem o olho contra degeneragdo macular, a B-criptoxantina esta associada a
diminuicao do risco de cancer de pulméao, e o consumo de produtos ricos em licopeno
tém sido associados a prote¢&o contra certos tipos de cancer, sobretudo o de prostata
(BHAGAVATHY; SUMATHI, 2012; TIAN et al., 2007).

Os carotenoides estéao presentes na dieta humana em muitos alimentos como
frutos e vegetais que possuam coloracdo amarelo-laranja que fornecem - e a-
caroteno, frutos laranjas que fornecem «-criptoxantina, vegetais de coloragao verde
escuro que fornecem luteina e tomates que fornecem licopeno. Devido a suas

insaturacdes, sdo compostos sujeitos a mudancas principalmente por oxidacgao.
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Fatores como luz, pH e temperatura podem influenciar no teor de carotenoides
presente nos alimentos. Apesar do reconhecido papel benéfico dos carotenoides na
saude humana, ndo sdo considerados como nutrientes essenciais, e por isso, nao
possuem uma quantidade diaria recomendada (Dietary Reference Intake, DRI) (RAO;
RAO, 2007).

De um modo geral, frutos provenientes de palmeiras séo ricos em carotenoides.
Sganzerla (2010) estudando polpa de frutos de butia (B. eriosphata e B. capitata)
completamente maduros encontrou valores de carotenoides totais de 17,27 e 14,80
Mg em B-caroteno por grama de amostra fresca. Enquanto isso, Beskow et al. (2015)
estudando cinco gendtipos de outro género Butia (B. odorata Barb. Rodr.)
encontraram teores de carotenoides totais variando de 2,80 a 4,08 mg por 100 gramas
de polpa fresca. O carotenoide presente em maior quantidade foi a p-criptoxantina,
seguida pelo p-caroteno, licopeno, luteina e zeaxantina, presentes em menores
quantidades (BESKOW et al., 2015; SGANZERLA, 2010).

Medina et al. (2011) encontraram teores de carotenoides totais entre 3,9 —
11,34 ug de B-caroteno equivalente por grama de polpa fresca nos seis genoticos de
araca analisados. Ribeiro et al. (2014) analisando P. cattleianum Sabine relataram
guase quatro vezes mais carotenoides totais na casca quando comparada com a
polpa dos frutos (42 para 12 pg/g de matéria seca). Os mesmos autores relataram a
presenca de 7 carotenoides, porém baixo contetdo de vitamina A (0,58 — 1,19 ug
atividade de retinol equivalente por g de matéria seca). Assim mesmo, outros autores
consideraram os frutos de aracd vermelho como uma boa fonte de carotenoides
(NORA et al., 2014c; NORA et al., 2014Db).

Santos et al. (2013b) relataram a presenca do B-caroteno e B-criptoxantina
como os carotenoides mais importantes em frutos de gabiroba (Campomanesia
xanthocarpa Berg), completamente amadurecidos (123 e 93 pg.g?), seguido pelo «-

caroteno e pela luteina (55 e 15 pg.g?) e por fim, pela violanxantina e o licopeno (3 e

0,9 ug.g™).

5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
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5.1 RADICAIS LIVRES

O termo radical livre é definido como qualquer atomo ou molécula que
apresente um ou mais elétrons desemparelhados em sua Orbita externa. Esta
configuracéo faz dos radicais livres moléculas altamente instaveis, de meia-vida curta
e guimicamente muito reativas (HALLIWELL, 1996).

Os radicais livres sao formados durante processos fisiolégicos de oxidacao,
podendo ser produzidos no citoplasma, nas mitocondrias e nas membranas celulares
(HALLIWELL, 1996; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Em condicdes fisioldgicas,
os radicais livres participam dos processos de fagocitose, de sinalizacdo celular e
também estdo envolvidos na sintese de algumas proteinas (HALLIWELL, 1996).
Todavia, os radicais livres, quando em desequilibrio com a quantidade de
antioxidantes (enziméticos e ndo enzimaticos) presentes no organismo, podem
provocar reacdes em cadeia que causam danos a um grande numero de moléculas,
e, consequentemente ao organismo.

Todas as formas de vida da Terra estdo sujeitas aos efeitos oxidantes dos
metabdlicos reativos de oxigénio produzidos durante o metabolismo aerdbico
(RIBEIRO et al., 2005). Na natureza existem duas importantes substancias que podem
gerar radicais livres, o0 oxigénio no seu estado fundamental (O2) e o éxido nitrico (NO).
Embora o oxigénio seja um elemento vital para os organismos aerébios, permitindo a
utilizacdo da energia proveniente de nutrientes pelo processo de fosforilagdo
oxidativa, uma pequena fracdo do seu consumo mitocondrial é transformada em
espécies reativas de oxigénio (VANNUCCHI et al., 1998).

O mondéxido de nitrogénio forma complexos nitrosilicos com heme-proteinas,
compostos nitrosotidlicos (cisteina e glutationa) e de peroxinitrito. Pelo fato da
molécula do oxigénio ser bi-radical (dois elétrons livres nos orbitais p antiligantes), ele
reage preferencialmente com moléculas de configuracdo eletrbnica semelhante.
Como a maioria das moléculas possui ligacbes covalentes, o oxigénio fica impedido
(por restricdo de spin) de reagir. No entanto, ele pode dar origem a diversas espécies
reativas por absorcdo de energia, por transferéncia de elétrons ou por reducao

unieletrénica do oxigénio a agua, na qual a entrada de quatro elétrons na molécula de
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oxigénio promove o aparecimento do radical superoxido (O2’), peréxido de hidrogénio
(H202) e do radical hidroxila (OH) (ROVER JUNIOR; HOEHR; VELLASCO, 2001).
Quanto ao potencial de reatividade das espécies reativas de oxigénios (EROs), o
radical hidroxila € o mais reativo e pode oxidar qualquer molécula bioldgica (necessita
de somente mais um elétron para se estabilizar), enquanto, o peréxido de hidrogénio
mais estavel que o primeiro, pode permear membranas possibilitando a ocorréncia de
reacBes com alvos bioldégicos em compartimentos distantes do seu local de formacéo.
O oxigénio singleto pode reagir com lipideos da membrana, proteinas, aminoacidos,
acidos nucléicos, carboidratos e tiois.

Ainda as EROs podem combinar com outros atomos e formar outras espécies
reativas como o Oxido nitrico (*NO) que por sua vez pode reagir novamente com as
EROs, principalmente radical superéxido, gerando peroxinitrito (OONO") e outros
produtos que sdo muito toxicos por causar nitracdo de proteinas e induzir a
peroxidagao lipidica (ROVER JUNIOR; HOEHR; VELLASCO, 2001; SIES, 1993).

A defesa do organismo contra a toxidade das espécies reativas de oxigénio
pode acontecer por trés mecanismos: prevencao de formacédo ou eliminacdo das
espécies reativas de oxigénios formadas e reparo das moléculas modificadas (SIES,
1993).

A prevencédo da formacao das espécies reativas de oxigénio inclui mecanismo
antioxidantes, como a restricao de spin do oxigénio que diminui a sua reatividade com
biomoléculas, o transporte de oxigénio na forma ligada e nao livre, a quelacdo de
metais durante transporte e armazenamento, evitando a ocorréncia da reacao de
Feton (reacéo de Fe?* com o H20z), a eficiéncia da cadeia de transporte de elétrons
na mitocéndria que mantém a formacédo de EROs em nivel controlado e a organizacéo
estrutural do DNA em cromatina (SIES, 1993). A eliminacdo das espécies reativas de
oxigénios, também denominada de intercepcéo, é realizada através de mecanismos
enzimaticos e ndo enzimaticos. Através da acdo das enzimas antioxidantes
superéxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase, o organismo mantém a
concentracédo das EROs dentro do limite fisiolégico e através do sistema tiorredoxina
regula o nivel de alvos moleculares oxidados. A protecdo antioxidante por
mecanismos nao enzimaticos é feita por moléculas que protegem alvos biologicos da
oxidacdo, por apresentarem supressao da formacdo de radical livre (quelacdo de

metais ou inibicdo de enzimas geradoras de radicais livres), ou eliminag&o de radicais
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livres ou desativacdo, formando um produto estavel ou ainda participagcdo em
processos de reparo. Existe uma variedade de moléculas com potencial para
apresentar uma destas caracteristicas, incluindo algumas do préprio organismo e
outras exogenas, sintéticas ou naturais que podem ser ingeridos na dieta (como
tocoferdis, ascorbato, carotenoides e compostos fendlicos). Os danos causados no
DNA incluem injarias oxidativas, modificacdo de bases, de agucares e a formacgéo de
ligacbes cruzadas entre fitas duplas e simples e, neste caso, também existe um
mecanismo de reparo (ROVER JUNIOR; HOEHR; VELLASCO, 2001; SIES, 1993).

Dentre os antioxidantes mais comuns advindos de fontes naturais destacam-se
os &cidos fendlicos (acidos benzoicos e derivados, e &cidos cinamicos e derivados),
os taninos (hidrolisaveis como acido gélico e elagico e os taninos condensados como
polimeros de catequina e epicatequina), os flavonoides e os tocoferdis (ANGELO;
JORGE, 2007; KING; YOUNG, 1999).

Medina et al. (2011) avaliando seis genéticos de araca provenientes de Pelotas
(Rio Grande do Sul, Brasil) encontraram alta atividade antioxidante in vitro (35 a 45 %
de inibicdo do radical DPPH) para os frutos de araca vermelho, enquanto o araca
amarelo apresentou menor atividade antioxidante (19 a 34 % de inibicdo do radical
DPPH). Em ensaios de sobrevivéncia de leveduras para avaliar a atividade
antioxidante, independentemente do solvente utilizado no extrato de araga houve
menor efeito citotoxico dos agentes estressantes e taxas de sobrevivéncia celular em
torno de 80% (MEDINA et al., 2011).

Fetter et al. (2010) avaliando a atividade antioxidante pelo método de DPPH
em extrato metandlico encontraram teores de de 3617, 7884 e 20324 ug TE por grama
de amostra fresca para araca amarelo, vermlho e péra, respectivamente. Ribeiro et al.
(2014) corroboraram com os demais autores e relataram para polpa e casca de frutos
de P. cattleianum alta capacidade de inibicdo de radicais provavelmente devido ao
alto teor de compostos fendlicos.

Ainda, para frutos de butia completamente maduros, a atividade antioxidante

encontrada foi de 237 mg TE por 100 gramas de amostra fresca (Sganzerla, 2010).

6 AROMA DOS ALIMENTOS
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Pela ISO 5492 (1992) flavor é definido como a combinacdo complexa das
sensacOes olfativas, gustativas e trigeminais percebidas durante a degustacdo. O
flavor pode ser influenciado por reacdes tateis, térmicas, psicologicas e/ou
sinestésicas. Assim, o termo flavor € simplificadamente definido como a sensacéo
induzida pelo alimento quando é percebido pelos receptores tateis da boca, e pelos
sentidos do paladar e do olfato (JELEN; MAJCHER; DZIADAS, 2012). Em portugués,
este termo € usado similarmente, e define a sensacéao fisioldgica da interacdo entre
paladar (sabor) e olfato (odor), resultando no aroma, que € percebido pelo ser humano
na ingestao de alimentos. Além deste termo, na pesquisa de aromas sao utilizados os
termos odor e odorante que merecem definicdo. O termo odor se refere a percepcéo
experimentada quando uma ou mais substancias quimicas entram em contato com 0s
receptores dos nervos olfativos. Ja o termo odorante se refere a alguma substancia
quimica (composto odorante) no ar que é parte da percepcao do odor (McGINLEY;
McGINLEY, 1999).

A caracteristica comum dos compostos que constituem o flavor ou aroma de
um alimento, € a interacdo com o sistema olfativo humano induzindo sensacgtes
especificas de odor. Esta caracteristica é responsavel pela estimulacao quimica dos
sentidos humanos que sdo considerados decisivos no consumo e ingestdao dos
alimentos (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 1988; ZELLNER et al., 2008). Embora o
paladar e o olfato estejam envolvidos na percepcao destes compostos, a maioria das
pesquisas tém sido realizadas por estudos de compostos constituintes do aroma
(odoriferos) (JELEN; MAJCHER; DZIADAS, 2012).

A percepcédo do odor é considerada como a resposta aos compostos volateis
ativos que entram pelas narinas (ortonasal) e a percepcao de aroma € o resultado da
sensacao percebida a partir de produtos volateis que entram pela boca e pelo sistema
respiratorio (retronasal) (DUTCOSKI, 2013; van RUTH, 2001). Assim, o aroma
caracteristico dos alimentos € geralmente o resultado da percepcdo de dezenas ou
centenas de complexas moléculas volateis, principalmente hidrofobicas encontradas
em nivel de tracos (DIXON, HEWETT, 2000; GROSCH, 1994; ZELLNER et al., 2008).
Mesmo 0s compostos responsaveis pelo aroma que estdo presentes em

concentragcbes muito baixas, em nanograma ou picograma, influenciam na formacao
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do aroma caracteristico do alimento e a sua percepc¢éao pelo ser humano depende do
seu limite de deteccéao (threshold) (ZELLNER et al., 2008).

Estes compostos volateis interagem com um receptor humano denominado
proteina G presente no epitélio olfativo da cavidade nasal e uma vez que o receptor é
ativado, uma cascata de eventos € desencadeada para converter a informacao
fornecida pela estrutura quimica em estimulo sensorial (STEPHAN; BUCKING;
STEINHART, 2000, ZELLNER et al., 2008). Para que estes compostos possam ativar
0 receptor, eles devem possuir peso molecular até 300 Da (JELEN; MAJCHER,;
DZIADAS, 2012).

A determinagéao de compostos importantes no aroma de interesse em matrizes
alimenticias requer trabalho especializado de extracéo e preparacdo da amostra antes
da analise instrumental. Dentre as etapas iniciais para o preparo da amostra,
encontram-se a amostragem e homogeneizacdo, seguida pela extracdo e a
concentragdo dos compostos, e finalmente a analise instrumental do aroma dos
alimentos. Na andlise instrumental € necesséario aplicar técnicas extremamente
sensiveis como a cromatografia a gas combinada a um sistema de deteccéo
(espectrometria de massas - EM) (RIDGWAY; LALLIJIE; SMITH, 2007; ZAPATA,
LOPEZ; FERREIRA, 2013).

6.1 Aspectos gerais da determinacao do aroma presente nos alimentos

Em alimentos, em torno de 12 mil compostos tém sido identificados, mas
estima-se que somente 5% deste total tem papel significativo na formacdo do aroma
do produto (GROSH, 2001). O estudo destes compostos que sao responsaveis pelo
aroma dos alimentos compreende as etapas de isolamento, concentracéo, separacao,
identificacdo e quantificagdo dos compostos volateis (THOMAZINI; FRANCO, 2000).

O preparo da amostra é uma das etapas mais importantes na pesquisa de
aromas e por isso é necessaria cautela na escolha e execu¢cdo do método de
isolamento. O extrato ou isolado da amostra que sera utilizado deve representar
fielmente a composicdo do aroma presente no alimento e por isso, um meétodo

representativo para o isolamento dos compostos volateis deve incluir os aspectos
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qualitativos e quantitativos. Neste contexto, 0s extratos podem ser preparados
diretamente a partir da amostra e representar a composi¢céo do alimento ou podem
ser realizados através de headspace e representar a composi¢cdo dos compostos
volateis liberados pela amostra em um sistema fechado (van RUTH, 2001).

Durante o preparo de amostras podem ocorrer reacfes enzimaticas e nao
enzimaticas, e por isso, condicbes amenas sdo normalmente empregadas na extracao
dos aromas de forma a evitar a formacdo de compostos indesejaveis (GROSCH,
1994). Além disso, muitas vezes sao adicionados aditivos de forma a prevenir o
crescimento microbiano e antioxidantes para diminuir a velocidade das reacdes
enzimaticas (IBARZ et al., 2006; UBEDA et al., 2012) e consequentemente, 0s
processos oxidativos, uma vez que ele ocorre em todos 0S organismos Vivos,
resultando na producéo de radicais livres (O2, OH, H202) que surgem naturalmente
durante o metabolismo e durante a respiragdo em organismos aerobicos. Quando
estes radicais sdo produzidos em excesso e nao eliminados, podem atacar as
moléculas mais proximas subtraindo elétrons e iniciando uma reagéo em cadeia onde
a molécula deficiente de elétrons ataca outras moléculas, e assim continuamente
(BERNADINI et al., 2011).

A cromatografia a gas foi proposta por FULLER e colaboradores em 1964 e tem
se mostrado um método interessante para separacao, identificacdo e quantificacao de
compostos ativos do aroma a partir de amostras complexas (GROSCH, 1994). A
aplicacao desta técnica permite identificar uma grande quantidade de compostos, 0s
quais por muitas vezes nao sdo percebidos pelo nariz humano (van RUTH e
CONNOR, 2001).

A importancia dos compostos ativos no aroma esta relacionada e € dependente
da concentracdo nas quais eles se encontram nos alimentos e do limiar minimo
percebido pelo nariz humano (threshold aromético). A deteccdo por cromatografia a
gas de um composto em maior quantidade ndo traduz que este composto seja de
grande importancia para a formagdo do aroma no alimento devido a diferenca na
relacéo intensidade/concentragdo dos compostos. Desta forma, as pesquisas foram
direcionadas a determinacéo de compostos que contribuem significativamente para a
formacdo do aroma no alimento, sendo a cromatografia a gas aliada a olfatometria
uma técnica analitica que associa a capacidade de resolucdo de um capilar com a
seletividade e a sensibilidade do nariz humano (GROSCH, 1994; van RUTH, 2001). A
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FIGURA 6 mostra um cromatografo em fase gasosa aliado a olfatometria e nele a
coluna cromatogréafica, separa os compostos do fluxo do extrato em dois fluxos. O
primeiro fluxo vai para o detector fisico, por exemplo detector de ionizagdo de chama
(DIC), e o outro fluxo vai para a saida, conhecida como sniffing port (ODO) (FIGURA
6 — 3), onde um painel sensorial treinado inala o fluxo e realizam observacdes
(descricdo e intensidade das zonas de aromas percebidas) de acordo com o método
de treinamento. No inicio da metologia de CG-O, a reprodutibilidade constituia um
problema, uma vez que o painel sensorial relatava desconforto ocasionado pela
inalacdo do gas quente e seco que efluia do cromatografo. Este problema foi
solucionado pela combinacdo de um efluente de ar umidificado, reduzindo assim o
desconforto nasal (ZELLNER et al., 2008). A CG-O é considerada uma técnica de
rastreio por permitir que o pesquisador conheca e determine as zonas eluidas pela
coluna cromatogréfica e percebidas pelo painel sensorial (BLACK, 2002; FERREIRA
et al., 2003; IBARZ et al., 2006).

O uso de cromatografia a gas acoplado a olfatometria (CG-0), juntamente com
técnicas de cromatografia a gas acoplado a deteccdo dos compostos por
espectrometro de massa constituem as técnicas basicas para separacao, identificacédo
e guantificacdo de aromas ativos em alimentos (van RUTH, 2001; ZELLNER et al.,
2008).
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FIGURA 6 — CROMATOGRAFO EM FASE GASOSSA (1) INJETOR; (2) CRONOMETRO; (3)
SNIFFING PORT - ODO
FONTE: O autor (2012)

Assim, a CG-0 pode ser considerada como uma analise instrumental e também
uma analise sensorial. Através dela € possivel determinar com precisdo, a descricdo
apropriada para caracterizar o estimulo, avaliando e medindo impressées, como um
processo importante que permite a compreensao e quantificagdo das caracteristicas
sensoriais da amostra estudada (GROSCH, 1994, van RUTH, 2001, ZELLNER et al.,
2008).

