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RESUMO

A grumixama (Eugenia brasiliensis Lam.) € uma fruta pertencente a familia
Myrtaceae, fonte de fitoquimicos importantes como compostos fendlicos, flavonoides
e antocianinas, que se apresentam em quantidades variaveis conforme o estadio de
maturagcdo. Esses compostos apresentam atividades biologicas importantes desde
que estejam bioacessiveis apds o processo fisiologico da digestdo. Os objetivos deste
estudo foram caracterizar as propriedades fisico-quimicas das fragdes do fruto
grumixama (semente, polpa e casca) e avaliar o conteudo de compostos fendlicos
(TPC), flavonoides (TFC), antocianinas (TAC) e atividade antioxidante (DPPH, ABTS
e FRAP) antes e apés digestibilidade in vitro. Os frutos foram colhidos no municipio
de Sao José dos Pinhais (Parana), separados em maduro (M) e semimaduro (S) e
fracionados em semente (S), polpa e casca (P). Os macronutrientes (proteina, lipideo,
carboidrato), fibras, agucares redutores, minerais, cor e a toxicidade frente Artemia
salina foram avaliados nas fragdes liofilizadas. A quantificacdo dos compostos
fendlicos e flavonoides foi realizada por HPLC. A bioacessibilidade dos bioativos
(TPC, TFC e TAC) e atividade antioxidante (DPPH, ABTS, FRAP) foi aferida apds
digestibilidade in vitro. Maiores conteudos de agucares redutores, fibras insoluveis, L*,
TFC, miricetina, quercetina, acido cinamico e atividade antioxidante foram verificados
na fracao S. Com destaque para as fibras soluveis, carboidratos e cinzas na fragdo S
madura (SM) e lipideos e TFC na S semimadura (SS). A fragdo P madura (PM) foi
superior em acgucares redutores, fibras soluveis, carboidratos e TAC enquanto a
semimadura (PS) em fibras insoluveis e TPC. O conteudo dos minerais Ca, K, Mn, Ba
e S foi maior na PS e ambas sao fontes de Se. As fragdes nao apresentaram
toxicidade. Os compostos bioativos e atividade antioxidante da grumixama diminuiram
apos a digestao in vitro, com bioacessibilidade do TPC na fragdo P superior a 50% na
fase gastrica e 20% na fase intestinal. Os resultados sugerem que as fragdes
liofilizadas da grumixama apresentam propriedades nutricionais relevantes para
utilizagao na industria alimenticia e farmacéutica. Assim, o fruto e seus subprodutos
podem promover a soberania e seguranga alimentar e nutricional de populagdes
regionais e fomentar a agricultura familiar.

Palavras-chave: Nutri¢cao; frutas; sementes; liofilizagao.



ABSTRACT

The grumixama (Eugenia brasiliensis Lam.) is a fruit belonging to the Myrtaceae
family, source of important phytochemicals such as phenolic compounds, flavonoids
and anthocyanins, which are presented in variable quantities according to the ripening
stage. These compounds play important biological activities in organism as long as
they are bioaccessible after the physiological process of digestion. The objective of
this study was to characterize the physicochemical properties of the grumixama fruit
fractions (seed, pulp and peel) and to evaluate the content of phenolic compounds
(TPC), flavonoids (TFC), anthocyanins (TAC) and antioxidant activity (DPPH, ABTS
and FRAP) before and after in vitro digestibility. The fruits were harvested in the
municipality of Sdo José dos Pinhais (Parana), separated in ripe (M) and semi-ripe (S)
and fractionated in seed (S), pulp and peel (P). The macronutrients (protein, lipid,
carbohydrate), fiber, reducing sugars, minerals, color and toxicity against Artemia
salina were evaluated in the freeze-dried fractions. The quantification of phenolic
compounds and flavonoids was performed by HPLC. The bioaccessibility of bioactives
(TPC, TFC and TAC) and antioxidant activity (DPPH, ABTS, FRAP) were measured
after in vitro digestibility. Higher contents of reducing sugars, insoluble fibers, L*, TFC,
myricetin, quercetin, cinnamic acid and antioxidant activity were verified in the S
fraction. The mature P fraction (PM) was higher in reducing sugars, soluble fibers,
carbohydrates and TAC while the semi-ripe (PS) in insoluble fibers and TPC. The
content of the minerals Ca, K, Mn, Ba and S was higher in the PS and Se was
presented in both fractions. The Artemia salina assay showed no toxicity. The bioactive
compounds and antioxidant activity of grumixama decreased after in vitro digestion,
with bioaccessibility of TPC in the P fraction greater than 50% in the gastric phase and
20% in the intestinal phase. The results suggest that the freeze-dried fractions of
grumixama present relevant nutritional properties for use in the food and
pharmaceutical industries. Thus, the fruit and its by-products can promote food and
nutritional sovereignty and security for regional populations and contribute to family
farming.

