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RESUMO

Murici vermelho (Byrsonima ligustrifolia) é um fruto pequeno, suculento e
adstringente cuja cor muda durante o processo de maturacdo de verde para
vermelho, vinho e, por ultimo, roxo quase negro. Como outras berries, apresenta
potencial para ser uma fonte de compostos bioativos. O teor desses compostos em
frutas pode aumentar, diminuir ou n&o mudar significativamente durante o
amadurecimento, e a determinacdo da melhor combinacdo de solventes é
necesséria para uma extragcado eficiente de fitoquimicos. Assim, o presente trabalho
determinou a melhor combinacdo entre trés solventes (acetona, metanol e agua)
para otimizagdo da extracdo de compostos fendlicos, por meio do modelo estatistico
Simplex-centroid design com trés pontos axiais e triplicata no ponto central. Em
seguida, a capacidade antioxidante de frutos de B. ligustrifolia ao longo do processo
de maturacdo foi avaliada pelos métodos de Folin-Ciocalteu, ABTS e DPPH.
Compostos fendlicos foram identificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) acoplada ao detector de espectrometria de massa (MS/MS) e quantificados
por HPLC equipado com detector de arranjo de diodos (DAD). Além disso, foram
analisados flavondides totais (TF), antocianinas monomeéricas totais (TMA) e acido
ascorbico (AA). Os resultados mostraram que a mistura de acetona:metanol (20:80)
acidificada com 2% de acido acético foi mais eficiente na extracdo de compostos
fendlicos. HPLC-MS/MS permitiu identificar em B. ligustrifolia: cianidina-3-glicosideo,
pelargonidina-3-glicosideo, peonidina-3-glicosideo, delfinidina-3-glicosideo, acido
galico, acido protocatequinico, acido p-hidroxibenzoéico, é&cido cafeico, acido p-
cumarico, quercetina e catequina. Seis compostos fendélicos foram quantificados por
HPLC-DAD: cianidina-3-glicosideo, pelargonidina-3-glicosideo, acido gélico, acido p-
hidroxibenzéico, acido p-cumarico e catequina. TF e &cidos fendlicos diminuiram
com o processo de maturacao e apresentaram correlacdo positiva com a capacidade
antioxidante. TMA, cianidina-3-glicosideo e &cido galico encontram-se em B.
ligustrifolia em niveis que s&o dificeis de encontrar em outras berries. AA nao
mostrou correlagdo com a atividade antioxidante. Com estes resultados, pode-se
afirmar que frutos de B. ligustrifolia apresentam potencial como alimento funcional.

Palavras-chave: Byrsonima ligustrifolia; maturacdo; otimizacdo de extragao;
simplex-centroid  design; compostos fendlicos; antocianinas; capacidade
antioxidante; HPLC-MS/MS; HPLC-DAD.



ABSTRACT

Byrsonima ligustrifolia is an astringent fleshy berry fruit whose colour changes during
the maturation process from green to red, vinaceous, and then purple at over-ripe.
Like other berries, it can be a source of antioxidant phytochemicals. These
compounds in fruits can increase, decrease or not change significantly during
successive ripening, and determining the best solvents combination is necessary for
an efficient extraction of these compounds. So, the present work determined the best
combination between three extraction solvents (acetone, methanol, and water), using
Simplex-centroid design with axial points and two replicates at the center point. After
that, the antioxidant capacity of B. ligustrifolia fruit throughout maturation process
was evaluated by Folin-Ciocalteu, ABTS, and DPPH methods, and phenolic
compounds were identified by high performance liquid chromatography (HPLC)
coupled to mass spectrometry detector (MS/MS) and quantified by HPLC equipped
with diode arrangement detector (DAD). Besides that, total flavonoids (TF), total
monomeric anthocyanins (TMA), and ascorbic acid (AA) were analysed. Results
showed that acetone:methanol (20:80) with acetic acid (2%) worked better in
extracting phenolic compounds. HPLC-MS/MS allowed identify in B. ligustrifolia:
cyanidin-3-glucoside, pelargonidin-3-glucoside, peonidin-3-glucoside, delphinidin-3-
glucoside, gallic acid, protocatechuic acid, p-hidroxybenzoic acid, caffeic acid, p-
coumaric acid, quercetin, and catechin. Six polyphenolic compounds were quantified
by HPLC-DAD: cyanidin-3-glucoside, pelargonidin-3-glucoside, gallic acid, p-
hydroxybenzoic acid, p-coumaric acid, and catechin. TF and phenolic acids
decreased with maturation process and had positive correlation with antioxidant
capacity. TMA, cyanidin-3-glucoside and gallic acid are presented in B. ligustrifolia in
levels that are difficult to find in other berries. AA did not show correlation with
antioxidant activity. With these results, there is a great potential to improve human
health through consumption of B. ligustrifolia fruit.

Keywords: Byrsonima ligustrifolia; maturation; extraction optimization; simplex-
centroid design; phenolic compounds; anthocyanins; antioxidant capacity; HPLC-
MS/MS; HPLC-DAD.
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1 INTRODUCAO

A crescente prevaléncia de doencas cronicas ndo transmissiveis, como
cancer, doencas cardiovasculares e inflamatorias, tem levado ao aumento do
interesse no consumo de alimentos com alto valor nutracéutico. Frutas e vegetais
sdo excelentes fontes de compostos bioativos, cujo consumo tem sido associado a
prevencado de doencas. Este efeito protetor €, em parte, atribuido aos antioxidantes
dietéticos incluindo &cido ascoérbico (vitamina C), tocoferdis (vitamina E),
carotendides e compostos fendlicos.

Frutas pequenas e coloridas conhecidas como berries sdao excelentes fontes
alimentares de compostos antioxidantes. Os compostos fenélicos formam o principal
grupo de fitoquimicos nesses frutos, cujos subgrupos incluem: flavonodides, acidos
fendlicos, estilbenos e taninos. Sdo metabdlitos secundéarios de plantas produzidos
para a protecdo contra 0s raios ultravioleta, insetos, virus e bactérias, cuja
composicdo depende de alguns fatores, como genétipo da planta, estadio de
maturacdo, localizacdo geografica, condi¢cdes climaticas e ambientais durante o
crescimento e pos-colheita. Este perfil fitoquimico, por sua vez, influencia
diretamente a capacidade antioxidante das frutas.

Murici vermelho (Byrsonima ligustrifolia A. Juss.) € um fruto subutilizado que,
no Brasil, esta geograficamente distribuido por toda regi&o sudeste e sul. E um fruto
pequeno, colorido, suculento e adstringente, podendo, portanto, ser classificado
como berry.

As frutas sdo normalmente consumidas na fase Otima de maturagéo
determinada por atributos sensoriais. No entanto, os frutos imaturos sao geralmente
ricos em compostos bioativos. Assim, se o objetivo é utilizar a fruta na industria de
alimentos como um ingrediente com propriedades funcionais, o conhecimento de
alteracdes na composi¢cdo do fruto ao longo do processo de desenvolvimento é
essencial para selecionar o estadio de maturacdo mais adequado.

A composicdo e o0 conteudo de compostos fenolicos, bem como a
capacidade antioxidante de algumas berries, como cereja (Prunus avium), amora
(Rubus sp.), uva (Vitis sp.), mirtilo (Vaccinium myrtillus), cranberry (V. macrocarpon),
acai (Euterpe oleracea), framboesa (R. ideaus), acerola (Malpighia emarginata),

pitanga (Eugenia uniflora) e morango (Fragaria X ananassa), por exemplo, sao
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amplamente estudadas ao redor do mundo. No entanto, até a realizacdo do presente
estudo, ndo foram encontradas na literatura cientifica informacgdes sobre
caracterizacdo fisico-quimica, capacidade antioxidante e compostos bioativos de

frutos de murici vermelho (Byrsonima ligustrifolia).

1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas, a capacidade antioxidante e

compostos bioativos de frutos de murici vermelho (Byrsonima ligustrifolia A. Juss.)

em cinco estadios de maturacao.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a caracterizacdo fisico-quimica de frutos de Byrsonima ligustrifolia

em cinco estadios de maturacao.

= Determinar a melhor condicdo para extracdo de compostos fendlicos de

frutos de B. ligustrifolia.

= Definir a capacidade antioxidante de B. ligustrifolia em cinco estadios de

maturacao.

= |dentificar e quantificar os compostos bioativos presentes na polpa de frutos

de B. ligustrifolia nos cinco estadios de maturagéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Byrsonima ligustrifolia

O Brasil € um pais de dimensfes continentais constituido por regifes e
estados famosos por sua riqueza e variedade de recursos naturais (BRASIL, 2015).
No entanto, existem muitos alimentos nutritivos e saborosos que ainda s&o
desconhecidos pela maior parte da populacdo, ndo tendo suas propriedades
sensoriais e nutritivas exploradas e reconhecidas. E o que muitos trabalhos
cientificos denominam de alimento subutilizado, destacando-se, nesse contexto, 0s
frutos nativos do cerrado e da mata atlantica, como é o caso do murici vermelho.

Murici vermelho (Byrsonima ligustrifolia A. Juss.) é uma fruta pertencente a
familia Malpighiaceae, da qual também faz parte a acerola (Malpighia emarginata),
fruta amplamente conhecida especialmente pelo alto teor de vitamina C. Essa
familia apresenta em torno de 1300 espécies em 77 géneros, sendo Byrsonima um
dos maiores géneros, com aproximadamente 150 espécies (DAVIS; ANDERSON,
2010; MARIUTTI et al., 2014).

Apesar do elevado numero de espécies, normalmente o género € conhecido
devido ao fruto denominado apenas murici (B. crassifolia), que diferencia-se
fisicamente do murici vermelho por sua colora¢do amarela quando maduro. Segundo
Brasil (2015), murici esta distribuido por toda a Amazonia brasileira, atingindo os
estados de Mato Grosso e Minas Gerais, sendo encontrado em savanas, cerrado,
campos e matas costeiras.

A arvore de B. ligustrifolia pode alcancar de 4 a 7 metros de altura e
apresenta copa arredondada e ramificada, com folhas opostas, eliptico ovaladas,
4,5-8,5 cm de comprimento e 1,6-2,2 cm de largura, apice agudo e base cuneiforme.

As flores apresentam pétalas brancas com pedunculo rosa claro (FIGURA 1).

L A. Juss. (ou Adr. Juss.) é a abreviatura padrdo usada para indicar Adrien Henri Laurent de
Jussieu como autoridade na descri¢cao e classificacéo cientifica da espécie.
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No Brasil, essa espécie nativa encontra-se geograficamente distribuida na
Bahia, nos quatro estados da regido Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de
Janeiro e S&o Paulo) e nos trés da regiao Sul (Rio Grande do Sul, Santa Catarina e
Parand) (MAMEDE; FRANCENER, 2014). No Parana, em particular, a floracdo
ocorre de novembro a dezembro e a frutificacdo, de janeiro a margo.

Murici vermelho € um fruto suculento e adstringente que pode ser consumido
in natura ou ser despolpado para o preparo de sucos e doces com cor e sabor

apreciaveis. Durante o processo de maturacao, a cor das frutas muda do verde para

o vermelho, vinho, chegando ao roxo quase negro no estadio final de
desenvolvimento (FIGURA 1).

FIGURA 1 — FOLHAS, FLORES E FRUTOS DE Byrsonima ligustrifolia

Coffani-Nunes, Azzolini e Morgante (2012) avaliaram a morfologia do fruto e
concluiram que sua forma varia de esférica a oval, com altura entre 0,82 e 1,09 cm e
diametro de 1,02 a 1,54 cm. Segundo, ainda, esses autores, a massa média dos
frutos é 1,03 £ 0,21 g com a semente compreendendo apenas 10,7% desse valor.

Por ser uma fruta pequena, colorida, comestivel e suculenta, murici
vermelho pode ser considerado uma berry. Este € um termo em inglés usado para
designar um grupo de frutas que apresentam essas caracteristicas, do qual também
fazem parte: acerola, pitanga, uva, framboesa, amora, acai, jucara, mirtilo, cereja,
dentre outras.

Muitos estudos com esse tipo de fruta tém demonstrado que berries (plural
de berry) sdo fontes excepcionais de compostos fitoquimicos com propriedades
antioxidantes (SZAJDEK; BOROWSKA, 2008; PAREDES-LOPEZ et al., 2010;
BICUDO; RIBANI; BETA, 2014).
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2.2 MATURACAO

A fase final do desenvolvimento € marcada pelo crescente acumulo de
reservas e expansao dos tecidos, o que acarreta no aumento gradativo de massa,
diametro e altura dos frutos (MANICA et al., 2003). Uma vez encerrada a fase de
desenvolvimento propriamente dita, quando o fruto e suas células adquirem o
tamanho maximo, tem inicio o processo de maturacdo (KERBAUY, 2012).

O amadurecimento de frutos caracteriza-se por transformacées que incluem
alteracdo de cor, amolecimento de tecidos, transformacédo de amido ou &cidos em
acucares, por exemplo, tornando-os, assim, atraentes para o consumo. Essas
transformacdes resultam de alteracfes na expressdo de genes, nas atividades de
enzimas, e em modificagdes no perfil de compostos fendlicos (SPEIRS; BRADY,
1991; LIMA et al., 2005; AABY; REMBERG, 2014; BICUDO; RIBANI; BETA, 2014;
EICHHOLZ; HUYSKENS-KEIL; ROHN, 2014).

A modificacdo da cor, evidéncia mais perceptivel do inicio da maturacao,
ocorre devido a degradacdo da clorofila e ao acumulo de carotendides e/ou de
flavonoides. Portanto, no que diz respeito aos pigmentos, o amadurecimento pode
ser caracterizado como dois movimentos simultaneos, opostos e coordenados: um
biossintético e outro degradatorio. A alteracdo da textura (amolecimento) deve-se a
modificacdes da estrutura da parede celular (hidrolise de polimeros) e diminui¢do do
turgor celular em resposta ao aumento na concentracédo de solutos nos espacos da
parede celular e ao seu afrouxamento. As alteragbes no sabor, aroma e qualidade
nutricional sdo decorrentes de mudancas profundas nos padrdoes de acucares e
acidos, e do aumento de substancias volateis (KERBAUY, 2012).

Sao muitas e variadas as substancias acumuladas nos frutos durante o
amadurecimento, destacando-se 0s acucares, acidos organicos, sais minerais,
vitaminas, aminoacidos e proteinas. Este acumulo de substancias acarreta no
aumento do teor de solidos solaveis, medidos em °Brix, dissolvidos na polpa. Esta
determinacdo muitas vezes representa uma medida indireta do teor de acUcares,
gque aumentam com a maturacdo por meio de processos sintéticos ou pela
degradacéao de polissacarideos (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Metabdlitos secundarios, também denominados compostos bioativos, sao
produzidos ao longo do processo de maturacdo dos frutos, tendo como matéria-

prima substancias do metabolismo primario, e estimulados por condi¢cdes de
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estresse como infec¢des, ferimentos, niveis elevados de radiagdo ultravioleta,
ataques de organismos patogénicos, por exemplo (ROBARDS, 2003; MANACH et
al., 2004; ALVAREZ-JUBETE et al, 2010). Quanto mais maduro, menos
adstringente é o fruto. Isto ocorre devido ao fato dessa adstringéncia estar
relacionada a presenca de taninos, acumulados mais intensamente em frutos verdes
para atuar como substancias de defesa (KERBAUY, 2012). Desta forma, o perfil de
compostos bioativos e a capacidade antioxidante dos frutos variam conforme o
estadio de maturacdo. Porém, a literatura cientifica sobre o desenvolvimento desses

compostos ao longo do processo de maturacdo ainda € escassa (EICHHOLZ;
HUYSKENS-KEIL; ROHN, 2014).

2.3 COMPOSTOS BIOATIVOS

Compostos bioativos incluem uma série de compostos que variam
extensamente em estrutura quimica (esterdis de vegetais, carotendides, indois e
compostos fendlicos, por exemplo) e, consequentemente, na funcdo biolbgica.
Entretanto eles apresentam algumas caracteristicas em comum: pertencem a
alimentos do reino vegetal, sdo substancias organicas e geralmente de baixa massa
molecular e ndo séo indispensaveis nem sintetizados pelo organismo humano. Além
disso, apresentam acdo protetora na saude humana quando presentes na dieta em
guantidades significativas, destacando-se: atividade antioxidante, modulacdo de
enzimas de detoxificacdo, estimulagcdo do sistema imune, reducdo da agregacao
plaquetéaria, modulacdo do metabolismo hormonal, reducdo da pressao sanguinea, e
atividade antibacteriana e antiviral (HORST; LAJOLO, 2009).

Estudos que abordam principalmente uma dieta rica em alimentos de origem
vegetal sugerem que esses sdo capazes de exercer influéncia na reducdo do risco
do desenvolvimento de doencas crbnicas nao transmissiveis, como
cardiovasculares, canceres, distarbios metabdlicos, doengas neurodegenerativas e
enfermidades inflamatorias (MANACH et al., 2004). Isso tem atraido a atencdo, ndo
s6 de pesquisadores, mas também das industrias alimenticias que empenham
esforcos no desenvolvimento de alimentos ricos em um ou mais compostos

bioativos, conhecidos como alimentos funcionais.



20

2.3.1 Compostos fendlicos

Compostos fendlicos ou polifendis formam o principal grupo de compostos
bioativos em berries e representam um amplo e numeroso grupo de moléculas
encontradas em hortalicas, frutas, cereais e em diversos outros alimentos de origem
vegetal, como chas, café, cacau, vinho, soja etc. Nas plantas, eles exercem funcéo
de fotoprotecdo, defesa contra microrganismos e insetos, além de serem
responsaveis pela pigmentacdo e por algumas caracteristicas sensoriais dos
alimentos (MANACH et al., 2004; SEERAM, 2006; PEREZ-JIMENEZ, 2007).

Com base no nimero de anéis de fenol e na maneira pela qual esses anéis
ligam-se uns aos outros, os polifendis sédo classificados em familias: flavonoides,
acidos fendlicos, lignanas e estilbenos (MANACH et al., 2004).

Esses compostos tém recebido muita atencdo da comunidade cientifica por
seus numerosos efeitos biolégicos, como sequestro de espécies reativas de
oxigénio, modulacdo da atividade de algumas enzimas especificas, inibicdo da
proliferacdo celular, bem como por seu potencial como agente antibiotico,
antialergénico e anti-inflamatério (HORST; LAJOLO, 2009). Além disso, séo efetivos
doadores de hidrogénio e essa capacidade antioxidante € dependente do nimero e

da posicao dos grupamentos hidroxilas e sua conjugacéo (VOLP et al., 2008).

2.3.2 Flavonoéides

Os flavonoides s&o pigmentos naturais amplamente distribuidos em plantas,
frutas, verduras, sementes e flores. Sua estrutura basica consiste de dois anéis
aromaticos interligados via cadeia heterociclica do pirano, ou seja, apresenta 15
atomos de carbono distribuidos em 3 anéis (denominados A, B e C), em uma
configuracéo 6:3:6 (MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002; VOLP et al., 2008).

Conforme o estado de oxidagcdo e o perfil de substituicbes do anel C
(pirano), tém-se diferentes classes de flavondides, como: antocianidinas, flavanéis
(ou catequinas), flavonadis (rutina e quercertina, por exemplo), flavanonas, flavonas,
isoflavonas entre outros (FIGURA 2). Também de acordo com a posi¢cdo em que o
anel B encontra-se ligado ao anel C, estes compostos podem receber o tradicional
nome de: flavondides — quando o anel B esta ligado ao carbono 2 do anel C;

isoflavondides — quando o anel B esta ligado ao carbono 3 do anel C; e



21

neoflavondides - quando o anel B esta ligado ao carbono 4 do anel C (ROBARDS;
ANTOLOVICH, 1997; MARAIS et al., 2006; PEREZ-JIMENEZ, 2007; VOLP et al.,
2008).

Antocianidinas Flavanois

Flavanonas O Flavonas O
94

0O )

FIGURA 2 — ESTRUTURA DOS PRINCIPAIS TIPOS DE FLAVONOIDES
FONTE: Adaptado de MARCO, POPPI e SCARMINIO (2008)

Além de poderem estar ligados entre si, muitos flavondides sédo encontrados
na forma de glicoconjugados, os quais podem estar ligados a carboidratos via
grupos hidroxilicos, dando origem aos O-glicosideos, ou ainda ligados diretamente a
carbonos, na forma de C-glicosideos (JUSTESEN, 2000; ES-SAFI; GUYOT,
DUCROT, 2006).

De acordo com as nuances de cores, os flavonéides podem ser classificados
em dois grandes grupos: antocianinas, cujas cores variam do vermelho ao azul, e
antoxantinas, variando do incolor ao amarelo (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

2.3.3 Antocianinas

As antocianinas sdo pigmentos que se encontram dispersos nos vacuolos
celulares de muitas frutas, hortalicas, folhas e flores, responsaveis pelas coloragfes
vermelha, purpura e azul. As antocianidinas apresentam como estrutura fundamental
o cétion flavilico (2-fenilbenzopirilium), representado na Figura 3. Sdo glicosideos
que apresentam uma molécula de aglcar quase sempre na posi¢do 3 do anel C. Em

contraste com outras partes das plantas, as frutas sdo caracterizadas por uma maior
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quantidade de monossacarideos em comparacao aos dissacarideos. Como produtos
de sua hidrolise, obtém-se o componente glicidico e a aglicona denominada
antocianidina (ROBARDS; ANTOLOVICH, 1997; MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002;
DE-BRITO et al., 2007; MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008; VOLP et al., 2008).