6.2 Estudos de determinimacdo de aroma em frutos

Uma fruta pode conter 100 tipos diferentes de compostos volateis em
concentracfes normalmente maiores que 30 ppm e que diferem de acordo com o seu
estadio de maturacdo, o tipo de cultivar, a forma de cultivo e sua composi¢do quimica
(quantidade de carboidratos, proteinas e lipidios, por exemplo) (JANZANTTI et al.,
2012; ZELLNER et al., 2008).
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Muitos estudos foram realizados na tentativa de prever os compostos de aroma,
utilizando para isso o estudo de compostos volateis por cromatografia a gas e
espectrometria de massas (CG-MS) para frutos nativos das florestas brasileiras como
araca (FRANCO; SHIBAMOTO, 2000; PINO; QUIJANO, 2007), bacuri (BOULANGER
CHASSAGNE; CROUZET, 1999), gabiroba, cereja-do-rio-grande e pitanga (MARIN et
al., 2008), cupuacu (FRANCO; SHIBAMOTO, 2000), murici (ALVES; FRANCO, 2003),
pequi (MAIA; ANDRADE; SILVA, 2008), uvaia (MIYAZAWA, 2009), entre outros.

As informacbes obtidas por CG-EM séo interessantes, no entanto, sao
incompletas, uma vez que é necessario a obtencdo dos compostos realmente
importantes para o aroma (CULLERE et al., 2010). Assim, o uso da cromatografia a
gas aliada a olfatometria adiciona informacdes aos métodos até entdo implementados
e utilizados para tal finalidade. Informa¢gdes como a intensidade, a frequéncia e a
descricdo dos compostos separados pela coluna cromatografica no cromatografo a
gas podem ser obtidas através da olfatometria.

Dentre os trabalhos utilizando CG-O disponiveis na literatura, € possivel
perceber que as informacdes relatadas indicam os compostos presentes no aroma
gue sdo mais importantes no aroma dos frutos e ndo necessariamente estdo em maior
guantidade. IBARZ et al. (2006) utilizando CG-O identificou compostos odoriferos
como o 6xido cis-rosa ou lactona como importantes para o aroma de uvas. UBEDA et
al. (2012) na andlise olfatometrica apresentou como odorantes mais importantes o
furaneol, o y-decalactona, o butanoato de etila, o hexanoato de etila, o acido hexanoico
e 0 (Z2)-1,5-octadien-3-ona.

Para caracterizar diferencas entre o sistema de cultivo organico e tradicional
nos compostos de aroma ativo de maracuja (JANZANTTI et al.,, 2012). Algumas
diferengas foram observadas entre o perfil aromatico: 2-propenoato de etila, 2-metil-
1-propanol, carbonato de dietila e hexanoato de etila foram trés vezes maior na fruta
organica enquanto que o acetato de butilo, hexanal, acetato de cis-3-hexenila e
butanoato de trans-3-hexenila foram trés vezes maior no fruto convencional.
Hexanoato de etila, ésteres e alcoois saturados sé&o descritos como notas ‘frutal’,
‘doce’, ‘citros’ e ‘maracuja’ e apresentaram maior intensidade na fruta organica. Além
disso, acetato de 3-hexenilo (em suas configuracdes cis e trans) e alfa-copaeno, alfa-
terpineol, o D-limoneno, trans-beta-ocimeno e delta-cadinene tiveram maior

contribui¢cdo para o aroma do maracuja organico. Por outro lado, alcoois insaturados,
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beta-mirceno e beta-linalol sdo descritos como notas de ‘grama’, ‘enxofre’ e ‘maracuja’
e foram maiores no fruto convencional.

Miyazawa (2009) estudando os compostos volateis dos frutos de uvaia
separados por cromatografia a gas de alta resolucdo e identificados por CG-EM,
indices de retencdo e comparacdo com padrbes puros, encontrou 55 compostos
volateis, dos quais 43 foram identificados, compreendendo 19 terpenos, 16 ésteres, 3
alcoois, 1 cetona e 4 compostos pertencentes a outras classes quimicas. Dentre os
compostos majoritarios estavam o butanoato de etila com 27,82% da area relativa
total do cromatograma, hexanoato de etila com 20,04%, octanol com 8,56%, D-
limoneno com 7,16% e vinilbenzeno com 6,57%.

E possivel observar aimportancia da realizac&o dos estudos de aroma de frutas
e o detalhamento quanto aos parametros de intensidade, frequéncia e a descricdo dos

compostos precursores de aroma separados pela cromatografia a gas.
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CAPITULO 2 — CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS NUTRACEUTICOS E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM FRUTOS NATIVOS DA FLORESTA ATLANTICA EM
DIFERENTES ESTADIOS DE AMADURECIMENTO



46

1 INTRODUCAO

Frutos sdo constantemente identificados em estudos epidemiolégicos como
fontes naturais de compostos antioxidantes, uma vez que podem atuar contra a
producdo excessiva de radicais livres associados com o aparecimento de varias
doencas tais como cancer, artrite reumatoide, bem como nos processos
degenerativos associados ao envelhecimento (ALl et al., 2008). Vérias pesquisas
demonstraram que o risco de cancer diminui com o aumento no consumo de frutos.
Ainda, o aumento no consumo de frutos esta relacionado com os efeitos protetores
contra problemas cardiovasculares e hipertensivos (BLASA et al., 2010; HABAUZIT;
MILENKOVIC; MORAND, 2014; HUANG; OU; PRIOR, 2005). Estes efeitos benéficos
tém sido atribuidos a presenca de varios compostos como vitaminas, flavonoides,
antocianinas e outros compostos fendlicos em frutas (KAUR; KAPOOR, 2001; RIBOLI;
NORAT, 2003).

A Mata Atlantica € um dos 25 ecossistemas biologicamente mais ricos do
mundo e ameacados do mundo (MYERS et al., 2000). Para promover a conservagao
da biodiversidade neste ecossistema ameacado atualmente tem sido feita uma
identificagcdo de produtos que podem ser utilizados de forma sustentavel. Neste
sentido, as frutas nativas da Mata Atlantica sdo conhecidas por sua grande variedade
de cores, tamanhos, formas e caracteristicas sensoriais Unicas, porém com
caracteristicas quimicas desconhecidas (ALMEIDA et al., 2011). Muitas destas frutas
séo historicamente desvalorizadas e consumidas em pequenas quantidades pela
populacdo local. Sabe-se que muitas frutas exoticas apresentam compostos
conhecidos pela sua atividade antioxidante que ajudam a prevenir doencas (BATTINO
et al., 2009; FU et al., 2011; RIBOLI; NORAT, 2003), por isso, existe um aumento
crescente do interesse pelo consumo destas frutas pela populacdo e pela industria de
alimentos (NETZEL et al., 2007).

Apesar da grande diversidade frutos nativos da Floresta Atlantica que sao
conhecidos, ainda existem poucos trabalhos cientificos que revelam suas
propriedades nutracéuticas ou seu efeito na saude. Além disso, os dados existentes
nao sao completos por que ndao contemplam todo o periodo de amadurecimento dos
frutos que podem ser utilizados pela industria de alimentos a medida que estejam

disponiveis. Assim, existe uma area promissora para esta investigacao fazendo com
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que aumente a atencdo do consumidor a partir dos possiveis beneficios relacionados
a sua ingestao.

O objetivo do Capitulo 1 foi caracterizar os diferentes estadios de
amadurecimento quanto a cor do epicarpo e a atividade antioxidante in vitro
quantificada pelos métodos de ABTS (acido 2, 2—azino-bis (3 etilbenzotiazolin—6—
sulfénico) e DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e a sua correlagdo com 0s compostos
fendlicos totais, antocianinas, flavonoides, carotenoides, clorofila da polpa dos frutos

de araca amarelo, araca vermelho, butia, gabiroba e uvaia.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL

Foram coletados de 300-400 g de frutos de araca amarelo e vermelho (Psidium
cattleiam Sabine), gabiroba (Camponesia xantocarpa O. Berg.) e uvaia (Eugenia
uvalha C.), pertencentes a familia das Mirtaceas e butia (Butia eriosphata (Martius)
Becari), da familia Arecaceae em fragmentos remanescentes da Floresta Atlantica em
Curitiba, Parana, Brasil, conforme descrito na TABELA 1. Os frutos foram
selecionados pela auséncia de defeitos e pelo tamanho homogéneo medindo-se o
didmetro por paquimetro e utilizando como valores de referéncia: frutos de aragé
amarelo, butia, gabiroba e uvaia medindo de 18 a 24 mm e frutos de araca vermelho
de 30 a 40 mm. Os frutos foram divididos em quatro estadios de amadurecimento de
acordo com a cor da casca, sendo que os frutos de araca amarelo, butid, gabiroba e
uvaia foram divididos em cor verde, parcialmente amarelo, amarelo e amarelo escuro.
Enquanto isso, o araca vermelho também foi dividido em quatro estadios de
maturacdo de acordo com a cor da casca, sendo verde, parcialmente vermelho,
vermelho e roxo escuro. Os frutos foram imediatamente transportados para o

laboratorio.
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TABELA 1 — GENERO, ESPECIE, LOCALIZACAO GEOGRAFICA DE ARACA AMARELO, ARACA
VERMELHO, BUTIA, GABIROBA, E UVAIA

Nome Comum Espécies Localizagdo Geografica
(Latitude/ Longitude)

Araca amarelo Psidium cattleianum Sabine var. 25°26°59”S, 49°14’8”W

amarela
Aracéd vermelho Psidium cattleiam Sabine var. 25°26’59”S, 49°14'8”"W
vermelha
Butia Butia eriosphata (Martius) Beccari 25°34’5”S, 49°18’53”"W
Gabiroba Camponesia xanthocarpa O. Berg.  25°36’9”S, 49°19'17”"W
Uvaia Eugenia uvalha 25°35'19”’S, 49°19’19”"W

2.2 CARACTERIZACAO DOS ESTADIOS DE AMADURECIMENTO

Os frutos foram separados conforme a cor do epicarpo em quatro estadios de
amadurecimento conforme os resultados mostrados pela TABELA 2. A coloragéo da
superficie dos frutos foi avaliada em espectrofotdmetro de reflectancia MiniScan XE
Plus (Hunter Associates Laboratory, Inc., Naperville, IL, E.U.A.). O iluminante primario
selecionado foi D65 (luz do dia correlacionada a temperatura de cor de 6.500 K) e
angulo do observador de 10°. Antes de realizar as medidas o equipamento foi
calibrado conforme instru¢cdes do fabricante. As leituras foram realizadas contra o
fundo preto e o sistema de cor utilizada foi o CIE (Commission Internationale de
I’Eclairage) L*a*b* (L* = luminosidade; a* positivo = tonalidade vermelha e a* negativo
= tonalidade verde; b* positivo = tonalidade amarela; b* negativo = tonalidade azul).
Para esta medida foram coletados aleatoriamente dez frutos em cada lote.

A parte comestivel dos frutos, constituida de polpa e casca, em cada estadio
de amadurecimento foi separada manualmente das sementes, mantendo a casca e
congelada (-18 °C) e submetida a liofilizacdo em liofilizador modulyod-230 (Thermo
Electron Corporation, Milford, Massachusetts, EUA). ApOs seca a amostra foi triturada
em moinho IKA A11® poténcia 160 W (Wilmington, EUA WERKE) e armazenados sob
congelamento (-18 °C) até o uso nas analises de compostos bioativos e atividade

antioxidante.
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2.3 REAGENTES

Os reagentes utilizados foram: Folin-Ciocalteau, ABTS (acido 2, 2—azino—bis(3
etilbenzotiazolin—6—sulfénico)), DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), foram adquiridos
da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, U.S.A). Os padrdes Trolox (6 — Hidroxi- 2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-acido carboxilico), quercetina (98% grau cromatografico) e acido
gélico foram adquiridos da Sigma (Steinheim, Germany); e BHT (2,6 Di-test-butyl-4-
methylphenol) 99% foi adquirido da Merck (Darmstadt, Germany). Os demais
reagentes foram utilizados em grau (P.A.): carbonato de sodio e persulfato de potassio
(marca Neon), cloreto de aluminio hexaidratado, acido cloridrico, acetona e é&cido
acético glacial marca Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil), alcool etilico (marca Fmaia)
(Tucuruvi, SP, Brasil), alcool metilico (marca Dinamica Quimica contemporanea)

(Diadema, SP, Brasil) e nitrito de sodio (marca Synth) (Diadema, SP, Brasil).

2.4 EXTRACAO DA AMOSTRA

A extracdo foi realizada conforme descrito por Qiu, Liu e Beta (1999) com
modificacdes. 10 mL da mistura de solventes acetona/ agua/ acido acético glacial
(70:29:1, viviv) foram adicionadas a 0,5 g de polpa dos frutos e extraido em ultra som
Ultra Sonic Clear (Unique, ldaiatuba) por uma hora. Posteriormente, a mistura foi
centrifugada a 16.900 x g por 25 minutos a 25 °C. O sobrenadante foi removido e
extrato bruto utilizado para a determinagédo de compostos fendlicos totais, flavonoides

totais e atividade antioxidante. A extracédo foi realizada em triplicata.
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2.5 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (CFT)

O teor de compostos fendlicos totais (CFT) foi determinado por meio do método
de Folin-Ciocalteau (SINGLETON; ROSSI, 1965) modificado por Li et al. (2009).
Resumidamente, 200 uL do extrato bruto previamente diluido foram adicionados ao
reagente de Folin-Ciocalteu diluido 10 vezes em agua destilada e recém-preparado.
1,9 mL de uma solucdo aquosa de carbonato de sédio (Na2CQOs) (60 g L*Y) foi
adicionado. ApoOs 2 horas de reagcdo a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a
absorbancia foi medida a 725 nm.

A quantificacdo foi determinada pela equacédo da curva de calibracéo, obtida
para o padréo de acido galico em Folin-Ciocalteau nas concentracdes de 20 a 200 ug
ml, plotando-se os valores de absorbancia contra as concentragées e os resultados
expressos em miligramas de equivalente de &cido gélico (GAE) por 100 g de matéria
seca (MS).

2.6 DETERMINACAO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para a determinacéo de atividade antioxidante dos frutos foram utilizados os
métodos de DPPH e ABTS.

A determinacao por DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil) foi realizada conforme
descrita pelo método de Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) e modificada por
Anton et al. (2008). Foram adicionados 3,9 mL de solucdo metandlica do reagente
DPPH 60 uM a 100 uL de extrato bruto e apds 30 minutos em repouso a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, a absorbancia foi medida em espectrofotometro a 515
nm. O alcool metilico foi utilizado como branco para calibrar o espectrofotometro e o
padrdo com a solucédo extratora (acetona/ agua/ acido acético glacial, 70:29:1, viv/v)
foi utilizado para deduzir a absorbancia obtida nas amostras. Curva padréo foi
construida utilizando trolox em alcool etilico nas concentracdes de 300 a 2000 uM e
os resultados expressos em mM equivalente de trolox (TE) por 100 g de matéria seca
(MS).
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A determinacéo de atividade antioxidante pelo método ABTS (&cido 2, 2—azino—
bis (3 etilbenzotiazolin—6—sulfénico)) foi realizada conforme descrita por Rufino et al.
(2010). Uma solucao de ABTS 7 mM em 145 mM de persulfato de potassio (oxidante
qguimico) foi preparada na auséncia de luz, 14 horas antes do uso e diluida em etanol
até a absorbéancia de 0,70 £ 0,02 em 734 nm. Adicionou-se 30 puL de amostra ou de
padrédo trolox em 3 mL de solucéo diluida de ABTS e a leitura realizada apds 6 minutos
de incubacao a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. O alcool etilico foi utilizado
como branco para calibrar o espectrofotometro e o padrdo com a solucao extratora
(acetona/ agua/ &cido acético glacial, 70:29:1, v/v/v) foi utilizado para deduzir a
absorbancia obtida nas amostras.

A quantificacao foi determinada pela equacéo da curva de calibracdo, obtida
para o padrédo trolox em alcool etilico nas concentracées de 300 a 2000 uM e os
resultados expressos em mM equivalente de trolox (TE) por 100 g de matéria seca
(MS).

2.7 DETERMINACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS

A determinacdo de flavonoides totais foi realizada conforme descrito por
Subhasree et al. (2009). 0,25 mL de extrato bruto (item 2.4) foi diluido com 1,5 mL de
agua destilada e adicionado de 150 pL de solucao aquosa de nitrito de sédio (NaNO3)
5% (m/v). Apds 5 minutos foram adicionados 300 uL de solucdo aquosa de cloreto de
aluminio (AICI3.6H20) 10% (m/v). Ap6s a homogeneizagdo, a mistura foi mantida em
repouso por 6 minutos a temperatura ambiente e apds isso, foram adicionados 1,0 mL
de solucédo de NaOH 1 mol L e o volume acertado para 5,0 mL com agua destilada.
A absorbéancia foi medida a 510 nm contra o branco (acetona/ dgua/ &cido acético
glacial, 70: 29:1, vivlv).

A quantificacdo foi determinada pela equagao da curva de calibragéo, obtida
para o padrdo de quercitina nas concentracdes 200 a 3000 pug mL?, plotando-se os
valores de absorbancia contra as concentracdes e os resultados expressos em g de

equivalente de quercitina (EQ) por 100 g de matéria seca (MS).
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2.8 DETERMINACAO DE ANTOCIANINAS TOTAIS

A determinacao de antocianinas totais foi realizada pela metodologia de Francis
(1982). Misturou-se 1,0 g de amostra liofilizada com 30 mL de solugao extratora
constituida de etanol 95%:HCI 1,5 mol |1 (85:15, v/v). A amostra foi homogeneizada e
mantida por uma noite (14 — 16 horas) a temperatura de 10 °C em refrigerador. O
extrato foi filtrado e o volume completado para 100 mL e a absorbancia lida a 535 nm.

Os resultados foram calculados pela formula:

Antocianinas totais (mg 100 g MS) = (FD x As3ss)/ 98,2

onde FD é o fator de diluicdo da amostra (g de frutos/ solugé@o extratora), Asss
€ a absorbancia medida a 535 nm.

2.9 DETERMINACAO DO TEOR DE CAROTENOIDES TOTAIS

O teor de carotenoides totais foi determinado pelo método de Talcoot e Haword
(1999). Adicionou-se solucéo extratora acetona: etanol (1:1, v/v), adicionada de 200
mg Lt de BHT, em almofariz e pistilo, a 1,0 g de amostra de polpa de frutos liofilizados
e em 4 lavagens consecutivas para sua descoloracdo completa. O extrato foi filtrado
e o0 volume acertado para 100 mL e a absorbancia medida em espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 470 nm. O teor de carotenoides totais foi calculado pela

equacao de Gross (1991):
Carotenoides totais (ug/g MS) = (As7o0 X V x 10°)/ (A% x 100 x g)
onde As7o € a absorbancia medida a 470 nm, V é o volume total do extrato (100 mL),

A% é o coeficiente de extingdo para a mistura de solventes (2500) e g é o peso da

amostra em gramas.
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2.10 DETERMINACAO DO TEOR DE CLOROFILA

O teor de clorofila foi determinado pelo método descrito por Bruinsma (1963).
Em 1,0 g de amostra liofilizada, adicionou-se 30 mL de acetona 80% (v/v) e procedeu-
se a homogeneizacédo em almofariz com posterior filtragao. O volume do sobrenadante
foi acertado para 50 mL. A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro a 645 e 663 nm

e a clorofila total calculada pela equacao de Engel e Poggiani (1990):

Clorofila total (ug.mL™?) = 20,2 x Aess + 8,02 X Aees,

onde Asas € a absorbancia medida a 645 nm e Ass3z € a absorbancia medida a 663 nm.

2.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram reportados como média = desvio padrdo da média. Os
resultados obtidos foram analisados pelo teste de analise de variancia (one way
ANOVA) no softwate Statistica para Windows 7.0 (Statisoft Inc., Tulsa, USA). O teste
de Tukey foi usado para indicar diferencas significativas entre médias para as
amostras. O teste de correlacdo de Person foi usado para medir o grau de correlacéo
entre os resultados obtidos entre as andlises realizadas.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 AVALIACAO DA COR NOS ESTADIOS DE AMADURECIMENTO

Os resultados referentes aos parametros de cor L*, a* e b* no epicarpo dos
frutos de aracd amarelo, araca vermelho, buti4, gabiroba e uvaia durante o

amadurecimento sao mostrados na TABELA 2.
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Durante o amadurecimento de aragda amarelo, butia, gabiroba e uvaia foi
observado um aumento no parametro L* (indicador de luminosidade) e no parametro
b* (que quando positivo indica a cor amarela). A alteracdo nos parametros de cor
demonstra a mudanca em decorréncia do amadurecimento onde ocorre 0
desaparecimento da coloracdo verde e evolugdo da coloragdo amarela/laranja
(FIGURAS 7 e 8). Este comportamento é similar ao que tem sido descrito para outros
frutos como maracuja, caja e banana, que apresentam esta mudanca na coloracao
(verde ao inicio do amadurecimento e amarelo/ laranja ao final do amadurecimento)
(FIGUEREDO et al., 2013; MOURA et al., 2003; SILVA et al., 2008; YANG et al.,
2009), entre outros frutos. Alteragdes nos parametros a* e b* ocorridas nos frutos de
araca amarelo, araca vemelho, butia, gabiroba e uvaia sugerem a ocorréncia de
fenbmenos do amadurecimento que incluem degradacdo das clorofilas a e b,
degradacéo de novos pigmentos, como os carotenoides e/ou flavonoides (HULME,
1971; PANTASTICO, 1975).