Keywords: Nutrition; fruits; seeds; lyophilization.
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1 INTRODUGAO

A grumixama (grumixaba, cumbixaba ou ibaporoiti) € um fruto nativo brasileiro
descrito primeiramente por Lamarck e Poiret (1789) ainda no século XVIII. A Eugenia
brasiliensis Lam. (ou Eugenia brasiliensis Lamarck) & conhecida como grumixama
preta. Apresenta formato globoso, coloragao negro-violaceo, casca lisa e brilhante e
polpa suculenta com sabor doce e agradavel. Outras variedades da espécie sao a
grumixama-vermelha (Eugenia brasiliensis var. erytrocarpa Cambess) e grumixama-
amarela ou branca (Eugenia brasiliensis var. Cambess) (INTERNATIONAL PLANT
NAMES INDEX; LORENZI et al., 2015).

O fruto pertence ao género Eugenia e a familia Myrtaceae, a qual engloba cerca
de sete mil espécies distribuidas no mundo todo. No Brasil, sdo 1.253 espécies
encontradas nos diferentes biomas, sendo algumas produtoras de frutos comestiveis
conhecidos como cerejas nativas brasileiras (“brazilian wild berries”). Sao frutos que
contém compostos bioativos, os quais apresentam atividades antioxidante e anti-
inflamatoria. Como exemplo as antocianinas presentes na grumixama e em outros
frutos de coloragao vermelha (REYNERTSON et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2017;
TEIXEIRA et al., 2017; ARAUJO et al., 2019; INFANTE et al., 2016).

Variagdes no conteudo destes compostos sao observadas durante o
amadurecimento, fato decorrente de mudancas fisico-quimicas inerentes ao processo
de maturacdo. Fatores ambientais relacionados ao local de cultivo também
influenciam o conteudo de compostos fendlicos e a atividade antioxidante (NEHRING
et al., 2022). Em frutos nativos a maturacado ocorre de forma desuniforme, sendo
comum a ocorréncia de frutos maduros, semimaduros e imaturos no mesmo galho. O
entendimento da composicao fisico-quimica de estadios precedentes ao maduro é
importante para aprimorar a cadeia produtiva destes frutos (BARROS et al., 2020).

Considerando a elevada producéao de residuos oriundos do processamento de
hortifruti, pesquisadores tém estudado as sementes e cascas de frutos da familia
Myrtaceae. Os resultados indicam que essas fragdes residuais apresentam conteudo
de compostos fendlicos totais consideravel, com importante atividade antioxidante e
anti-inflamatéria (CARMO et al., 2021; RODRIGUES et al., 2021; GIRARDELO et al.,
2020, ARAUJO et al., 2021a; INFANTE et al., 2016). Na semente fresca da grumixama
os compostos ja identificados foram a catequina, acido elagico e miricetina (TEIXEIRA
et al., 2015).
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No entanto, para que compostos bioativos exercam a atividade biolégica no
organismo, é necessario que sejam absorvidos no lumen intestinal apds o processo
fisioloégico de digestdo. Modelos experimentais que mimetizam a digestdo humana
vém permitindo o estudo do comportamento de componentes alimentares frente a
diferentes etapas do processo de digestdao (MINEKUS et al., 2014; THAKUR et al.,
2020). A digestibilidade in vitro € um método experimental aplicado em alimentos que
permite o calculo da bioacessibilidade destes compostos (QUATRIN et al., 2020;
ARAUJO et al., 2021a; STAFUSSA et al., 2021; FARIAS et al., 2021).