Cation flavilico —

OCH;
OH

HO c O
O Ox OCHs

Z OH

OH
Cianidina Delfinidina Malvidina

OH

. OCHs OCHz
. OH
HO ®) + O
oo S R
7 OH O = OH O P
OH
OH OH
Pelargonidina Peonidina Petunidina

FIGURA 3 — ESTRUTURA DAS PRINCIPAIS ANTOCIANIDINAS
FONTE: Adaptado de YUAN et al. (2012)

As seis antocianidinas mais amplamente encontradas em alimentos de
origem vegetal sdo: cianidina, delfinidina, peonidina, pelargonidina, petunidina e
malvidina (FIGURA 3), sendo cianidina a mais comum. A cor de cada tipo de
antocianidina depende, fundamentalmente, da quantidade de grupos hidroxila (OH)
ou metila (CHj3) ligados ao anel B da molécula (KERBAUY, 2012).

2.3.4 Acidos fendlicos
Acidos fenodlicos sdo considerados um dos componentes funcionais dos

frutos, podendo representar cerca de um terco dos compostos fendlicos na

alimentacdo humana. Além de inibirem a formacéao de radicais livres e inativarem
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espécies radicalares, algumas vezes funcionam como quelantes de metais, agindo
tanto na etapa de iniciagho como na propagacdo do processo oxidativo e,
consequentemente, prevenindo danos ao DNA (RAMALHO; JORGE, 2006; GRUZ et
al., 2011).

Os acidos fendlicos podem ser divididos em dois grupos principais, acidos
hidroxibenzéico e acidos hidroxicinAmicos, ambos derivados de A&cidos néo
fendlicos: benzoico e cinamico, respectivamente. Quimicamente, estes compostos
tém pelo menos um anel aromatico em que pelo menos um atomo de hidrogénio é
substituido por um grupamento hidroxila (GIADA, 2013; HELENO et al., 2015).

Os é&cidos hidroxibenzéicos s@o os é&cidos fendlicos mais simples
encontrados na natureza, sendo o0s principais: galico, p-hidroxibenzéico,
protocatequinico, vanilico, siringico, gentisico e salicilico. Entre os &cidos
hidroxicinamicos, p-cumarico, ferulico, cafeico e sinapico sdo 0s mais comuns na
natureza (GIADA, 2013). A estrutura quimica dos principais acidos benzéicos e

cindmicos pode ser observada na Figura 4.

R, N R, @

R, 7 N—coon

R,
Acido salicilico: R,=0OH;R,=R,=R,=H =
Acido gentisico: R, =R,=O0H; R,=R,=H R R,
Acido p-hidroxibenzéico: R, =R, =R, = H; R, = OH Acido m-cumarico: R, =R, =R,=H; R,=0H
Acido protocatequinico: R, =R, =H; R, = R_.‘ =0OH Acido p-cumarico: R, =R, =R, = H; R, = OH
Acido vanilico: R, =R, = H; R, = OCH,; R, = OH Acido caféico: R, =R,=H; R,=R, = OH
Acido galico: R, = H; R, =R, =R, = OH Acido fertlico: R, =R, = H; R, = OCH,; R, = OH
Acido siringico: R, = H; R, =R, = OCH,; R, = OH Acido sinapico: R, = H; R,= R, = OCH,; R, = OH

FIGURA 4 — ESTRUTURA DOS ACIDOS BENZOICOS (A) E CINAMICOS (B)
FONTE: RAMALHO e JORGE (2006)
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2.4 EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

Extracdo é o primeiro e mais importante passo na determinacdo de
compostos bioativos de frutas. O rendimento da extracdo depende tanto do solvente
utilizado, quanto do método aplicado. Diversos métodos tém sido empregados para
a extracdo de compostos fendlicos de produtos vegetais. No entanto, quando o
objetivo principal é a quantificacdo desses compostos e/ou a determinacdo de sua
capacidade antioxidante, a extracdo utilizando solventes organicos acidificados
ainda € o método mais empregado.

Nesse caso, a concentragdo e a proporgcéo entre solventes, bem como a
relacdo entre o volume de solvente e a massa de amostra, S0 0s parametros mais
importantes que afetam a eficiéncia da extracdo (POMPEU; SILVA; ROGEZ, 2009;
ILAIYARAJA et al.,, 2015). Diferentes solventes tém sido empregados para a
extracdo de compostos fendlicos de vegetais, sendo comumente utilizados: agua,
etanol, metanol e/ou acetona, ou a misturas destes (SUN; HO, 2005; BORGES et
al., 2011; BACHIR BEY et al., 2014).

Na extracdo com solventes organicos acidificados, ocorre desnaturacao das
membranas celulares e consequente solubilizacdo dos pigmentos antioxidantes. O
acido tende a estabilizar os compostos de interesse, mas também pode ser
responsavel por mudar a forma nativa do pigmento no tecido pela quebra das
associacfes com metais, co-pigmentos e/ou outros compostos (RODRIGUEZ-
SAONA; WROLSTAD, 2003).

A otimizacdo da extracdo de compostos antioxidantes pode ser alcancada
por meio do emprego de meétodos empiricos ou estatisticos (BACHIR BEY et al.,
2014). Assim, quando o objetivo é estudar a melhor combinacdo de solventes, que
permite extrair 0s principais compostos de interesse, uma técnica estatistica
multivariada para otimizacdo de misturas € necessaria devido a possibilidade de
avaliar todas as proporgfes de solventes (0-100%), utilizando um numero reduzido
de experimentos.

O experimento com misturas € diferente do usado em planejamento fatorial
simples, pois no primeiro 0os componentes dependem da proporcdo dentro do
conjunto, ou seja, sdo dependentes e no segundo sao independentes. Dessa forma,
0 espaco experimental dimensional delimitado pelo nimero de componentes e sua

proporcdo maxima e minima pré-estabelecidas, denominado de simplex, tem uma
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dimensdo a menos do que o numero de componentes (g - 1). Assim, um
experimento com dois componentes (q=2) é expresso como uma reta, com trés
componentes (g=3), um triangulo e com quatro componentes (g=4), um tetraedro
(WANG; FANG, 2010).

Dentro do espaco simplex sdo montados planejamentos de experimentos
que permitem a estimativa de modelos mateméticos que irdo representar o
comportamento do sistema de misturas, percorrendo todo o espaco experimental.

Dois tipos diferentes de modelos sdo comumente empregados em
experimentos com misturas: simplex-lattice design e simplex-centroid design. Ambos
avaliam a superficie de resposta dos vértices e dos lados de um triangulo. Em
simplex-lattice designs, m+1 proporcdes igualmente espacadas sdo testadas para
cada fator ou componente do modelo (x; = 0, 1/m, 2/m, ..., 1;i=1,2,...,q) e todas as
combinacdes de niveis de fatores sdo testadas. O modelo resultante € chamado de
{g,m} simplex-lattice design (FIGURA 5) (MONTGOMERY, 2009).

Uma alternativa para as definicdes introduzidas por Scheffé (1963) € o
chamado simplex-centroid design, onde as diferentes condi¢cdes testadas formam
um triangulo, com componentes puros no veértice, o que representa 100% de cada
solvente, os pontos médios de cada lado representam permutacfes das misturas
binarias (2 %2 0; %2 0 ¥%2; 0 ¥2 %), e, 0 ponto do centro, uma mistura ternéria (1:1:1). A
este modelo podem ser incluidos pontos interiores (pontos axiais) que representam

2/3 de um dos solventes e 1/6 para os outros dois (FIGURA 6).

{9=3, m=3} {9=3, m=2}
B1 B2 B3 B1 B2 B3
1 0 0 1 0 0
0 1 0 0 1 0
0 0 1 0 0 1
1/3 2/3 0 0.5 0.5 0
1/3 0 2/3 0.5 0 0.5
0 1/3 2/3
2/3 1/3 0
2/3 0 1/3
0 2/3 1/3
1/3 1/3 1/3

FIGURA 5 — EXEMPLOS DE SIMPLEX-LATTICE DESIGN
FONTE: Adaptado de MONTGOMERY (2009)
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[31:1
BL B2 pB3
1 0 0 B1=B,=B5=1/3 B1=2/3; B,=Bs=1/6
0 1 0
0 0 1
Yy2 120 B=B=1/2 Bi=Bs=1/2
12 0 1/2 ( )
0 1/2 1/2
Y313 s Bu=b5=1/6; B,=2/3 B= B:=1/6; B:=2/3

2/3 1/6 1/6
1/6 2/3 1/6
1/6 1/6 2/3

Bl B,=By=1/2 Bl

FIGURA 6 — SIMPLEX-CENTROID DESIGN PARA TRES FATORES COM PONTOS AXIAIS
FONTE: Adaptado de MONTGOMERY (2009)

Esta técnica de analise estatistica multivariada para otimizacdo de misturas
permite estudar todas as proporcdes entre os solventes (0-100%) utilizando um
reduzido nimero de experimentos, além de permitir examinar possiveis efeitos de
interacdo entre as variaveis (MONTGOMERY, 2009).

Este modelo permite a avaliagcdo de modelos linear (81, B2 € Bs), quadratico
(B12, B13 € B23) e cubico (B123) (EQ. (1)) para as respostas em estudo.

Y = BaXy + BaXz + BaXsz + Br2XeXz + B1aXeXz + B2sXaXs + Br2aXiX2X3 Eq. (1)

2.5 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

A eliminacdo dos radicais livres é a primeira linha de defesa contra o
estresse oxidativo e isso forma as bases para a avaliacdo da capacidade
antioxidante de alimentos (HEINRICH; DHANJI; CASSELMAN, 2011). A producéo
desses radicais ocorre constantemente no organismo humano devido as atividades
metabdlicas normais e a exposicao a fatores que levam ao aumento da producéo de
espécies reativas de oxigénio (Reactive oxygen species, ROS), como poluicéo,
fumo, estresse etc.

Os radicais livres mais prejudiciais produzidos no corpo humano sado ROS e
espécies reativas de nitrogénio (Reactive nitrogen species, RNS). O radical livre

superoxido (02*7) também leva a formacéo de outras ROS como H,O,, peroxinitrito
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(ONOO") e radicais hidroxila (OH®) (HEINRICH; DHANJI; CASSELMAN, 2011). Os
radicais livres gerados podem reagir com o DNA, RNA, proteinas, lipidios e outros
elementos oxidaveis, propiciando danos que poderdo contribuir para o
envelhecimento, para os processos inflamatorios e para o aumento do risco de
doencas crbnicas ndo transmissiveis, como cancer, aterosclerose, dentre outras
(RUFINO et al., 2010).

Os mecanismos pelos quais esses radicais interferem nas fungdes celulares
nao estdo completamente elucidados. No entanto, a peroxidacéo lipidica parece ser
um dos mais importantes eventos, que resulta em dano da membrana celular,
podendo levar a morte celular. Além disso, sabe-se que radicais livres podem atrair
muitos mediadores inflamatérios, contribuindo para uma resposta inflamatéria
generalizada e dano tissular (NIJVELDT et al., 2001).

Antioxidantes podem desativar radicais livres por dois mecanismos
principais: transferéncia de um atomo de hidrogénio (Hydrogen Atom Transfer, HAT)
ou transferéncia de um elétron (Single Electron Transfer, SET). Métodos baseados
no mecanismo HAT medem a capacidade de um antioxidante eliminar radicais livres
doando hidrogénio. Ja os métodos baseados em SET detectam a capacidade de um
antioxidante em reduzir um composto (incluindo metais, grupamentos carbonila e
radicais livres), por meio da transferéncia de um elétron (PRIOR; WU; SCHAICH,
2005). Na maioria dos casos, qualquer que seja a fase da cadeia oxidativa em que a
acao antioxidante é avaliada, um mecanismo comum que envolve uma reacao redox
se realiza (PULIDO; BRAVO; SAURA-CALIXTO, 2000).

Em sistemas biologicos existem, pelo menos, quatro fontes gerais de
antioxidantes: enzimas (por exemplo, superoxido-dismutase, glutationaperoxidase e
catalase); alguns horménios (estrogénio angiotensina, melatonina etc.); moléculas
grandes (albumina, ceruloplasmina, ferritina, outras proteinas); e moléculas
pequenas (acido ascorbico, glutationa, acido Urico, tocoferol, carotendides,
(poli)fendis) (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

Dentre os polifendis, por exemplo, as antocianinas possuem uma estrutura
quimica adequada para a acao antioxidante, sendo capazes de doar elétrons ou
atomos de hidrogénio para radicais livres (VOLP et al., 2008). A presenca de grupos
hidroxilas na posicéo 3’ e 4’ do anel B confere uma elevada estabilidade ao radical
formado e aumenta a atividade antioxidante das antocianinas. Os grupos hidroxilas
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livres na posicéo 3 do anel C e 5 do anel A sdo doadores de elétrons. A presenca de
acucares na molécula reduz a atividade antioxidante (KUSKOSKI et al., 2004).

As antocianinas podem, também, carrear diretamente o radical livre, quando
sao oxidadas por esses, resultando em um radical menos reativo e mais estavel. Em
outras palavras, esses compostos estabilizam as espécies reativas de oxigénio
através de sua reagdo com o componente reativo do radical. Além disso, esses
flavondides podem atuar induzindo ou inibindo enzimas como cicloxigenases e
lipoxigenases, ligadas a processos inflamatorios (VOLP et al., 2008).

Os antioxidantes podem responder de diferentes maneiras a diferentes
radicais livres ou agentes oxidantes. Por conta das multiplas caracteristicas e dos
multiplos mecanismos reacionais envolvidos na eliminacdo/desativacdo de uma
ROS por um composto antioxidante, um Unico ensaio nao reflete com precisao todas
as reacdes envolvidas nesse sistema misto e complexo (PRIOR; WU; SCHAICH,
2005). Além disso, em um Uunico alimento podem ocorrer diversos agentes
antioxidantes, com mecanismos reacionais diferentes e, desta forma, a combinacéo
de varios métodos de analise se faz necessaria.

Assim, uma série de métodos foi desenvolvida para medir a eficiéncia de
antioxidantes da dieta, quer como compostos puros ou em extratos de alimentos,
bem como para determinar a atividade antioxidante do plasma como um indicador
da capacidade antioxidante in vivo (PULIDO; BRAVO; SAURA-CALIXTO, 2000). O
fundamento da maioria dos métodos baseia-se na mudanca de coloracdo de uma
solucdo na presenca de um antioxidante, o que altera a absorbéncia em

espectrofotdmetro ultravioleta-visivel (UV-Vis) (OU et al., 2002).

2.5.1 Folin-Ciocalteu

O ensaio de Folin-Ciocalteu, apesar de ter sido desenvolvido para quantificar
fendlicos totais, atualmente tem sido empregado na avaliacdo da capacidade
antioxidante de extratos de amostras vegetais. Isto porque este método baseia-se na
reducdo do reagente acido fosfomolibdico-fosfotingstico a um complexo de cor azul
em uma solucdo alcalina, o que pode ocorrer ndo sO devido a presenca de
compostos fendlicos, mas, também, pela acdo de diversas substancias antioxidantes
nao fendlicas como: o acido ascérbico, glicose, frutose, sulfitos, aminoacidos

(tirosina, triptofano) e proteinas que contém estes aminoacidos. Desta forma, como
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o método ndo é especifico para fendlicos totais, a reducdo do reagente Folin-
Ciocalteu por outros compostos redutores leva a uma superestimacdo dos
resultados (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999; HUANG, OU
e PRIOR, 2005; PRIOR; WU; SCHAICH, 2005;GRUZ et al., 2011; MEDINA, 2011).

2.5.2 Método ABTS**

O método ABTS é um dos mais comumente utilizados para medir a
capacidade antioxidante de compostos em alimentos. Este método baseia-se em
uma reacdo SET, na qual se avalia a capacidade dos antioxidantes de capturar o
ABTS (acido 2,2"-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) radical cation (ABTS®").
Este radical pode ser gerado a partir do ABTS em varios sistemas: enzimaticamente
usando mioglobina e quimicamente com MnO,, persulfato de potassio (K,S,0g) ou
radicais perdxido (VILLANO et al., 2004).

O ensaio mioglobina/ABTS foi proposto primeiramente, sendo o0s
antioxidantes adicionados antes da formacao do radical. Essa estratégia possui a
desvantagem de que os antioxidantes das amostras podem interagir com reagentes,
como ocorre com o polifenol quercetina, superestimando a atividade antioxidante.
Por esta raz&o, o radical ABTS®" passou a ser desenvolvido antes da adicdo da
amostra (VILLANO et al., 2004).

A absorbancia maxima (Amax) do ABTS mostra-se em comprimentos de
onda de 415, 645, 734 e 815 nm. Entre eles, 415 e 734 nm sao adotados pela
maioria dos pesquisadores para monitorar espectrofotometricamente a reacdo entre
0s antioxidantes e o ABTS. A capacidade antioxidante pode ser medida a partir do
decréscimo da absorbancia do ABTS na presenca da amostra teste comparando-se
com o decréscimo da absorbancia do Trolox em um tempo fixo (4-6 min), e, entdo, o
resultado é obtido como equivalente de Trolox (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

2.5.3 Método DPPH*
DPPH?® (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) € um dos poucos radicais organicos de

nitrogénio estaveis, que possui uma cor arroxeada. Ele é disponivel comercialmente

e néo precisa ser gerado antes do experimento como o ABTS**. Este método mede
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a capacidade redutora de um antioxidante para DPPH, avaliada pelo decréscimo da
absorbancia a 515 nm (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005; BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995).

O método DPPH é realizado em temperatura ambiente o que elimina o risco
de degradacdo térmica das moléculas testadas (BONDET; BRAND-WILLIAMS;
BERSET, 1997). E um teste simples e rapido e necessita apenas de um
espectrofotometro UV-Vis, o que provavelmente explica o seu amplo uso no
rastreamento de antioxidantes (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

Foti, Daquino e Geraci (2004) sugerem que o mecanismo fundamental do
método DPPH é o SET e que a reacao do tipo HAT teria uma escassa contribuicdo
devido a mesma ser produzida lentamente em solventes que séo recebedores do H
como o metanol e o etanol. No entanto, alguns autores continuam classificando este
método como SET e HAT, por considerarem que o DPPH pode ser neutralizado
pelos dois mecanismos, simultaneamente (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

A porcentagem de DPPH® remanescente (DPPH®rem) € proporcional a
concentracdo de antioxidantes e é calculada por meio da seguinte equacao:
%DPPH®grem = 100 X [DPPH*rem/[DPPH®=0 (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

Sanchez-Moreno, Larrauri e Saura-Calixto (1998) introduziram um novo
parametro para expressar a capacidade antioxidante: eficiéncia antiradical (AE) =
1/(ECso X tecso); onde ECso € a quantidade de antioxidante necessaria para reduzir
em 50% a quantidade inicial do radical; e tecso € 0 tempo que essa concentracao
necessita para reduzir em 50% a quantidade inicial do radical. Quanto maior for o
AE, o antioxidante exercera sua acdo em menor concentracdo e em menos tempo
(PEREZ-JIMENEZ, 2007).

2.6 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

Em ambos os estudos de perfil e quantificagdo, as abordagens mais bem
sucedidas tém sido baseadas em cromatografia (ROBARDS; ANTOLOVICH, 1997).
Com o avanco da tecnologia analitica, as analises e identificacdo de compostos
bioativos evoluiram de cromatografia em camada delgada e cromatografia em papel
para cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detector de arranjo de
diodos (DAD), e, em seguida, HPLC com espectrometria de massas (MS/MS) (WU,
PRIOR, 2005).
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HPLC-MS/MS é uma excelente ferramenta para a andlise qualitativa de
compostos fendlicos em extratos de frutos (SANCHEZ-RABANEDA et al., 2004; WU;
PRIOR, 2005). Sendo uma técnica de alta sensibilidade e rapida anélise, costuma
ser a primeira escolha nos processos analiticos onde se pretende caracterizar
estruturalmente biomoléculas, pois dela € possivel obter informacdes sobre o padrao
de fragmentacdo dos compostos e, por conseguinte, informacdes sobre a sua
estrutura e substituintes (LOPES-DA-SILVA et al., 2002; SOUZA, 2008).

Um espectrometro de massas é composto por trés médulos principais: (1)
fonte de ions: responsavel pelo processo de ionizacdo das moléculas; (2)
analisadores de massas: responsaveis pela separacao dos ions de acordo com seu
m/z, realizado através de aplicacdes de campos elétricos e magnéticos; e (3)
detectores: responsavel pela deteccdo e amplificacdo dos ions (SOUZA, 2008).

Diversas fontes de ionizacdo tém sido utilizadas na identificagdo de
compostos bioativos, incluindo ionizagdo eletrénica, ionizagdo quimica, ionizacao
guimica a pressao atmosférica, ionizacao por dessorcdo a laser assistida por matriz
e ionizacao por spray de elétrons (ESI — Electrospray lonization) (WU; PRIOR, 2005;
SOUZA, 2008). Dentre elas, a ESI-MS tem sido preferida pela maioria dos
pesquisadores porque fornece o ion molecular intacto, assim como os ions dos
fragmentados. No entanto, espectros de massa por si s6 ndo sao 100% eficazes na
identificacdo de compostos com 0 mesmo espectro de massa. Nestes casos, devem
ser combinadas outras informac@es para a identificacdo de pico (WU; PRIOR, 2005).