Nos frutos de araca vermelho a diminuicdo no parametro L* foi observada a
partir do segundo estadio de amadurecimento (FIGURA 9). O parametro b* diminuiu
durante o amadurecimento combinado ao aumento no parametro a* (-3,9 para +18,9).
Os frutos de araca vermelho exibiram a coloracéo verde no estadio 1, correspondente
ao parametro a* negativo, e a coloracdo vermelha escura no estadio 4,
correspondente ao parametro a* positivo. Esta alteracdo no parametro a* ja foi
relatada em varios estudos de frutos que exibem esta mudanca na superficie externa
durante o amadurecimento, como € o caso de frutos de acerola (Malpighia emarginata
DC.) (ADRIANO; LEONEL; EVANGELISTA, 2011) e gulupa (Passiflora edulis Sims.
fo edulis) (JIMENEZ et al., 2011).
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TABELA 2 - VARIACAO DOS PARAMETROS DE COR DO EPICARPO NOS FRUTOS DE ARAGA AMARELO, VERMELHO, BUTIA, GABIROBA E UVAIA
EM DIFERENTES ESTADIOS DE AMADURECIMENTO

NOME COMUM

COR DO EPICARPO

ESTADIOS COR!

Araca amarelo

L*
34,18 + 9,508

45,25 + 3,60°C

48,00 + 4,38PBC

55,72 + 5,55¢P

a*
-7,55 + 2,393
-3,34 + 1,34PA
0,57 £ 0,364

9,41 +1,919%

b*
32,58 + 9,588
42,71 + 2,47°C
44,86 + 2,308

50,66 + 4,79°¢

Verde

Parcialmente amarelo

Amarelo

Amarelo escuro

Araca vermelho

18,94 + 4,13PA
20,11 + 2,97PA
16,83 + 3,24°A

5,97 £ 1,943

-3,89 + 0,792
1,98 + 1,858
17,86 * 2,40¢C

18,92 + 0,94¢C

22,61 + 2,934
24,17 + 1,67°A
17,13 £ 2,56"A

6,65 + 1,75%

Verde

Parcialmente vermelho

Vermelho

Roxo escuro

Butia

36,17 + 3,083
44,42 + 3,56°C
45,30 + 3,38

48,80 + 1,1Q0bcC

-7,56 + 1,383
-1,54 + 1,26"A
3,99 + 0,60°B

13,95 + 0,719

32,93 + 1,5028

39,88 + 2,43bBC

45,27 + 1,658

43,58 + 1,048

Verde

Parcialmente amarelo

Amarelo

Amarelo escuro

Gabiroba

30,90 + 3,0728

-7,76 + 1,37%A

30,44 + 1,5028

Verde



39,14 £3,55"8 1,74+ 1,26 37,40+2,43"8 2 Parcialmente amarelo

40,03 +3,38®  3,79+0,60°® 41,09+1,65®® 3 Amarelo

43,53+ 1,092  13,75+0,719® 42,79+ 1,04°® 4 Amarelo escuro
Uvaia 33,74 +£3,7538C 745+ 1,29%A 32,78+4,3128 1 Verde

45,99 +5,91PC  -3,29 +£1,42°" 47,70+ 4,840 2 Parcialmente amarelo

53,80 +3,28® 0,19+0,88°A 55,83 +3,28 3 Amarelo

54,88 £ 6,83°® 8,98+2,91% 59,88 +6,54° 4 Amarelo escuro

56

1 Baseado em observacéo visual; L* = Luminosidade; a*= tonalidade verde-vermelha; b*= tonalidade aul-amarela.
Letras minUsculas representam diferenca estatistica (p<0.05) entre estadios de amadurecimento em cada fruto.
Letras mailsculas representam diferenca estatistica (p<0.05) no estadio de amadurecimento entre os frutos
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FIGURA 7 - ESTADIOS DE AMADURECIMENTO DE FRUTOS DE ARACA AMARELO. DA DIREITA
PARA A ESQUERDA: ESTADIO 1, ESTADIO 2, ESTADIO 3 E ESTADIO 4.
Fonte: O autor (2013)

FIGURA 8 - FRUTOS DE UVAIA DURANTE O AMADURECIMENTO: A — ESTADIO 1; B — ESTADIO
2: C— ESTADIO 3; D — ESTADIO 4.
Fonte: O autor (2013)

FIGURA 9 - FRUTOS DE ARACA VERMELHO. A - ESTADIO 1; B - ESTADIO 2; C - ESTADIO 3; D —
ESTADIO 4.
Fonte: O autor (2013)
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3.2 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (CFT)

Os compostos fenodlicos sao produtos de metabolismo secundario das plantas
(FARAH; DONANGELO, 2006). A contribuicdo dos compostos fendlicos para as
caracteristicas sensoriais e nutricionais dos vegetais ja se encontra bem estabelecida
(NYCHAS, 1995). Sabe-se que além dos fatores ambientais, o grau de maturacdo na
colheita dos frutos também influencia no teor de compostos fendlicos totais
(ZADERNOWSKI; NACZK; NESTEROWICZ, 2005).

A FIGURA 10 apresenta o teor de compostos fendlicos totais (CFT) da polpa
dos frutos liofilizados de araca amarelo, araca vermelho, butia, gabiroba e uvaia
durante os estaddios de amadurecimento. Nos frutos de aracd amarelo, araca
vermelho, gabiroba e uvaia foi possivel perceber que o teor de CFT reduziu
progressivamente durante o amadurecimento. Este comportamento ja havia sido
relatado em outros frutos tropicais como acerola (Malpighia emarginata DC) (LIMA et
al., 2005), pitanga (Eugenia uniflora L.) (CELLI; PEREIRA-NETTO; BETA, 2011),
goiaba (EL BULK; BABIKER; EL TINAY, 1997), carambola (ZAINUDIN et al., 2014) e
em outros frutos como framboesas vermelhas cv. Caroline (Rubus idaeus subsp.)
(WANG; CHEN; WANG, 2009).

Os taninos sao compostos fendlicos de alto peso molecular que tém seu
contetdo diminuido durante o amadurecimento dos frutos. Isto ocorre por que sua
principal funcéo esta relacionada com a defesa contra patégenos e na detencéo de
herbivoros precipitando proteinas gluco salivares da cavidade oral o que ocasiona a
perda do poder lubrificante impedindo o seu consumo quando os frutos estao verdes
(BRUNETON, 1991; HARBONE, 1989; VOLZ, 2001). A reduc¢ao progressiva no teor
de CFT durante o amadurecimento dos frutos pode ter ocorrido pela diminuicdo dos
taninos que néo foram mensurados neste trabalho.

Em frutos de butia, a redugcéo progressiva aconteceu até o estadio 3 e foi
seguida pelo aumento do teor de CFT do estadio 3 para o estadio 4. Este
comportamento de reducéo progressiva, com posterior aumento ja havia sido relatado
em frutos de mirtilo das cultivares “Puru” e “Berkeley” (CASTREJON et al., 2008), em
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frutos de Arbutus unedo (OLIVEIRA et al., 2011) e em frutos asiaticos conhecidos
como durido (Durio zibethinus Murray) (HARUENKIT et al., 2010).
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FIGURA 10 - VARIACAO NO CONTEUDO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS DURANTE O
AMADURECIMENTO DE FRUTOS DE ARACA AMARELO (x), ARACA VERMELHO (A),
BUTIA (o), GABIROBA (o) E UVAIA (0) (mg DE ACIDO GALICO.100g! DE MATERIA
SECA).

Letras minusculas representam diferenca estatistica (p<0,05) nos estaddios de amadurecimento em

cada fruto. Letras mailsculas representam diferenca estatistica (p<0,05) no estadio de

amadurecimento entre os frutos.

Jiménez-Escrig et al. (2001) encontraram 2630 e 2620 mg GAE.100g* MS para
teores de CFT em frutos maduros de Psidium guajava e Psidium acutangulum,
respectivamente. Neste trabalho, o teor de CFT de araca vermelho, no estadio 4, foi
ligeiramente menor (2332 mg GAE 100g* MS), enquanto em araca amarelo (4653 mg
GAE 100g* MS), foi quase duas vezes maior comparado com araca vermelho e duas
vezes maior quando comparado com outras duas espécies do género Psidium
mencionadas.

Nos frutos de uvaia, o teor de CFT no estadio 4 (3028 mg GAE 100g* MS) foi
superior ao relatado anteriormente por Haminiuk et al. (2011) para o mesmo fruto
(2409 mg GAE 100g%?). Os compostos fendlicos, nas plantas, sédo sintetizados em
resposta a variacéo dos fatores abidticos naturais como irradiagdo solar, luz UV, seca,

nutrientes e estagbes do ano. Assim, estes compostos ndo estdo diretamente
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envolvidos no crescimento, desenvolvimento e reproducao dos organismos e por isso,
sdo denominados de compostos de metabolismo secundéario (MOLE; WATERMAN,
1988, GARTLAN et al.,, 1980, GLYPHIS; PUTTICK, 1988). Além disso, tem-se
demonstrado que fatores externos, como poluentes, podem interferir na sintese de
compostos fendlicos causando mudancas no teor de CFT sintetizados em plantas
(JORDAN et al., 1991). Isto mostra que o local onde o individuodo qual foi feita a coleta
pode influenciar nas variacdes encontradas nos resultados obtidos neste trabalho
guando se compara aqueles descritos pela literatura. Enquanto isso, o teor de CFT
encontrado para os frutos de gabiroba (Campomanesia xanthocarpa O. Berg.) (4301
mg GAE 100 g! MS) foi préximo ao apresentado pela literatura para frutos de C.
pubescens (4842 mg GAE 100g* MS) (HAMINIUK et al. 2011).

Todas as polpas dos frutos apresentaram alto teor de CFT, independentemente
do estadio de amadurecimento, em comparacao com outros frutos como jabuticaba
(Myrciaria cauliflora) (955 mg GAE 100g* MS) (HAMINIUK et al., 2011), durido Mon
Thong (Durio zibethinus Murray) (130 - 430 mg GAE 100g! MS) (HARUENKIT et al.,
2010) e seis variedades de mirtilo (KALT et al., 2003) (1170 - 1960 mg GAE 100g*
MS). Os compostos fendlicos sdo importantes componentes da dieta por serem
responsaveis por de uma grande variedade de propriedades farmacoldgicas, incluindo
anti-alérgicas, anti-aterogénico, anti-inflamatéria, antimicrobiana e efeitos
antitrombdticos e por terem efeitos cardio-protetores e efeitos vasodilatadores
(MANACH; MAZUR; SCALBERT, 2005). Mesmo com a grande variedade de frutos
nativos presentes nos biomas encontrados no Brasil, poucos frutos sdo conhecidos
nacional e internacionalmente como responsaveis por estas propriedades, exceto
pelos frutos de acai (Euterpe oleraceae Mart.). O teor de CFT de frutos de acai
descrito pela literatura é de 3964 mg 100 g* (COHEN et al., 2009). Assim, observa-
se que os frutos de gabiroba e araca amarelo possuem teor de CFT maior do que o
encontrado para os frutos de acai.

Nao existe ainda uma quantidade recomendada de ingestao de CFT, seja por
auséncia destes dados nas tabelas em que constem dados de composi¢cdo dos
alimentos ou por inexisténcia de uniformidade de metodologia para identificacdo e
quantificacdo destes compostos. Assim, Rufino et al. (2010) sugeriu uma classificagéo
dos frutos quanto ao teor de CFT. Utilizando esta classificacdo neste trabalho em
frutos no estadio 4 (ao final do amadurecimento quando estes frutos sdo comumente

consumidos), temos: os frutos de butia (2499 mg 100g?), araga vermelho (2332 mg
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100g™) e uvaia (3028 mg 100g?) classificados como frutos que possuem teores
médios de CFT, enquanto os frutos de aracd amarelo (4653 mg 100g™?) e gabiroba
(4301 mg 100g7) classificados como frutos com altos teores de CFT.

Os resultados dos teores de CFT deste trabalho para os frutos de araca
amarelo, aracé vermelho, butia, gabiroba e uvaia mostram que estes frutos possuem
de médio a alto teores de CFT, comparaveis a frutos nativos do Brasil conhecidos
internacionalmente como fontes destes compostos, e, por isso, poderiam ser
indicados para ingestao diaria. Além disso, para os frutos estudados neste trabalho foi

possivel perceber que os compostos fendlicos variam conforme o amadurecimento.

3.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Nas FIGURAS 11 e 12 apresentam a atividade antioxidante de frutos de araca
amarelo, aracad vermelho, butia, gabiroba e uvaia, obtida pelos métodos DPPH e
ABTS, respectivamente.

A atividade antioxidante nos frutos de gabiroba foi maior comparada com 0s
frutos de araca amarelo, aracd vemelho, butia e uvaia. No método de DPPH, os frutos
de gabiroba ndo apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) entre os estadios 1 e
2 e, 3 e 4, enquanto entre os estadios 2 e 3 foi encontrada diferenca significativa.
Enquanto isso, no método do radical ABTS, ndo houve diferenca significativa entre os
estadios de amadurecimento.

Reducéo progressiva da atividade antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS
foi encontrada durante o amadurecimento dos frutos de araca vermelho e uvaia.
Comportamento semelhante ja havia sido relatado para a atividade antioxidante pelo
método de DPPH para outros frutos, como: pitanga (Eugenia uniflora) (CELLI;
PEREIRA-NETTO, BETA, 2011), morangos (Arbutus unedo L.) (OLIVEIRA et al.,
2011) e néspera (Mespilus germanica L.) (GRUZ et al., 2011). A reducéo progressiva
encontrada na atividade antioxidante destes frutos coincidiu com a reducgéo
progressiva encontrada para estes frutos no teor de CFT. Isto acontece por que 0s
dois métodos utilizados para mensurar a atividade antioxidante (ABTS e DPPH) dos
frutos neste trabalho, geram radicais livres quimicamente e, isto é consistente com a

forma de atuacdo dos compostos fendlicos que capturam estes radicais livres
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alterando a cor da solucdo que serd medida espectrofotometricamente (SHAHIDI;
JANITHA; WANASUNDARA, 1992).

Ainda, como mostrado nos dados presentes na TABELA 3, o teor de CFT
apresentou correlacéo positiva com a atividade antioxidante pelos métodos de DPPH
(r=0,69) e ABTS (r = 0,89). Uma relacao positiva entre os compostos fendlicos totais
e a atividade antioxidante ja havia sido relatada por outros autores (ANGELO; JORGE,
2007; BATTINO et al., 2009; HALLIWELL, 1996; THAIPONG et al., 2006).
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FIGURA 11 - VARIACAO NO CONTEUDO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE MEDIDA PELO METODO
DPPH DURANTE O AMADURECIMENTO DE FRUTOS DE ARACA AMARELO (x),
ARACA VERMELHO (A), BUTIA (o), GABIROBA (o, inserto) E UVAIA (0).

Letras minusculas representam diferenca estatistica (p<0,05) nos estaddios de amadurecimento em

cada fruto. Letras mailsculas representam diferenca estatistica (p<0,05) no estadio de

amadurecimento entre os frutos.
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FIGURA 12 - VARIACAO NO CONTEUDO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE MEDIDA PELO METODO
DE ABTS DURANTE O AMADURECIMENTO DE FRUTOS DE ARACA AMARELO (%)
ARACA VERMELHO (A), BUTIA (o), GABIROBA (o) E UVAIA (0) (mM TROLOX
EQUIVALENTE.100g MS).

Letras minusculas representam diferenca estatistica (p<0,05) nos estaddios de amadurecimento em

cada fruto. Letras mailsculas representam diferenca estatistica (p<0,05) no estadio de

amadurecimento entre os frutos.

Os frutos de mirtilo sdo popularmente conhecidos como detentores de alta
atividade antioxidante e consequentemente, tém sido indicados para o consumo na
dieta com finalidade de prevencédo de doencas (PRIOR et al., 1998; TARUSCIO;
BARNEY; EXON, 2004). Neste trabalho, todos os frutos estudados apresentaram
maior atividade antioxidante que a encontrada para cultivares de mirtilo (Vaccinium
corymbosum L.) (CASTREJON et al., 2008).

Rufino et al. (2010) avaliaram 18 frutos tropicais brasileiros com relacdo a
atividade antioxidante. Utilizando esta sugestdo, no nosso trabalho, a ordem
decrescente da atividade antioxidante mensurada pelo método de DPPH para frutos
completamente maduros foi: gabiroba > araca amarelo = uvaia = araca vermelho >
butia. Para o método de ABTS, a atividade antioxidante decrescente dos frutos foi:
gabiroba > aragca amarelo = uvaia > butia = araga vermelho.

O coeficiente de correlacdo de Person para as analises realizadas neste
trabalho esta apresentado na TABELA 3. A correlacéo entre DPPH e ABTS foi alta (r

= 0,92, p < 0,01). E esperado que esta correlacdo seja alta ja que os dois métodos
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utilizados sédo baseados na neutralizacdo de radicais livres gerados por reagentes
quimicos. Alta correlagdo entre estes métodos j& havia sido relatada por outros
autores (RUFINO et al., 2010; THAIPONG et al., 2006; VILLA-RODRIGUEZ et al.,
2011).

Diferencas nos valores encontrados para os métodos de DPPH e ABTS, como
foi observado para os frutos de araca amarelo podem acontecer por que cada método
fornece uma estimativa da capacidade antioxidante que é resultado das condicbes e
reagentes utilizados. Por exemplo, o método de determinacdo de atividade
antioxidante por DPPH por ser um radical livre estavel que esta disponivel
comercialmente, evita que o radical livre seja gerado de distintas formas pelo
pesquisador (como ocorre com o método ABTS), facilitando seu uso (SUCUPIRA et
al., 2012). Além disso, a literatura relata outras diferengas entre estes dois métodos.
Por exemplo, no método de DPPH a acessibilidade esférica é fator determinante da
reacdo, ou seja, moléculas pequenas que tem um menor acesso ao sitio do radical
podem apresentar uma maior atividade aparente quando comparada as moléculas
maiores (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). Ainda, no método o reagente DPPH nao
reage com flavonoides que ndo contém grupamentos OH no anel B e com &cidos
benzénicos contendo o grupamento OH (ROGINSKY; LISSI, 2005) o que leva a
subestimar a atividade antioxidante. Assim, dependendo da natureza quimica das
moléculas antioxidantes, cada método podera fornecer uma estimativa diferente para
os frutos analisados. Por isso, a utilizacdo de diferentes métodos ajuda a identificar
variacdes nas respostas dos compostos extraidos dos frutos (VASCO; RUALES;
KAMAL-ELDIN, 2008).

Alto coeficiente de correlacao de Person (TABELA 3) foi encontrado para CFT-
DPPH e CFT-ABTS (r = 0,69 e r = 0,89, p < 0,01, respectivamente). Macoris et al.
(2012) e Vasco, Ruales e Kamal-Eldin (2008) reportaram alta correlagcdo entre os
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante de frutos. Os compostos fendlicos
sao multifuncionais como antioxidantes, pois atuam de diversas formas: neutralizando
e combatendo os radicais livres, pela doacdo de um radical de hidrogénio de um grupo
hidroxila (OH) da sua estrutura aromatica, que possui a capacidade de suportar um
elétron desemparelhado através do deslocamento deste ao redor de todo o sistema
de elétrons da molécula e quelando metais de transicdo como Fe?* e Cu?,

interrompendo a reacdo de propagacdo dos radicais livres na oxidacdo lipidica e
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reparando lesdes nas moléculas atacadas por radicais livres (HUANG; OU; PRIOR,

2005).