Até a presente data ndo existem estudos acerca da bioacessibilidade dos
compostos fendlicos da grumixama. Além disso, sdo escassos os dados que elucidem
a composicao quimica das sementes do fruto. Diante do pressuposto, o presente
estudo teve como objetivo caracterizar as fragdes semente e polpa/casca liofilizadas
da grumixama e investigar o comportamento dos compostos bioativos frente a

digestibilidade in vitro.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Caracterizar as propriedades fisico-quimicas das fracbes semente, polpa e
casca de grumixama em dois estadios de maturagdo e determinar a composi¢céo

fendlica e a atividade antioxidante das fragbes antes e apds digestibilidade in vitro.

1.2.2 Objetivos especificos

e Determinar as propriedades fisico-quimicas das fragdes do fruto grumixama nos
dois estadios de maturacéo (maduro e semimaduro);

¢ Quantificar o conteudo de minerais das fragdes nos estadios de maturagéao;

¢ Analisar a toxicidade das fracdes frente Artemia salina Leach;

e Estimar o conteudo de compostos fendlicos totais (TPC), flavonoides totais (TFC)
e antocianinas totais (TAC) das fragbes nos estadios de maturagao;

¢ Quantificar os compostos fendlicos individuais presentes nas fragdes dos estadios

de maturagao;
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¢ Investigar a atividade antioxidante in vitro (FRAP, DPPH e ABTS) das fragoes;
¢ Avaliar a bioacessibilidade dos compostos fendlicos, flavonoides e antocianina das

fragdes por meio da digestibilidade in vitro;
e Verificar o impacto da digestibilidade in vitro na atividade antioxidante das fracoes

do fruto grumixama.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FRUTOS NATIVOS NO CONTEXTO DO SISTEMA AGROALIMENTAR ATUAL

O sistema agroalimentar que tece o regime alimentar contemporaneo foi
moldado a partir da historia politica e econdmica pela qual o mundo perpassou. Seu
marco histoérico foi a revolugédo verde, onde uma nova politica agricola foi instituida
sob o argumento de enfrentamento da pobreza mundial (FRIEDMANN; MCMICHAEL,
1989). Sementes, fertilizantes quimicos, aparatos tecnolégicos, insumos e inseticidas
passaram a fazer parte de um pacote vendido para agricultores, o qual alargou a
producdo de commodities no Hemisfério Sul (AZEVEDO; RIGON, 2012;
VASCONCELOS, 2005).

A decorrente uniformizacdo de sementes levou a reducao da biodiversidade
ambiental e instituiu um modelo hegemdnico de producdo de alimentos, com
diminuicdo da diversidade alimentar e expropriacdo da cultura alimentar de povos
tradicionais (BARROS; ARAUJO, 2016; BEZERRA; DE PAULA, 2021). Na légica
contra hegemodnica tem-se a agroecologia, construida a partir da jungao entre as
ciéncias da agronomia e da ecologia, a qual considera interagbes da natureza e
preservagao do ecossistema, com cultivos mais sustentaveis e diversos (SOUZA
FILHO et al., 2021). A agricultura familiar também se baseia em um modelo
sustentavel de produgéo agricola, onde existe a incorporagado de valores culturais e
de praticas ambientais e tradicionais (NEPOMOCENO; EXIME; AHLERT, 2022).
Pratica agricola sustentavel no que se refere as diferentes esferas (cultura, ambiental,
econdbmica e social), contribuindo para a seguranca alimentar e nutricional de
populagdes regionais e tradicionais (BRASIL, 2016).

A producgao agroecologica ou familiar de alimentos contribui para a garantia do
direito humano a alimentacdo adequada, o qual é definido como sendo: (ACAO
BRASILEIRA PELA NUTRICAO E DIREITOS HUMANOS, 2013, p. 15)

O direito a alimentagao adequada é um direito humano inerente a
todas as pessoas de ter acesso regular, permanente e irrestrito, quer
diretamente ou por meio de aquisicoes financeiras, a alimentos
seguros e saudaveis, em quantidade e qualidade adequadas e
suficientes, correspondentes as tradicdes culturais do seu povo e que
garanta uma vida livre do medo, digna e plena nas dimensoes fisica e
mental, individual e coletiva.
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Também converge com os objetivos de desenvolvimento sustentavel (ODS)
preconizados pelas Nagdes Unidas (PEREZ-CASSARINO, 2012; NACOES UNIDAS,
2022). Para o Brasil, 17 ODS formam a agenda 2030, sendo que a agricultura familiar
e agroecoldgica pode contribuir para ao menos 6: fome zero e agricultura sustentavel,
saude e bem-estar, cidades e comunidades sustentaveis, consumo e producao
sustentaveis, agdo contra a mudancga global do clima e vida terrestre (NACOES
UNIDAS, 2022).