Neste contexto, o emprego de HPLC-DAD torna-se uma ferramenta util para
auxiliar a caracterizacdo de compostos bioativos. No caso das antocianinas, por
exemplo, os espectros UV-Vis desses compostos permitem obter informacgdes no
que diz respeito a natureza da antocianidina e do padrdo de substituicdo da
molécula de acucar: antocianinas apresentam duas principais bandas de absorc¢éao,
a 499-528 nm e a 270-280 nm. Além disso, as caracteristicas de retencdo na
cromatografia de fase reversa estdo intimamente relacionadas com a polaridade
desses compostos e proporcionam informagdes sobre a natureza dos acglcares e
dos substituintes do anel B. Assim, a ordem de eluicdo segue o decréscimo na
polaridade das antocianidinas na seguinte sequéncia: delfinidina, cianidina,
petunidina, pelargonidina, peonidina e malvinidina. Um dissacarideo ligado ao
carbono 3 do anel C influencia menos a polaridade do que a presenca de dois
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monossacarideos nas posi¢cdes C-3 e C-5 (LOPES-DA-SILVA et al., 2002; MESKIN;
BIDLACK; RANDOLPH, 2008).

2.7 COMPOSTOS ANTIOXIDANTES EM BERRIES

A literatura cientifica apresenta diversos trabalhos que avaliaram compostos
bioativos e a capacidade antioxidante em frutas pequenas e coloridas (berries).
Alguns desses estudos publicados nos ultimos dez anos, com seus principais
resultados, estao citados a seguir.

Wu e Prior (2005) identificaram antocianinas em berries (framboesa preta,
amora, mirtilo, uva Concord, cranberry, marionberry, framboesa, uva vermelha,
morango e cereja doce) por HPLC-MS/MS, e concluiram que cianidina foi
encontrada em todas as amostras analisadas e que a glicose foi 0 monossacarideo
predominante, ligado a agliconas (antocianidinas) para formar antocianinas.

Lima et al. (2005) analisaram fendlicos totais em 12 variedades de frutos de
acerola (Malpighia emarginata) em trés estadios de maturacdo, colhidas em duas
estacdes do ano: seca e chuvosa. Os frutos maduros colhidos na estacdo seca
apresentaram o0s niveis mais altos de fendlicos totais, variando de 896 a 1888 mg
equivalente a catequina em 100 g de fruta fresca (FW = fresh weight), dependendo
da variedade. Fendlicos totais sofreram degradacdo ao longo do processo de
maturacdo: a variedade 05, por exemplo, colhida na estacédo seca, apresentou 3517
e 1508 mg equivalente a catequina/100 g FW, para frutos verdes e maduros,
respectivamente.

Mattila, Hellstrom e Tdérrénen (2006) determinaram o conteddo de acidos
fendlicos soluveis e totais em amostras de 29 berries por cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC). Os maiores teores de acidos fendlicos totais foram
encontrados em rowanberry (103 mg/100 g FW), chokeberry (96 mg/100 g FW),
mirtilo (85 mg/100 g FW), sweet rowanberry (75 mg/100 g FW) e saskatoon berry (59
mg/100 g FW).

Empregando HPLC-DAD, cinco antocianinas foram identificadas, com base
no espectro UV-Vis e no tempo de retencdo, em frutos de cereja (Prunus avium):
cianidina-3-glicosideo, cianidina-3-rutinosideo, peonidina-3-glicosideo, peonidina-3-
rutinoside e pelargonidina-3-rutinosideo (GONCALVES et al., 2007).
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Pantelidis et al. (2007) determinaram o teor de acido ascorbico, antocianinas
e compostos fendlicos totais (TPC) em diferentes cultivares de seis berries:
framboesa (Rubus idaeus), amora preta (Rubus fructicosus), hibrido de framboesa x
amora preta, red currant (Ribes sativum), gooseberry (Ribes glossularia) e Cornelian
cherry (Cormus mas). Os valores minimos e maximos, por espécie, dos resultados
observados para os compostos bioativos citados anteriormente, bem como a

coloracao desses frutos, dependente da variedade, estdo resumidos no Quadro 1.

Fruto Coloragéo AA! TA? TPC®

Framboesa (Rubus idaeus) Amarela a 16,8 a 37,7 1,3a49,1 1459 a 2494
vermelha

Amora preta (Rubus fructicosus) Ve;rpeet;ha— 143a17,5 126 a 152 1703 a 2349

Hibrido de framboesa x amora Vermelha a 18,4228,0 104 2 198 1891 a 2611

preta preta

Red currant (Ribes sativum) Amarela a 35,6 a 40,0 1,4a7,8 657 a 1193
vermelha

Gooseberry (Ribes glossularia) Amarela a 20,3 a24,0 2,4a43,3 127 a 1321
vermelha

Cornelian cherry (Cormus mas) Vermelha 103,3 223 1592

QUADRO 1 - COLORAC}AO E VARIACAO DO TEOR DE COMPOSTOS BIOATIVOS EM
CULTIVARES DE SEIS ESPECIES DE BERRIES ANALISADOS POR PANTELIDIS et al. (2007)

FONTE: Adaptado de PANTELIDIS et al. (2007)

Nota: * AA = 4cido ascérbico (mg/100 g FW); % TA = antocianinas totais (mg C3G/100 g FW); *TPC =
compostos fendlicos totais (mg GAE/100 g DW).

Mezadri et al. (2008) avaliaram acido ascoérbico (AA), TPC por Folin-
Ciocalteu e antocianinas monomeéricas totais (TMA) em frutos de acerola,
apresentando valores que variaram de 94,4 a 180 mg de AA/100 g FW, de 805 a
1150 mg equivalente ao acido galico (GAE)/100 g FW (para TPC) e 4,69 a 5,23 mg
equivalente a cianidina-3-glicosideo (C3G)/100 g FW (para TMA). Para Silva et al.
(2014), acerola apresentou, em 100 g de massa seca (DW = dry weight), 144,27 mg
C3G e 29093 mg GAE, para TMA e TPC, respectivamente.

O Quadro 2 apresenta os valores para antocianinas totais, TPC e
capacidade antioxidante pelo método DPPH de 14 espécies de frutas pequenas e
coloridas pertencentes a familia Myrtaceae, estudadas por Reynertson et al. (2008).

Rufino et al. (2010) estudaram a capacidade antioxidante e quantificaram
compostos bioativos em frutos brasileiros subutilizados, dentre os quais: acai
(Euterpe oleracea), acerola (Malpighia emarginata), camu-camu (Myrciaria dubia),
jaboticaba (Myrciaria cauliflora), jambolao (Syzygium cumini), jucara (Euterpe edulis),
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murici (Byrsonima dealbata) e murta (Blepharocalyx salicifolius). Os principais

resultados para esses frutos em base fresca (FW) estéo apresentados no Quadro 3.

Fruto TA! TPC? DPPH?

Eugenia aggregata 1,26 £ 0,45 84,6 + 2,63 84,6 + 2,63
Eugenia brasiliensis 8,37 £ 0,23 42,7 + 5,92 427 £ 5,92
Eugenia luschnathiana ND* 38,0 + 4,86 38,0 + 4,86
Eugenia reinwardtiana 0,08 + 0,03 110+ 8,31 110+ 8,31
Myrciaria cauliflora 2,78 £ 0,17 19,4 £ 0,28 19,4 + 0,28
Myrciaria dubia TR** 57,2 +5,61 57,2+5,61
Myrciaria vexator 6,84 + 0,36 38,6 £ 2,40 38,6 £ 2,40
Syzygium cumini 6,33+ 0,10 389 + 36,0 389 + 36,0
Syzygium curranii 12,1+ 0,53 33,4+2,52 33,4£252
Syzygium jambos ND* 92,0+ 8,24 92,0 £ 8,24
Syzygium javanicum 0,09 +4x10° 81,4+ 6,24 81,4 + 6,24
Syzygium malaccense TR** 269 + 7,66 269 = 7,66
Syzygium samarangense 0,07 £ 0,03 77,5+4,19 77,5+4,19
Syzygium samarangense var. Taiwan pink 1,35+ 0,10 157 £ 13,0 157 £ 13,0

QUADRO 2 — COMPOSTOS BIOATIVOS E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DE 14 FRUTOS
ANALISADOS POR REYNERTSON et al. (2008)

FONTE: REYNERTSON et al. (2008)

Nota: resultados expressos como média + desvio padréo; ' TA = antocianinas totais (mg C3G/g DW);
2 TPC = compostos fendlicos totais (mg GAE/g DW); > DPPH expresso em ECs, (ug/mL); * ND = n&o
detectado; ** TR: traco (< 0,01 mg/qg).

Fruto AA! TA? YF? TPC* DPPH® ABTS®
Acai 84,0 111 91,3 454 4264 15,1
Acerola 1357 18,9 9,6 1063 670 96,6
Camu-camu 1882 42,2 20,1 1176 478 153
Jaboticaba 238 58,1 147 440 1472 37,5
Jamboldo 112 93,3 70,9 185 3025 29,7
Jucara 186 192 375 755 1711 78,3
Murici 148 0,5 13,8 nd nd nd
Murta 181 143 207 610 936 49,1

QUADRO 3 — COMPOSTOS BIOATIVOS E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DE OITO FRUTOS
ANALISADOS POR RUFINO et al. (2010)

FONTE: Adaptado de RUFINO et al. (2010)
Nota: ' AA = acido ascérbico (mg/100 g FW); * TA = antocianinas totais (mg/100 g FW); ® YF =
flavonoides amarelos (yellow flavonoids) (mg/100 g FW); *TPC = compostos fenolicos totais (mg

GAE/100 g FW); °> DPPH expresso em ECs, (g FW/g DPPH); ® ABTS expresso em pmol trolox/g FW;
nd = ndo detectado.
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Celli, Pereira-Netto e Beta (2011) avaliaram TPC e a capacidade
antioxidante pelo método DPPH em duas variedades (vermelha e roxa) de pitanga
(Eugenia uniflora) ao longo do processo de maturacdo. TPC variou de 2,13 a 4,14 ¢
equivalente ao acido ferdlico (FAE)/100 g de fruta (DW) para a variedade vermelha,
e de 2,49 a 5,81 g FAE/ 100 g de fruta para a variedade roxa, dependendo da fase
de desenvolvimento do fruto. Os frutos no estadio de maturacdo verde apresentaram
maior atividade antioxidante, avaliada pelo método DPPH: 17,18 e 18,13 mmol
Trolox equivalentes/100 g de fruta seca para as variedades vermelha e roxa,
respectivamente.

Almeida et al. (2011) avaliaram os teores de acido ascérbico (11,8 mg/100 g
FW) e de compostos fendlicos (159,9 mg GAE/ 100 g) e a atividade antioxidante
(1573 pmol equivalente a Trolox/100 g para ABTS) de frutos de murici (Byrsonima
crassifolia). No mesmo ano, Gordon et al. avaliaram compostos antioxidantes em
frutos de murici (B. crassifolia) e concluiram que esses frutos apresentavam 255 mg
equivalente a acido galico/100 g do fruto (DW), para TPC por Folin-Ciocalteu; no
entanto, o teor de acido ascorbico foi ndo quantificavel. Em 2012, Souza et al.
também avaliaram a capacidade antioxidante e quantificaram compostos bioativos
em frutos de murici (B. crassifolia), encontrando, em 100 g de fruta fresca, valores de
47,44 mg de acido ascorbico, 334,37 mg equivalente a &cido galico (GAE) para TPC
por Folin-Ciocalteu e 5725 pmol equivalente a Trolox para ABTS. A capacidade
antioxidante desses frutos por TPC e ABTS foram avaliadas, aimda, por Ribeiro et
al. (2013): 243,42 mg GAE/100 g FW e 680 umol equivalente a Trolox/100 g FW,
respectivamente.

Antocianinas e fendlicos totais em nove berries foram investigados por
Contessa et al. (2013) e os valores estdo apresentados no Quadro 4.

Bicudo, Ribani e Beta (2014) estudaram o teor de antocianinas (TMA),
acidos fendlicos totais (TPA), TPC e capacidade antioxidante em frutos de jucara
(Euterpe edulis) ao longo do processo de maturacdo, bem como identificaram, por
HPLC-MS/MS, antocianinas e &cidos fendlicos nesses frutos. Com base na analise
dos resultados, esses autores puderam concluir que, com o amadurecimento, TMA
(91,52-236,19 mg C3G/100 g DW) e a capacidade antioxidante pelo método DPPH
(655,89-745,32 umol TE/g DW) aumentaram, enquanto que TPA (44,27-30,95
mg/100 g DW) e TPC (81,69-49,09 mg GAE/g DW) diminuiram. As principais

antocianinas identificadas foram cianidina-3-glicosideo e cianidina-3-rutinosideo,
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seguidas por pelargonidina-3-rutinosideo, cianidina-3,5-diglicosideo, peonidina-3-
glicosideo e peonidina-3-rutinosideo, sendo que essas trés Ultimas foram
identificadas pela primeira vez em frutos de jucara nesse estudo. A analise por
HPLC-MS/MS indicou a presenca dos seguintes acidos: galico, protocatequinico, p-

hidroxibenzéico, vanilico, clorogénico, cafeico, siringico, p-cumarico, sinaptico e

ferdlico.
Fruto Antocianinas totais Fenolicos totais
(mg C3G/100 g FW) (mg GAE/100 g FW)
Amora preta (Rubus ulmifolius) 149 257
Highbush blueberry (Vaccinium corymbosum) 130 320
Black currant (Ribes nigrum) 177 493
White currant (Ribes rubrum) 361 362
Gooseberry (Ribes grossularia) 291 197
Black mulberry (Morus nigra) 40,7 343
White mulberry (Morus alba) 21,9 95,9
Framboesa (Rubus idaeus) 250 321
Morango (Fragaria x ananassa) 53,1 399

QUADRO 4 — COMPOSTOS BIOATIVOS EM NOVE BERRIES ANALISADAS POR CONTESSA et al.
(2013)

FONTE: Adaptado de CONTESSA et al. (2013)

Paz et al. (2015) encontraram valores de atividade antioxidante pelo método
DPPH de 1574 e 3987 mg equivalente a Trolox em 100 g DW, para acai e acerola,
respectivamente. Além disso, esses autores determinaram TPC e flavonodides totais
(TF) apresentando, respectivamente, 1808 mg GAE/100 g DW e 672 mg equivalente
a epicatequina/100 g DW para acai, e 12466 mg GAE/100 g DW e 158 mg
equivalente a epicatequina/100 g DW para acerola.

Observando as informacfes levantadas dos artigos cientificos analisados,
percebe-se que, para uma mesma espécie de fruto, sdo encontrados diferentes
valores para um mesmo parametro avaliado. Isso ocorre porque o teor de
compostos bioativos em espécies vegetais, bem como a sua capacidade
antioxidante, sdo largamente influenciados pelas condi¢bes climéticas, manejo do
solo, periodo de colheita, regido geografica etc. Desta forma, se na literatura néo
séo encontrados trabalhos que realizaram as mesmas determinagées com a mesma

espécie, torna-se ainda mais dificil a comparacdo de resultados entre frutos de
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espécies diferentes, sendo necessaria a escolha de frutos do mesmo género, ou da
mesma familia, com caracteristicas mais semelhantes as da matriz em estudo.

Além disso, a dificuldade na comparacdo dos resultados, ainda que o
método de andlise seja 0 mesmo, em grande parte existe devido a mdultiplas
variacbes que podem ser empregadas em cada um dos ensaios, como: manipulagcéo
da amostra, temperatura do ensaio, variedade da amostra, tempo de exposi¢do dos
compostos bioativos aos reagentes, homogeneizacdo da amostra, metodologia
empregada na extracao etc. Além disso, 0s resultados para um mesmo método
podem ser expressos de diversas formas (PEREZ-JIMENEZ, 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

Amostras de Byrsonima ligustrifolia A. Juss. foram coletadas na cidade de
Guaraquecaba (Parana, Brasil), localizada na Microrregido Metropolitana de
Paranagua, a uma distancia de 174 km da capital do Estado, Curitiba. As frutas, em
diferentes estadios de maturacgdo, foram colhidas manualmente, em marco de 2014,
de arvores situadas em localidade de coordenadas geogréficas 25°17'50" latitude
Sul 48°19'8" longitude Oeste do meridiano de Greenwich (FIGURA 7).

.
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FIGURA 7 — MUNICIPIO DE GUARAQUECABA E LOCAL DA COLHEITA

A identificacdo oficial da espécie foi conduzida pelo Museu Botanico
Municipal (MBM) de Curitiba (Parana, Brasil) e uma espécie (exsicata) foi depositada
no Herbario desse museu, registrada sob o numero 388371.

No mesmo dia da colheita, as frutas foram selecionadas, descartando-se as
com injarias mecanicas, ataque de insetos, ou outros defeitos visuais, lavadas e
classificadas em cinco estaddios de maturacdo de acordo com a coloracdo do
epicarpo (cor externa) (FIGURA 8).

Parte da amostra foi direcionada para as analises com a fruta in natura e as

frutas restantes foram, entdo, pesadas, liofilizadas inteiras, acondicionadas em
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embalagens plasticas de polietileno de baixa densidade (PEBD), seladas a vacuo, e

armazenadas em freezer a -20°C até o momento das analises.

RS1 RS

FIGURA 8 — Byrsonima ligustrifolia EM CINCO ESTADIOS DE MATURACAO

Nota: RS1 = epicarpo verde; RS2 = epicarpo rosa claro; RS3 = epicarpo vermelho;
RS4 = epicarpo vermelho-roxo; RS5 = epicarpo roxo-negro.

3.2 ANALISES FISICAS

3.2.1 Medida objetiva da cor

A coloracdo dos frutos, ap6s a separacdo nos diferentes estadios de
maturacdo (antes da liofilizacdo), foi avaliada utilizando espectrofotometro de
reflectancia MiniScan XE Plus (Hunter Associates Laboratory, Inc., Naperville, IL,
E.U.A). Para as analises cromaticas, foi utilizado o Sistema CIE (Commission
International de L’Eclairage), no qual valores de L* a* e b* foram medidos para
descrever um espaco de cor tridimensional, interpretados como: L* indica
luminosidade, cuja leitura varia de 0 (completamente opaco ou “preto”) a 100
(completamente transparente ou “branco”); valores positivos de a* indicam
tonalidade vermelha (—a*, tonalidade verde); e valores positivos de b*, tonalidade
amarela (-b* tonalidade azul) no circulo hue (FIGURA 9) (VOSS, 1992;
HUTCHINGS, 1994).

O angulo Hue (°) expressa tonalidade, sendo calculado conforme as
seguintes equagoes (VOSS, 1992):

hue = arctg (b*/a*) x 180/n (a* e b* positivos) Eqg. (2)

hue = 180 + (arctg (b*/a*) x 180/x) (a* negativo e b* positivo) Eg. (3)
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FIGURA 9 — CIRCULO HUE
FONTE: PINHEIRO (2009)

Os valores de Hue sdo definidos como: 0° ou 360° vermelho-roxo; 90°,
amarelo; 180°, verde-azulado; e 270°, azul (McGUIRE, 1992).

Os valores de C* (croma), que indica o grau de pureza ou a saturagdo da
cor, foram calculados conforme a equagéo abaixo (VOSS, 1992):

C*=(a”? +b?)? Eq. (4)

Os dados representam uma média do que foi medido em uma amostra

aleatdria de 20 frutas de cada estadio de maturacgéo.
3.2.2 Avaliacao da firmeza

A avaliacdo da firmeza dos frutos em cada estadio de maturagdo foi
realizada por compressédo, utilizando um texturébmetro Brookfield CT3 Texture
Analyzer (Brookfield Engineering Laboratories, Inc., Middleboro, MA, E.U.A.), com
probe de puncédo cilindrico TA-39 (ago inoxidavel, 20 mm comprimento x 2 mm
diametro) e base retangular TA-BT-KIT. A velocidade do teste foi de 0,5 mm.s™ e a
distancia de penetracdo de 2,0 mm, com forca de contato de 10 g. As medidas foram
realizadas a temperatura ambiente, com o fruto fresco (antes da liofilizacéo), e os
resultados (n = 6) expressos em gramas (g).



41

3.2.3 Dimensodes dos frutos

Frutos frescos (n = 30) de cada estadio de maturacdo foram pesados em
balanca analitica e mediu-se diametro e altura utilizando-se paquimetro. A polpa foi

removida, e foram feitas medidas de massa, diametro e altura da semente.

3.3 ANALISES FISICO-QUIMICAS

As analises fisico-quimicas realizadas nos frutos frescos, em triplicata,
foram: teores de umidade, proteinas, extrato etéreo e residuo mineral fixo (RMF)
pelos métodos AOAC (2005): (940.26), (920.152), (933.05) e (940.26),
respectivamente. A determinacdo de fibra alimentar total foi realizada conforme o
método enzimatico-gravimétrico (985.29) publicado na 162 edicdo da AOAC (1997).
Carboidratos foram obtidos por diferenca: 100 — (% umidade + % proteinas + %
extrato etéreo + % RMF + % fibra alimentar).

Os sdélidos soluveis totais foram determinados por meio de leitura direta do
suco da fruta espremida em refratbmetro digital, a 20°C (IAL, 2005). O pH foi
determinado a 25°C, com um medidor digital de pH, calibrado com tampdes de pH 4
e 7 (AOAC, 2005). A acidez total titulavel (ATT) foi determinada por titulacdo com
solucdo de NaOH 0,1 mol/L e expressa como g acido citrico/100 g em base fresca
(IAL, 2005).