TABELA 3 - COEFICIENTE DE CORRELAGCAO DE PEARSON () ENTRE OS COMPOSTOS
BIOATIVOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE ARACA AMARELO, ARACA
VERMELHO, BUTIA, GABIROBA E UVAIA.

R CFT DPPH ABTS Antoc Flavon Clorof Carot L* a*
DPPH 0,69

ABTS 0,89" 0,92

Antoc -0,29 -0,31 -0,34

Flavon 0,21 -0,36 -0,13 -0,04

Clorofila 0,11 -0,01 0,01 -0,13 0,62

Carot 0,32 0,59° 0,52 -0,48" 0,04 0,28

L* 0,22 0,00 0,18 0,59 0,11 -0,06 047"

a* -0,42 -0,14 -0,23 0,43 -0,63° -0,76° -0,23 0,13

b* 0,18 0,01 0,16 0,61 0,07 -0,08 0,51" 0,98 0,13

Antoc — antocianinas; Flavon — flavonoides; Clorof — clorofilas; Caroten — carotenoides; Betac —

betacianinas; Betax — betaxantinas.

*Apresenta diferenga significativa com p < 0,01.
** Apresenta diferenca significativa com p < 0,05.

Os altos teores de CFT e a alta atividade antioxidante encontrados para as

polpas dos frutos deste trabalho, demonstraram que frutos nativos da Floresta

Atlantica possuem importancia quando comparados com frutos que sdo conhecidos

internacionalmente pela sua alta atividade antioxidante e pelo seu potencial funcional

quando incluidos na dieta (como por exemplo acai e mirtilo) e que sdo produzidos

comercialmente. Assim, é possivel observar que existe um potencial de exploracao

comercial destes frutos nativos da Floresta Atlantica, expandindo de um consumo pela

populacao local das areas remanescentes, que possuem individuos destas espécies

nativas, para um consumo nivel nacional e internacional.

3.4 CONTEUDO DE FLAVONOIDES TOTAIS

Os resultados obtidos pelas analises de contetudo de flavonoides totais dos

frutos de araca amarelo, araga vermelho, buti4, gabiroba e uvaia s apresentados na
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TABELA 4. Dentre as fun¢des dos flavonoides, sabe-se que sdo contribuintes para a
pigmentacéo e para o aroma dos frutos, além de atuarem na defesa contra organismos
patogénicos e na protecao contra os efeitos da radiacdo ultravioleta. Os flavonoides
sao reconhecidos por sua atividade antioxidante, devido a sua capacidade de reduzir
a formacao de radicais livres in vitro e de eliminar radicais livres produzidos pelos
organismos (CAO; SOFIC; PRIOR, 1996). Estudos epidemioldgicos evidenciaram 0s
efeitos benéficos dos flavonoides quando inseridos na dieta humana contra doencas
cardiovasculares, cancer e outras doencas cronicas nao transmissiveis (BURDA,
OLESZEK, 2001; COOK, SAMMAN, 1996; PIETTA, 2000).

Exceto para os frutos de buti4, o conteddo de flavonoides totais diminuiu do
estadio 1 para o estadio 4 em todos os frutos estudados: araca vermelho (10,97 para
7,67 g EQ 100 g MS), araca amarelo (22,51 para 8,28 g EQ 100 g MS), gabiroba
(10,33 para 4,43 g EQ 100 g* MS) e uvaia (15,43 para 11,18 g EQ 100 g* MS). Esta
diminuicdo no contetdo de flavonoides totais também foi observada em abacate
(VILLA-RODRIGUEZ et al., 2011) e morangos (SHIN et al., 2008). Foi possivel
perceber que houve uma relacdo positiva do contetdo de flavonoides totais, teor de
CFT e atividade antioxidante nos frutos de araca vermelho, aracd amarelo, butia e
uvaia. Esta relacdo é explicada pela natureza quimica dos flavonoides que séo
compostos polifendlicos que possuem alta atividade antioxidante devido a presenca
do grupo catecol na sua molécula, a qual realiza a doacao elétrons para estabilizacao
das espécies reativas (MELO; GUERRA, 2002; WILLIAMS; SPENCER; RICE-EVANS,
2004).

As mudangas no teor de CFT e de flavonoides totais podem estar relacionadas
com a expressao de genes que codificam determinadas enzimas biossintéticas de
polifendis, como fenilalanina aménia liase (PAL) e a polifenol oxidase (PPO) (AYAZ et
al., 2008; ORTEGA-GARCIA; PERAGON, 2009). A PAL é considerada responsavel
pela regulagéo da biossintese de compostos fendlicos ja que ela inicia a biossintese
de flavonoides pela desaminac¢éo da fenilalanina formando acido cindmico. E, por isso
€ considerada enzima reguladora do amadurecimento de frutos (JONES, 1984,
GLEITZ et al., 1991).

Em frutos de araca vermelho e uvaia o conteudo de flavonoides totais diminuiu
significativamente do estadio 1 para 2, mas ndo houve diferenca significativa entre os
estadios 2 e 3 e, 3 e 4. Enquanto isso, no araca amarelo o conteudo de flavonoides

totais diminuiu significativamente nos estadios 1 e 2 e, 3 e 4, mas néo houve diferenca
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significativa entre os estadios 2 e 3. Em frutos de gabiroba, ndo houve diferenca
significativa no contetdo de flavonoides totais entre os estadios 1 e 2 e, 3 e 4,
enguanto este conteudo diminuiu significativamente entre os estadios 2 e 3. Nos frutos
de araca amarelo e gabiroba, os resultados mostraram uma diminui¢cdo no contetdo
de flavonoides totais ao longo do amadurecimento e este comportamento j& havia sido
apontado para frutos de pitanga da variedade vermelha (Eugenia uniflora) (CELLI,
2010), mirtilo (Vaccinium corymbosum L.) (CASTREJON et al., 2008) e carambola
(ZAINUDIN et al., 2014). Sabe-se que variacdes no conteudo de flavonoides totais
acontecem principalmente por diferengcas na intensidade de radiacdo ultravioleta,
temperatura, sazonalidade, disponibilidade hidrica e de nutrientes, e por ataque de
patdgenos das plantas (GOBBO-NETTO; LOPES, 2007).
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TABELA 4 — CONTEUDO DE FLAVONOIDES TOTAIS, ANTOCIANINAS TOTAIS, CAROTENOIDES TOTAIS, CLOROFILA TOTAL DE FRUTOS EM
DIFERENTES ESTADIOS DE AMADURECIMENTO

Frutos /Estadios Flavonoides totais

Antocianinas totais  Carotenoides totais  Clorofila total

(g EQ 100g*) (mg 100 g*) (mg 100 g*) (ug 100 g*)
Araca amarelo 1 22,51 + 0,54<C 43,11 £ 0,73bC 75,02 + 1,16 16,95 + 0,27%
2 13,95+ 1,58C 36,77 + 4,303C 52,27 + 0,508 8,04 + 0,67°8
3 13,28 + 1,650 32,47 + 2,582B 44,13 + 0,578 4,41 + 0,348
4 8,28 +1,49% 39,83 + 0,642C 40,44 + 0,8328 2,11 + 0,04%8
Araca vermelho 1 10,97 £ 0,68PA 17,76 + 1,672 37,07 £ 2,50 13,16 + 0,019
2 8,58 +0,48%A 26,14 + 2,008 22,13 + 0,500 4,92 + 0,354
3 7,67 +0,6128 71,62 + 0,73°C 15,16 + 0,332 2,23 + 0,387
4 7,77 +0,65% 216,00 + 2,100 12,84 + 0,382 1,25 + 0,092A
Butia 1 16,56 + 1,01°8 38,47 + 0,16% 82,04 + 1,558 21,56 + 0,169
2 10,50 + 0,29248 28 17 + 0,28¢B 86,44 + 0,83°C 12,14 + 0,18°C
3 8,83 +0,54%C 18,10 + 1,123 70,93 + 1,432C 5,60 + 0,260C
4 12,29 +1,01C 24,55 + 0,858 143,02 + 0,449C 3,27 + 0,07%C
Gabiroba 1 10,33 + 0,54P 17,99 + 0,48% 184,13 + 11,16° 12,15 + 0,49°A
2 9,22 +0,43% 12,45 + 0,420A 181,87 + 0,29F 8,64 + 0,148
3 5,75+ 0,323 14,60 + 0,28°A 191,64 + 4,06PE 8,87 + 0,18bE
4 4,43 +0,60% 8,37 + 0,322A 157,11 + 2,76%° 3,31 + 0,38%C
Uvaia 1 15,43 +0,74b8 54,54 + 2, 324D 173,73 + 2,84°C 32,26 + 0,619A
2

13,04 + 0,0638¢

39,26 + 0,16°¢

148,40 £ 0,223P

15,84 + 0,12¢P
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3 11,22 +0,833P 30,21 + 0,558 167,69 + 4,350 7,62 + 0,23
4 11,18 + 0,563 23,76 + 1,008 176,76 + 3,52 2,84 + 0,3238¢

Média + desvio padréo; n = 3.
Letras mindsculas representam diferenca estatistica (p<0,05) para os estadios de amadurecimento no mesmo genéro e espécie pelo teste de Tukey.
Letras mailsculas representam diferenca estatistica (p<0,05) entre genéros e espécies diferentes para cada estadio de amadurecimento pelo teste de Tukey.
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Quanto ao conteudo de flavonoides totais, os frutos de butia apresentaram uma
reducdo progressiva até o estadio 3, seguido por um aumento de 40% do estadio 3
para o 4 com diferenca significativa entre estes estadios. Para frutos de durido (Durio
zibethinus Murray) apesar da reducdo progressiva néo ter sido encontrada,
comportamento semelhante apontou um aumento de 80% no conteudo de flavonoides
totais quando o completo amadurecimento foi atingido (HARUENKIT et al., 2010).

Os frutos de araca amarelo apresentaram no primeiro estadio de
amadurecimento o maior conteudo de flavonoides totais. Organizando os frutos
completamente maduros (estadio 4) em ordem decrescente quanto ao conteudo total
de flavonoides, temos: em destaque os frutos de butid e uvaia com 12,3 e 11,2 g EQ
100 g MS, respectivamente; seguido por frutos de araca amarelo e araca vermelho
com 8,3 e 7,8 g EQ 100 g MS, respectivamente; e por Gltimo, com o menor conteido

de flavonoides totais os frutos de gabiroba com 4,4 g EQ 100 g MS.

3.5 CONTEUDO DE ANTOCIANINAS TOTAIS

Antocianinas sdo compostos pertencentes a classe dos flavonoides e
constituem pigmentos importantes para flores e frutos principalmente por sua funcao
de atracdo de agentes polinizadores e dispersores de sementes, além de proteger
diversos tecidos da planta de processos oxidativos durante diversas etapas do ciclo
de vida, principalmente em fases iniciais de crescimento (JACKMAN et al., 1987,
HARBORNE, 1967; HARBORNE; MABRY; MABRY, 1975). Antocianinas séo sollveis
em agua, e na natureza estdo associados a moléculas de acgucar, denominando-se
entdo antocianidinas (OKUMURA; SOARES; CAVALHEIRO, 2002).

Pelos dados apresentados na TABELA 4, foi possivel perceber que o contetdo
de antocianinas totais aumentou 12 vezes do estadio 1 para o estadio 4 nos frutos de
aracad vermelho, sendo que o aumento foi mais acentuado no ultimo estadio de
amadurecimento (3 vezes maior que no estadio anterior). O maior teor de antocianinas
no estadio maduro é justificado pelo aumento da sintese destes pigmentos que ocorre
durante o seu amadurecimento, atingindo o valor maximo no fruto completamente
maduro (GROSS, 1983). Este comportamento ja havia sido descrito para frutos de
pitanga vermelha e roxa (LIMA; MELO; LIMA, 2002). Além disso, o contetdo de
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antocianinas totais encontrado para araca vermelho foi significativamente mais alto
(p<0,05) comparado com os frutos de aracd amarelo, butia, gabiroba e uvaia,
independente do estadio de amadurecimento. O conteddo de antocianinas totais
encontrado para frutos de araca vermelho (216 mg 100 g') foi comparavel ao que
havia sido encontrado para frutos de morango (203 mg 100 g*) e framboesa (229 mg
100 g1) (KAHKONEN; HOPIA; HEINONEN, 2001).

Nos frutos de araca vermelho, os parametros de cor L* e b* diminuiram e o
parametro a* aumentou do estadio 1 para o 4. Esta observacéao indicou a mudanca de
cor (verde para roxo escuro) durante o amadurecimento de araga vermelho (TABELA
2). Assim, o acumulo no contetido de antocianinas totais foi acompanhado do aumento
no parametro a* e isto ja havia sido reportado para frutos de gulupa (JIMENEZ-
ESCRIG et al., 2011), morango e framboesa (KAHKONEN; HOPIA; HEINONEN,
2001).

Diferente da tendéncia encontrada para frutos de aracé vermelho, em frutos de
uvaia o contetdo de antocianinas totais diminuiu durante o seu amadurecimento. Nos
frutos de araca amarelo, butia e gabiroba, ndo foi observada nenhuma tendéncia entre
0 conteudo de antocianinas e os estadios de amadurecimento destes frutos. O
conteddo de antocianinas nos frutos de butid diminuiu até o estadio 3 e aumentou
deste estadio para o estadio 4. Este mesmo comportamento ja havia sido relatado
para o teor de CFT, conteudo de flavonoides totais e a atividade antioxidante.
Variac6es no conteldo de antocianinas totais durante o amadurecimento para estes
frutos pode ter sido afetada pela sua estabilidade por fatores como pH destes frutos,
presenca de enzimas, incidéncia de luz destes frutos quando ainda na arvore,
exposicao ao oxigénio durante o armazenamento, estrutura das antocianinas, e
presenca de outros compostos como flavonoides, proteinas e minerais (SCHWART,;
von ELBE; GIUSTI, 2010).

3.6 CONTEUDO DE CAROTENOIDES TOTAIS

Os carotenoides sao pigmentos lipossolUveis que atuam como pigmentos
fotoprotetores na fotossintese e como estabilizadores em membranas (KURZ,
CARLE; SCHIEBER, 2008). Estudos apontam que a funcédo antioxidante dos
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carotenoides desempenha um papel importante na redugédo do risco de cancer,
catarata, arteriosclerose e no processo de envelhecimento (SCHOEFS, 2002).

Pelos resultados apresentados na TABELA 4 para o contetudo de carotenoides
totais para a polpa dos frutos de araca amarelo, araca vermelho, butia, gabiroba e
uvaia nos estadios de amadurecimento foi possivel perceber que exceto pelo dltimo
estadio de amadurecimento, a gabiroba apresentou maior contetdo de carotenoides
totais (181 - 191 mg 100 g'), comparado com os outros frutos independente dos
estadios de amadurecimento. Por outro lado, a polpa de araca vermelho apresentou
o menor contelido de carotenoides totais (12 — 37 mg 100 g?), com diferenca
significativamente (p < 0,05) comparado com a polpa dos frutos de araca amarelo,
butia, gabiroba e uvaia, independe do estadio de amadurecimento.

A polpa dos frutos de araca amarelo e araca vermelho apresentaram reducao
progressiva no conteldo de carotenoides totais ao longo do processo de
amadurecimento. Este comportamento ja havia sido descrito para frutos de pitanga
vermelha e roxa (LIMA; MELO; LIMA, 2002).

Organizando a polpa dos frutos completamente maduros (estadio 4) em ordem
descrescente quanto ao teor de carotenoides totais temos: uvaia (176 mg 100g?) >
gabiroba (157 mg 100g™) > butia (143 mg 100g?) > araca amarelo (40 mg 100g*) >
araca vermelho (12 mg 100g).

Frutos de aracd amarelo, araca vermelho, butia, gabiroba e uvaia apresentaram
conteudo de carotenoides totais maior que de outros frutos nativos crescidos no Brasil
como jenipapo (Genipa americana L.) (23 mg 100 g* MS), marolo (Annona crassiflora
Mart.) (3 mg 100 g* MS) e graviola (Annona muricata L.) (18 mg 100 g* MS) (SOUZA
et al., 2012).

Khoo et al. (2008) avaliaram 14 frutos tropicais que sao encontrados mas néo
consumidos com frequéncia na Malasia e relataram contetdo de carotenoides totais
médios entre 1,41 — 19,83 mg 100 g*'. Neste trabalho para todos os frutos e
independente do estadio de amadurecimento, com excessdo de frutos de araca
vermelho, os teores de carotenoides totais foram de duas a nove vezes maiores que
para todos os frutos da Malasia. Ha evidéncias cientificas do papel dos carotenoides
na reducdo do risco de cancer, catarata, ateriosclerose e no processo de
envelhecimento (PODSEDEK, 2007; RAO; RAO et al., 2007). Outra importante funcao
dos carotenoides é sua atuacdo como potentes antioxidantes ja que possuem um

sistema conjugado e rico em elétrons facilmente oxidaveis, atuando tanto na absorgéo
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do oxigénio singlete quanto de radicais livres, para interromper as reacdes em cadeia
onde estédo envolvidos (SCHOEFS, 2002). Ainda, alguns carotenoides como luteina e
zeaxantina, possuem atividade de provitamina A. Estudos epidemioldgicos e clinicos
mostraram que baixa ingestao ou baixa concentracdo desses carotenoides no plasma
esta associada com a degeneracdo macular. Estudos recentes sugerem que eles
podem manter a saude do coracdo por reduzirem os riscos de doencas
cardiovasculares e protegem a pele dos danos causados por radiacdo UV
(SANTOCONO et al., 2007; MARINOVA; RIBAVORA, 2007).

Ainda, Khoo et al. (2008) relataram que alto conteudo de carotenoides €&
coincidente com o aparecimento da coloragdo amarela nestes frutos. Os frutos nativos
da Floresta Atlantica estudados neste trabalho de coloracdo amarela/ laranja (araca
amarelo, butia, gabiroba e uvaia) quando completaram o amadurecimento (estadio 4)

apresentaram maior contetdo de carotenoides totais que frutos de araca vermelho.

3.7 CONTEUDO DE CLOROFILA TOTAL

As clorofilas s@o pigmentos que estédo presentes nos cloroplastos de frutas e
vegetais, onde desempenham importante fungdo como pigmentos fotossintéticos
(LANFER-MARQUEZ, 2003).

Os resultados obtidos para o conteudo de clorofila total para os frutos de araca
amarelo, aracd vermelho, butia, gabiroba e uvaia foram apresentados na TABELA 4.
Foi possivel observar o declinio no conteddo de clorofila total durante o
amadurecimento dos frutos. A degradacdo deste pigmento em varios frutos € um
indicador de amadurecimento (YANG et al., 2009). Durante a maturacéo dos frutos,
os cloroplastos e suas membranas tilacoides se desintegram, ocorrendo perda rapida
da clorofila e da cor verde dos tecidos. Varios fatores podem atuar na degradacao da
clorofila, dentre eles, o pH, influenciado pelo acimulo de &acidos organicos nos
vacuolos, sistemas oxidativos e clorofilases (CHITARRA; CHITARRA, 2005). O
declinio no conteudo de clororila durante 0 amadurecimento ja havia sido relatado
para outros frutos como abacate (Persea americana Mill) (COX et al., 2004), cherimoia
(Annona cherimola Mill.) (CORDEIRO et al., 2013) e macas (Malusxdomestica)
(SOLOVCHENKO et al., 2005).
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O declinio no conteudo de clorofila total foi mais significativo para frutos de
uvaia e de aracd vermelho, seguido pelos frutos de aracd amarelo e de butid e
finalmente pelos frutos de gabiroba. O declinio do conteudo de clorofila total foi
acompanhado do aumento do valor do parametro a* mostrado pelo valor negativo nos
frutos verdes, e um valor positivo nos frutos completamente maduros. Conforme
esperado, o coeficiente de Person (TABELA 3, r = -0,76, p <0,01) negativo mostrou
uma relacao inversa entre o conteudo de clorofila total e o valor do parametro a*, ou
seja, enquanto o conteudo de clorofila total diminui o parametro a* aumenta.
Comportamento semelhante ao encontrado neste trabalho havia sido descrito para
frutos de gabiroba (Campomanesia pubescens) (SILVA et al., 2009).