A preservagdo ambiental praticada pelas familias de agricultores faz com
especies vegetais locais e silvestres sejam preservadas e muitas delas valorizadas
como bens de consumo, a incluir frutiferas nativas e seus frutos (PEREZ-
CASSARINO, 2012). Fruto nativo ndo se refere apenas aquele oriundo de espécies
de ocorréncia natural a um bioma especifico, mas também, como colocado por Silva
(2018, p. 102), um “simbolo para necessidade de aproximagao entre as perspectivas
das ciéncias agrarias, ambientais e sociais com os saberes dos agricultores.”
Favorece a soberania alimentar, a qual diz respeito ao abastecimento alimentar
saudavel, de qualidade e de direito para todos os povos, com respeito a0 meio
ambiente (XAVIER et al., 2018).

O consumo de frutos nativos pela populagao é resultado de um conhecimento
adquirido dentro do ambiente familiar (SILVA et al., 2018). Complementarmente, a
Academia, por meio de estudos técnico-cientificos, aprofunda o entendimento das
qualidades nutricionais e estuda métodos que otimizem a cadeia produtiva. O
compilado de conhecimentos tradicionais e cientificos pode contribuir para a
disseminagao de espécies nativas importantes no resgate da biodiversidade. Além
disso, a valorizagao de frutos nativos reforga a producao agroecolégica e familiar de

alimentos como alternativa contra hegemonica ao sistema agroalimentar vigente.

2.2 CLASSIFICACAO CIENTIFICA E LOCALIZACAO GEOGRAFICA DA Eugenia

brasiliensis Lam.

O Bioma Mata Atlantica € um complexo florestal reconhecido como patriménio
nacional, abrigo de 15.700 espécies vegetais. Um ecossistema que se destaca no
contexto da biodiversidade mundial pelo banco genético de espécies vegetais e
animais e por contribuir para a manutengao climatica. No Brasil é lar de mais de 165

milhdes de brasileiros que usufruem de seus servigos ecossistémicos (SOS MATA
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ATLANTICA, 2021; RESERVA DA BIOSFERA DA MATA ATLANTICA, 2020; JOLY;
METZGER; TABARELLI, 2014). E o bioma que mais concentra estudos relacionados
a restauracao ecologica focados tanto em técnicas de monitoramento da fauna e flora,
como no reflorestamento (GUERRA et al., 2020). Também € ber¢co de comunidades
tradicionais que utilizam recursos faunisticos locais como fonte de renda para suas
familias, para fins medicinais e fonte de nutrientes, com destaque a coleta de frutos
que sao consumidos localmente (CAZZELA; BONAL; MALUF, 2009; MARTINOT;
PEREIRA; SILVA, 2017).

A extensao territorial da Mata Atlantica no Brasil abrange desde o Sul da Bahia
até o estado do Rio Grane do Sul, com microclimas distintos que definem espécies
predominantes de cada regido. Nas regides Sul e Sudeste do Brasil a Mata Atlantica
€ dominada pela conifera Araucaria angustifolia, arvore que fornece condigdes para o
crescimento de outras plantas, perfazendo assim a floresta Ombréfila Mista (também
chamada Floresta Araucaria). Regiao que abriga diferentes familias botanicas como
a Mpyrtaceae, Fabaceae, Melastomataceae, Lauraceae, Asteraceae e Rubiaceae
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2022; DUARTE;
CARLUTTI; PILLAR, 2009).