Os acuUcares totais foram determinados a partir do método colorimétrico
proposto por Dubois et al. (1956). Este método baseia-se no principio de que
solugdes contendo acUcares, que apresentam potenciais grupos redutores, quando
tratados com fenol e &cido sulfdrico concentrado, sofrem alteracdo na sua coloragéo
para amarelo/alaranjado. A reacdo € sensivel e a coloracdo € estavel, tendo a
absorbéancia determinada em espectrofotdmetro UV-Vis em comprimento de onda de
490 nm. Foi realizada uma curva padréo de glicose (Sigma-Aldrich; PubChem CID*:
54670067) com intervalo de 0,25 a 1,0 mg/mL e os resultados expressos em mg/100

g em base fresca e base seca.

! PubChem é um banco de dados online (https:/pubchem.ncbi.nim.nih.qov) de estrutura quimica de
compostos em que cada composto possui um codigo de identificacéo (CID = Compound Identifier).
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3.4 OTIMIZACAO DA EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

3.4.1 Delineamento experimental

O modelo estatistico Simplex-centroid design com pontos axiais e triplicata
no ponto central foi escolhido para determinar a combinac&o de solventes (acetona,
metanol e agua) mais eficiente para a extracdo de antocianinas monomeéericas totais
(TMA) e compostos fendlicos totais (TPC), cuja metodologia de analise para
quantificacdo desses compostos esta descrita nos itens 3.7 e 3.8, respectivamente.
Todas as condi¢Oes testadas estao apresentadas na Tabela 7.

3.4.2 Procedimento de extracéo

Para os experimentos de otimizagcdo da extracdo, foi utlizada polpa
liofilizada de murici vermelho no estadio de maturacdo (RS3) em que havia maior
guantidade de frutos. A extracdo foi conduzida com polpa em pé (0,5 g) e 15 mL das
misturas de solventes, definidas na etapa anterior, acidificadas com 2% de &cido
acético, sob agitacdo, por 40 minutos. ApOs esse periodo, os extratos foram
centrifugados (4000 rpm por 15 min) e o sobrenadante foi transferido para baldo

volumétrico (25 mL), completando o volume com a solucéo extratora.

3.4.3 Validacdo do modelo estatistico

Para a validacdo dos modelos obtidos para antocianinas monomeéricas totais
e compostos fendlicos totais, foram realizadas extragcbes com novas proporgdes de
solventes e com as melhores condi¢cdes obtidas para cada modelo (TABELA 13),

empregando 0s mesmos procedimentos descritos no item 3.4.2.

3.4.4 Selegéo da proporgdo de solido-liquido

Para maximizar a extracdo de antocianinas e compostos fendlicos, foi
estudada a proporgcdo ideal da solugdo extratora em relagdo a quantidade de
amostra. A extracdo foi conduzida com polpa em pé (0,5 g) sob agitacdo por 40

minutos com a combinacdo de solventes que proporcionou a melhor resposta nas
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etapas anteriores, nas propor¢oes de 1:10, 1:20, 1:30, 1:60, 1:90, 1:120 e 1:150, em
triplicata. Como nos demais procedimentos de extragdo, as amostras foram
centrifugadas e o sobrenadante foi transferido para baldo volumétrico, completando

o volume com a solucéo extratora.

3.5 PROCEDIMENTO DE EXTRACAO E PREPARACAO DA AMOSTRA

A polpa liofilizada (0,5 g), moida até obtencdo de um po6 visualmente
homogéneo (50 mesh), foi extraida com 15 mL da solucdo extratora estabelecida na
otimizagdo da extracdo, acidificada com 2% de &cido acético e adicionada do
antioxidante butil hidroxianisol (BHA) (2 g/L). A extracdo ocorreu em sonicador (37
kHz) por 40 minutos a temperatura ambiente. Apds esse tempo, 0s extratos foram
centrifugados (4000 rpm por 15 minutos) e o sobrenadante transferido para outro
frasco. O precipitado foi submetido & nova extracdo, utilizando os mesmos
procedimentos. Os sobrenadantes foram misturados e o solvente foi evaporado sob
vacuo (350 mmHg) a 30°C. Em seguida, o residuo foi dissolvido em 10 mL de
metanol grau cromatografico e 5 mL (extrato ndo hidrolisado contendo &cidos
fendlicos solaveis) foram filtrados em membrana de nylon (0,45 um) e estocados a -
20°C até o momento das analises. Os 5 mL restantes foram submetidos a etapa
posterior de hidrélise basica seguida de acida. A Figura 10 ilustra os extratos ndo
hidrolisados dos frutos de B. ligustrifolia nos cinco estadios de maturacdo avaliados.

O procedimento completo foi realizado, também, apenas com a solucéo
extratora, como um branco, visto que foi adicionado aos solventes composto com
atividade antioxidante (BHA).

FIGURA 10 — EXTRATOS NAO HIDROLISADOS DE Byrsonima ligustrifolia EM CINCO ESTADIOS
DE MATURACAO

Nota: RS1 = epicarpo verde; RS2 = epicarpo rosa claro; RS3 = epicarpo vermelho;
RS4 = epicarpo vermelho-roxo; RS5 = epicarpo roxo-negro.
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3.6 HIDROLISE DE ACIDOS FENOLICOS

Os acidos fendlicos foram hidrolisados de acordo com Mattila, Hellstrom e
Torronen (2006), com pequenas modificacbes. Brevemente, em 5 mL do extrato
obtido na etapa anterior, foram adicionados 6,7 mL de agua destilada, contendo 1%
de acido ascorbico e 0,42% de acido etilenodiaminotetracético (EDTA), e 2,8 mL de
hidroxido de sodio (NaOH) 10 mol/L. Esta mistura foi fechada hermeticamente sob
atmosfera de nitrogénio (N2) e mantida em agitacao (30 rpm) por 16 horas a 20°C.

Apbs esse periodo, o pH da solucéo foi ajustado para 2 com &cido cloridrico
(HCI) concentrado (2,3 mL), e os &cidos fendlicos hidrolisados foram extraidos com
uma mistura gelada de éter etilico e acetato de etila (1:1) (3 x 8,33 mL). As trés
camadas organicas foram combinadas e reservadas.

A hidrdlise acida foi realizada com a adicdo de 2,5 mL de HCI concentrado
na camada aquosa remanescente e incubacdo em banho-maria a 85°C por 30
minutos. Em seguida, a amostra foi resfriada e a extracdo dos acidos fendlicos
hidrolisados se deu da mesma forma que na hidrdlise alcalina.

As camadas organicas das hidrolises alcalinas e acidas foram combinadas,
evaporadas sob vacuo a 30°C e o residuo foi, entéo, dissolvido em 5 mL de metanol
grau cromatogréfico, filtrado em membrana de nylon (0,45 um) e estocado a -20°C
até o momento das analises, sendo denominado extrato hidrolisado. Nessas
condicbes, 0s extratos apresentavam-se na concentracdo de 50 mg de polpa
liofilizada/mL de metanol.

Este procedimento completo também foi realizado apenas com a solucdo
extratora, como um branco, visto que foram adicionados aos solventes compostos

com atividade antioxidante (BHA, EDTA e acido ascérbico).

3.7 FLAVONOIDES TOTAIS (TF)

O conteudo de flavondides totais (TF) foi determinado nos extratos nao
hidrolisados e hidrolisados de acordo com o método descrito por Gonzalez-Aguilar et
al. (2007). Brevemente, 500 pL dos extratos na concentracdo de 0,5 mg/mL foram
adicionados a 2 mL de agua destilada e 150 pL de solugdo de nitrito de sédio
(NaNOy) 5% por 5 minutos. Apos o equilibrio, 150 puL de solu¢cdo metandlica de

cloreto de aluminio (AICI3) a 10% foi adicionada e, ap6s um minuto, adicionou-se 1
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mL de NaOH 1 mol/L. O volume final foi completado para 5 mL com &gua destilada,
agitado e as leituras foram realizadas em espectrofotometro UV/Vis a 415 nm. A
concentracdo de flavonoides totais nas frutas foi calculada com base em uma curva
padrdao de quercetina (Sigma-Aldrich; PubChem CID: 5280343) (0-60 ppm) e 0s
valores foram expressos em mg equivalentes a quercetina (QEs) por 100 g de polpa

de fruta em base seca (DW).
3.8 ANTOCIANINAS MONOMERICAS TOTAIS (TMA)

O teor de TMA foi determinado nos extratos nao hidrolisados por meio do
método espectrofotométrico de pH diferencial (LEE; DURST; WROLSTAD, 2005).
Os extratos foram diluidos até concentracfes que variavam de 2,5 a 20 mg/mL, em
tampdes de KCI (cloreto de potassio, 0,025 mol/L, pH 1,0) e CH3COONa (acetato de
sédio, 0,4 mol/L, pH 4,5), a fim de que permanecessem dentro da faixa de 20 a 3000
mg equivalentes de cianidina-3-glicosideo/L. Absorbancia foi medida a 520 e 700 nm
e TMA foi calculada de acordo com a equacao cinco (Eq. (5)) e os resultados foram
expressos como mg equivalentes a cianidina-3-glicosideo (C3G) por g de polpa
liofilizada ou por 100 g de polpa de fruta em base seca (DW).

TMA = (A x MW x DF x 10%)/(e x 1) Eq. (5)

Onde:

A = (As20 — A700)pH 1,0 — (As20 — A700)pH 4,5

MW (molecular weight ou massa molecular) = 449.2 g mol™

DF = dilution factor ou fator de diluicao

10° = fator de converséo de g para mg

¢ = coeficiente molar: 26900 M™* cm™

1 = caminho Optico (cm).

3.9 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (TPC)

TPC foram determinados nos extratos nao hidrolisados e hidrolisados por
meio do método colorimétrico de Folin-Ciocalteu de acordo com Singleton e Rossi
(1965). Brevemente, 500 pL dos extratos na concentragdo de 0,5 mg/mL foram
adicionados a 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu recém diluido 10 vezes e, em

seguida, 2,0 mL de solucdo de carbonato de sodio (7,5%). Apds 120 minutos de
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reacdo no escuro, em temperatura ambiente, a absorbancia foi medida em
espectrofotdbmetro a 740 nm. Acido galico (Sigma-Aldrich; PubChem CID: 370) foi
utilizado como padréo e os resultados expressos em mg equivalentes a acido galico

(GAE) por g de polpa liofilizada ou por 100 g de polpa de fruta em base seca (DW).

3.10 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO ABTS*®"

O método ABTS*" empregado foi baseado na metodologia desenvolvida por
Miller et al. (1993) com modificacdes. O radical cation ABTS®" foi produzido pela
mistura da solucéo estoque de ABTS (7 mmol/L) com persulfato de potéassio (140
mmol/L), a qual permaneceu reagindo por 16 horas no escuro a temperatura
ambiente. Apds esse periodo, a solucdo de ABTS®" foi diluida com etanol até uma
absorbéancia de 0,70 £ 0,02 a 734 nm. Os extratos (nao hidrolisados e hidrolisados)
das amostras foram dissolvidos em trés diferentes concentragdes (500, 250 e 125
ppm), e a 30 pL desses extratos foram adicionados 3 mL de solucdo diluida de
ABTS*®" e as absorbancias foram medidas (734 nm) ap6s 6 minutos. O mesmo foi
realizado com o padréo de Trolox, diluido em etanol em concentra¢Bes que variaram
de 100 a 2000 pM, para obtencéo da curva padréo, sendo os resultados expressos

como pmol/L de Trolox por 100 g de polpa de fruta em base seca (DW).

3.11 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DPPH

A capacidade antioxidante foi determinada nos extratos n&o hidrolisados e
hidrolisados pelo método DPPH*®* (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995)
com modificagdes. Preparou-se uma solu¢cdo metandlica contendo 0,06 mmol/L de
DPPH®. Ap6s ajustar o branco com metanol, uma aliquota de 100 pL dos extratos
diluidos em trés diferentes concentracdes (500, 250 e 125 mg/L) foi adicionada a 3,9
mL da solucédo de DPPH® 0,06 mmol/L. O decréscimo da absorbancia foi monitorado
em espectrofotbmetro UV/Vis a 515 nm a cada um minuto para os primeiros 10
minutos e, entdo, com intervalos de 5 minutos até estabilizacdo, o que ocorreu apos
120 minutos. A capacidade antioxidante foi expressa como a concentracdo de
amostra necessaria para reduzir em 50% a quantidade inicial de radical DPPH*®
(EC50) em g de polpa de fruta (DW) por g de DPPH".
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3.12 IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS POR HPLC-MS/MS

Por ndo terem sido encontrados dados publicados na literatura sobre
compostos bioativos em frutos de Byrsonima ligustrifolia e por existir um grande
namero desses compostos na natureza, o primeiro passo para a identificacdo dos
mesmos na matriz em estudo foi a realizacdo da andlise qualitativa por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a espectrobmetro de massas
(HPLC-MS/MS). Esta técnica permitiu identificar os principais compostos fendlicos
presentes nos extratos nao hidrolisados dos frutos de murici vermelho nos cinco
estadios de maturacao, por meio das informacdes a respeito da massa molecular e
do padrdo de fragmentacdo de compostos, de acordo com dados disponiveis na
literatura (KAMMERER et al., 2004; WU; PRIOR, 2005; BYSTROM et al., 2008; DE
ROSSO et al., 2008).

As analises de HPLC-MS/MS foram realizadas em cromatégrafo liquido
Agilent 1200 (Wilmington, EUA) composto de bomba binaria G1312B,
desgaseificador G1379B e forno de coluna G1316B. O sistema foi conectado a um
gerenciador de amostras CTC 2777 (Waters Corporation, Milford, EUA), que foi
mantido a temperatura ambiente durante as analises. Acetonitrila e metanol foram
utilizados separadamente como solvente de limpeza no gerenciador de amostras. O
sistema HPLC foi acoplado a um espectrometro de massas do tipo Triplo
Quadrupolo (API 3200, Applied Biosystems, Toronto, Canada), equipado com
bomba de seringa Havard 22 Dual Model (Harvard Apparatus, South Natick, EUA) e
fonte de ionizagéo por electrospray (ESI).

A fonte de ESI foi operada em modo positivo para o monitoramento de
antocianinas e em modo negativo, para 0 monitoramento de acidos fendlicos,
antoxantinas e estilbenos. Em ambos os métodos, a separagao foi conduzida em
uma coluna XBridge C18 (4,6 x 150 mm, 5 ym de tamanho de particula) e a
temperatura da coluna foi mantida na temperatura de 25°C.

Para o modo de ionizacdo positivo, a fase movel consistiu de um gradiente
de agua/acido formico/acetonitrila (fase A) (95:2:3, v/v/v) e agual/acido
férmico/acetonitrila (fase B) (48:2:50, v/v/v), com taxa de fluxo de 0,8 mL/min. O
gradiente de eluicdo empregado foi: to: A = 90%; to - 10 min: A = 75%; t10 - 15 min: A =
69%; ti5 — 20 min: A = 60%; t20 - 25 min: A = 54%; to5 2510 min: A = 10%; t25.10 — 28 min: A =
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10%; tzg — 31 min: A = 90%. O volume de inje¢cdo da amostra na concentragcédo de 10
mg/mL foi de 25 pL.

Para o modo de ionizacdo negativo, a fase mével consistiu de um gradiente
de &gua/acido acético (fase A) (98:2, viv) e 0,5% de &cido acético em
agua/acetonitrila (fase B) (50:50, v/v/v), com taxa de fluxo de 1,0 mL/min. O
gradiente de eluicdo empregado foi: to: A = 90%; to - 10 min : A = 85%; t10- 20 min: A =
75%; t20 —30min: A = 65%; t30 —32min: A = 0%; t32 — 37 min: A = 0%; t37- 21 min: A = 90%. O
volume de injecdo da amostra na concentracdo de 10 mg/mL foi de 20 pL.

Os dados obtidos pelo espectrometro de massas foram processados pelo
software Analyst 1.4 (ABI/Sciex). As andlises foram realizadas no modo de
operacdo Monitoramento de Reacdo Mdltipla (MRM), mantendo o periodo de tempo
para varredura de cada ion-precursor e seus fragmentos (dwell time) em 300 ms
para ambos os modos de ionizagao (positivo e negativo).

Os parametros da fonte de ionizagéo utilizados para o modo positivo foram:
gas de interface (CUR), 10 psi; gas de colisdo (CAD), 5 psi; voltagem do capilar
(ISV), 5500 V; gas de nebulizacdo (GS1), 50 psi; gas auxiliar (GS2), 50 psi; e
temperatura, 500°C. Os parametros da fonte de ionizagcéao utilizados para o modo
negativo foram: gas de interface (CUR), 10 psi; gas de colisdo (CAD), 3 psi;
voltagem do capilar (ISV), -4500 V; gas de nebulizacdo (GS1), 50 psi; gas auxiliar
(GS2), 50 psi; e temperatura, 600°C.

Os parametros individuais e transicdes monitoradas de cada composto —
incluindo energia de colisédo (CE), potencial de entrada na cela de colisdo (CEP),
potencial de saida da cela de colisdo (CXP), potencial de desagrupamento (DP) e
potencial de entrada (EP) — estdo resumidos nas Tabelas 1 e 2. O nitrogénio de alta
pureza utilizado como CUR, GS1, GS2 e CAD foi produzido por um gerador de

nitrogénio da Peak Scientific Instruments (Chicago, IL, EUA).



TABELA 1 — PARAMETROS INDIVIDUAIS E TRANSICOES DE CADA COMPOSTO MONITORADO PARA ANTOCIANINAS

i'g'ﬁggg%i Composto lon Tn‘:};‘“"af lon de(r;rf‘zr;Si‘?éo CE®(eV) CXP"(V) CEP'(V) DP'(V)  EP°(V)
Cianidina-3-glicosideo 449 449 — 287 25 3,8 20 40 10
Pelargonidina-3-glicosideo 433 433 —» 271 25 3,8 21 40 10
Peonidina-3-glicosideo 463 463 — 301 25 3,8 20 40 10
Cianidina-3-ramnosideo 433 433 — 287 25 3,8 21 40 10
Delfinidina-3-glicosideo 465 465 — 303 25 3,8 20 40 10
Pelargonidina-3-ramnosideo 417 417 —» 271 25 3,8 21 40 10
Petunidina-3-glicosideo 479 479 — 317 25 3,8 20 40 10
Malvidina-3-glicosideo 493 493 — 331 25 3,8 20 40 10

'?’aillt_"\io Peonidina-3-acetilglicosideo 505 505 — 301 25 3,8 20 40 10
Delfinidina-3-acetilglicosideo 507 507 — 303 25 3,8 20 40 10
Petunidina-3-acetilglicosideo 521 521 —» 317 25 3,8 20 40 10
Malvidina-3-acetilglicosideo 535 535 —» 331 25 3,8 20 40 10
Cianidina-3-rutinosideo 595 ggg : ggg 25 3,8 27 40 10
Peonidina-3-rutinosideo 609 ggg : ggi 25 3,8 27 40 10
Petunidina-3-p-coumaroilglicosideo 625 625 — 317 25 3,8 20 40 10
Malvidina-3-p-coumaroilglicosideo 639 639 — 331 25 3,8 20 40 10

Nota: * CE, energia de colis&o; ® CXP, potencial de saida da cela de colisdo; © CEP, potencial de entrada na cela de colisdo; ¢ DP, potencial de
desagrupamento; ® EP, potencial de entrada.

6V



TABELA 2 — PARAMETROS INDIVIDUAIS E TRANSIGOES DE CADA COMPOSTO MONITORADO PARA ACIDOS FENOLICOS, ANTOXANTINAS E
ESTILBENOS

i'g'ﬁggg%i Composto lon Tn‘:};‘“"af lon deér:g;Si‘?éo CE*(evV) CXP°(V) CEP°(V) DP'(V)  EP°(V)
Acido protocatequinico 153 153 —» 109 -25 -2,5 -12,0 -40 -10
Acido p-hidroxibenzoéico 137 137 —» 93 -25 -2,5 -9,5 -40 -10
. 577 — 425
Procianidina 577 577 _ 407 -25 -2,5 -26,5 -40 -10
Acido fertarico 325 325 —» 193 -25 -2,5 -16,8 -40 -10
Catequina 289 289 — 245 -25 -2,5 -15,4 -40 -10
Acido cafeico 179 179 —» 135 -25 -2,5 -11,2 -40 -10
Acido galico 169 169 —» 125 -25 -2,5 -11,0 -40 -10
Acido p-cumarico 163 163 —» 119 -25 -2,5 -10,5 -40 -10
Quercetina-3-glicosideo 463 463 —» 301 -25 -2,5 -22,1 -40 -10
Negativo Quercetina-3-ramnosideo 447 447 — 301 -25 -2,5 -21,5 -40 -10
[M-H] Rutina 609 609 - 301 -25 2,5 27,8 -40 -10
Quercetina 301 301 =179 -25 -2,5 -15,9 -40 -10
301 —» 151
Acido ferulico 193 193 —» 134 -25 -2,5 -11,7 -40 -10
o 197 — 182
Acido siringico 197 197 153 -25 -2,5 -11,8 -40 -10
Acido sinapico 223 223 208 -25 -2,5 -12,8 -40 -10
223 > 164
Coutaric acid 295 295 —» 163 -25 -2,5 -15,6 -40 -10
Acido caftarico 311 311 —» 179 -25 -2,5 -16,3 -40 -10
Resveratrol derivative 535 535 —» 227 -25 -2,5 -24,9 -40 -10

Nota: ® CE, energia de colisio; > CXP, potencial de saida da cela de colisdo; © CEP, potencial de entrada na cela de colis&o; ¢ DP, potencial de
desagrupamento; ¢ EP, potencial de entrada.