Nos frutos de araca vermelho foi possivel perceber que houve diminuicdo do
conteudo de clorofila total. Ao mesmo tempo houve aumento no conteudo de
antocianinas totais. Este comportamento coincide com a mudanca de cor nestes
frutos, onde ocorre a mudanca de cor verde (parametro a* negativo) para a cor roxo
escuro (parametro a* positivo). COX et al. (2004) relataram esta diminuicdo no
conteudo de clorofila e aumento no conteddo de antocianinas totais durante o
amadurecimento de abacates. Ainda, estes autores relacionaram a mudang¢a no
conteldo destes pigmentos com a mudanca de cor dos abacates.

Em frutos e vegetais que possuem coloracdo amarela quando maduros,
normalmente ocorre o desaparecimento da clorofila e o desmascaramento de
xantofilas e carotenos (CHEN; RAMASWAMY, 2002). Neste trabalho, principalmente
pelo alto contedido de carotenoides totais, este comportamento foi demonstrado para
os frutos de aracd amarelo, butia, gabiroba e uvaia. Este comportamento ja havia sido
relatado para frutos de acerola (Malpighia emarginata D.C.) (LIMA et al., 2005) e araca
(Psidium sp.) (DANTAS et al., 2013).

4 CONCLUSOES

Durante o amadurecimento dos frutos nativos da Floresta Atlantica estudados
neste trabalho observou-se que a mudanca de cor (alteracdo nos parametros a* e b*)
gue coincidiu com a alteragao dos pigmentos como no caso dos caratonoides totais

para frutos de aracad amarelo, butia, gabiroba e uvaia, e antocianinas totais para os
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frutos de aracéd vermelho. Estes pigmentos possuem atividade antioxidante e s&o
importantes responsaveis por propriedades nutracéuticas. Todos os frutos nativos da
Floresta Atlantica estudados neste trabalho apresentaram alto teor de compostos
fendlicos (2000 - 7000 mg GAE.100 g?) e, exceto para butia, este teor é reduzido
progressivamente durante o amadurecimento. Frutos de gabiroba apresentaram o
maior teor de carotenoides totais e a maior atividade antioxidante. Os frutos de aracé
vermelho mostraram uma relacdo positiva entre 0 amadurecimento e o teor de
antocianinas que foi aumentado em 12 vezes do estadio 1 para o estadio 4. Foi
possivel observar que a quantidade de compostos bioativos e atividade antioxidante
mudaram de acordo com o estadio de amadurecimento dos frutos.

No geral, os frutos nativos da Mata Atlantica, araca amarelo, araca vermelho,
butia, gabiroba e uvaia, apresentaram alta atividade antioxidante e alto teor de
compostos de interesse para a saude humana. Isso demonstra o potencial desses
frutos para enriquecer a dieta humana e para a extracao de pigmentos de interesse
na industria de alimentos. Isto fara com que ocorra um aumento do consumo e ira

valoriza-los; tornando-os cada vez mais populares.
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CAPITULO 3 - CARACTERIZACAO DO AROMA DOS FRUTOS NATIVOS DA
FLORESTA ATLANTICA
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1 INTRODUCAO

O sabor e aroma caracteristico de frutas exoticas € um dos atributos mais
atraentes para os consumidores. A enorme diversidade de frutas exdticas representa
uma area promissora para pesquisas sobre aromas, com propriedades sensoriais
inusitadas (LASEKAN; ABBAS, 2012).

Atualmente, muitos trabalhos tém sido desenvolvidos no sentido de caracterizar
0s compostos volateis de uma grande quantidade de frutos (LASEKAN; ABBAS,
2012). As frutas tropicais possuem sabor e aroma atraentes e isso caracteriza um
estimulo ao consumo por todo o mundo. As industrias de alimentos estdo sendo
atraidas pela grande variedade de aromas disponiveis em virtude da necessidade de
caracterizar os compostos precursores de aromas em frutas (FRANCO; JANZANTTI,
2005).

A informacdo dos compostos de aroma obtidos por cromatografia a gas e
espectrometria de massas (GC - MS) é interessante, mas ndo indica que 0s
compostos sio, de fato odorantes importantes no aroma. E importante ter em conta a
real contribuicdo dos compostos volateis para 0 aroma, porque cada componente tem
um limiar de aroma diferente (Campo et al., 2009). Portanto, a fim de identificar estes
odorantes ativos e sua importancia no aroma do araca amarelo e vermelho, um estudo
de cromatografia de olfatométrica gasosa-olfatometria (GC -O) € necessario.

O objetivo deste trabalho foi utilizar a GC-O e a cromatografia multidimensional
(GC-O-GC-0O-MS) para caracterizar os compostos precursores do aroma de duas
variedades de araca (amarelo e vermelho) e determinar os compostos odorantes mais
importantes para o aroma destas amostras. Além disso, caracterizou-se o perfil de

aromas destas frutas por meio de andlise sensorial descritiva.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 REAGENTES

Os reagentes utilizados foram: diclorometano (grau de pureza 99,5%) e
metanol (grau de pureza 99,85%) marca Vetec (Rio de Janeiro, Brazil). A resina
utilizada como fase sélida foi a Lichrolut® EN (resina apolar) colocada no cartucho de
polipropileno (0,8 cm de didmetro interno, 3,0 mL de volume interno) marca Merck
(Darmstadt, Germany). Os padrfes utilizados foram: cis-3-hexenol, hexanal, 1,8-
cineol, hexanoato de etila, linalol, acido hexandico, didrocinamato de etila, cinamato
de etila, 2,6-nonadienal e butanoato de metila obtidos a partir de Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemanha). Uma solucdo de n-alcanos (Cs-C2s), 10 mg L em
diclorometano, foi usada para calcular o indice de retencéo linear (LRI) para cada
analito nas mesmas condi¢cdes cromatograficas para as duas colunas usadas neste
trabalho. A partir do tempo de eluicdo de cada alcano foi possivel calcular os indices
de retencéo linear de cada composto isolado das polpas dos frutos.

2.2 MATERIAL VEGETAL

Os frutos maduros de araca vermelho, araca amarelo, butia, gabiroba e uvaia
foram coletados de dezembro de 2011 a marco de 2012, em Curitiba (Parand, Brasil)
e imediatamente transportadas para o laboratorio na Universidade Federal do Parana.
Os frutos foram lavados em agua destilada e polpa com casca foi separada
manualmente da semente. Em 100 gramas de polpa adicionou-se 5 g de acido
ascorbico e 0,4 g de NaF (IBARZ et al., 2006) e homogeneizou-se por 5 minutos em
triturador mixer (Britania, Curitiba, Brasil) e manteve-se congelada (-18 °C) até a
extracdo de compostos volateis. No caso dos frutos de araca amarelo e vermelho,

esta polpa também foi utilizada para a realizacdo da analise sensorial descritiva.
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2.3 CROMATOGRAFIA A GAS-OLFATOMETRIA

2.3.1 Preparo do extrato

Os compostos volateis foram extraidos de 100 g de polpa dos frutos foram
aprisionados por um sistema purge-and-trap como descrito por Ferreira et al. (2009).
O trap representado pela fase sélida de polipropileno em um tubo (0,8 cm de diametro
interno, 3,0 mL de volume) empacotado com 400 mg de resinas LiChrolut EN. O
cartucho foi colocado no topo do extrator contendo a polpa de frutos preparada a
temperatura constante de 37 °C mantida em banho-maria e controlada por
termémetro, onde um fluxo de nitrogénio controlado (500 mL min't) passou pelo
sistema durante 100 minutos. Os compostos volateis liberados pela polpa dos frutos
foram aprisionados pelo cartucho e entdo eluidos com 3,2 mL de diclorometano
contendo 5% de metanol (SAN-JUAN et al., 2010). Antes da analise em CG-O o
extrato foi concentrado com nitrogénio puro até volume final de 200 uL. A FIGURA 13
mostra o0 sistema de purge-and-trape utilizada para a extracdo dos compostos

odoriferos neste trabalho.

FIGURA 13 - SISTEMA DE PURG-AND-TRAPE UTILIZADO PARA A EXTRAGAO DE COMPOSTOS
ODORIFEROS NESTE TRABALHO
FONTE: O autor (2012)
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2.3.2 Andlise por cromatografia a gas-olfatometria (CG-O)

O extrato concentrado foi utilizado para analise por CG-O. A analise foi
realizada usando um cromatdgrafo a gas Trace GC (ThermoQuest SpA, Mildo, Italia),
equipado com um detector de ionizagédo de chama (DIC) e uma sniffing port (Detector
olfativo Outlet Kit, ODO-1), (SGE, Ringwood, Australia), ligados por um divisor de fluxo
na saida da coluna. A coluna utilizada foi uma DB-WAX (polietileno glicol, 30 m de
comprimento, 0,32 mm de diametro interno e 0,5 pm de espessura do filme) (J & W
Scientific, Folsom, CA, EUA) e uma pré-coluna (3 m de comprimento, 0,32 mm de
diametro interno) (Supelco Inc., Bellefonte, PA, EUA). O gas de arraste foi o H2 a uma
vazao de 3,5 mL min** e uma presséo de 52 kPa. Uma amostra de 1 pL foi injetado no
modo splitless (1 minuto). Injector e detector foram mantidos a temperatura de 250 °C.
Programacao da coluna: temperatura inicial de 40 °C durante 5 minutos e, rampa de
4 °C min? até 100 °C, seguida de rampa de 3,5 °C min até 220 °C e permanéncia
nesta por 15 minutos. Para evitar a condensacao na sniffing port, um reostato foi
acoplado. Uma equipe sensorial composta por cinco julgadores com experiéncia em
olfatometria (trés mulheres e dois homens, com idade entre 26-45 anos) foi utilizada
neste estudo. O tempo da analise olfatométrica foi de aproximadamente 18 minutos
para cada julgador e restrito a apenas uma sessdo por dia. Os julgadores foram
instruidos a indicar a intensidade de cada estimulo aromatico percebido usando uma
escala de 4 pontos (0 = ndo detectado, 1 = fraco, 2 = claro, mas nao intenso, 3 =
intenso) (FERREIRA et al., 2003). Em seguida, a frequéncia modificada (FM em %)

foi calculada de acordo com a equacao proposta por Dravnieks (1985):

FM (%) = (F(%)x I (%))Y/2,

onde F (%) representa a frequéncia de deteccdo de um aroma percebido, expressa
como um percentual do numero total de julgadores, e | (%) é a intensidade média,
expressa uma percentagem do maximo de intensidade. Os odorantes foram
identificados por comparacdo de seus odores e indice de retencdo linear
cromatografica (LRI) na coluna DB- Wax com a base de dados disponivel na literatura.
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2.3.3 Identificacao por cromatografia bidimensional de compostos néo identificados

Quando os compostos odorantes ndo puderam ser identificados pela
combinacao de descricdo aromética e LRI (indice de retencéo linear) a cromatografia
bidimensional foi utilizada. Uma aliquota de 15 pL do extrato concentrado foi injetado
no cromatografo bidimensional (CG-O-CG-O-EM). Este sistema consiste de dois
cromatdgrafos a gas independentes CP 3800 (Varian Inc., Walnut Creek, CA, EUA),
interligados por uma linha de transferéncia mantida a 200 °C equipada com um
sistema de véalvula Deans (Valco Instruments, Houston, TX, EUA), duas sniffing port e
dois detectores: ionizacdo em chama (DIC) e espectrbmetro de massas (EM).
Cromatografo 1 estava equipado com uma coluna DB-Wax (polietileno glicol, 30 m de
comprimento, 0,32 mm de diametro interno e 0,5 mm de espessura do filme) (J & W
Scientific, Folsom, CA, E.U.A.). Programacao da coluna: temperatura inicial de 40 °C
durante 5 minutos e, rampa de 4 °C mint até 100 °C, seguida de rampa de 8 °C min
até 220 °C e permanéncia nesta por 15 minutos. Inicialmente, o extrato concentrado
foi monitorado por olfatometria no Cromatégrafo 1 para selecionar o tempo de
retencdo correspondente a fracdo de compostos do aroma néo identificados e para
realizar o ‘corte’ na corrida cromatografica e entéo, transferi-lo para o Cromatégrafo 2.
Este cromatografo foi equipado com uma coluna FactorFour-VF-5MS
(polimetilsiloxano-5% difenil, 30 m de comprimento, 0,32 mm de diametro interno e 1
pum de espessura do filme) (Varian Inc., Walnut Creek, CA, EUA). No forno do
Cromatografo 2, a fracdo isolada foi aprisionada em uma unidade refrigerada com
CO2. Neste cromatografo, o fluxo foi monitorado por olfatometria a0 mesmo tempo
gque a deteccdo com a espectrometria de massas (EM) foi realizada. Dois minutos
depois do ‘corte’ no primeiro cromatdgrafo, o fluxo de CO:2 foi removido e
simultaneamente aconteceu a ativacdo da temperatura no segundo forno.
Programacéo da coluna: rampa de 8 °C min! até 200 °C, seguida de rampa de 50 °C
min até 300 °C e permanéncia nesta por 15 minutos. Os parametros do detector de
EM foram os seguintes: a temperatura da linha de transferéncia foi de 170 °C, ion trap
a 150 °C e trap emission em 10 mA. Detector de ionizagcdo de chama (DIC) e dados
de EM foram registradas e processadas utilizando o software 6.3, equipado com NIST
2.0 (U.S. National Institute of Standards and Technology, 2008) e MS Libray (NIST,
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Gaithersburg, MD, U.S.A.). A identificacdo dos odorantes foi realizada através de uma
comparacao dos odores percebidos pelos julgadores, indices de reten¢do lineares nas

colunas cromatogréaficas DB-WAX e DB-5, e espectros de massas.

2.4 ANALISE SENSORIAL

Uma comparacgao sensorial descritiva foi realizada entre as duas variedades de
araca estudadas neste trabalho com a finalidade de detectar diferengas entre seus
aromas. A equipe sensorial foi composta de oito mulheres e trés homens com idade
entre 23-40 anos, pertencentes a equipe do Laboratorio de Analisis del Aroma y
Enologia (Zaragoza, Espanha) e com longa experiéncia em analise sensorial. Os
julgadores participaram de sete sessdes especificas de treinamento com duracéo de
1 h. Na primeira sessédo, as polpas foram submetidas a dois testes triangulares o
painel sensorial deve identificar a amostra diferente entre trés amostras apresentadas
(sendo duas amostras iguais e uma amostra diferente) de polpas de araca amarelo e
vermelho para certificar que era possivel encontrar diferencas entre as duas polpas
estudadas (FIGURA 14) (AENOR, 1997). Na segunda sesséao, os julgadores puderam
expor de forma livre os descritores do aroma das polpas de aracd amarelo e vermelho,
conforme a ficha sensorial mostrada na FIGURA 15. A partir dos descritores
apresentados na sesséao anterior, foram selecionados aqueles mais frequentes entre
os que foram apontados pelos julgadores e a partir disto foram selecionados os
padrées para cada descritor que foram apresentados na TABELA 5. Na terceira e
guarta sessdes o0s padrdes anteriormente escolhidos foram apresentados aos
julgadores para confirmar a semelhanca entre eles e os descritores (FIGURA 16).
Outra sessao foi realizada para avaliar a capacidade dos julgadores em identificar as

diferentes intensidades dos padrdes escolhidos para os descritores (FIGURA 17).
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Data: Nome:

Na sua frente, existem trés frascos ambar codificados com
nimeros aleatdrios de trés digitos. Por favor, aspire cada frasco
e indique qual deles é diferente e explique as diferencgas
observadas.

Diferencas:
Muito obrigada!

FIGURA 14 - FICHA UTILIZADA PARA O TESTE TRIANGULAR DAS POLPAS DE ARACA
AMARELO E VERMELHO
FONTE: AENOR, 1997

Nas sessdes 5, 6 e 7, 0s julgadores indicaram a intensidade de cada descritor
utilizando a ficha sensorial mostrada na FIGURA 18. Em todas as sess0es as polpas
de araca amarelo e vermelho foram apresentadas em frascos ambar codificados (30
g, a 20 °C).

Data: Nome:
Na sua frente, existem dois frascos ambar codificados com
numeros aleatdrios de trés digitos. Por favor, aspire cada frasco
e faga a descri¢ao do seu aroma (descrigdo livre).
Descrigdo:
Descrigao:

Muito obrigada!

FIGURA 15 - FICHA UTILIZADA NA ANALISE SENSORIAL PARA A DESCRICAO LIVRE DAS
POLPAS DE ARACA AMARELO E VERMELHO PELOS JULGADORES
FONTE: AENOR, 1997

Data: Nome:

Na sua frente, existem cinco séries de aromas em frascos ambar
codificados com numeros aleatdrios de trés digitos. Por favor,
aspire cada frasco e identifique o aroma e ordene os frascos em
ordem crescente de intensidade de aroma.

Descritor 1:

Descritor 2:

Descritor 3:

Descritor 4:

Descritor 5:

Muito obrigada!

FIGURA 16 - FICHA UTILIZADA NA ANALISE SENSORIAL PARA CONFIRMAR OS PADROES DOS
DESCRITORES ANTERIORMENTE ESCOLHIDOS PELOS JULGADORES
FONTE: AENOR, 1997
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Data: Nome:

Na sua frente, existem cinco séries de aromas em frascos ambar
codificados com numeros aleatdrios de trés digitos. Por favor,
aspire cada frasco e ordene os frascos em ordem crescente de
intensidade de aroma.

Doce:

Verde:
Tomate:
Citrico:

Fruta tropical:

Muito obrigada!
FIGURA 17 - FICHA UTILIZADA NA ANALISE SENSORIAL PARA TREINAR OS JULGADORES NAS

DIFERENTES INTENSIDADES DOS PADROES ANTERIORMENTE ESCOLHIDOS
FONTE: AENOR, 1997

Data: Nome:

Na sua frente, existem cinco séries de aromas com dois frascos
ambar codificados com nimeros aleatdrios de trés digitos. Por favor,
aspire cada frasco e indique a intensidade dos descritores. Antes de
comegar, aspire as referéncias para cada descritor.

Doce:
0 = ndo detectado Verde:
1 = aroma de baixa intensidade Tomate:
2 = aroma de média intensidade Citrico
3 = aroma de alta intensidade  Fruta tropical:

i
an

Muito obrigada!

FIGURA 18 - FICHA UTILIZADA NA ANALISE SENSORIAL PARA PARA IDENTIFICAR A
INTENSIDADE DE CADA DESCRITOR ANTERIORMENTE ESCOLHIDO PELOS
JULGADORES.

FONTE: AENOR, 1997

TABELA 5 - PADROES UTILIZADOS COMO REFERENCIA DE AROMA NA ANALISE SENSORIAL

Descritor Composicéo do padréao Descricao
Verde 20,0 mL de (Z)-3-hexenol 400 mg L* Verde, grama
Citrico 5,0 mL suco de limédo + 15,0 mL de agua Citrico, &cido

Fruta tropical 10,0 mL néctar de abacaxi + 10,0 mL suco Abacaxi, manga
tropical “Pascual Biofrutos”

Tomate 5,0 g de tomate + 15,0 mL de agua Tomate

Doce 10,0 mL of xarope de abacaxi + 10,0 mL de Fruta doce, damasco

xarope de fruta
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2.5 ANALISE QUANTITATIVA

Um cromatdgrafo a gas GC- 450 combinado com um espectrdmetro de massas
ion trap Saturn 2200 (Varian Inc., Walnut Creek, CA, EUA) foi utilizado para anélise
guantitativa. Condi¢cdes cromatograficas: coluna cromatografica DB-WAXetr
(polietileno glicol, 60 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 uM de
espessura de filme) (J & W Scientific, Folsom, EUA), foi precedida por uma pré-coluna
desativada (3 m de comprimento, 0,25 mm de espessura) (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, EUA). O gas de arraste foi o hélio, a uma taxa de 1,5 mL min-t. Dois
microlitros do extrato foram injetados em modo splitless em 2,6 min tempo de splitless.
A temperatura inicial do injetor foi de 40 °C por 0,3 min, e depois aumentou até 250
°C a 200 °C min! e foi mantida nesta temperatura durante 153 minutos. Programacao
da coluna: inicialmente a 40 °C por 3 mint, com rampa de 2 °C min* até 220 °C e
mantida assim durante 90 min. As solu¢des contendo os padrdes puros em diferentes
concentracdes, descritos no item 2.1, foram injetados no cromatografo. Os fatores de
resposta foram calculados utilizando para isso, a concentragdo do composto injetado
e a area obtida a partir de cada concentracdo e estes fatores utilizados para cada

classe de compostos encontrada para os frutos.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. COMPARACAO DAS CARACTERISTICAS SENSORIAIS DAS VARIEDADES
DE PSIDIUM CATTLEIANUM (ARACA AMARELO E ARACA VERMELHO)!

Na realizagdo da analise sensorial, os testes triangulares confirmaram a
existéncia de diferencas significativas (p < 0,01) entre o aroma liberado pelas polpas

de aracd amarelo e vermelho. ApOs estes testes, a equipe sensorial gerou cinco

1 Artigo aceito para publicacdo no periédico Food Chemistry (10.1016/j.foodchem.2014.05.028)
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termos descritivos para caracterizar as polpas de araca amarelo e vermelho através
de analise descritiva sensorial: citrico, verde, frutos tropicais, doce e tomate. A
intensidade destes descritores para cada polpa de fruta foi indicada pela equipe
sensorial utilizando os padrées de referéncia descritos na TABELA 5. As médias
obtidas pelas trés sessbOes sao apresentadas na FIGURA 19. Foram encontradas
diferencas significativas para os descritores de fruta tropical e tomate entre araca
amarelo e vermelho. O descritor fruta tropical teve intensidade significativamente mais
elevada (p < 0,05) na polpa de araca amarelo e o descritor tomate foi
significativamente mais elevada para a polpa de araca vermelho. O perfil semelhante
para as polpas de aracd amarelo e vermelho foi encontrado para o descritor citrico,
verde e doce. Estes dados confirmam os resultados do teste triangular preliminar em
que, mesmo as Vvariedades compartiihando alguns descritores, diferencas

significativas sédo encontradas no perfil do aroma destas frutas.

Citrico

15

Verde Fruta tropical*

Aracd amarelo === Araca vermelho

FIGURA 19 - GRAFICO ARANHA DE INTENSIDADE DOS DESCRITORES ENCONTRADOS NA
POLPA DE ARACA AMARELO E VERMELHO PELO PAINEL SENSORIAL.
*Descritores seguidos por asterisco possuem diferenca significativa a p<0,05.

ApoOs a andlise sensorial, foi realizada a analise por cromatografia a gas-
olfatometrica do extrato concentrado das polpas de araca amarelo e vermelho. Os
compostos de aroma encontrados em ambas as polpas de araca amarelo e vermelho
foram apresentados na TABELA 6. Esta tabela apresenta o indice de retencao linear
nas colunas cromatograficas DB-WAX e VF-5MS, a descricdo dos odorantes
encontrados e sua identidade quimica, a intensidade e a frequéncia percebida para
cada odorante (expresso como FM (%)) e o método de identificacdo para cada
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odorante. Apenas os odorantes que atingiram a FM (%) superior a 15% foram
incluidas nesta tabela. Assim, 23 odorantes foram encontrados, sendo 16 odorantes
para araca vermelho e 17 para araca amarelo. Entre eles, apenas 10 odorantes foram
encontrados para ambas variedades. A identificacdo dos compostos encontrados por
olfatometria foi realizado por CG-EM e CG-O-CG-O-EM. A cromatografia
bidimensional permitiu a identificagdo da maioria dos odorantes previamente
encontrados pela olfatometria, de acordo com seus indices de Retenc&o Linear nas
colunas cromatograficas DB-WAX e VF-5MS e, quando necessario, da comparacéo
com os padrdes disponiveis conforme descritos no item 2.1. No entanto, 4 odorantes
ndo puderam ser identificados. Os resultados da analise quantitativa dos odorantes
encontrados para polpa de aracd amarelo e araca vermelho sdo mostradas pela
TABELA 7.

De acordo com os dados apresentados na TABELA 6, o composto que teve a
maior FM (%) foi o (Z)-3-hexenal com 84 e 82%, no araca amarelo e vermelho,
respectivamente. Este aldeido é formado pela oxidac&do de acido linoleico durante
ruptura celular e tem um descritor conhecido como verde na analise olfatometrica. Ele
foi encontrado em araca amarelo e vermelho por Vernin et al. (1998), mas nao foi
encontrado por Pino, Marbot e Vazquez (2001), embora isso possa ser devido a
degradacdo provocada pelo método de preparacdo da amostra. (Z)-3-hexenal tem
demonstrado ser um composto predominante no aroma de outros frutos, como goiaba
(STEINHAUS et al., 2009) e groselha (HEMPFLING et al., 2013). Embora os dados
de CG-O nao suportem esta hipétese (as intensidades FM foram semelhantes nas
duas variedades de polpa de araca), a anélise quantitativa (apresentados na TABELA
7) mostrou uma quantidade maior de (Z)-3-hexenal no aracé vermelho. (Z)-3-hexenal
€ o0 odorante mais ativo no tomate e, por essa razao, este composto provavelmente é
o responsavel pelas diferencas encontradas no descritor "tomate" na analise sensorial
realizada anteriormente. Outros dois compostos relacionados com (Z)-3-hexenal
foram encontrados na CG-O: o produto de sua isomerizagdo, o (E)-2-hexenal,
encontrado com 40% e 31% de FM, respectivamente, em araca amarelo e araca
vermelho; e o seu alcool correspondente, (Z)-3-hexenol, detectado apenas em aracga
vermelho. Estes compostos, assim como o0 (Z)-3-hexenal, foram descritos na
olfatometria como ‘grama’ e ‘herbaceo’. Outros aldeidos como (E,Z)-2,6-nonadienal e
hexanal também foram identificados nas polpas dos frutos de araca. (E,Z)-2,6-
nonadienal, importante no odor da familia Cucurbitaceae (BEAULIEU; GRIMM, 2001),
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foi detectado apenas no araca amarelo. Entre os aldeidos quantificados, (E)-2-hexenal
foi a mais abundante, com mais de 100 pug kg! em ambas as polpas de araca
(TABELA 7), consistente com o que foi encontrado anteriormente para araca vermelho
(0,27 ppm) por Pino, Marbot e Vazquez (2001). Além disso, (Z2)-3-hexenal e hexanal
foram encontrados em quantidades e foram maiores em aracd vermelho. Uma
composicdo predominante de aldeidos volateis Cs em frutos foi previamente
associada com imaturidade (BEAULIEU; GRIMM, 2001; CHYAU; CHEN; WU, 1992).
No entanto neste trabalho, os frutos de araca amarelo e vermelho encontravam-se
maduros quando houve o isolamento de compostos de aroma e por iSso é possivel
considerar que os aldeidos presentes representam compostos de importancia no
aroma destes frutos.

Além de aldeidos, mais 3 compostos contendo o grupo carbonila ou compostos
da classe cetona foram encontrados: 2-pentanona, 1-octen-3-ona e (Z)-1,5-octadien-
3-ona. O produto da oxidacéo lipidica, 1-octeno-3-ona foi percebido com FM de 49%
na polpa de ambas as variedades de araca e descrito na olfatometria como cogumelo.
1-octen-3-ona ndo havia sido relatado em estudos anteriores sobre P. cattleianum.
Este composto ja havia sido descrito como um importante odorante no aroma de frutos
de Viburnum opulus (KRAUJALYTE; LEITNER; VENSKUTONIS, 2012). (2)-1,5-
octadien-3-ona foi encontrado em ambas variedades com a FM de 59 e 61%,
respectivamente. Este composto foi descrito como geranio e foi anteriormente relatado

com alta intensidade em frutos de morangos (UBEDA et al., 2012).
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TABELA 6 - INDICE DE RETENGAO LINEAR NAS COLUNAS CROMATOGRAFICAS, DESCRITORES OLFATOMETRICOS, IDENTIFCAGCAO DOS
COMPOSTOS E FM (%) DOS ODORANTES ISOLADOS DO HEADSPACE DAS POLPAS DE ARACA AMARELO E VERMELHO.

LRIDB- LRI VF- FM (%) .
WAX SMS Compostos Araca amarelo  Araca vermelho Descrigdo do odor
1006 2-pentanonad 23 Frutal
1019 <900 Butanoato de metila? 37 26 Frutal
1082 <900 Pentanoato de metila? 23 Floral, doce
1091 <900 Hexanal? 31 26 Grama, verde
1101 <900 Acetato de butila? 23 Floral
1115 n.i. 37 Verde, tostado
1147 <900 (2)-3-hexenal? 84 82 Grama, herbaceo
1217 1027 1,8-cineol? 69 75 Menta, eucalipto
1252 <900 (E)-2-hexenal® 40 31 Verde
1315 1004 1-octen-3-ona? 49 49 Cogumelo
1388 1064 (2)-1,5-octadien-3-ona® 59 61 Geranio
1405 <900 (2)-3-hexenol? 28 Grama
1568 1115 Linalool® 28 71 Floral, limao
1602 1167 (E,2)-2,6-nonadienal® 49 Pepino, melédo
1640 1111 n.i. 71 57 Queimado
1652 796 Acido butirico? 23 Ranco
1739 Acetato de 3 mercaptohexild 23 Fresco, Citrico
1780 n.i. 26 Citrico, Fresco
1794 1222 NerolP 28 Frutal citrico, verde
1862 1020 Acido hexanoico? 45 23 Ranco, suor
2039 1629 (E)-Nerolidol? 40 Frutal, floral
2082 1496 Cinamato de metila® 16 Fruta citrica, goiaba
2152 n.i. 23 Picante, queimado

LRI indice de retencéo linear; n.i., composto n&o identificado

¢ Identificagdo baseada na retengéo cromatogréafica em colunas DB-WAX and VF-5MS, odor, dados do espectro de massas e confirmado por inje¢do de padrao.

b . ~ ~ . . .. ~ ~ A .
Identificagdo baseada na retencdo cromatogréfica em colunas DB-WAX and VF-5MS, odor, e confirmada com injecdo de padrdo de referéncia.

¢ Identificacdo baseada na retencdo cromatogréafica em colunas DB-WAX and VF-5MS e descrigdo do odor como descrito na literatura.

d . ~ ~ . . e ~ A -
Identificag8o baseada na retencdo cromatografica em colunas DB-WAX, odor e confirmado por injecdo do padrédo de referéncia.
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TABELA 7 - CONCENTRAGAO DOS COMPOSTOS DE AROMA DO ARAGA AMARELO E

VERMELHO
LRI DB-WAX Compostos ug kgt de polpa
Aracd amarelo  Araca vermelho
1006 2-pentanona <1 4,3
1019 Butanoato de 1,6 1,6
metila
1091 Hexanal 28,2 63,9
1101 Acetato de butila 4,1 9,4
1147 (2)-3-hexenal 34,3 56,8
1217 1,8-cineol 166,2 377,6
1252 (E)-2-hexenal 101,2 151,0
1405 (2)-3-hexenol 41,1 74,9
1568 Linalool 3,8 160,9
1652 Acido butirico 3,2 <1
1854 Acido hexanoico 10,5 8,1
2039 Nerolidol 7,2 32,4

Outra importante classe de compostos volateis no aroma de frutos sdo os
ésteres. Os ésteres sao descritos como compostos de maior importancia no aroma de
varios frutos (LASEKAN; ABBAS, 2012). Este comportamento néo foi observado nas
variedades de aracé estudadas neste trabalho. Somente 5 ésteres foram encontrados
na analise olfatométrica, e nenhum deles alcangcou FM acima de 40% (TABELA 6).
Entre os ésteres identificados: butanoato de metila encontrado em ambas as
variedades de araca, enquanto pentanoato de metila e acetato de butila foram
encontrados apenas em araca vermelho. Cinamato de metila, relatado como
responsavel pela nota ‘citrica’ em 6leo de goiaba (STEVENS; BREKKE; STERN,
1970), foi encontrado apenas em araca amarelo. O outro éster foi 0 acetato de 3-
mercaptoexila que foi encontrado apenas em araca amarelo e descrito como
responsavel pelo aroma de maracuja (JANZANTI et al., 2012). Este composto pode
ser responsavel pelas diferencas observadas entre o araca amarelo e vermelho
quanto ao descritor de frutos tropicais (BURDOCK; FENAROLI, 2010) na analise

sensorial descritiva mostrada na FIGURA 19.
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Finalmente, quatro zonas de odor ndao puderam ser identificadas, como
mostrado na TABELA 6. Destes, vale ressaltar o composto responsavel pelo indice
de retencao linear 1640 na coluna DB-WAX, descrito pela nota ‘queimado’, com FM
de 71% e 57% para araca amarelo e vermelho, respectivamente. Foi possivel localizar
esta zona de odor no cromatografo bidimensional e a partir dai, obter o indice de
retencdo linear na coluna VF - 5MS (LRI 1111). O espectro de massas do pico
associado ao tempo de retencao foi mostrado na FIGURA 20. N&o foi possivel sugerir
compostos presentes nas bibliotecas de EM, mas a intensidade do fragmento de 99
m/z sugere a estrutura de uma d-lactona.
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FIGURA 20 - ESPECTRO DE MASSAS DO COMPOSTO NAO IDENTIFICADO LRI DB-WAX 1640 E
VF-5MS 1111

Dos 23 compostos de aroma de araca amarelo e vermelho detectados neste
trabalho, 13 ndo haviam sido previamente relatados na literatura para o P. cattleianum
Sabine (PINO; MARBOT; VAZQUEZ, 2001), enquanto 9 foram identificados pela
primeira vez por CG-O-CG-EM (pentanoato de metila, (Z)-3-hexenal, 1-octen-3-ona,
(2)-1,5-octadien-3-ona, (E,Z)-2,6-nonadienal, acido butirico, acetato de 3-

mercaptohexil, nerol, e cinamato de metila).

3.2 CARACTERIZACAO DE COMPOSTOS CONSTITUINTES DO AROMA DE
FRUTOS DE BUTIA, GABIROBA E UVAIA



92

A partir da analise por cromatografia a gas-olfatometria do extrato concentrado
isolado das polpas de butia, gabiroba e uvaia foram obtidos os resultados que
compdem a TABELA 8. A tabela mostra o indice de retencdo linear nas colunas
cromatograficas DB-WAX e VF-5MS, a descricdo dos odorantes encontrados e sua
identidade quimica, a intensidade e a frequéncia percebida para cada odorante
(expresso como FM (%)) e o método de identificacdo para cada odorante. Apenas 0s
odorantes que atingiram a FM (%) superior a 15% foram incluidas nesta tabela. Foram
encontrandos 24, 16 e 16 compostos odorantes para a polpa dos frutos de butia,
gabiroba e uvaia, respectivamente. A identificacdo dos compostos encontrados por
olfatometria, foi realizada utilizando CG-EM e CG-O-CG-O-EM. A cromatografia
bidimensional permitiu a identificacdo da maioria dos odorantes previamente
encontrados pela olfatometria, de acordo com seus indices de Retengdo Linear nas
colunas cromatograficas DB-WAX e VF-5MS. No entanto, 8 odorantes ndo puderam
ser identificados, sendo que dois destes compostos (indice de retencéo linear 1115 e
1640) ja haviam sido relatados para aracd amarelo e vermelho (EGEA et al., 2014). O
composto com indice linear 1640 (FIGURA 20) foi descrito pela nota ‘queimado’ em
polpa de frutos de butid, gabiroba e uvaia, com FM de 65, 71 e 84% para estes frutos.
Os resultados da analise quantitativa dos odorantes encontrados para polpa de frutos
de buti4, gabiroba e uvaia sdo mostrados na TABELA 9.

A polpa de frutos de butia e de gabiroba tiveram 12 compostos constituintes do
aroma em comum (entre 0os 24 e 16 compostos encontrados, respectivamente)
enquanto entre butid e uvaia foram encontrados 10 compostos em comum no aroma
(entre os 24 e 16 compostos encontrados, respectivamente). Entre os 16 compostos
encontrados no aroma de polpa de frutos de gabiroba, 8 foram encontrados para
uvaia. Por isso, foi possivel perceber uma semelhanca entre frutos de butia e gabiroba
e de butia e uvaia quanto a variedade de compostos encontrados no aroma da polpa
dos frutos de buti4, gabiroba e uvaia.

Na FIGURA 21 estéo as classes de compostos encontradas para os frutos de
butia, gabiroba e uvaia. A classe dos compostos de ésteres foi a classe de compostos
mais representativa encontrada no aroma de frutos de butia (mais de 50% dos
compostos encontrados) e de gabiroba (mais de46 % dos compostos encontrados).
Em frutos de uvaia a classe de ésteres dividiu importancia com a classe de terpenos

(aproximadamente 25% dos compostos encontrados para cada uma).
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TABELA 8 - INDICE DE RETENGAO LINEAR NAS COLUNAS CROMATOGRAFICAS, DESCRITORES OLFATOMETRICOS, IDENTIFICAGAO DOS
COMPOSTOS E FM (%) DOS ODORANTES ISOLADOS DO HEADSPACE DAS POLPAS DE BUTIA, GABIROBA E UVAIA.

LRI DB-WAX LRI VF-5MS
1006
1019 <900
1115
1022 <900
1041 <900
1059 <900
1076
1091 <900
1091 <900
1101 <900
1134 938
1147 <900
1195
1213
1217 1027
1246
1252 <900
1255
1315 1004
1353 1004
1366
1388 1064
1405 <900
1410
1470
1524
1568 1115

1597

Compostos

2-pentanona?
Butanoato de metila?
n.i.
Proprionato de etila®
2-metil butanoato de metila®
Butanoato de etila?
Isovalerato de etila?
3-Butanoato de etila
Hexanal®
Acetato de butila?
Valerato de etila?
(2)-3-hexenal®
Pentanoato de etila®
Hexanoato de metila?
1,8-cineol?
Hexanoato de etila®
(E)-2-hexenal®
(2)-B-ocimeno®
1-octen-3-ona?
6-metil-5-hepten-2-ona
n.i.
(2)-1,5-octen-3-ona‘
(2)-3-hexenol?
n.i
(E)-6xido de linalool?
Benzaldeido?
Linalool?
n.i.