0s
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3.13 QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS POR HPLC-DAD

Cromatdégrafo liquido Agilent 1200 Series, G1311A, controlado pelo software
EZChrom Elite, com injetor automatico de amostras, detector de arranjo de diodos
(DAD), bomba quaternaria, pré-coluna Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 12,5 mm) e
coluna Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 150 mm, 5 ym de tamanho de particula)
foram empregados na separacdo de antocianinas, acidos fendlicos e antoxantinas
presentes nos extratos ndo hidrolisados (item 3.5) e de acidos fendlicos presentes
nos extratos hidrolisados (item 3.6) dos frutos de murici vermelho nos cinco estadios
de maturagéo.

Para cada uma das classes de compostos fendlicos, a separacdo ocorreu
sob diferentes condicBes quanto a composicdes de fases moveis (A e B), gradientes,
tempo total de corrida, volume de injecdo, comprimentos de onda monitorados e
taxa de fluxo, apresentando, desta forma, trés sistemas diferentes, descritos a
seqguir.

Sistema | (antocianinas): a fase movel consistiu de um gradiente de
agua/acido  formico/acetonitrila  (fase A) (95:2:3, v/v/lv) e agua/acido
férmico/acetonitrila (fase B) (48:2:50, v/v/v), com taxa de fluxo de 0,8 mL/min. O
gradiente de eluicdo empregado foi: to: A = 90%; to - 10 min: A = 75%; t10 - 15 min: A =
699%:; t15 — 20 min: A = 609%; tog — 25 min: A = 54%:; to5 — 26 min: A = 10%:; to6 — 28 min: A = 90%.
O tempo total de corrida foi de 30 minutos e o volume de injecdo da amostra (sem
diluicdo: 50 mg/mL) foi de 25 pL. O comprimento de onda monitorado foi 520 nm.

Sistema 1l (acidos fendlicos): a fase movel consistiu de um gradiente de
agua/acido acético (fase A) (98:2, viv) e 0,5% de acido acético em agua/acetonitrila
(fase B) (50:50, v/v), com taxa de fluxo de 1,0 mL/min. O gradiente de eluicdo
empregado foi: to: A = 90%); to - 10 min: A = 85%; t10- 13 min: A = 85%; t13 — 25 min: A =
45%; t25 — 30 min: A = 09%; t30 — 34 min: A = 0%; t34 - 37 min: A = 90%. O tempo total de
corrida foi de 40 minutos e o volume de inje¢cdo da amostra, na concentracao de 25
mg/mL, foi de 15 pL. As respostas foram monitoradas, simultaneamente, nos
comprimentos de onda de 280 nm (acidos hidroxibenzdéicos) e 320 nm (acidos
hidroxicinamicos).

Sistema Il (antoxantinas: flavondis e flavanois): a fase mdével consistiu de
um gradiente de agua/acido acético (fase A) (98:2, v/v) e 0,5% de acido acético em

agua/acetonitrila (fase B) (50:50, v/v), com taxa de fluxo de 1,0 mL/min. O gradiente
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de eluicdo empregado foi: to: A = 90%; to— 20 min: A = 76%; t20 - 40 min: A = 70%; t40 — 60
min: A = 45%; ts0 — 75 min: A = 0%; t75 — g3 min: A = 0%; tgz— g5 min: A = 90%. O tempo total
de corrida foi de 86 minutos e o volume de injecdo da amostra (sem diluicdo: 50
mg/mL) foi de 15 pL. As respostas foram monitoradas, simultaneamente, nos
comprimentos de onda de 280 nm (flavanéis) e 370 nm (flavonaéis).

A confirmacé&o dos compostos separados por cromatografia ocorreu por
meio de: (I) comparacdo entre os tempos de retencdo dos componentes das
amostras e dos padrdes individuais disponiveis; (II) adicAo de uma concentracdo
conhecida de cada padrdo nas amostras (fortificagcdo da amostra); e (lll)
comparacao dos espectros UV/Vis (Amax) dos componentes da amostra com o0s
espectros dos padrdes ou, na auséncia dos mesmos, com 0S espectros dos
compostos de interesse disponiveis na literatura.

A quantificacdo ocorreu utilizando curvas de calibragdo com os padrées
correspondentes aos compostos cuja separacao foi efetiva. Os seguintes padrées de
compostos fendlicos individuais foram adquiridos da Sigma-Aldrich: cianidina-3-
glicosideo (PubChem CID: 441667), acido gélico (PubChem CID: 370), acido cafeico
(PubChem CID: 689043), acido p-hidroxibenzéico (PubChem CID: 135), acido
protocatequinico (PubChem CID: 72), acido p-cumarico (PubChem CID: 637542),
quercetina (PubChem CID: 5280343) e (+)-catequina (PubChem CID: 9064).

3.14 DETERMINACAO DE ACIDO ASCORBICO

A extracdo de acido ascorbico (AA) foi realizada com solugédo acido oxalico
(4%). 50 mL dessa solucédo foi adicionada a 0,5 g de polpa liofilizada em po. A
mistura permaneceu em agitacdo por 15 minutos, foi filtrada, transferida para balao
volumétrico (50 mL), cujo volume foi completado com a solucdo extratora. A solugéo
final foi filtrada em membrana de nylon (0,45 um), antes da inje¢cdo no cromatografo.

O conteudo de 4cido ascoérbico nas amostras de B. ligustrifolia nos diferentes
estadios de maturacdo foi determinado empregando-se cromatografia de fase
reversa de acordo com Mazurek e Jamroz (2015), com pequenas modificagdes. O
mesmo equipamento e coluna, empregados na analise quantitativa de compostos
fendlicos, foram utilizados na determinacao de AA por HPLC-DAD.

O volume de injecdo da amostra (sem diluicdo: 50 mg/mL) foi 20 ul. A fase
movel consistiu de uma solucédo de &cido ortofosforico (HsPO,4) com pH 2,5; a taxa
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de fluxo foi de 0,5 mL/min; e as respostas foram monitoradas no comprimento de
onda de 244 nm.

A concentracao de AA foi calculada utilizando uma curva de calibracdo com
0o padrdao de &cido ascorbico (Sigma-Aldrich; PubChem CID: 54670067). A
identificacdo do AA ocorreu por meio de: (I) comparagao entre o tempo de retengéao
do padrdo e dos componentes das amostras; (ll) adicho de uma concentracao
conhecida do padrdo na amostra; e (lll) comparagao dos espectros UV/Vis (Amax)

dos componentes da amostra com o espectro do padréo.

3.15 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo. Os
procedimentos de extracdo foram realizados em triplicata e duas amostras de cada
extrato foram submetidas as analises descritas anteriormente. Todas as anélises
estatisticas foram realizadas com o auxilio do Software Statistica 8.0 (StatSoft).

Com excecdo da etapa 3.4.1 (aplicacdo do modelo simplex-centroid design
para otimizacdo da extracdo), os resultados das demais analises foram submetidos
a andlise de variancia (ANOVA) e, havendo diferenca estatistica significativa,
submetidos ao teste de Tukey ao nivel de 5%. As correla¢des entre os dados foram

realizadas a partir do calculo do coeficiente de correlagéo de Pearson (r?).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISES FiSICAS

4.1.1 Medida objetiva da cor

A cor é um dos indicadores mais importantes de maturidade e qualidade em
muitos frutos (GONCALVES et al., 2007). Antocianinas sdo pigmentos responsaveis
pelas cores vermelho, azul, roxo e violeta de muitas frutas, vegetais e graos
(SEERAM, 2006). Esses pigmentos sdo responsaveis pela cor dos frutos de B.
ligustrifolia, que, de rosa claro, no estadio de maturacdo RS2, chega ao roxo quase
negro, em RS5.

O sistema colorimétrico CIE (Commission International de L’Eclairage) é
amplamente utilizado na quantificacédo e caracterizacédo das propriedades cromaticas
das antocianinas e na avaliacdo da qualidade de cor e de suas alteracdes durante a
maturacdo e o processamento de alimentos de origem vegetal. Além disso, esta é
uma técnica simples, rapida e ndo destrutiva que pode ser empregada na correlacao
com os teores de antocianinas em frutos e, consequentemente, na predicdo dos
efeitos benéficos da ingestdo desses frutos, visto que antocianinas sdo compostos
com atividade antioxidante (GONCALVES et al., 2007).

As caracteristicas crométicas do fruto estudado ao longo de seu
desenvolvimento estdo apresentadas na Tabela 3. Diferenga estatisticamente
significativa (p<0,05) foi observada em L* croma e angulo hue entre os cinco
estadios de maturagéo.

Nos estadios de maturacdo RS4 e RS5, B. ligustrifolia apresentou os
menores valores de L* croma (C*) e angulo hue. A perda da luminosidade é
verificada pela reducédo do valor de L*, pois este representa o parametro fotométrico
proporcional a luz refletida pelo objeto. O decréscimo no parametro C* ocorre devido
ao aumento da tonalidade dos frutos ao longo do processo de amadurecimento, que
do verde claro (em RS1) chega ao roxo quase negro (em RS5). Ou seja, valores de
L*, C* e angulo hue maiores em frutos ndo maduros significam coloracdo menos

avermelhada, o que pode estar relacionado com baixo contetdo de antocianinas.
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TABELA 3 — CARACTERISTICAS CROMATICAS DE FRUTOS DE Byrsonima ligustrifolia EM CINCO
ESTADIOS DE MATURAGAO

Coordenadas cromaéticas

E;;?Sirgz;f r - o Croma C*,, Angulo hue hy,
RS1 40,48 + 1,02a -4,29 £ 0,51d 29,88 £0,89a 30,19 £0,94a 98,15+ 0,81a
RS2 39,43 £ 3,75a 19,24 + 2,42b 1455+0,54b 24,21 +1,84b 37,44 + 4,00b
RS3 23,30 +1,32b 28,25 +1,95a 12,96 £ 0,52¢ 31,09 £ 1,80a 2471 £1,71c
RS4 13,70 £ 0,88c 18,72 +1,51b 6,51 + 0,85d 19,82 £ 1,70c 19,12 + 0,94d
RS5 12,18 £ 0,91c 7,29 £ 0,74c 1,49 = 0,30e 7,44 £ 0,78d 11,46 + 1,20e

Nota: resultados expressos como média (n = 10) + desvio padréo. Letras diferentes na mesma coluna
denotam diferencas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey. L*: luminosidade (0 = completamente
opaco ou “preto”; 100 = completamente transparente ou “branco”). Valores positivos de a* indicam
tonalidade vermelha (—a* tonalidade verde). Valores positivos de b* tonalidade amarela (-b*,
tonalidade azul). RS1 = epicarpo verde; RS2 = epicarpo rosa claro; RS3 = epicarpo vermelho; RS4 =
epicarpo vermelho-roxo; RS5 = epicarpo roxo-negro.

Valor de a* negativo indica tonalidade verde e, positivo, tonalidade vermelha.
Como observado na Figura 8, os frutos com epicarpo de coloracdo verde foram
classificados em RS1 e, a partir de RS2, os frutos passavam a apresentar diferentes
tonalidades de vermelho. A degradacao da clorofila presente nos cloroplastos da
célula vegetal e a biossintese de pigmentos antocianicos ao longo do processo de
amadurecimento dos frutos de murici vermelho levaram ao aumento do valor do
parametro a* até o estadio de maturacdo intermediario (RS3) e a diminuicdo do
mesmo nos estadios RS4 e RS5. A presenca de uma “area de inversao” ocorre
gquando o aumento da concentragdo do pigmento acarreta 0 escurecimento da
amostra. Quando isto ocorre, as escalas de cor e transmitancia luminosa nao se
correlacionam mais linearmente, bem como os valores de L*, a* e b* e 0 aumento na
concentracéo de pigmentos (GONCALVES et al., 2007).

4.1.2 Avaliagéo da firmeza

A firmeza avaliada instrumentalmente apresentou diferencas estatisticas
(p<0,05) entre os cinco estadios de maturacdo estudados (FIGURA 11). Como ja
relatado, os frutos de B. ligustrifolia foram classificados nos diferentes estadios de
maturacdo em funcdo da cor do epicarpo. No entanto, com relacdo a dureza (g), os

estadios RS2 e RS3 nédo diferiram estatisticamente, apesar de apresentarem
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coloracdes diferentes. Da mesma forma, os estadios RS4 e RS5 ndo apresentaram
diferenca significativa (p<0,05) para firmeza.
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FIGURA 11 - FIRMEZA DE FRUTOS DE Byrsonima ligustrifolia EM CINCO ESTADIOS DE
MATURACAO

Nota: Pontos com letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5%. RS1
= epicarpo verde; RS2 = epicarpo rosa claro; RS3 = epicarpo vermelho; RS4 = epicarpo vermelho-
roxo; RS5 = epicarpo roxo-negro.

Quanto mais maduro esta o fruto, menor € a sua firmeza. Segundo Chitarra
e Chitarra (2005), este amolecimento ocorre em decorréncia de atividade de
enzimas hidroliticas, que promovem intensa solubilizacdo das pectinas, constituintes
da parede celular, ou da hidrélise do amido, ou, ainda, pode ser resultante da perda

de &gua dos tecidos, com diminuicdo da pressao de turgescéncia.

4.1.3 Dimensdes dos frutos

A Tabela 4 apresenta os valores de altura, diametro e massa dos frutos de
murici vermelho nos cinco estadios de maturacdo. Ha diferenca estatisticamente
significativa nos trés parametros avaliados entre os estadios de maturacdo. Apds o
primeiro estadio (RS1) ndo houve um aumento significativo (p<0,05) na altura dos

frutos, e apds RS2 o diametro e a massa dos frutos ndo diferiram estatisticamente
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ao nivel de 5% de probabilidade. Com relacdo a semente, ndo houve diferenca
estatistica (p<0,05) para os valores de altura e didmetro entre as cinco fases do
processo de maturacdo e, com relacdo a massa, RS1, RS2 e RS3 foram
estatisticamente iguais e inferiores a RS4 e RS5, que, também, ndo apresentaram
diferenca estatistica entre si.

Com base nessas informacdes, pode-se inferir que o desenvolvimento do
fruto ocorreu até o estadio RS2, visto que o aumento de massa, diametro e altura
dos frutos é caracteristico da fase final do desenvolvimento, quando ocorre aumento

no acumulo de reservas e expansao dos tecidos (MANICA et al., 2003).

TABELA 4 — DIMENSOES DE FRUTOS DE Byrsonima ligustrifolia EM CINCO ESTADIOS DE

MATURACAO

Estadios de maturacao

Parametros
RS1 RS2 RS3 RS4 RS5
Altura (mm)
Fruta inteira 10,33+0,71b 11,40%+1,05a 11,44+0,67a 11,65+0,89a 11,42+ 0,69a
Semente 6,63 £ 0,55a 6,71 £ 0,49a 6,47 £ 0,55a 6,69 £ 0,70a 6,59 £ 0,40a
Didmetro (mm)
Fruta inteira 1250+ 1,07c 13,98+0,71b 14,75+0,80a 14,98+0,73a 14,54 +0,76ab
Semente 6,57 + 0,45a 6,31+ 0,43a 6,39 + 0,40a 6,66 + 0,68a 6,59 + 0,40a
Massa
Fruta inteira (g) 1,01 £ 0,24c 1,35+0,20b 1,50 +0,22ab 1,59 £ 0,24a 1,54 £ 0,20a
Semente  (g) 0,17 + 0,03c 0,16 + 0,02¢c 0,17 + 0,03bc 0,21 +0,06a 0,20 + 0,03ab
(%*) 17,15+1,33a 12,07+0,97c 11,62+0,48c 12,97 +1,15b 13,20+ 0,60b
Polpa (9) 0,84 +0,21c 1,19+0,18b 1,33+0,19ab 1,38+ 0,20a 1,34+0,18ab
(%*) 82,85+1,33c 87,93+0,97a 88,38+0,48a 87,03+1,15b 86,80 +0,60b

Nota: resultados expressos como média (n=30) + desvio padrdo. * % em relagdo a fruta inteira. Letras
diferentes na mesma linha denotam diferengas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey. RS1 =
epicarpo verde; RS2 = epicarpo rosa claro; RS3 = epicarpo vermelho; RS4 = epicarpo vermelho-roxo;
RS5 = epicarpo roxo-negro.

Coffani-Nunes, Azzolini e Morgante (2012) avaliaram a morfologia de frutos
de Byrsonima ligustrifolia em diferentes fases do processo de maturagéo. Esses
autores concluiram que a altura apresentou variacdo entre 8,20 e 10,90 mm e o
diametro entre 10,20 a 15,40 mm. Esses valores assemelham-se aos do presente
estudo, porém, tanto a altura quanto o diametro aqui avaliados apresentaram uma
variagdo menor: altura de 10,33 a 11,65 mm e diametro de 12,50 a 14,98 mm. Isto
acarretou uma diferenca consideravel entre a massa média dos frutos apresentada

por aqueles autores (1,03 = 0,21 g, com a semente compreendendo apenas 10,7%)
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e o0 valor apresentado no presente estudo (1,39 = 0,31 g, com a semente
correspondendo, em média, a 13,0% desse valor).

4.2 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

O acumulo de substancias durante o processo de amadurecimento dos
frutos de Byrsonima ligustrifolia é evidenciado com o aumento do teor de sdlidos
soluveis, medidos em °Brix (TABELA 5). Esta determinacdo apresentou correlacdo
positiva altamente significativa (r* = 0,965; p<0,01) com o contetdo de aclcares,
podendo, entéo, representar uma medida indireta do teor de acUcares nesses frutos.
Estudos sobre qualidade de diferentes frutos frequentemente encontram boa
correlagcdo entre aceitacdo por parte do consumidor e os parametros de °Brix e
acidez. Isso porque esses parametros normalmente representam indicadores de
maturacdo e a aceitacao de frutos é altamente dependente do nivel de maturacéo
dos mesmos (JAYASENA; CAMERON, 2008).

TABELA 5 - ACUCARES TOTAIS, SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS (°BRIX), ACIDEZ TOTAL
TITULAVEL E pH DE FRUTOS DE Byrsonima ligustrifolia EM CINCO ESTADIOS DE MATURACAO

Estadio de maturagéo
RS1 RS2 RS3 RS4 RS5

Parametros

Aclicares’ 0,38 + 0,01d 0,43 +0,02cd 0,48 + 0,05c 0,57 £ 0,01b 0,66 + 0,01a
SST (°Brix)* 8,22 + 0,38b 8,07 + 0,50b 9,47 +0,48b 9,92 +1,16b 11,52 £ 0,84a
ATT? 0,15+ 0,00l1a 0,15*0,01la 0,14 +0,01ab 0,13 +0,002bc 0,13 +0,003c
pH 3,31+ 0,02b 3,30+ 0,03b 3,30 £ 0,02b 3,32+ 0,02b 3,44 +0,08a

Nota: resultados expressos como média (n=3) + desvio padrao. ! acUcares totais expressos em g/100
g de amostra em base fresca; % SST = sdlidos soltveis totais em °Brix; > ATT = Acidez Total Titulavel
expressa em g de acido citrico/100 g de amostra em base fresca. Letras diferentes na mesma linha
denotam diferencas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey. RS1 = epicarpo verde; RS2 =
epicarpo rosa claro; RS3 = epicarpo vermelho; RS4 = epicarpo vermelho-roxo; RS5 = epicarpo roxo-
negro.

Embora uma grande variedade de acidos organicos possa estar presente
nos frutos, os mais abundantes sdo os acidos citrico e malico. O decréscimo
observado na ATT ao longo da maturagéo esta relacionado a diminuicdo do teor de
acidos organicos, uma vez que estes sao utilizados como substratos no processo
respiratorio (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Consequentemente a reducdo da
acidez, ocorreu um aumento no pH dos frutos de murici vermelho. Esses resultados

corroboram com Manica et al. (2003), pois, segundo estes autores, no



59

amadurecimento de frutos, normalmente, observa-se a diminuicdo da acidez e,
consequentemente, a elevacéo do pH.

A maior ou menor presenca de acidos organicos acumulados nos vacuolos
exerce influéncia sobre a acidez dos frutos. Uma das alteracdes que ocorre nos
frutos ao longo do processo de amadurecimento € a transformacdo de acidos em
acucares (KERBAUY, 2012). Desta forma, como observado no presente estudo
(TABELA 5), quanto maior é o teor de acUcares, menor é a acidez da fruta. Essa
observacdo pode ser reafirmada com o calculo do coeficiente de correlacdo de
Pearson, que se mostrou altamente significativo e negativo (r* = -0,983; p<0,01).

A composicao centesimal dos frutos de B. ligustrifolia nos cinco estadios de
maturacdo esta apresentada na Tabela 6. O aumento do teor de umidade observado
até RS3, estaddio em que a fruta atingiu seu ponto maximo de desenvolvimento,
demonstra que, com o desenvolvimento do fruto, ocorreu acumulo de agua. Apos
esse estadio, o acumulo de reservas levou ao aumento do teor de matéria seca e a

diminuicao do teor de umidade.