FM (%)

Butia

23

23
61
57

57
40
84

42
20
84
28

82
37

91
35

20
42

Gabiroba Uvaia

26
26

35
66

31

28

91

32
71

26
35

67
20

63

28

20

40

31

42

57
63

82

69

53
32

Descritores olfatometricos

Frutal, morango
Frutal
Verde, tostado
Doce, citrico
Doce, morango, frutal
Frutal, doce, éster
Menta

Grama, verde
Floral

Verde, frutal

Grama, herbaceo
Verde
Frutal, doce, erva-doce
Menta, eucalipto

Frutal, doce
Verde
Citrico

Cogumelo
Queimado, arboreo
Citrico, erva-dice

Coco, lactona
Grama
Canela

Floral, verde, arbéreo

Frutal

Floral, limao

Menta, verde
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1640
1739
1794
1800
1856
1870
1884
1909
2073
2117
2145
2168
2196
2240

1111

1222

1253

n.i.
3-Acetato de mercaptoexila®
Nerol°
n.i
Geraniol®
Diidrocinamato de metila?
n.i
Diidrocinamato de etila?
Furaneol
m-cresol
Acido nonanoico?
Cinamato de etila®
n.i.
Acido decanoico

65
28

51
31
23
65

46
55

23

71
93
26

42

49

32

51
20

84

35
33

88
35

26

26

Fresco, citrico
Frutal, citrico

Verde, queimado

Floral, verde
Verde, floral
Verde
Floral, doce

Doce, canela, acucar tostado
Tostado, queimado

Verde, mofado

Flor branca, fresco
Frutal, améndoa

Ranco, gordura

LRI indice de retencéo linear

@ |dentificacdo baseada na retencdo cromatografica em colunas DB-WAX and VF-5MS, odor, dados do espectro de massas e
confirmacéo por injecdo de padrao.
b |dentificacdo baseada na retencdo cromatografica em colunas DB-WAX and VF-5MS, odor e confirmac&o por injecéo de padrao.
¢ ldentificacdo baseada na retencédo cromatografica em colunas DB-WAX e odor como descrito na literatura.

d |dentificacdo baseada na retencédo cromatografica em colunas DB-WAX, odor e confirmagéo por injecdo de padrdo de referencia.
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TABELA 9 - CONCENTRAGAO DOS COMPOSTOS DE AROMA DE FRUTOS DE BUTIA, GABIROBA

E UVAIA.
LRI DB-WAX Compostos ug kgt de polpa
Butia Gabiroba Uvaia
1019 Butanoato de metila 21648,69 <1
1059 Butanoato de etila 11891,67
1101 Acetato de butila 15059,54
1147 (2)-3-hexenal 3,71 3,96
1213 Hexanoato de metila  1289,61
1217 1,8-cineol 9036,97 220631,10 10538,99
1246 Hexanoato de etila  218929,26
1252 (E)-2-hexenal 18729,29
1405 (2)-3-hexenol 107765,53
1568 Linalool 28162,55
1652 Acido butirico
1794 Nerol 0,71
1854 Acido hexanoico
1856 Geraniol 1,23
1870 Metil diildrocinamato 3,25
2039 Nerolidol
2145 Acido nonanoico 8631,29
2168 Cinamato de etila 14,20

Uvaia

Gabiroba

Butia

B Fenois
mAcidos
& Alcool
@ Aldeido

mCetona

B Terpenos
B Ester
i
0 10 20 30 40 50 60

Percentual (%)

FIGURA 21 - CLASSES DE COMPOSTOS CONSTITUINTES DO AROMA ENCONTRADAS NOS
FRUTOS DE BUTIA, GABIROBA E UVAIA.
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De acordo com a TABELA 8, em frutos de butia, o hexanoato de etila,
pertencente a classe dos ésteres, foi um dos compostos de maior importancia, com
FM de 84% e também foi o composto majoritario quantitativamente (218,9 mg kg
(TABELA 9). Além do hexanoato de etila, ésteres de menor intensidade contribuiram
de forma secundéria na formacdo do aroma de frutos de butia, entre eles: 2-metil
butanoato de metila (FM de 61%), butanoato de etila e acetato de butila (57%),
hexanoato de metila (42%), valerato de etila (40%), butanoato de metila e propionato
de etila (FM de 23%), 3-acetato de mercaptoexila (28%) (compostos tiois) e os
cinamatos (conhecidos pelo seu descritor “doce” e “floral”): diidrocinamato de etila
(65%), cinamato de etila (55%) e didrocinamato de metila (31%). Ainda, foi possivel
observar que o butanoato de metila esteve presente em quantidade maior (21,6 mg
kg?) que o butanoato de etila (11,8 mg kg™), no entanto este Ultimo teve maior
contribuicdo no aroma dos frutos de butia (57 para 23%, respectivamente) (TABELA
8). Isto provavelmente aconteceu devido ao baixo threshold do butanoato de etila
(HEMPFLING et al., 2013). No aroma de frutos de groselha o butanoato de metila
apresentou-se quantitativamente maior que o butanoato de etila, assim mesmo, o
butanoato de etila apresentou maior importancia para o aroma percebido neste fruto
(HEMPFLING et al., 2013).

Nos frutos de gabiroba, o composto identificado com maior intensidade foi um
éster, 0 acetato de 3-mercaptoexila com FM de 93% (TABELA 8). Os mercaptanos
sdo responsaveis pelo descritor ‘frutas tropicais’ e alguns desta familia ja foram
identificados em frutos de maracuja e em variedades de araca (EGEA et al., 2014).
Entre os ésteres de menor intensidade, foram encontrados: 2-metil butanoato de
metila (66%), cinamato de etila (51%), deidrocinamato de etila (49%), propionato de
etila (35%), 3-butanoato de etila (31%) e butanoato de metila (26%).

Na polpa de frutos de uvaia, os ésteres identificados tiveram baixa intensidade
e frequéncia, resultando em baixa FM (20 a 31%) e por sua vez, em compostos de
menor impacto no aroma. Entre eles, foram encontrados: pentanoato de etila (FM de
31%), 2-metil butanoato de metila (FM de 28%), cinamato de etila (26%) e isovalerato
de etila (FM de 20%) (TABELA 8).

Os ésteres sao produzidos pela reagcédo de acidos carboxilicos e alcoois. Sao
associados ao amadurecimento de frutos e tém sido descritos no aroma de frutos
exo6ticos como compostos de maior importancia. O aroma dos ésteres é descrito como
“frutal” ou associado a algum fruto em especifico (LASEKAN; ABBAS, 2012, TRESSL,
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DRAWERT, 1973). Dentre os ésteres, 0s cinamatos sdo compostos derivados dos
acidos cindmicos e sao intermediarios da via metabdlica de compostos fendlicos. Os
cinamatos volateis foram inicialmente identificados no aroma de banana e séo
conhecidos por serem responsaveis pelo aroma frutal e doce importante para uma
grande variedade de frutos (PEREZ; SANZ, 2008).

O (2)-3-hexenal, da classe dos aldeidos, possui o descritor conhecido como
‘verde’ na andlise olfatométrica. Neste trabalho, o (Z)-3-hexenal, juntamente com o
hexanoato de etila, foram os compostos mais importantes para o aroma de polpa de
frutos de butia (FM de 84%). Outros aldeidos de menor impacto no aroma, como o
(2)-2-hexenal (FM de 28%) (produto da isomerizacdo do (Z)-3-hexenal) e o
benzaldeido (FM de 20%) foram identificados, totalizando 13% dos compostos
encontrados no aroma da polpa de butid (FIGURA 20). O (Z)-3-hexenal foi o Unico
aldeido identificado em frutos de gabiroba com FM de 28%. Este composto foi
anteriormente identificado como o odorante com maior intensidade (FM) para as
variedades de araca (EGEA et al., 2014) e goiaba (STEINHAUS et al., 2009). O éalcool
correspondente a este aldeido foi identificado em frutos de butia e uvaia, o (2)-3-
hexenol, com FM de 35 e 69%. Este composto é responsavel pelo descritor “grama”.

Em frutos de uvaia, os aldeidos encontrados (o hexanal com 40% e o
benzaldeido com 32%) possuiram FM < 50%, mostrando contribuicdo secundaria no
aroma destes frutos.

Para frutos de uvaia, a classe de terpenos, representou juntamente com a
classe de ésteres, 50% dos compostos encontrados (FIGURA 21). No entanto, os
terpenos, com FM mais baixa, assim como os ésteres mostraram-se secundarios no
aroma de uvaia: o (Z)-g-ocimeno (FM de 57%), oxido de linalool (FM de 53%), 1,8-
cineol (FM de 42%), e o geraniol (FM de 33%) (TABELA 8).

O 1,8-cineol, conhecido pelo descritor ‘menta’ e ‘eucalipto’, importante
monoterpeno formador de aroma de frutos, foi 0 segundo composto com maior
intensidade (FM de 91%) para os frutos de gabiroba, seguido pelo linalool com FM de
67 % (TABELA 8). Esta classe, terpenos, representou a segunda classe mais
importante com 33% dos compostos encontrados nestas frutas (FIGURA 21).
Quantitativamente, o 1,8-cineol e o linalool foram 0s compostos mais representativos
em frutos de gabiroba (220,6 e 28,1 mg kg') (TABELA 9). Ainda desta classe, foram
encontrados o geraniol (FM de 42%), 6xido de linalool (FM de 35%) e o nerol (FM de

26%). Estes Ultimos terpenos sdo conhecidos por apresentarem descritores
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conhecidos como ‘floral’ e ‘frutal. Em aroma dos frutos de butia, os terpenos
encontrados foram: geraniol (51%), linalool (42%) e 1,8-cineol (FM de 20%).

No aroma dos frutos de uvaia, o furaneol com FM de 88% foi o composto de
maior intensidade (TABELA 8). Este composto é produto do metabolismo de
carboidratos e foi identificado pela primeira vez como produto da reagéo de Maillard
(PEREZ, SANZ, 2008). E um dos compostos mais importantes no aroma de morango
e foi descrito como composto que possui baixo threshold (LAVID et al., 2002; BUECHI,
DEMOLE; THOMAS, 1973; ULRICK et al., 1995). O furaneol também € o responsével
por representar o aroma de fresco em variedades de abacaxi (TOKITOMO et al.,
2005). Além disso, sabe-se que a sua concentracdo aumenta conforme aumenta a
evolucdo do amadurecimento atingindo o maximo quando este periodo se finaliza
(LAVID et al., 2002). Outra cetona que foi encontrada com alta intensidade foi (2)-1,5-
octen-3-ona, encontrada para frutos de butia, gabiroba e uvaia nas intensidades de
91, 71 e 82%. Este composto é responsavel pelo descritor ‘coco’ e ‘lactona’ e ja havia
sido identificado como importante no aroma de frutos de morango (UBEDA et al.,
2012) e secundarios em araca amarelo e araca vermelho (EGEA et al., 2014). Ainda,
para frutos de butid e de uvaia, a 1-octen-3-ona foi identificada com FM de 63 e 82%
e é responsavel pelo descritor de ‘cogumelo’ (TABELA 8). Este composto ja havia sido
relatado para araca amarelo e vermelho (EGEA et al., 2014), néctar de caju (VALIM,;
ROUSEFF; LIN, 2003), morangos (UBEDA et al., 2012) e frutos de Viburnum opulus
(KRAUJALYTE et al., 2012).

Polpa de frutos de gabiroba apresentaram 13% dos compostos de seu aroma
na classe das cetonas, dentre eles, furaneol (FM de 32%) responséavel pelo descritor
‘doce’ e 2-pentanona (FM de 26%) responsavel pelo descritor ‘frutal’.

No aroma de polpa de frutos de uvaia foi encontrado um composto da classe
dos fendis volateis, o m-cresol (FM de 35%), que possui o descritor conhecido como
tostado e queimado. Este composto ja havia sido encontrado no aroma de 6leo
essencial de laranja (HOGNADOTTIR; ROUSEFF, 2003), uva (IBARZ et al., 2006) e
morangos (UBEDA et al., 2012).

Por fim, os acidos encontrados para aroma de frutos de butia e uvaia foram o
acido decanoico com FM de 23 e 26%, respectivamente, e, o acido nonandico que foi
encontrado somente para butid (FM de 46%). Estes compostos sao responsaveis por

notas desagradaveis como ‘ran¢o’ e ‘mofado’.
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Os compostos encontrados para frutos de gabiroba, (Z)-3-hexenal, (E)-2-
hexenal e butanoato de etila (84, 28 e 28% de FM, respectivamente), ja haviam sido
encontrados para o aroma de groselha e sdo caracterizados por notas ‘verde’ ou
‘frutal’ (HEMPFLING et al., 2013). Os compostos: butanoato de etila, butanoato de etil-
2-metila, hexanoato de etila, hexanoato de metila, 1-octen-3-ona, (Z)-1,5-octen-3-ona,
linalool, furaneol e m-cresol ja haviam sido relatados para o aroma de frutos de
morango (UBEDA et al., 2012).

Assim, foi possivel perceber que o aroma de frutos de buti4, gabiroba e uvaia,
apesar de apresentarem compostos em comum, apresentaram diferengas marcantes
no que se trata de compostos de maior intensidade e maior relevancia para o aroma
global. Aroma de frutos de butid foi claramente caracterizado pela presenca de
ésteres, destacando-se 0 hexanoato de etila como o de maior importancia. No aroma
de frutos de gabiroba, apesar do composto de maior intensidade ser um éster (acetato
de 3-mercaptoexila), o aroma destes frutos foi marcado pela presenca de terpenos
como 1,8-cineol e linalool. Por fim, o furaneol, ainda que ndo encontrado
quantitativamente como apresenta baixo threshold foi o composto mais importante no

aroma ativo de frutos de uvaia.

4 CONCLUSOES

O estudo de aroma dos frutos nativos nativos da Floresta Atlantica mostrou que
entre 0s compostos mais importantes estdo: (Z)-3-hexenal para polpa de frutos de
araca amarelo e vermelho, acetato de 3-mercaptoexila para frutos de gabiroba,
hexanoato de etila para frutos de butia e furaneol para frutos de uvaia.

A comparagdo realizada pela andlise sensorial descritiva entre as duas
variedades de aracd demonstrou que as variedades amarela e vermelha s&o
diferenciadas pela intensidade dos descritores de frutos tropicais e tomate. Pode
dizer-se que o aroma de araca é o resultado da interacdo de 23 compostos odorantes,
e que € dominado pela presenca de numerosos aldeidos e cetonas, entre 0s quais
(2)-3-hexenal é o odorante mais intenso. Monoterpenos oxigenados e 1,8-cineol em
ambas as variedades de aracé e linalol em araca vermelho foram encontrados e séo

importantes na composi¢cado do aroma percebido destes frutos. Exceto pelo acetato de
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3-mercaptoexila, que poderia desempenhar um papel na nota de ‘frutos tropicais’
(descritor relatado na andlise sensorial descritiva) em aracd amarelo, os ésteres nao
mostraram grande relevancia no aroma nestes frutos.

Aroma dos frutos de butia, gabiroba e uvaia, quando comparados entre si,
mostraram perfis distintos. Enquanto 24 compostos somam o aroma de frutos de butid,
somente 16 compbem o aroma de polpa de frutos de gabiroba e uvaia,
respectivamente. Para a polpa de frutos de butid e gabiroba a maior quantidade de
compostos encontrados foram da classe dos ésteres, enquanto para a uvaia
apresentaram a mesma quantidade de compostos na classe dos ésteres e terpenos.

Uma vez conhecidos estes compostos responsaveis pelo aroma, em maior ou
menor quantidade e importancia para o aroma dos frutos, é possivel aplicar em
produtos alimenticios ou farmacos com finalidade de caracterizacdo, padronizacéo,
reconstituicdo e mascaramento de aromas favorecendo e/ou diversificando os
produtos existentes no mercado. Assim, este estudo devera contribuir para uma maior
utilizacao desses frutos pela indastria de alimentos por disseminar as caracteristicas
de frutos presentes na Mata Atlantica ndo somente regionalmente, mas em outras
regides, gerando maior interesse pelo aroma caracteristico e atraente. Ainda, o
aumento do interesse por estes frutos nativos, poderia aumentar a conscientizagcéo
com relacdo a conservacado da biodiversidade pela exploracdo sustentavel das

reservas existentes.
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Anexo A.1 — EGEA, M. B.; PEREIRA-NETTO, A. B. Effect of aminoethoxyvinilglycine,

an inhibitor of ethylene biosynthesis, on firmness and color pattern of fruits of Butia
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IEPEAL - Encontro do Programa de Engenharia de Alimentos - UFPR, 2013.
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Characterisation of aroma active compounds in native fruits of the Atlantic rain forest:
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Symposium on Flavor Chemistry & Biology, 2013, Eisenach. 10th Wartburg
Symposium on Flavor Chemistry & Biology, 2013.
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The aroma of strawberry and lemon guava fruits (Psidium cartleianum Sabine) was studied by sensory
analysis, gas chromatography-olfactometry (GC-0) and quantitative analysis. Volatiles released from
the pulps were collected in a trapping system consisting of LiChrolut EN resins and eluted with dichlo-
romethane/methanol. In total, 23 odour zones were detected by GC-0, of which 16 were found in the
extract from the strawberry guava pulp and 17 in the extract from the lemon guava pulp. Among the
compounds identified, only 10 were common to both strawberry and lemon guavas, The descriptive sen-
sorial analysis differentiated between the aroma profiles of the strawberry guava pulp with the descriptor
“romato” and the lemon guava pulp with the descriptor “tropical fruit”. The typical aroma of the guava
fruits was dominated by the presence of numerous aldehydes and ketones among which (Z)-3-hexenal
was the most intense odorant, while 1,8-cineole and linalool were also revealed as important aroma
constituents,

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved,

1. Introduction

One approach now being used to promote biodiversity conser-
vation in threatened ecosystems, such as the Atlantic rainforest,
is the identification of products that can be sustainably harvested.
Fruits native to the Atlantic rainforest are known to possess unique
sensorial features, although their chemical properties are mainly
unknown (Myers, Mittermeier, Mittermeier, da Fonseca, & Kent,
2000). The enormous diversity of little-studied exotic fruits, espe-
cially tropical ones, represents a promising area for research into
aromas with unusual sensory properties that can attract the inter-
est of consumers. For this reason, a great deal of attention has been
directed towards the characterisation of the volatile profile of a
wide wvariety of exotic fruits over the past several decades
(Lasekan & Abbas, 2012). This category of exotic fruits includes
Psidium cattleianum Sabine. This fruit is small and round; when
ripe, the skin is red or yellow, a feature used to characterise the
strawberry guava and lemon guava varieties, respectively. The

= Carresponding auchor. Tel.: +34 B75553330; fax: +34 S76761252.
E-mail address: riclopez@unizar.es (R. Lopez).

heep://dx.doiorg/10.1016/j.foodchem.2014.05.028
030B-B146/T 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

edible part of the fruit is acid in flavor, mucilaginous and fragrant
(Haminiuk, Sierakowski, Vidal, & Masson, 200G). The strawberry
guava and lemon guava fruits are typically wild-harvested and
mainly consumed as juice, jellies and confectionery, These fruits
are a source of natural antioxidants and antimicrobial and antipro-
liferative agents. They are often used for the treatment of diseases
like diarrhoea (De Souza, Haas, von Poser, Schapoval, & Elisabetsky,
2004; Medina et al., 2011).

Several studies have previously reported on the chemical com-
position of P. cattleianum, The first study on the volatile profile of
red and yellow guava fruits was carried out in Japan (Shiota,
Minami, & Tsuneya, 1980). After that, Vernin reported on the
identification of numercus volatile compounds from guava fruits
cultivated on Reunion Island (Vernin, Vernin, Pieribattesti, &
Roque, 1998), More recently, a report on the chemical composition
comparison between yellow and red guava fruits from Brazil has
shown that p-caryophyllene is the main component in the essen-
tial oils of both fruits (Biegelmeyer et al,, 2011). However, none
of these studies applied a sensory-directed technique to evaluate
the relative importance of the volatiles reported for the fruit
aroma. To the best of our knowledge, the only data on sensorial
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significance of volatile compounds in guavas was obtained by gas
chromatography-olfactometry (GC-0) of strawberry guava har-
vested in Cuba (Pino, Marbot, & Vazquez, 2001). Although 204
compounds were identified in this later study, no clear ranking
of their importance to the aroma was determined.

Despite the studies cited above, it is still unknown which com-
pounds are responsible for the aroma of lemon and strawberry
guavas. Here, we report on the use of a GC-0-GC-0-MS system,
a sensory-directed technique, for the characterisation of the vola-
tile profile of fruits from two varieties of P. cattleianum from Brazil.
The same technique has also been applied to elucidate the relative
importance of each volatile compound to the aroma of these fruits.

2. Material and methods
2.1. Reagents

Solvents: Dichloromethane (99.5% purity) and methanol
(99.85% purity) were purchased from Vetec Quimica Fina Ltda
(Rio de Janeiro, Brazil). Lichrolut® EN resins and polypropylene
cartridges (0.8 cm internal diameter, 3 mL internal volume) were
supplied by Merck (Darmstadt, Germany). Standards: (Z)-3-hex-
en-1-ol, linaleol, 1,8-cinecle, nerolidol, (Z}-3-hexenal, hexanal,
2,6-nonadienal, butyric and hexanoic acid, ethyl hexanoate,
ethyl dihydrocinnamate, ethyl cinnamate, butyl acetate, methyl
butanoate and 2-pentanone were purchased from Sigma-Aldrich
(Steinheim, Germany). An alkane solution (Cg—Cag), 10mgL™" in
dichloromethane, was used to calculate the linear retention indices
[LRI) for each analyte.

2.2, Plant materials

Four kilograms of fruits of the strawberry guava and lemon
guava varieties of P. cattleianum Sabine (Myrtaceae) were
harvested in February 2012 in Curitiba, Parana State (Brazil). The
criterion used to characterise ripeness for the fruits used in this
trial was skin colour; this is the criterion usually applied by the
local population of the Atlantic rainforest to characterise ripeness.
Strawberry guava and lemon guava fruits were considered ripe
when skin colour was deep purple and deep yellow, respectively.
These colours were related to the ratio of red to green colour (a°)
for the strawberry guava, ranging from 17.98 to 19.86 according
to the CIE system (Commission Internationale de I'Eclairage). For
the yellow guava, the deep yellow colour considered for the pur-
pose of characterisation of ripe fruits was related to the ratio of yel-
low to blue colour (b*, CIE system) ranging from 17.98 to 19.86.