TABELA 6 — COMPOSIC;L&O CENTESIMAL DE FRUTOS DE Byrsonima ligustrifolia EM CINCO
ESTADIOS DE MATURACAO

Parametros Estadio de maturagéo

(9/100 g) RS1 RS2 RS3 RS4 RS5
Umidade 88,40+0,59 89,64+0,31a 89,19+0,45ab 88,32+0,29b 86,85+ 0,53c
RMF* 6,82 + 0,10a 6,67 +0,07a 6,02 + 0,25b 5,66 + 0,22bc 5,06 + 0,02c
Proteinas* 5,02 £ 0,32a 4,42 +0,23ab 3,96 £0,16bc 3,38 £ 0,18c 3,28 £ 0,16¢C
Lipidios* 0,41 +0,07a 0,38 + 0,05a 0,37 + 0,05a 0,32+ 0,06ab 0,18 + 0,04b
Fibras totais* 70,75+1,23a 64,53+1,97b 60,30+£0,39b 51,73+0,40c 45,34 +1,33d
Carboidratos* 17,00 24,00 29,35 38,91 46,14

Nota: valores expressos como média (n=3) + desvio padrdo. * em relagdo a massa seca. RMF =
residuo mineral fixo. Carboidratos foram calculados por diferenca. Letras diferentes na mesma linha
denotam diferencas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey. RS1 = epicarpo verde; RS2 =
epicarpo rosa claro; RS3 = epicarpo vermelho; RS4 = epicarpo vermelho-roxo; RS5 = epicarpo roxo-
negro.

Decréscimo significativo foi observado nos teores de residuo mineral fixo,
proteinas, lipidios e fibras totais ao longo da maturacdo. A diminuicdo no teor de
fiboras decorre da degradacdo dos componentes da parede celular, ou seja,
despolimerizacao de pectinas, celulose e hemicelulose (KERBAUY, 2012).

Correlacdo positiva altamente significativa foi observada entre os teores de

carboidratos e acucares (r* = 0,996; p<0,01) e entre os teores de carboidratos e SST
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(r* = 0,947; p<0,01). E o teor de carboidratos apresentou correlacdo negativa

altamente significativa com a acidez (r* = -0,991; p<0,01).

4.3 OTIMIZACAO DA EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

4.3.1 Otimizacao da extracdo por meio de Simplex-centroid design

Todas as combinacgfes de solventes (acetona, metanol e agua) testadas e
avaliadas estatisticamente por meio do modelo matematico Simplex-centroid design
(SCD) com pontos axiais e triplicata no ponto central, bem como os resultados das
extracfes de antocianinas monomeéricas totais (TMA) e compostos fendlicos totais

(TPC), estédo apresentadas na Tabela 7.

TABELA 7 — SIMPLEX CENTROID DESIGN PARA OTIMIZACAO DE EXTRAGAO DE TMA E TPC

. Variaveis independentes Respostas
N° ensaio ; a b
% Acetona (B)) % Metanol (B,) % Agua (Bs) TMA TPC
14 100 0 0 0,30 41,94
02 0 100 0 1,87 126,02
18 0 0 100 1,13 64,62
09 50 50 0 1,93 111,16
08 50 0 50 1,50 93,61
01 0 50 50 1,70 98,03
16 33,33 33,33 33,33 1,88 108,63
13 66,67 16,67 16,67 1,48 103,20
04 16,67 66,67 16,67 1,80 112,76
10 16,67 16,67 66,67 1,42 85,89
12 100 0 0 0,39 36,96
15 0 100 0 1,93 108,90
06 0 0 100 1,27 73,50
11 50 50 0 1,65 112,37
05 50 0 50 1,42 105,94
17 0 50 50 1,45 88,41
07 33,33 33,33 33,33 1,75 110,20
03 33,33 33,33 33,33 1,66 105,63

Nota: ® TMA = antocianinas monoméricas totais expresso como mg equivalente a cianidina-3-
glicosideo/g de amostra liofilizada; *TPC = compostos fendlicos totais expresso como mg equivalente
a acido galico/g de amostra liofilizada.
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Os valores de compostos fendlicos totais (TPC) foram obtidos a partir de
uma curva de calibracdo com padrdo de &cido gélico (Sigma-Aldrich), com sete
pontos (de 10 a 70 pug/mL), que apresentou um coeficiente de regressao igual a
0,9992. O coeficiente de variacdo da curva de calibracao variou de 1,05% a 2,10%.

Os menores valores médios de antocianinas (0,35 + 0,06 mg equivalente a
cianidina-3-glicosideo (C3G)/g de amostra liofilizada) e composto fendlicos (39,45 +
3,52 mg equivalente ao acido géalico (GAE)/g de amostra liofilizada) foram obtidos na
extracdo com acetona pura (ensaios 12 e 14) e os maiores valores médios foram
obtidos para metanol puro (Média dos ensaios 2 e 15: 1,90 £ 0,04 mg C3G/g para
TMA e 117,46 £ 12,10 mg GAE/g para TPC). No entanto, ensaios com o0s solventes
na mesma proporcao (ensaios 3, 7 e 16) resultaram em valores médios elevados de
antocianinas (1,76 + 0,11 mg C3G/g) e TPC (108,16 = 2,32 mg GAE/g). Néao
obstante, as extragbes com acetona e metanol (ensaios 9 e 11) e o ponto axial
correspondente ao ensaio 4 (1:4:1, acetona:metanol:dgua, respectivamente)
produziram, também, bons resultados.

A Tabela 8 apresenta a andlise de variancia (ANOVA) dos modelos de
regressao obtidos (linear, quadréatico e especial cubico) a partir do SCD para cada
uma das respostas estudadas (TMA e TPC). Para ambas as respostas, apenas 0s
modelos linear e quadratico foram significativos (Valor de p para o modelo
quadratico: 2,0 x 10 para TMA e 0,2 x 10 para TPC). Desta forma, o ajuste dos
modelos quadraticos para TMA e TPC foi avaliado e encontra-se na Tabela 9. Como
nao apresentaram falta de ajuste (Valor de p da falta de ajuste: 0,574 para TMA e
0,350 para TPC), os dois modelos propostos puderam ser utilizados para a

realizacdo das predicdes.
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TABELA 8 — ANOVA DOS MODELOS DE REGRESSAO OBTIDOS A PARTIR DO SCD* PARA
OTIMIZAGAO DE SOLVENTES

Modelos SQ GL Valor-F Valor-p R?
TMA®

Linear 2,096 2 9,463 0,002 0,558
Quadrético 1,504 3 38,161 2,0x 10° 0,958
Cubico 1,07 x 10* 1 0,007 0,933 0,958
TPC"

Linear 4818,88 2 6,441 9,6 x 10 0,462
Quadratico 5064,30 3 37,062 0,2x107 0,948
Cubico 7,46 1 0,152 0,704 0,948

Nota: * SCD = Simplex-centroid design; ® TMA = antocianinas monoméricas totais; ® TpC =
compostos fendlicos totais; SQ = soma dos quadrados; GL = graus de liberdade.

TABELA 9 — AJUSTE DOS MODELOS QUADRATICOS PARA TMA E TPC

Modelos SQ GL Valor-F Valor-p
TMA®

Modelo 3.599 5 54.813 0,1x10°
Erro total 0,158 12

Falta de ajuste 0,044 4 0,771 0,574
Erro puro 0,114 8

TPC"

Modelo 9883,17 5 43,397 0,1x10°
Erro total 546,57 12

Falta de ajuste 214,40 4 1,291 0,350
Erro puro 332,18 8

Nota: * TMA = antocianinas monomeéricas totais; ® TPC = compostos fendlicos totais; SQ = soma dos
quadrados; GL = graus de liberdade.

Os coeficientes de regressao, os erros padrao e os valores de p estimados
nos modelos polinomiais quadraticos obtidos para TMA e TPC estdo apresentados
na Tabela 10. Foram obtidos coeficientes significativos para as variaveis estudadas
(B1, B2€ B3), e a interacdo entre acetona e metanol (B12) e entre acetona e agua (Bi3)
mostraram um importante efeito sinérgico. No entanto, a interacdo entre metanol e
agua (B23) nao foi significativa para ambos os modelos das respostas estudadas
(Valor de p: 0,949 para TMA e 0,726 para TPC). Devido a isso, este Uultimo

coeficiente foi removido do modelo antes das predicoes.
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TABELA 10 — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERROS PADRAO E VALORES DE p ESTIMADOS
NOS MODELOS QUADRATICOS

Modelo quadratico  Variavel Coeficiente estimado Erro padréao Valor-p

TMA? B1 0,368 0,079 5,6 x 10
B, 1,888 0,079 0,1x10°
Bs 1,182 0,079 0,1x10°
Biz 2,675 0,359 0,8 x 10°
Bis 2,744 0,359 0,6 x 107
Bas 0,023 0,359 0,949

TPC" B. 41,39 4,66 0,1x10°
B, 117,26 4,66 0,1x10°
Bs 67,85 4,66 0,1x 10°
B 132,12 21,17 4,3x10°
Bis 178,93 21,17 0,2 x 10°
Bas -7,58 21,17 0,726

Nota: * TMA = antocianinas monoméricas totais; ° TPC = compostos fendlicos totais.

Assim, o ajuste dos modelos propostos para TMA e TPC sem o coeficiente
B23 esta apresentado na Tabela 11 e a Tabela 12 exibe os coeficientes de regressao

estimados, os erros padrao e os valores de p dos modelos sem o coeficiente (B,3.

TABELA 11 — AJUSTE DOS MODELOS QUADRATICOS PARA TMA E TPC SEM O COEFICIENTE
Bos

Modelos SQ GL Valor-F Valor-p
TMA?

Modelo 3,599 4 74,199 0,1x10°
Erro total 0,158 13

Falta de ajuste 0,044 5 0,617 0,691
Erro puro 0,114

TPC"

Modelo 9877,33 4 58,110 0,1x10°
Erro total 552,42 13

Falta de ajuste 220,24 5 1,061 0,447
Erro puro 332,18 8

Nota: * TMA = antocianinas monoméricas totais; ° TPC = compostos fendlicos totais; SQ = soma dos
quadrados; GL = graus de liberdade.
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TABELA 12 — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERROS PADRAO E VALORES DE p ESTIMADOS
NOS MODELOS QUADRATICOS SEM O COEFICIENTE 23

Modelo quadratico  Variavel Coeficiente estimado Erro padrao Valor-p

TMA? B1 0,368 0,076 3,2x10"
B, 1,890 0,069 0,1x10°
Bs 1,185 0,069 0,1x10°
Biz 2,676 0,345 0,3x10°
Bis 2,745 0,345 0,2 x 10°

TPC" B1 41,48 4,50 0,1x10°
B, 116,54 4,07 0,1x10°
Bs 67,13 4,07 0,1x10°
B 132,07 20,44 2,1x10°
Bis 178,88 20,44 0,1x10°

Nota: ® TMA = antocianinas monoméricas totais; ° TPC = compostos fendlicos totais.

As Figuras 12 e 13 apresentam o perfil da resposta otimizada para TMA e
TPC, respectivamente. O valor 6timo predito para TMA foi 1,93 mg C3G/g de fruta
liofilizada para a propor¢cdo de acetona, metanol e agua de 30%, 60,87% e 9,13%,
respectivamente, e para TPC foi 122,66 mg GAE/g com 20% de acetona e 80% de

metanol.

Proporgé&o de solventes e valor 6timo predito para TMA

Acetona Metanol Agua Valor étimo
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FIGURA 12 — PROPORCAO DE SOLVENTES E VALOR OTIMO PREDITO
PARA TMA PELO MODELO QUADRATICO SEM O COEFICIENTE B,3

Nota: TMA = antocianinas monomeéricas totais.
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Proporgéo de solventes e valor étimo predito para TPC
Acetona Metanol Agua Valor 6timo
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FIGURA 13 — PROPORCAO DE SOLVENTES E VALOR OTIMO PREDITO
PARA TPC PELO MODELO QUADRATICO SEM O COEFICIENTE 3,3

Nota: TPC = compostos fendlicos totais.

O grafico com a superficie de resposta do modelo quadratico para TMA
apenas com o0s coeficientes significativos esta representado na Figura 14. A
equacdo correspondente a este modelo, com um valor de R? = 0,958, apresenta-se
a sequir:

TMA = 0,368*B, + 1,890*B, + 1,185*B3+ 2,676*B12 + 2,745*B13 Eq. (6)

O gréfico com a superficie de resposta do modelo quadratico para TPC sem
a interacdo B,3 esta representado na Figura 15. A equacéo correspondente a este
modelo, com um valor de R? = 0,947, apresenta-se a seguir:
TPC =41,48*B1 + 116,54*B,+ 67,13*B3 + 132,07*B1, + 178,88*B13 Eq. (7)
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Superficie de resposta - TMA
R%2=0,958

Modelo quadratico sem o coeficiente B,3
Agua
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FIGURA 14 - GRAFICO DE SUPERFICIE DE RESPOSTA DO MODELO
QUADRATICO PARA TMA SEM O COEFICIENTE B3

Nota: TMA = antocianinas monoméricas totais.

Superficie de resposta - TPC
R% = 0,947
Modelo quadratico sem o coeficiente B,3
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FIGURA 15 — GRAFICO DE SUPERFICIE DE RESPOSTA DO MODELO
QUADRATICO PARA TPC SEM O COEFICIENTE B3

Nota: TPC = compostos fendlicos totais.
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4.3.2 Validacao do modelo

Para verificar a efetividade dos modelos obtidos, foram realizadas sete
novas extracoes, cuja proporcao de solventes e os resultados estdo apresentados
na Tabela 13. O ensaio A apresentou a combinacéo de solventes que representou a
melhor condicdo para extracdo de antocianinas, e a propor¢cdo de solventes do
experimento B foi aquela otimizada para TPC.

Todos os resultados obtidos para TMA encontraram-se de acordo com as
predicdes do modelo e dentro do intervalo de confianga (95%). No entanto, para
TPC, o resultado da condicao de extracdo E ficou fora do intervalo de confianca de
95%.

Os resultados dos ensaios A e B, tanto para TMA quanto para TPC, néo
diferiram estatisticamente (p<0,05). Os valores preditos e experimentais de TMA e
TPC do experimento B foram numericamente maiores do que o0s valores
correspondentes no ensaio A. Com isso, para simplificar os experimentos seguintes,

a proporcao de solventes apresentada em B foi estabelecida.

4.3.3 Selecao da proporcao de sélido-liquido

Sabendo-se que a proporcdo da solucédo extratora em relacdo a quantidade
de amostra afeta a eficiéncia da extracdo, foi estudada a melhor relacdo sélido-
liquido (g/mL) necesséaria para maximizar a extracdo de antocianinas e compostos
fendlicos e os resultados estdo apresentados na Tabela 14.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) na extracdo de
TMA e TPC para os ensaios com propor¢cdo de amostra:solvente de 1:30 a 1:150
(g/mL). Isto significa que proporgdes de solventes em relacdo a amostra maiores do
qgue 1:30 ndo aumentam a extracao desses compostos. Desta forma, a proporcéao de

1:30 (g amostra:mL solvente) foi estabelecida para os experimentos seguintes.



TABELA 13 — VALIDAGAO DOS MODELOS OBTIDOS PARA TMA E TPC

) TMA? TPC"
Ensai Acetona  Metanol Agua . .
nsaios B1) % (B2) % (B3) % Valores Intervalo de confianga  Valores Valores Intervalo de confianca  Valores

preditos - 95% + 95% experimentais preditos - 95% +95% experimentais
A* 30 60,87 9,13 1,93 1,83 2,04 1,85+ 0,07ab 118,53 112,28 124,78 116,79 £ 4,21a
B** 20 80 0 2,01 1,90 2,13 2,03+£0,09a 122,66 116,00 129,32 122,31 £ 2,70a
C 0 45 55 1,50 1,41 1,60 1,42 £ 0,02c 89,37 83,84 94,89 86,79 + 2,94b
D 35 65 0 1,97 1,83 2,10 1,84 + 0,04ab 120,31 112,46 128,17 117,63 £ 0,60a
E 35 40 25 1,80 1,71 1,88 1,77 £ 0,20b 112,06 107,17 116,95 120,26 + 3,98a
F 10 90 0 1,98 1,86 2,09 1,86 + 0,09ab 120,92 114,13 127,72 115,58 + 0,82a
G 15 80 5 1,97 1,87 2,07 1,98 £ 0,15ab 120,00 113,94 126,06 116,95 + 1,52a

Nota: valores experimentais expressos como média + desvio padrdo; ® TMA = antocianinas monomeéricas totais expresso como mg equivalente a cianidina-3-
glicosideo/g de amostra liofilizada; ® TPC = compostos fendlicos totais expresso como mg equivalente a acido galico/g de amostra liofilizada. Letras
diferentes ha mesma coluna denotam diferencas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey * Melhor condicdo para extracdo de TMA; ** Melhor condicao
para extracao de TPC.

TABELA 14 - TMA E TPC DE POLPA LIOFILIZADA DE Byrsonima ligustrifolia EXTRAIDOS COM DIFERENTES PROPORCOES DE
AMOSTRA:SOLVENTE

Amostra:solvente (g:mL)

Respostas
1:10 1:20 1:30 1:60 1:90 1:120 1:150
TMA®? 1,10 + 0,03c 1,69 + 0,03b 1,97 + 0,04a 2,00 + 0,05a 1,94 + 0,03a 1,91 + 0,03a 1,95 + 0,08a
TPCP 104,77 + 5,06b 116,72 + 2,48a 121,56 + 1,69a 123,32 + 2,49a 122,83+ 1,76a 119,72 + 1,88a 122,05 + 2,93a

Nota: resultados expressos como média + desvio padrdo; * TMA = antocianinas monoméricas totais expresso como mg equivalente a cianidina-3-glicosideo/g
de amostra liofilizada; ® TPC = compostos fendlicos totais expresso como mg equivalente a acido galico/g de amostra liofilizada. Letras diferentes na mesma
linha denotam diferencgas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey

89



69

4.4 FLAVONOIDES TOTAIS (TF)

Compostos fenolicos representam o maior grupo de fitoquimicos em berries,
do qual fazem parte os subgrupos: flavonéides (antocianinas, flavonois e flavanais,
por exemplo), estilbenos, taninos e acidos fendélicos (SEERAM, 2006).

Apesar da coloracdo amarela dos alimentos normalmente ser atribuida a
presenca de carotendides, em alguns frutos esta cor deve-se aos flavondides ndo
antocianicos (FENNEMA, 2010). Os flavonéides séo o grupo de compostos fendlicos
mais comum e amplamente encontrados nos vegetais (BAKAR et al., 2009). Esses
compostos chamam a atengdo da comunidade académica e da industria interessada
em bioativos devido as suas propriedades relacionadas com a saude, que sao
baseadas em sua atividade antioxidante.

O conteado de flavondides totais (TF) pode ser determinado
espectofotometricamente em extratos de amostras, pois eles reagem com nitrito de
sédio, gerando um complexo colorido com cloreto de aluminio que pode ser
monitorado a 415 nm (BAKAR et al., 2009).

TF foram avaliados nos extratos de polpa de Byrsonima ligustrifolia nos
cinco estadios de maturacéo, apresentando um decréscimo significativo ao longo do
processo de amadurecimento (TABELA 15). Por outro lado, em cada estadio de
maturagdo ndo houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre os valores de
TF dos extratos ndo hidrolisados e dos hidrolisados. Isto denota que o procedimento
realizado com o objetivo de hidrolisar os acidos fendlicos ndo provocou perdas
significativas nos teores de TF.

TF dos extratos no estadio de maturacdo em que a fruta normalmente é
consumida (RS5) apresentaram valores préximos ao reportado para caju vermelho
(834 mg quercetina/100 g DW), purple star apple (844 mg quercetina/100 g DW)
(MOO-HUCHIN et al., 2015) e uva vermelha (881 mg quercetina/100 g DW)
(MOLINA-QUIJADA et al., 2010).



TABELA 15 — ANTOCIANINAS MONOMERICAS~TOTAIS, FLAVONOIDES TOTAIS E COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS DE FRUTOS DE Byrsonima
ligustrifolia EM CINCO ESTADIOS DE MATURACAO

Estadios de
maturagéo

TMA? (mg/100 g DW)

Extrato ndo hidrolisado

TF® (mg/100 g DW)

Extrato ndo hidrolisado

Extrato hidrolisado

TPC® (g/100 g DW)

Extrato ndo hidrolisado

Extrato hidrolisado

RS1
RS2
RS3
RS4
RS5

216 +1,2E
113,1+1,9D
375,4+5,5C

720,7 +18,1B
1729,8 + 30,2A

2126,5 + 91,6Aa
1727,1 £ 75,2Ba
1687,6 + 39,3Ba
1166,3 + 94,5Ca
1002,8 + 76,2Ca

1994,8 + 135,5Aa
1510,4 + 110,8Ba
1439,4 + 48,5Ba
846,0 + 55,4Ca
806,2 + 49,2Ca

19,14 + 0,91Aa
16,27 + 0,40Ba
14,98 + 0,28Ba
11,18 £ 0,29Ca
10,28 + 0,39Ca

19,64 + 0,79Aa
16,55 + 0,75Ba
15,17 £ 0,17Ba
10,61 £ 0,13Ca

9,98 + 0,49Ca

Nota: resultados expressos como média = desvio padrdo; ® TMA = antocianinas monoméricas totais expresso como mg equivalente a cianidina-3-
glicosideo/100 g de amostra (DW: base seca); ® TF = flavondides totais expresso como mg equivalente a quercetina/100 g de amostra (DW); ° TPC =
compostos fendlicos totais expresso como mg equivalente a acido galico/100 g de amostra (DW). Letras mailsculas iguais na mesma coluna denotam que
nado ha diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey. Letras minlsculas iguais na mesma linha denotam que néo ha diferenca significativa (p<0,05)
pelo teste de Tukey entre os extratos hidrolisados e ndo hidrolisados de um mesmo teste. RS1 = epicarpo verde; RS2 = epicarpo rosa claro; RS3 = epicarpo
vermelho; RS4 = epicarpo vermelho-roxo; RS5 = epicarpo roxo-negro.

0L
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4.5 ANTOCIANINAS MONOMERICAS TOTAIS (TMA)

As antocianinas, compostos responsaveis por grande parte da coloracéao
vermelha, azul e roxo de frutas, tém sido amplamente estudadas devido a sua ampla
gama de propriedades bioativas, incluindo antioxidante, anticancerigena, e anti-
inflamatorias (SEERAM, 2006; SEERAM, 2008; GUIMARAES et al., 2014; HELENO
et al., 2015). Esses compostos sdo especialmente abundantes em frutas
classificadas como berries, que, recentemente, tém recebido mais atencdo por
serem consideradas fontes de antioxidantes fendlicos (REYNERTSON et al., 2008).

Os valores de TMA dos extratos de Byrsonima ligustrifolia em cinco estadios
de maturacdo estdo apresentados na Tabela 15. A analise estatistica revelou
diferencas significativas (p<0,05) no teor de antocianinas entre todos 0s cinco
estagios de desenvolvimento. Os resultados exibem um aumento significativo da
TMA durante o amadurecimento.

O amadurecimento dos frutos esta associado a importantes mudancas
bioquimicas que modificam a cor, textura, sabor e outras caracteristicas de
qualidade. A mudanca na cor do fruto é a evidéncia mais visivel do inicio da
maturacdo, e a cor avermelhada dos frutos maduros é resultado do acumulo de
antocianinas e da diminui¢do no teor de clorofila (KERBAUY, 2012).

Estudando acerolas, Lima et al. (2003) encontraram quantidades de
antocianinas totais variando entre 3,79 e 59,74 mg/100 g FW, dependendo das
variedades, que apresentavam cores que variavam do amarelo ao vermelho. Para o
mesmo fruto, Mezadri et al. (2008), Rufino et al. (2010) e Silva et al. (2014)
apresentaram valores de antocianinas totais de 4,98 mg/100 g FW, 18,9 mg/100 g
FW e 144,27 mg/100 g DW, respectivamente. Apesar de ser da mesma familia, B.
ligustrifolia em seu estadio mais avancado de maturacdo (RS5) apresentou um teor
de antocianina (1730 mg/100 g DW ou 227,5 mg/100 g FW, considerando a umidade
de 86,85%) maior do que o da acerola.

Byrsonima crassifolia (murici), apesar de pertencer ao mesmo género de B.
ligustrifolia, € uma fruta amarela quando madura com teor de antocianinas (1,02
mg/100 g FW) (ALMEIDA et al., 2011) inferior ao de murici vermelho.

O teor de antocininas monomeéricas totais de murici vermelho no estadio de
desenvolvimento RS5 pode ser comparado ao da groselha negra (225 mg/100 g
FW) (CONTESSA et al., 2013), Cornelian cherry (223 mg/100 g FW) (PANTELIDIS
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et al., 2007), highbush blueberry (222 mg/100 g FW) (CONTESSA et al., 2013) e
jucara (192 mg/100 g FW) (RUFINO et al., 2010).

4.6 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

A determinacédo de TPC por Folin-Ciocalteu baseia-se na reducéo do acido
fosfomolibdico-fosfotingstico a um complexo de cor azul em uma solugéo alcalina.
Esta reacdo pode sofrer interferéncia de antioxidantes nédo-fendlicos e substancias
redutoras tais como o0 acido ascorbico, glicose, frutose, sulfitos, aminoacidos
(tirosina, triptofano) e proteinas que contém estes aminoacidos. Desta forma, esse
ensaio tem sido considerado um método de andlise de capacidade antioxidante e
ndo mais uma ferramenta para determinacdo quantitativa de compostos fenodlicos
em alimentos (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999; GRUZ et
al., 2011; MEDINA, 2011).

Os resultados mostraram uma diminuicdo significativa nos valores TPC
(TABELA 15) durante o processo de maturacdo, o que esta de acordo com outros
trabalhos que estudaram alteracdes no teor de fendlicos totais ao longo dos estagios
de desenvolvimento da cereja brasileira (CELLI; PEREIRA-NETTO; BETA, 2011),
framboesa vermelha (WANG; CHEN; WANG, 2009), amora, morango (WANG; LIN,
2000) e acerola (LIMA et al., 2005), concluindo que o amadurecimento reduz TPC
nesses frutos.

Almeida et al. (2011), De Souza et al. (2012) e Ribeiro et al. (2013)
determinaram TPC por Folin-Ciocalteu em extratos de frutos de Byrsonima
crassifolia (murici), encontrando os resultados: 160 mg GAE/100 g FW, 334 mg/100
g FW e 243 mg/100 g FW, respectivamente. Esses s&o inferiores ao valor
encontrado no presente estudo para frutos maduros de B. ligustrifolia (RS5 = 10.283
mg GAE/100 g DW ou 1.322 mg/100 g FW), o qual pode ser comparado a acerola
(PAZ et al., 2015; RUFINO et al.,, 2010) e camu-camu (RUFINO et al., 2010;
REYNERTSON et al., 2008).

Uma vez que as metodologias para a determinagcdo da capacidade
antioxidante podem sofrer a acédo de interferentes, propde-se, atualmente, a
utilizacdo de duas ou mais técnicas, pois um uUnico ensaio ndo é capaz de refletir

exatamente a “capacidade antioxidante total” de uma amostra (HUANG; OU; PRIOR,
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2005). Neste contexto, determinou-se a capacidade antioxidante empregando
também os métodos ABTS e DPPH, que estdo apresentados na Tabela 16.

Em todos os métodos estudados, a capacidade antioxidante mais elevada foi
observada no estadio de desenvolvimento RS1, e o valor mais baixo em todos os
ensaios realizados correspondeu a RS5. Assim, a quantidade de polpa de fruta
necessaria para reduzir o radical DPPH em 50% (ECso) foi progressivamente maior
em cada estadio de maturacdo. Quando avaliada pelo método ABTS, murici
vermelho apresentou variacdes de 2543 a 1296 uM trolox equivalente/g DW (de RS1
a RS5, respectivamente). Este resultado demonstra uma diminui¢ao significativa na
capacidade antioxidante ao longo do processo de maturacdo. Rufino et al. (2010)
determinaram a atividade antioxidante pelo método ABTS de 18 frutas tropicais
brasileiras, nao-tradicionais. Camu-camu foi o fruto com maior capacidade
antioxidante (1237 umol TE/g DW) e o Unico que pode ser comparado ao resultado
em RS5.

TABELA 16 — CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DE FRUTOS DE Byrsonima ligustrifolia EM CINCO
ESTADIOS DE MATURACAO

. ABTS | TE/g DW DPPH EC DW/g DPPH

Estadios de (umol TE/g DW) 50 (9 g )

maturagao Extrato ndo Extrato Extrato ndo Extrato

hidrolisado hidrolisado hidrolisado hidrolisado

RS1 2543 + 82,2Aa 490 + 27,4Ab 29,3+ 3,7Db 83,8 + 10,9Ba
RS2 2147 + 26,0Ba 317 + 44,8Bb 64,4 + 3,8Cb 101,9 + 9,1Ba
RS3 1477 + 26,7Ca 177 + 20,6Cb 81,9 + 2,8Bb 103,7 + 11,2Ba
RS4 1391 + 21,5CDa 98,3 + 19,2CDb 97,3 + 5,4ABb 142,8 + 12,2Ba
RS5 1296 + 23,2Da 41,0+ 11,3Db 111,3 +4,8Ab 222,0 + 23,5Aa

Nota: resultados expressos como média + desvio padrdo; TE = equivalente ao Trolox; DW = base seca;
ECso = Concentracdo do antioxidante necessaria para reduzir em 50% a quantidade inicial de radical livre.
Letras mailsculas iguais na mesma coluna denotam que nao ha diferenca significativa (p<0,05) pelo
teste de Tukey. Letras mindsculas iguais na mesma linha denotam que ndo ha diferenca significativa
(p<0,05) pelo teste de Tukey entre os extratos hidrolisados e nédo hidrolisados de um mesmo teste.
RS1 = epicarpo verde; RS2 = epicarpo rosa claro; RS3 = epicarpo vermelho; RS4 = epicarpo
vermelho-roxo; RS5 = epicarpo roxo-negro.
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4.7 IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS POR HPLC-MS/MS

A espectrometria de massas € utilizada em andlises qualitativas de
identificacdo de compostos em misturas, que pode ser alcancada por meio da
determinacdo de ions-molécula e de seus respectivos ions-fragmentos (SOUZA,
2008). A identificagcdo dos principais metabdlitos presentes em extratos de B.
ligustrifolia foi realizada empregando-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada ao detector de massas (HPLC-MS/MS). Dos 34 compostos fendlicos
monitorados, 12 foram detectados nos extratos de B. ligustrifolia. O tempo de
retencdo encontrado para cada um dos metabdlitos estd apresentado na Tabela 17,
bem como a intensidade do sinal (em cps: contagem por segundo) observada em
cada estadio de maturacao.

A identificacdo dos compostos ocorreu por meio da determinagéo de suas
massas moleculares na forma ibnica, que é definida pela movimentacdo do
composto através de um campo elétrico (ESI — Electrospray lonization ou ionizacdo
por spray de elétrons). Esta movimentacao é determinada pela razdo entre a massa
de um determinado composto (analito) e sua carga liquida, designada por m/z (mass
to charge ratio). O processo de ionizacdo é seguido por sucessivas clivagens
conhecidas como fragmentacao, resultando em um espectro de massas contendo
apenas fragmentos i6nicos, formados a partir da molécula original. Assim,
conhecendo o valor de m/z de uma molécula, e de seus respectivos fragmentos, é
possivel inferir sua composicdo quimica elementar e, com isso, determinar sua
estrutura (Van BRAMER, 1998).

Em moléculas que apresentam ligac6es glicosideas, os principais pontos de
clivagens sdo as proprias ligages, e, portanto, sdo formados fragmentos com o
equivalente a massa de um acucar a menos. No caso de hexoses, de massa
molecular de 180 Da, pela remocédo de uma unidade de agua, essas moléculas
passam a ter massa de 162 Da (SOUZA, 2008).

A ionizagdo em modo positivo gerou um ion molecular principal de m/z 449,
correspondente a molécula de cianidina-3-glicosideo, com seu fragmento observado
em m/z 287, referente a molécula de cianidina aglicona, gerada pela perda de uma

unidade de glicose (162 Da).



TABELA 17 — TEMPOS DE RETENCAO E INTENSIDADE DOS SINAIS DOS COMPOSTOS FENOLICOS DETECTADOS EM EXTRATOS NAO
HIDROLISADOS DE Byrsonima ligustrifolia EM CINCO ESTADIOS DE MATURACAO

Intensidade do Sinal (cps = contagem por segundo)

N°.  Compostos RT (min)
RS1 RS2 RS3 RS4 RS5
Antocianinas
1  Cianidina-3-glicosideo 8,00 eccee’ eccee’ ecccee’ YIS eccoee’
2 Pelargonidina-3-glicosideo 9,72 ooe’ ooe’ ccee’ eccee’ eccee’
3 Peonidina-3-glicosideo 10,64 eed’ eee’ ecee’ TYY T
4 Delfinidina-3-glicosideo 15,15 ccee’ ecee’ ecee’ eoee’ eoee’
Acidos fenélicos e antoxantinas
5  Acido protocatequinico 3,00 eoee’ ecee’ eeee’ ecee’ ecee’
6  Acido p-hidroxibenzoico 4,59 ecoe’ Y eoee’ eeee’ eeee’
7  Catequina 8,51 coee’ ecee’ ccee’ ecee’ ecee’
8  Acido cafeico 9,17 ecee’ eeee’ ecee’ ecee’ ecee’
9  Acido galico 16,40 eccee’ eccoe’ eccee’ YYYCE eeeee’
10  Acido p-cumarico 24,83 ecoe’ eeee’ Y ecee’ eeee’
11  Quercetina-3-glicosideo 28,05 ecoee’ eccee’ eccee’ eccee’ eceee’
12 Quercetina 33,44 ecoe’ eeee’ Y ecee’ eeee’

Nota: RT = tempo de retencdo em minutos; ® intensidade na ordem de 10° cps; * intensidade na ordem de 10* cps; ° intensidade na ordem de 10° cps; °

intensidade na ordem de 10° cps. RS1 = epicarpo verde; RS2 = epicarpo rosa claro; RS3 = epicarpo vermelho; RS4 = epicarpo vermelho-roxo; RS5 =
epicarpo roxo-negro.

<7
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Os ions moleculares de outros trés compostos foram m/z 433, 463 e 465,
com seus fragmentos observados em m/z 271, 301 e 303, respectivamente, o que
indica a perda de uma massa molecular de 162 Da, correspondente a uma molécula
de glicose. Portanto, estes compostos puderam ser identificados como
pelargonidina-3-glicosideo,  peonidina-3-glicosideo e  delfinidina-3-glicosideo,
respectivamente.

De acordo com a intensidade do sinal, pode-se estimar que cianidina-3-
glicosideo € a principal antocianina nesta fruta. O aumento da intensidade do sinal
dos ions moleculares e dos fragmentos correspondentes a cianidina-3-glicosideo,
pelargonidina-3-glicosideo e peonidina-3-glicosideo, ao longo dos estadios de
maturacdo, mostra que estes compostos possivelmente sdo sintetizados com o
amadurecimento.

Os resultados estdo de acordo com Wu e Prior (2005) que identificaram e
caracterizaram antocianinas em frutas (framboesa preta, amora, mirtilo, uva
Concord, cranberry, marionberry, framboesa, uva vermelha, morango e cereja doce)
por HPLC-MS/MS e concluiram que, entre todas as seis antocianidinas amplamente
distribuidas (delfinidina, cianidina, petunidina, pelargonidina, peonidina e malvidina),
cianidina foi encontrada em todas as amostras, sendo uma das principais em quase
todas, e a glicose foi 0 monossacarideo dominante, estando ligado a antocianidinas
(agliconas) para formar antocianinas.

Em acerolas (Malpighia emarginata), De Rosso et al. (2008) e Hanamura,
Hagiwara e Kawagishi (2005) identificaram cianidina-3-ramnosideo e pelargonidina-
3-ramnosideo como as principais antocianinas presentes nessa fruta.

Malta et al. (2013) analisaram extratos Byrsonima verbascifolia por HPLC-
MS e identificaram resveratrol e acido ferdlico como os principais constituintes
fendlicos. De acordo com o ion molecular e do fragmento correspondente ao acido
feralico (m/z 193—134) e ao resveratrol (m/z 535—227), o presente estudo néo
identificou esses compostos em B. ligustrifolia.

HPLC-MS/MS mostrou que o principal acido fendlico em B. ligustrifolia é o
acido galico, seguido dos acidos protocatequinico, p-hidroxibenzoico, cafeico e p-

cumarico. Entre as antoxantinas, foram identificadas quercetina e catequina.
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4.8 QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS POR HPLC-DAD

HPLC-MS/MS é capaz de identificar compostos a partir de valores de
massas do ion-molecular e de seu respectivo fragmento por meio da obtencdo do
espectro de massas. No entanto, para verificar a existéncia de compostos diferentes
com 0 mesmo espectro de massa, outras informacgdes devem ser combinadas a fim

de se obter a confirmacao do analito separado (WU; PRIOR, 2005).

4.8.1 Antocianinas

A Figura 16 mostra o cromatograma do extrato nao hidrolisado de polpa de
murici vermelho no estadio de maturacdo RS5 (epicarpo roxo-preto), monitorado a
520 nm (Sistema I). A principal antocianina, identificada em todas as cinco fases de
desenvolvimento, foi cianidina-3-O-glicosideo (FIGURA 16, pico 1). Intensa
biossintese desse composto ocorreu ao longo do processo de maturacao, variando
de 16,98 a 1678,92 mg/100 g DW, tornando-se 100 vezes mais concentrado
(TABELA 18). Este composto foi confirmado por co-cromatografia com o padrao
cianidina-3-O-glicosideo e analisando os espectros UV-Vis do composto separado e
do padréo, que foram caracterizados por duas bandas principais de absor¢cdo: Amax
279 e 515 nm (FIGURA 16).

TABELA 18 — ANTOCIANINAS EM FRUTOS DE Byrsonima ligustrifolia EM CINCO
ESTADIOS DE MATURAGAO

Cianidina-3-O-glicosideo Pelargonidina-3-O-glicosideo

(mg/100 g DW)* (mg/100 g DW)*
RT (min) 9,27 £ 0,20 11,04 + 0,05
RS1 16,98 + 0,90E ND
RS2 106,45 + 6,02D ND
RS3 346,80 + 14,69C ND
RS4 699,67 + 10,70B 9,57 £ 0,19B
RS5 1678,92 + 13,79A 40,43 + 0,10A

Nota: resultados expressos como média + desvio padrdo; * mg equivalente a cianidina-
3-O-glicosideo/100 g de amostra em base seca (DW). RT = tempo de retencdo em minutos.
ND = ndo detectado. Letras diferentes na mesma coluna denotam diferencas
significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey. RS1 = epicarpo verde; RS2 = epicarpo
rosa claro; RS3 = epicarpo vermelho; RS4 = epicarpo vermelho-roxo; RS5 =
epicarpo roxo-negro.
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FIGURA 16 — CROMATOGRAMA DO EXTRATO NAO HIDROLISADO DE FRUTOS
DE Byrsonima ligustrifolia NO ESTADIO DE MATURACAO RS5, MONITORADO A
520 nm (SISTEMA 1) E ESPECTRO UV-VIS DAS ANTOCIANINAS SEPARADAS

Nota: pico 1 = cianidina-3-O-glicosideo; pico 2 = pelargonidina-3-O-glicosideo.

De acordo com Seeram (2006) cianidina é a mais ubiqua entre as seis
antocianidinas mais comuns (cianidina, delfinidina, pelargonidina, malvidina,
petunidina e peonidina), e, de acordo com Wu e Prior (2005), cianidina é uma das
principais antocianidinas em berries, como framboesa preta, amora, mirtilo, uva
Concord, cranberry, marionberry, framboesa, uva vermelha e cereja doce; e glicose
€ 0 monossacarideo dominante que encontra-se ligada a agliconas (antocianidinas)
para formar as antocianinas.

Ha& um grande numero de estudos que quantificaram antocianinas individuais
em berries, mas é dificil encontrar uma fruta que apresente valor de uma Unica
antocianina tdo alto como B. ligustrifolia. Por exemplo, Veberic et al. (2015)
determinaram a composi¢do antocianica de 24 espécies de berries, e apenas uma
espécie (Eastern shadbush) apresentou quantidade de cianidina-3-glicosideo (219
mg/100 g FW) semelhante a de murici vermelho em RS5; uma outra (Cultivated
elderberry) apresentou teor desta antocianina maior do que o apresentado por B.
ligustrifolia neste trabalho; chokeberry apresentou 248 mg/100 g FW de cianidina-3-
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galactosideo; e as outras 21 berries apresentaram valores de antocianinas
individuais muito mais baixos do que o valor de cianidina-3-glicosideo do presente
estudo (221 mg/100 g FW).

O pico 2 (FIGURA 16) foi detectado apenas nos estadios RS4 e RS5. Este
pico foi identificado como pelargonidina-3-O-glicosideo, uma vez que o espectro de
UV-Vis é tipico do presente composto, apresentando duas bandas principais de
absorcdo: Amax 277 e 499 nm, tal como indicado por Santiago et al. (2014).

De acordo com Veberic et al. (2015), framboesa apresenta valores de
pelargonidina-3-glicosideo (3 mg/100 g FW) semelhante ao encontrado em murici
vermelho no estadio de maturacdo RS5 (5,3 mg/ 100 g FW).

Com este simples perfil de antocianinas, Byrsonima ligustrifolia pode ser
considerada uma boa fonte de cianidina-3-glicosideo, uma das antocianinas mais

importantes devido a sua capacidade antioxidante (CHEN et al., 2014).

4.8.2 Acidos fendlicos

Os acidos fendlicos tém sido amplamente estudados principalmente devido
as suas atividades bioativas: propriedades antioxidante, antitumoral e
antimicrobianas (HELENO et al., 2015). Eles estdo presentes em alimentos de
origem vegetal principalmente na forma ligada, como ésteres ou glicosideos
conjugados com outros compostos naturais, tais como flavondides, alcoois, acidos
graxos, esterdis e glicosideos (MATTILA; HELLSTROM; TORRONEN, 2006).

Neste trabalho, trés acidos fendlicos foram identificados e quantificados em
polpa liofilizada de frutos Byrsonima ligustrifolia: dois acidos hidroxibenzoicos (géalico
e p-hidroxibenzoico) e um acido hidroxicinamico (p-cumarico) (TABELA 19). A Figura
17 apresenta o cromatograma dos padrdes de &cidos fendlicos (A), o cromatograma
de acidos fendlicos no extrato ndo hidrolisado (B) e o cromatograma de &acidos
fendlicos no extrato hidrolisado (C) de murici vermelho em RS1 (Sistema II). Mesmo
com a diminuigcdo da concentracdo ao longo do processo de desenvolvimento do
fruto, o &cido gélico foi 0 mais abundante nos cinco estadios de maturacéo, seguido
dos acidos p-cumarico e p-hidroxibenzdico.