The ripe fruits were washed with distilled water and afterwards
pulps were mechanically removed for analysis. The pulps (100 g)
were homogenised for 5 min with a blender (Britdnia, Curitiba,
Brazil) after the addition of 5 g ascorbic acid and 0.4 g sodium fluo-
ride. The homogenates were then frozen and kept at —18 =C until
the extraction of volatile compounds and the descriptive sensorial
analysis were carried out.

2.3. Gas chromatography-olfactometry study

2.3.1. Preparation of the extract

The volatile compounds from 100 g of pulp were collected using a
previously described trapping system (Ferreira, San Juan, Escudero,
& Cullerg, 2009). Briefly, the trapping system consisted of a standard
polypropylene solid-phase extraction tube containing 400 mg of
LiChrelut EN resin (Merck, Darmstadt, Germany). The cartridge
was placed on top of a gas extraction vessel which contained the
pulp. The gas extraction vessel was kept in a water bath at 37 °C
and a nitrogen stream (500 mLmin~!) was flushed through the

vessel during 100 min. Volatile compounds released in the vessel
headspace were trapped in the cartridge and later eluted with
32mL of dichloromethane in 5% methanol (San-Juan, Pet'ka,
Cacho, Ferreira, & Escudero, 2010). The extract was then concen-
trated under a 100% nitrogen stream to a final volume of 200 pL.

2.3.2. Sensorial analysis of fruit pulp

The sensory panel consisted of eight females and three males
ranging from 23 to 40 years-old, all belonging to the laboratory
staff and with long experience in sensory analysis. The panellists
attended seven specific 1-h training sessions. In the first session,
the pulps were subjected to two triangle tests (AENOR, 1997),
carried out to make sure that the sensory panel was able to detect
differences. In the second session, the panellists created descriptive
terms for the pulps. In the third and fourth sessions, different
aroma standards were presented and discussed by the panellists.
The resulting six aroma terms are shown in Table 1. These terms
were used for further descriptive analysis. In the fifth, sixth and
seventh sessions, the panellists scored the intensity of each attri-
bute using a 4-point scale (0 =non-detectable; 1=weak, hardly
recognisable note; 2 = clear but not intense note; 3 = intense note).
Throughout the sensorial analysis, guava pulps (30g, at 20°C)
were presented in coded amber glass vials.

2.3.3. GC-0 analysis

The concentrated extract (Section 2.3.1) was used for GC-0 anal-
ysis. The analyses were carried out using a Trace GC gas chromato-
graph (ThermoQuest S.p.A., Milan, Italy), equipped with a flame
ionisation detector (FID) and a sniffing port (Olfactory Detector

Outlet Kit (0DO-1); SGE, Ringwood, Australia) connected by a flow
splitter to the column exit. The column used was a DB-WAX
(30 m % 0.32 mm 1D, 0.5 um film thickness; J&W Scientific, Fol-
som, CA) with a pre-column (3 m = 0.32 mm LD.; (Supelco Inc.,
Bellefonte, PA). The carrier gas was Hy at a rate of 3.5 mLmin™'
and a pressure of 52 kPa. A 1-uL sample was injected in splitless
mode at 1 min splitless time. Injector and detector were both kept
at 250 °C. The oven temperature was held initially at 40 *C for 5 min
and then increased to 100 =C at 4 =C min~", Afterwards, the temper-
ature was increased to 220 °C at 3.5°Cmin~" and finally kept for
10 min at 220=C. To prevent condensation of high-boiling com-
pounds at the sniffing port, the port was heated with a labora-
tory-made rheostat. A panel of five expert judges (three women
and two men, with ages ranging from 26 to 45) from the laboratory
staff with extensive experience in GC-O analysis was used in this
study. Sniffing time was approximately 18 min and each judge took
part in one session per day. Panellists were asked to score the inten-
sity of each odour stimulus using a 4-point scale (0 = not detected,
1 =weal, 2 = clear but not intense note, 3 = intense note) (Ferreira,
Petka, Aznar, & Cacho, 2003). Afterwards, the modified frequency
(MF) was calculated (Dravnieks, 1985),

ME (%) = [F x 1"

where F is the detection frequency of an aromatic attribute,
expressed as a percentage of the total number of judges, and I is

Table 1
Aroma reference standards used in this trial and their compaosition.
Term Composition Definition
Green 20 mL of soluticn of 400 mg L-' (Z)-3-hexen-1-  Green, grass
ol
Citric S ml lemon juice 4+ 15 mL of water Citrus, acid
Tropical 10 mL pineapple nectar < 10 mL tropical juice Pineapple.
fruit “Pascual Biofrutas™ mango
Tomato S g of tomato + 15 mL of water Tomarto
Sweet 10 mL of pineapple syrup + 10 mL of fruit syrup  Sweet fruit,
apricot
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the average intensity, expressed as a percentage of the maximum
intensity. The odorants were identified by a comparison of their
odours and chromatographic retention index (LRI] on the
DB-WAX column.

2.3.4. Identification of unknown compounds

Fifteen microlitres of the concentrated extracts were injected in
a two-dimensional GC-0-GC-0-MS system. The system consisted
of two independent CP 3800 gas chromatographs (Varian Inc.,
Walnut Creek, CA) interconnected by a thermo-regulated transfer
line kept at 200 °C, equipped with a Deans valve switching system
{Valco Instruments, Houston, TX), two olfactory ports, and flame
ionisation and mass spectrometry detectors. Chromatograph 1
was equipped with a DB-WAX column (30m = 0.32 LD, 0.5 um
film thickness; J&W Scientific). The oven temperature was held ini-
tially at 40 *C for 5 min and then increased to 100 °C at 4 *C min™".
It was then increased to 220 °C at § *C min~" and finally kept for
15min at 220°C, Initially, the GC-0 extract was monitored by
olfactometry in the first chromatograph to select the fraction con-
taining the target odorant. Later, selective heart-cuttings were
used to isolate the unknown odorant. The odorants were then
transferred to the second chromatograph equipped with a Factor-
Four VF-5MS column (30 m = 0.32 mm LD, 1 pm film thickness;
Varian Inc.). In the oven of the second chromatograph, the isolated
odorants were trapped using a CO; cryotrapping unit and moni-
tored by olfactometry with simultaneous mass spectrometry

(MS) detection. Two minutes after the heart-cutting, the CO; flow
was removed simultaneously with the activation of the tempera-
ture program of the second oven (8 *C min~" up to 200 *C, and then
50°C min~' up to 300 =C). The MS parameters were: transfer line at
170°C, ion trap at 150 °C and trap emission current at 10 pA. A
mass range of m/z 35-250 was recorded at 1 scan per s Flame ion-
isation detector (FID) and MS data were registered and processed
using Workstation 6.30 software, equipped with NIST 2.0 MS
library (NIST, Gaithersburg, MD). The identification of the odorants
was carried out by a comparison of their odours, chromatographic
linear retention indices, on both DB-WAX and VF-5MS columns,
and MS spectra with those of pure chemical standards, when
available.

2.4, Quantitative analysis

A GC-450 gas chromatograph combined with a Saturn 2200
impact ion-trap mass spectrometer (Varian Inc,) was used for
quantitative analysis. A DB-WAXetr (60 m = 0.25mm LD,
0.25 pm film thickness; J&W Scientific) was preceded by a deacti-
vated pre-column (3 m = 0.25 mm LD.; Agilent Technologies, Santa
Clara, CA). The carrier gas was He, at a rate of 1.5 ml min~". Two
microlitres of the extract were injected in splitless mode at
2.6 min splitless time, The initial temperature of the injector was
held at 40°C for 0.3 min, and then increased to 250°C at
200°C min~'. The temperature was finally kept for 153 min at
250°C. The oven temperature was held initially at 40°C for
3 min. It was then increased to 220°C at 2 °C min~! and kept at
220 =C for 90 min.

Quantification was carried out using a specific response factor
(RF) for each compound, Response factors were calculated based
on a dichloromethane solution containing pure compounds that
was added to both strawberry and lemon guava extracts at
expected levels. Extracts spiked or not with the pure compounds
were concentrated and analysed in the same way as described in
Section 2.3.1. The response factors were obtained as:

RF = Mass of added analyte
Area analyre .o — Area analyre o, unsived

And mass of analytes in the extracts was calculated as:

Mass of analyte = RF x Area analyite, ., jqopikee

Then, the determined amounts were divided by the initial mass

of pulp and expressed as ug kg™,

3. Results and discussion

The preliminary triangle tests confirmed the existence of signif-
icant differences (p < 0.01) between the aroma of strawberry guava
and lemon guava pulps. After these tests, a sensory panel gener-
ated 5 descriptive terms to characterise the strawberry and lemon
guava pulps through sensory descriptive analysis: citric, green,
tropical fruit, sweet and tomato. The intensity of these descriptors
for each pulp was measured by the panel with the help of aroma
references. The average results for three sessions are shown in
Fig. 1. Significant differences were found for the tropical fruit and
tomato descriptors between the strawberry guava and lemon
guava pulps. The tropical fruit descriptor scored significantly
higher (p<0.05) for the lemon guava pulp while the tomato
descriptor was significantly higher for the strawberry guava pulp.
A common profile was found for the citric, green and sweet
descriptors with no significant differences between the pulps of
the two varieties of guava fruit. These data confirmed the results
of the preliminary triangle test in that, although both varieties

share a common odour profile, there are significant differences in
their aromas.

After the sensory analysis, a GC-O analysis of the strawberry
and lemon guava pulps was carried out. Table 2 shows the active
aroma compounds found for both pulps. The table provides the
chromatographic retention data, the odour description, the chem-
ical identity of the odorant responsible for the odour, the olfacto-
metric scores (expressed as MF%)) and the identification method
for each of the different aromatic compounds detected in the olfac-
tometric experiments. Only those odorants that reached an MF
higher than 15% in at least one of the samples are included in
the table. After this adjustment, the total number of odour zones
identified was 23, of which 16 were found for the strawberry guava
and 17 for the lemen guava pulp. Among these odour zones, only
10 were common to both strawberry and lemon guavas. For

Citric
2.0

Green Tropical fruit *

\
]
]
\
\
\
\
\
\
\
)
Tomato * Sweet
= emon guava === Strawberry guava
Fig. 1. Diagram showing the average sensory ratings for the fruit pulp of the

strawberry guava and lemon guava (three repetitions). Descriptors followed by
asterisk are significantly different at p < 0.05.
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identification purposes, the extracts were analysed by GC-MS and
GC-0-GC-0-MS. The combination of dual chromatography with
mass spectrometry allowed most of the odour zones to be attrib-
uted to the corresponding chemical compound with several
degrees of reliability, depending on the mass spectra, the linear
retention indices (LRIs) on DB-WAX and VF-5MS columns, and
comparisons with standards, when available. However, 4 odour
zones remained unidentified. The results of the quantitative analy-
sis of the aroma compounds released by the strawberry and lemoen
guava pulps are shown in Table 3.

According to the MF list in Table 2, the most powerful odorant in
the guava fruits was (Z)-3-hexenal with 84% and 82% in the lemon
guava and strawberry guava, respectively (Table 2], This aldehyde is
formed by enzymatic oxidation of linoleic acid during cell breaking
and it has a characteristic green leaf odour, (Z)-3-Hexenal has been
demonstrated to be a predominant compound in the aroma of other
fruits, such as pink guava (Steinhaus, Sinuco, Polster, Osorio, &
Schieberle, 2009) and gooseberry (Hempfling, Fastowski, Kopp,
Pour Nikfardjam, & Engel, 2013). It was found in Japanese lemon
and strawberry guavas (Vernin et al., 1998), but surprisingly not
in Reunion Island strawberry guava (Pino et al,, 2001), although this
could be due to degradation caused by the sample preparation
method. (Z)-3-Hexenal is the most active odorant in tomato
(Buttery, Teranishi, & Ling, 1987) and for this reason it could be
expected that it would be the compound responsible for the

“tomato” descriptor in the present study. Although the GC-0 data
did not fit this hypothesis (the MF intensities were similar for both
pulps, likely due to saturation of the response), the quantitative
analysis (Table 2) did report a much larger quantity of (Z)-3-hexe-
nal in the strawberry guava. Two compounds related with
(Z)-3-hexenal were found in the GC-0 experiment. Its isomerization
product, (E)-2-hexenal, was found with 40% and 31% MF scores in
the lemon guava and strawberry guava. respectively, while its

Table 2

Table 3

Comparative profile of volatile compounds released by the fruit pulp of lemon guava
and strawberry guava. Only those compounds with concentrations above 1 pg kg=!
and previously identified in Table 2 are reported.

LRI DB-WAX Compound ug kg™! pulp
Lemon guava Strawberry guava

1006 2-Pentanone <1 43
1019 Methy! butanoare 1.6 1.5
1091 Hexanal 28.2 G3.9
1101 Butyl acetate 4.1 9.4
1147 (Z)=3=Hexenal 343 56.8
1217 1,8-Cineole 166.2 3776
1252 (E}-2-Hexenal 101.2 151.0
1405 (Z)-3-Hexenol 41.1 748
1568 Linalool 38 160.9
1652 Butyric acid 32 <]
1854 Hexanoic acid 10.5 81
2038 Neralidol 72 324

corresponding  alcohol, (Z)-3-hexen-1-ol, was detected only in
strawberry guava. Both compounds were also described by the snif-
fers with the same grass, herbaceous descriptors as (Z)-3-hexenal.
Among the quantified aldehydes, (E)-2-hexenal was the most abun-
dant, at more than 100 pg kg™ in both pulps (Table 3), although
still below the 0.27 ppm reported previously in strawberry guava

(Pino et al., 2001). In addition, (£)-3-hexenal and hexanal were also
released in significant amounts, with larger quantities in the straw-
berry guava pulp. A predominant composition of Cg aldehydes in
fruit volatile profiles has been previously associated with immatu-
rity (Beaulieu & Grimm, 2001; Chyau, Chen, & Wu, 1992), However,
the fruits used in the present study were at a mature state at the
moment of analysis, which suggests an important role of these
compounds in the aroma of mature guava fruit.

Gas chromatography retention data, olfactometry description, chemical identification and MF%) for odorants identified in strawberry guava and lemon guava pulp.

LRI DB-WAX LRI WF-5MS Compound MF (%) Odour descriptor
Lemon guava Strawberry guava

1006 2-Pentanone” 23 Fruity

1015 <800 Methyl butanoare® 37 26 Fruity

1082 <800 Methyl pentanoate® 23 Flowery, sweet

1091 <000 Hexanal® 31 26 Crass, green

110 <000 Buryl acetare® 23 Flowery

1115 n.i 37 Creen, toasted

1147 <900 (Z)=3-Hexenal® B4 52 (Grass, herbaceous

1217 1027 1,8-Cineole* B9 75 Minty, eucalyptus

1252 <800 (E)-Z-Hexenal® 40 31 Creen

1315 1004 1-Octen-3-one® 49 48 Mushroom

1388 1064 (Z]-1.5-0ctadien-3-onet 59 a1 Ceranium

1405 <000 (Z)-3-Hexen-1-ol* 2B Crass

1568 1115 Linalool® 28 71 Flowery, lemon

1602 1167 (EZ)-2 5-nonadienal® 49 Cucumber, melon

1640 1111 n.i 71 57 Burnt

1652 798 Butyric acid” 23 Rancid

1739 3-Mercaptohexyl acetate® 23 Fresh, citrus

1780 n.i 26 Cirrug, fresh

1794 1222 MNerol” 28 Citrus fruity, green

1862 1020 Hexanoic acid® 45 23 Rancid, sweaty

2035 1629 (E)-Meralidol® 40 Fruity, flowery

2082 1486 Methyl cinnamate® 18 Citrus fruit, guava

2152 n.i 23 Spicy, burnt

LRI, linear retention index.
mn.i., not identified.

? |dentification based on the similarity of observed chromatographic retention on DB=WAX and VF=3MS columns, edour, mass spectrometric data and confirmed by

injection of the pure reference standard.

® ldentification based on the similarity of observed chromatographic retention on DE-WAX and VF-5MS columns, edour and confirmed by injection of the pure reference

standard.

¢ Observed chromatographic retention on DB-WAX and VF-5MS columns and odour description data were similar to those reported in the literature,
¢ |dentification based on the simila rity of observed chromatographic retention on DB-WAX column, odour and confirmed by injection of the pure reference standard.
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Fig. 2. Mass spectrum corresponding to odour zone found at LRI (DB-WAX) 1640 and isolated at LRI 1111 (VF-5MS) in the strawberry guava extract with the GC-0-GC-0-MS

system.

Three oxygenated monoterpenes, linalool, 1,8-cineole, and nerol,
and one sesquiterpene, (E}-nerolidol, were perceived by GC-O
(Table 2). 1,8-Cineole was detected with a high intensity of 69%
and 75% MF for the lemon and strawberry guava, respectively. It
was the compound with the highest concentration of those listed
in Table 3. This compound has been reported previously in straw-
berry guava in similar concentrations (Pino et al,, 2001} and also in
high concentrations in other Brazilian fruits such as Psidium guajava
(Chyau et al., 19592}, Due to its high content, 1,8-cineole could be a
net contributor to the aroma of guava fruits. However, it did not
dominate the sensory perception as its characteristic camphora-
ceous odour was not chosen in the sensory descriptive analysis. Lin-
alool was also detected in the GC-0 experiment, although in this case
with clear differences between both guavas. Whilein the strawberry
guava it was the second most abundant volatile, at 161 pg kg™, its
concentration in the lemon guava was only 3.8 pg ke™'. Linalool
has also been described previously in lemen and strawberry guavas
(Pinoetal.,, 2001; Verninet al., 1998). In the concentrations reported
in Table 3, it may be responsible for the aroma difference between
the two varieties of guava found in this work.

Five esters were found in the olfactometric experiment but
none of them reached an MF above 40% (Table 2). It is worth men-
tioning 3-mercaptohexyl acetate, that was detected only in the
lemon guava. Due to its characteristic passion fruit aroma, this
compound could be responsible for the differences observed
between the lemon guava and strawberry guava in the tropical
fruit descriptor in Fig. 1.

Finally, 4 odour zones remained unidentified, as shown in

Table 2. Of these, one is worth mentioning because of its high
MF. The odour zone corresponding to the LRI of 1640 in the
DB-WAX column was described as “burnt”, with 71% and 57% MF
for the lemon guava and the strawberry guava, respectively. The
odour zone was reanalysed in the multidimensional chromato-
graph and it was possible to locate it by olfactometric detection
in the VF-5MS column (LRI 1111), The mass spectrum of the peak
at the same retention time is shown in Fig. 2. No significant
matches were found in the MS library but the intensity of the
m/z 99 fragment suggests the structure of a 3-lactone.

Of the 23 aroma compounds of strawberry and lemon guava
detected in this worlk, 13 had not been reported previously in the

literature for P. cattleianum Sabine while 9 were identified for the
first time by GC-0-GC-MS (methy! pentanoate, (Z)-3-hexenal,
1-octen-3-one,  (Z)-1,5-octadien-3-one, (E.Z)-2,6-nonadienal,
butyric acid, 3 mercaptohexyl acetate, nerol and methyl cinnamate).

4. Conclusion

The aroma profile of lemon guava and strawberry guava has
been studied by descriptive sensorial analysis and GC-0-GC-MS5
for the first time. The work presented here has shown that straw-
berry guava and lemon guava are differentiated by the intensity of
the tropical fruit and tomato descriptors. It can be said that the fla-
vour of guava fruit is the result of the interaction of about 23 odor-
ants, and that it is dominated by the presence of numerous
aldehydes and ketones among which (Z)-3-hexenal is the most
intense odorant. Oxygenated monoterpenes, including 1,8-cineale
in both varieties of guava fruits and linalool in strawberry guava,
have been found to be important aroma compounds. Apart from
3-mercaptohexyl acetate, which could play a role in the tropical
fruit note of lemon guava, esters seem to be of little relevance for
the aroma of these fruits. The characterisation of the aroma com-
pounds of the guava fruits presented in this study is expected to
contribute to a larger utilisation of these fruits by the food industry
and also to the conservation of biodiversity in the Atlantic
rainforest.
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