Essa gradual diminuicdo pode estar relacionada a um aumento da atividade
da enzima polifenoloxidase, a transformacbes (polimerizacdo e reacbes de
oxidacao) de &cidos fendlicos e a reducdo do metabolismo primario na fruta muito
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madura, que resulta numa falta de substratos necessérios para a biossintese de
compostos fenolicos (GRUZ et al., 2011).

TABELA 19 — ACIDO GALICO, ACIDO p-HIDROXIBENZOICO E ACIDO p-CUMARICO DE
Byrsonima ligustrifolia EM CINCO ESTADIOS DE MATURACAO

Acido galico Acido p-hidroxibenzoico Acido p-cumérico

(mg/100 g DW) (mg/100 g DW) (mg/100 g DW)

RT (min) 2,86 = 0,02 9,54 £ 0,05 20,46 £ 0,10
RS1 3060,32 + 58,77A 282,41 = 3,59A 526,52 £ 16,74A
RS2 2722,11 £ 45,72B 205,92 + 6,80B 450,19 + 16,31BC
RS3 2589,02 = 30,12B 200,75 = 4,63B 421,91 + 16,78CD
RS4 1630,70 £ 15,99C 127,27 £ 2,04C 385,98 £ 9,56D
RS5 1418,53 £ 16,99D 100,86 £ 2,72D 289,82 + 10,40E

Nota: resultados expressos como media + desvio padrdo e em mg/100 g de amostra em base seca
(DW). RT = tempo de retencdo em minutos. Letras diferentes na mesma coluna denotam diferencas
significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey. RS1 = epicarpo verde; RS2 = epicarpo rosa claro; RS3 =
epicarpo vermelho; RS4 = epicarpo vermelho-roxo; RS5 = epicarpo roxo-negro.

Estudando os perfis de &cidos fendlicos de seis frutas classificadas como
berries, Zadernowski, Naczk e Nesterowicz (2005) encontraram valores de &cido
galico, acido p-hidroxibenzdbico e acido p-cumarico mais baixos do que o resultado
para B. ligustrifolia no estadio RS5. A quantidade de acido gélico na casca da uva
(de 56 a 146 mg/100 g DW; MOLINA-QUIJADA et al., 2010) e em Goji berry (15,31
mg/100 g FW; DONNO et al., 2014) também foi inferior ao valor encontrado nesse
estudo para a fruta madura (RS5 = 1419 mg acido galico/100 g DW ou 187 mg &cido
galico/100 g FW). Por outro lado, de acordo com Li et al. (2009), o morango
apresenta 12,4 mg de acido p-hidroxibenzéico por 100 g (FW), similar ao encontrado
neste estudo (13,26 mg/100 g FW).

Diversas atividades bioativas do acido galico séo relatadas na literatura, tais
como propriedades anti-neoplasicas, bacteriostaticas, antimelanogénica e
antioxidantes. O &cido p-cumarico também apresenta atividade antioxidante contra
os radicais livres, atividades antitumorais e atividade antimicrobiana contra diversas
bactérias patogénicas e fungos. A literatura também relata a ocorréncia de
atividades antioxidante contra os radicais livres e atividades antimicrobianas contra
bactérias patogénicas e fungos para o acido p-hidroxibenzoico, dentre outras
atividades bioativas, tais como propriedades estrogénicas e antimutagénicas
(HELENO et al., 2015).
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FIGURA 17 - CROMATOGRAMA DOS PADROES DE ACIDOS FENOLICOS (A),

CROMATOGRAMA DOS ACIDOS FENOLICOS EM EXTRATOS NAO HIDROLISADOS (B) E
HIDROLISADOS (C) DE FRUTOS DE Byrsonima ligustrifolia NO ESTADIO DE MATURACAO RS1,
MONITORADOS A 280 nm (SISTEMA 1)
Nota: pico 1 = acido galico; pico 2 = &cido protocatequinico; pico 3 = acido p-hidroxibenzoico; pico 4 =
acido cafeico; pico 5 = acido p-cumarico.
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4.8.3 Antoxantinas

Os resultados para catequina estdo apresentados na Tabela 20 e o
cromatograma (Sistema Il — antoxantinas) do extrato de murici vermelho néo
hidrolisado no estadio de maturagcdo RS1 esta representado na Figura 18. Tsanova-
Savova, Ribarova e Gerova (2005) analisaram a presenca de catequina em 15 frutas
(dentre elas, oito eram berries) e todos os resultados (de 0,3 a 10,8 mg/100 g FW)
foram menores do que os valores de catequina do murici vermelho (de 34,08 mg/100
g FW, em RS1, a 21,45 mg/100 g FW, em RS5).

TABELA 20 - CATEQUINA DE
Byrsonima ligustrifolia  EM  CINCO
ESTADIOS DE MATURAGAO
Catequina
(mg/100 g DW) 100

RT (min) 10,53 + 0,50 _.

RS1 203,81 + 14,79A E .

RS2 233,78 + 7,39B ?

RS3 232,66 + 5,088 .

RS4 229,18 + 9,56B i LAUL Y ‘n./\m, N

RSS 163’13 * 4’15C 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Nota: resultados expressos como média Minutes
* des"'g padrdo; DW = basg.fseca? RT = FIGURA 18 — CROMATOGRAMA DO EXTRATO NAO
lempo de relencao. Letias dIIfeNtes N3 HIDROLISADO  DE  Byrsonima ligustrifolia_ NO
mesma coluna denotam diferencas ESTADIO DE MATURACAO RS1, MONITORADO A
significativas (p<0,05) pelo teste de 280 nm (SISTEMA I1I)

Tukey. RS1 = epicarpo verde; RS2 =
epicarpo rosa claro; RS3 = epicarpo
vermelho; RS4 = epicarpo vermelho-
roxo; RS5 = epicarpo roxo-negro.

Nota: pico 1 = catequina.

4.9 ACIDO ASCORBICO

O acido ascoérbico (AA), conhecido como vitamina C, € uma das mais
importantes vitaminas solUveis em agua, presentes naturalmente nos alimentos,
especialmente em frutas e vegetais (VALENTE et al., 2011; MAIEVES et al., 2015).
O AA exerce importantes fungcdes metabdlicas e antioxidante, tornando a sua
incorporagao na dieta humana essencial, uma vez que os seres humanos nao sao
capazes de sintetiza-lo (CRUZ-RUS et al., 2011). No organismo humano, o AA pode

atuar como um antioxidante em um grande numero de reac¢des enzimaticas e nao-
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enzimaticas, e, também, é ativo na regeneracdo ndo-enzimatica de outras moléculas
antioxidantes, tais como a-tocoferol (vitamina E) (COCETTA et al., 2012).

As concentracbes de AA avaliadas em todas as cinco fases do
amadurecimento de B. ligustrifolia estdo apresentadas na Tabela 21. RS1 mostrou o
menor teor de AA, em relacdo a massa fresca, e, durante o processo de
amadurecimento, apos RS2, o nivel de AA manteve-se relativamente estavel, sem
diferenca estatistica (p<0,05) entre os estagios de maturacdo. No entanto, quando o
resultado da analise foi expresso em base seca, RS3 apresentou o maior valor de
teor de AA, sendo estatisticamente diferente de RS1 e RS5, o que sugere que a
biossintese deste composto em murici vermelho aumenta com o desenvolvimento do
fruto, uma vez que RS3 é o estagio de desenvolvimento em que o fruto encontra-se

maduro (tamanho e massa ndo mudam apos esta fase de maturacéo).

TABELA 21 — ACIDO ASQORBICO EM FRUTOS DE Byrsonima
ligustrifolia EM CINCO ESTADIOS DE MATURACAO

Estadios de Acido ascérbico (mg/100 g)

maturac&o FW DW

RS1 22,54 +1,87B 194,36 + 16,10C
RS2 26,80 £ 0,77A 258,68 £ 7,40A
RS3 28,90 £ 0,57A 267,36 £ 5,26A
RS4 28,29 £ 1,64A 242,15 + 14,05AB
RS5 30,01 £ 0,42A 228,18 + 3,23B

Nota: resultados expressos como média + desvio padrdo. FW = base
fresca; DW = base seca. Letras diferentes na mesma coluna denotam
diferencas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey. RS1 = epicarpo
verde; RS2 = epicarpo rosa claro; RS3 = epicarpo vermelho; RS4 =
epicarpo vermelho-roxo; RS5 = epicarpo roxo-negro.

O teor de AA em frutos é determinado principalmente pelo genétipo, mas
também ¢é influenciado pela maturacdo (COCETTA et al., 2012). Os resultados do
presente estudo concordam com os dados obtidos para uvas e morango, em gue 0S
niveis de AA aumentaram durante o desenvolvimento desses frutos (CRUZ-RUS;
BOTELLA; GOMEZ-JIMENEZ, 2010; CRUZ-RUS et al., 2011).

O resultado para RS5 (30 mg/100 g FW) pode ser comparado ao teor de AA
de cereja doce (28 mg/100 g FW) (SERRANO et al., 2005), alguns cultivares de
framboesa (28 a 32 mg/100 g FW) (PANTELIDIS et al., 2007), pomelo (32 mg/100 g
FW (FRANKE et al., 2004), cape-gooseberry (33 mg/100 g FW) (VALENTE et al.,
2011), grapefruit (29 a 36 mg/100 g FW) (FRANKE et al., 2004; VALENTE et al.,
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2011) e maracuja (30 a 40 mg/100 g FW) (VASCO; RUALES; KAMAL-ELDIN, 2008;
ZERAIK et al., 2010; VALENTE et al., 2011).

4.10 CORRELACAO ENTRE DADOS

Ao longo do processo de maturacdo ocorreu aumento no teor de
antocianinas e decréscimo no parametro C* devido ao aumento da tonalidade dos
frutos, que do verde claro (em RS1) chega ao roxo quase negro (em RS5). Este
aumento estd relacionado a sintese de antocianinas durante o processo de
maturacéo desses frutos. Desta forma, croma apresentou correlacdo negativa (r* = -
0,923; p<0,05) com os niveis totais de antocianinas.

Ha um grande numero de diferentes tipos de compostos que podem
contribuir para a capacidade antioxidante total, de modo que n&o é claro quais os
componentes responsaveis pelo efeito antioxidante observado. Assim, para explorar
a influéncia dos componentes fitoquimicos sobre a capacidade antioxidante de frutos
de Byrsonima ligustrifolia em diferentes estadios de maturacdo, determinou-se a
correlacdo entre os ensaios de atividade antioxidante (Folin-Ciocalteu, ABTS e
DPPH) e os compostos que apresentam essa atividade (AA, TMA e TF) (TABELA
22).

A andlise estatistica aplicada (Correlacdo de Pearson) mostra correlacfes
altamente significativas (p<0,01) entre TPC e ABTS (r* = 0,963, para 0s extratos
hidrolisados) e entre TPC e DPPH (r* = -0,973, para os extratos ndo hidrolisados), o
que confirma a ideia de que TPC por Folin-Ciocalteu pode ser considerado um
ensaio de poder redutor.

Para todos os extratos de murici vermelho, a capacidade antioxidante mais
elevada foi observada na primeira fase de maturagdo (RS1), e a mais baixa
correspondeu ao estadio RS5. Esta tendéncia de diminuicdo na capacidade
antioxidante pode estar intimamente relacionada ao contetudo de flavondides,
levando em consideragao os coeficientes de correlagéo de Pearson: TF(1)-TPC(1) =
0,995 (%), TF(2)-ABTS(2) = 0,957 (r*) e TF(1)-DPPH(1) = -0,960 (r?), por exemplo,
onde (1) significa extrato ndo hidrolisado e (2), extrato hidrolisado.

N&o houve correlacdo entre os ensaios empregados para avaliar a atividade
antioxidante (Folin-Ciocalteu, ABTS e DPPH) e o teor de vitamina C, e esses trés

ensaios apresentaram correlacdo negativa com TMA (TABELA 22).



TABELA 22 — COEFICIENTES

DE CORRELAGAO DE PEARSON ENTRE COMPOSTOS BIOATIVOS E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DE Byrsonima

ligustrifolia
AA TMA TF(1) TF(2) TPC(1) TPC(2) ABTS(1) ABTS(2) DPPH(1)
TMA -0,025
TF(1) -0,261 -0,886*
TF(2) -0,330 -0,832 0,994**
TPC(1) -0,295 -0,871* 0,995** 0,995**
TPC(2) -0,285 -0,860* 0,993** 0,996** 0,999**
ABTS(1) -0,500 -0,759 0,882* 0,901* 0,922* 0,916*
ABTS(2) -0,470 -0,820 0,947* 0,957* 0,969** 0,963** 0,984**
DPPH(1) 0,469 0,839 -0,960** -0,965** -0,973** -0,967** -0,964** -0,996**
DPPH(2) -0,029 0,992** -0,898* -0,843 -0,872 -0,862 -0,721 -0,803 0,831

Nota: (1) = extrato ndo hidrolisado; (2) = extrato hidrolisado. TMA = antocianinas monoméricas totais; TF = flavonodides totais; TPC = compostos fendlicos
totais (Folin-Ciocalteu). *p<0,05; **p<0,01.

S8
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A capacidade antioxidante do B. ligustrifolia parece ser influenciada em
grande parte pelos acidos fendlicos, uma vez que correlacées lineares altamente
significativas (p<0,01) foram observadas: &cido galico e TPC(2) = 0,985 (r?); &cido p-
hidroxibenzdico e ABTS(2) = 0,959 (r?); e p-cumarico e DPPH(1) = -0,959 (r%)
(TABELA 23).

Assim, os acidos fendlicos e os flavondides ndo antocianicos parecem ser 0s
principais fitoquimicos responsaveis pela capacidade antioxidante de frutos de

Byrsonima ligustrifolia.

TABELA 23 — COEFICIENTES DE CORRELAGCAO DE PEARSON ENTRE COMPOSTOS
FENOLICOS INDIVIDUAIS E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DE Byrsonima ligustrifolia

TPC(1) TPC(2) ABTS(1) ABTS(2) DPPH(1) DPPH(2)

Acido galico 0,983** 0,985** 0,850 0,911* -0,919* -0,907*
Acido p-hidroxibenzoéico 0,992** 0,989** 0,896* 0,959** -0,974** -0,881*
Acido p-cumarico 0,948* 0,936* 0,883* 0,941* -0,959** -0,947*
Catequina 0,870 0,852 0,811 0,882* -0,915* -0,907*
Cianidina-3-glicosideo -0,871 -0,860 -0,755 -0,818 0,837 0,993**

Nota: (1) = extrato ndo hidrolisado; (2) = extrato hidrolisado. TPC = compostos fendlicos totais (Folin-
Ciocalteu). *p<0,05; **p<0,01.

No entanto, uma outra classe de compostos fendlicos ndo investigada no
presente estudo, os taninos, podem, também, exercer forte influéncia sobre a
capacidade antioxidante dos frutos de murici vermelho. Esses compostos podem ser
divididos em dois grupos principais (taninos hidrolisaveis e taninos nao-hidrolisaveis
ou condensados), 0os quais podem apresentar atividade antioxidante de 15 a 30
vezes maior do que os compostos fendlicos simples. Além disso, o grau de
polimerizacdo dos taninos esta4 diretamente relacionado com a sua capacidade
antioxidante (GIADA, 2013).

Os taninos hidrolisaveis sdo prontamente hidrolisados com acidos, bases ou
enzimas. O tanino hidrolisavel mais conhecido é o acido tanico, que pode ser
esterificado com cinco unidades de acido galico. Os taninos condensados ndo séo
facilmente hidrolisados por tratamento com acido, e constituem a fracdo fendlica
principal responsavel pelas caracteristicas de adstringéncia dos frutos (GIADA,
2013).
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4.11 VALOR NUTRICIONAL

Levando em consideracdo que nao foram encontrados dados publicados na
literatura sobre o teor de nutrientes de murici vermelho, e que, consequentemente,
esta informacgdo também ndo esta disponivel nas tabelas de composi¢do quimica de
alimentos, a caracterizacdo fisico-quimica desse fruto foi fundamental para o
conhecimento do valor nutricional do mesmo. O Quadro 5 apresenta a tabela de
informacéo nutricional com base em 100 g de frutos maduros de murici vermelho

(base fresca).

INFORMACAO NUTRICIONAL
Porcéo de 100 g de fruta fresca

Valor energético 26 kcal
Carboidratos 6,07 g
Proteinas 0,439
Gorduras totais 0,02g
Fibra alimentar 6,07 g
Vitamina C 30 mg

QUADRO 5 — INFORMACAO NUTRICIONAL DE
FRUTOS DE MURICI VERMELHO

O valor energético e o0s nutrientes apresentados para frutos de murici
vermelho (QUADRO 5) assemelham-se com essas informacfes de alguns frutos
regionais brasileiros: camu-camu (Myrciaria dubia), jambo (Syzygium malaccense),
acerola (Malpighia glabra), pitomba (Talisia esculenta), umbu (Spondias tuberosa),
pitanga (Eugenia uniflora L.), morango (Fragaria x ananassa) e uva (Vitis sp.)
(QUADRO 6) (BRASIL, 2015).

No entanto, a importancia de um alimento vai além das informagbes de
nutrientes e valor energético, permeando, também, questbes relativas aos
componentes bioativos e a sua capacidade antioxidante. Além disso, a escolha de
alimentos deve relacionar-se, também, com a defesa da biodiversidade de espécies
e 0 estimulo ao consumo de alimentos regionais, valorizando uma agricultura mais
sustentavel, mantendo o equilibrio do ambiente e respeitando o conhecimento local
(BRASIL, 2015).



Valores para 100 g de fruta fresca

Camu-camu Jambo Acerola Pitomba Umbu Pitanga Morango Uva
Valor energético 31 kcal 27 kcal 33 kcal 34 kcal 37 kcal 41 kcal 30 kcal 38 kcal
Carboidratos 6,99 6,09 8,09 8,89 94¢ 10g 6,89 9,69
Proteinas 05¢9 10g 0,99 0,449 0,89 10g 0,99 0,89
Gorduras totais 0,29 Tr 0,29 0,1¢g Tr Tr 0,39 0,19
Fibra alimentar nd 51 159 209 2009 3,29 1,79 0,9¢g
Vitamina C nd 3,8 mg 941 mg 33 mg 24 mg 25 mg 63,6 mg 48,8 mg

QUADRO 6 — INFORMACOES NUTRICIONAIS DE FRUTOS REGIONAIS BRASILEIROS

FONTE: BRASIL (2015)
Nota: nd = nao disponivel; Tr = tragos.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo determinou a composicdo fisico-quimica, otimizou a
extracdo de compostos fendlicos, identificou esses compostos e avaliou a
capacidade antioxidante e o teor de fitoquimicos em frutos de murici vermelho
(Byrsonima ligustrifolia) em diferentes estadios de maturacéo.

Uma vez que a eficiéncia da quantificacdo de substancias bioativas nos
tecidos vegetais depende muito das condicdes de extracdo utilizadas, a otimizacao
da extracdo é fundamental para obter teores de compostos fendlicos mais
condizentes com a realidade. Os resultados mostraram que 20% de acetona e 80%
de metanol foi a melhor combinacgéo de solventes para a extracdo de TMA e TPC de
murici vermelho. Além disso, estudando o volume de solventes em funcédo da
guantidade de amostra, conclui-se que a proporcéo de 30 mL de solvente para uma
grama de amostra foi adequada para ambas as respostas, ndo havendo diferenca
estatistica (p<0,05) quando utilizados volumes maiores de solventes em funcédo da
mesma quantidade de amostra.

As antocianinas identificadas por HPLC-MS/MS foram cianidina-3-glicosideo,
pelargonidina-3-glicosideo, peonidina-3-glicosideo e delfinidina-3-glicosideo. Os
principais acidos fendlicos e antoxantinas presentes nos extratos de murici vermelho
foram: acido galico, acido protocatequinico, acido p-hidroxibenzéico, acido cafeico,
acido p-cumarico, quercetina e catequina.

Com a quantificacdo de compostos fendlicos nos frutos em diferentes
estadios de maturacdo, conclui-se que os frutos imaturos sdo melhores fontes de
acidos fendlicos do que os maduros. No entanto, mesmo no estadio de maturacéo
mais avancado (RS5), o teor de acido galico (1419 mg/100 g DW) foi muito
expressivo. Como esperado, o teor de antocianinas aumentou durante o
amadurecimento e o teor de cianidina-3-glicosideo passou de 17 mg/100 g DW em
RS1 chegando a 1679 mg/100 g DW em RS5, tornando-se cem vezes mais
concentrado.

A maior capacidade antioxidante foi encontrada no primeiro estadio de
maturacdo (RS1) em todos os ensaios empregados (Folin-Ciocalteu, ABTS, e
DPPH). Esta foi correlacionada com os niveis de flavondides totais e &cidos

fendlicos individuais. O acido ascorbico ndo mostrou correlacdo com a atividade
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antioxidante, e antocianinas (TMA e cianidina-3-glicosideo) apresentaram correlacéo
negativa.

Apesar de ainda ser um fruto subutilizado, murici vermelho tem potencial
como fonte de antioxidantes naturais, devido ao seu alto teor de cianidina-3-
glicosideo e acidos fendlicos, especialmente acido galico. Desta forma, esse fruto
revela-se como uma fonte promissora de compostos fendlicos com propriedades
nutracéuticas e de pigmentos que poderiam ser utilizados como corantes

alimentares naturais, apés estudos sobre estabilidade.
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