A familia Myrtaceae compreende um grupo de aproximadamente 140 géneros
e 6.000 espécies, espalhadas tanto nas Américas tropicais e temperadas como na
Austrélia e Sul da Asia (FIGURA 1). No Brasil, as Mirtaceas apresentam como dominio
fitogeografico os diferentes biomas do pais (Amazobnia, Caatinga, Cerrado, Mata
Atlantica, Pampa, Pantanal), perfazendo 29 géneros e 1.192 espécies de ocorréncia
nacional (FLORA DO BRASIL, 2022a; WILSON et al., 2001).
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FIGURA 1 — MAPA MUNDIAL DE OCORRENCIA DA FAMILIA Mystaceae
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FONTE: Trépicos (2022). Disponivel em: https://www.tropicos.org/name/42000198

Dentro da taxonomia botanica da familia Myrtaceae, aproximadamente um
terco pertence ao género Eugenia, sendo estimado que 350 plantas deste género sao
nativas do Brasil. Espécies pertencentes ao género Eugenia apresentam uma grande
variedade de fitoquimicos presentes em diferentes partes da planta, a citar os
triterpenos, flavonoides e taninos em partes aéreas (SOUZA et al., 2018; BRACK et
al., 2020).

A Eugenia brasiliensis Lam. é uma espécie natural o bioma da Mata Atlantica,
arvore de copa piramidal densa que mede entre 8-15m de altura e produz frutos
caracterizados como pequenas cerejas (berries) (FIGURA 2) (LORENZI et al., 2015;
NEHRING et al., 2022). A mesma espécie engloba outras duas subespécies ou
variedades que apresentam frutos com diferengas morfolégicas. A Eugenia
brasiliensis var. erythrocarpa Cambess produz frutos de coloragédo vermelha e a
Eugenia brasiliensis leucocarpa Cambess € conhecida como grumixama-amarela ou
grumixama-branca (FLORA DO BRASIL, 2022b; LORENZI et al., 2015) . As espécies
apresentam caracteristicas distintas na coloracdo dos frutos e nos constituintes
bioquimicos dos o6leos essenciais extraidos dos frutos e folhas (MORENO et al.,
2007).

A propagacao da grumixameira € comumente feita por sementes e a frutificagcao
inicia a partir do quinto ano de plantio. Por ser uma espécie nativa utilizada para fins
de reflorestamento, estudos investigam técnicas para otimizar a atividade germinativa
de sementes por meio de tratamentos pré-plantio e substratos especificos (CECEL;
BARBEDO, 2021; SUGUINO et al., 2011).
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FONTE: A autora (2020).

2.3 FRUTO GRUMIXAMA

Registros historicos, realizados por viajantes europeus e naturalistas que
passaram pelo Brasil no século XIX, confirmam a longinqua tradicdo no uso de
espécies vegetais nativas como alimento, das quais muitas ainda nao foram
estudadas com detalhes (OLIVEIRA et al., 2012).

Corroborando com esse dado, a descrigao botanica da Eugenia brasiliensis
realizada por Saint-Hilaire e colaboradores em 1829, traz a citacdo: “Essa espécie é
originaria da floresta virgem, mas existe cultivo na regiao do Rio de Janeiro, onde os
frutos sdo chamados de Grumichama e sdo expostos nas feiras desta cidade’.
(SAINT-HILAIRE et al., 1829, p. 355). Nome que teve origem do vocabulario Tupi-
Guarani, sendo derivado do “guamich&@” que significa “o que pega na lingua”, fazendo
referéncia ao sabor peculiar do fruto (CORREIA; PROCHNOW, 2013).

Tais frutos sdo chamados popularmente de grumixama-preta, grumixama,

grumixaba, cumbixaba, ibaporoiti e sdo considerados cerejas brasileiras (brazilian
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berries). Possui sabor agradavel, doce e adstringente sendo apreciada para consumo
in natura ou em sucos e geleias (LORENZI et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2017,
TEIXEIRA et al., 2015).

A frutificagdo da grumixama ocorre de outubro a dezembro, em torno de 28 dias
apos a floragéo, dependendo do indice pluviométrico e clima regional (KOHOMA et al,
2006). No estadio de maturagao completo, o fruto apresenta o pericarpo de coloracao
escura, em tom de negro-violaceo, similar ao fruto Jabuticaba (Myrciara caulifrora
(Mart.) O. Berg). (LORENZI et al., 2015).

FIGURA 3 — FLORAGAO E FRUTIFICACAO DO FRUTO GRUMIXAMA, SAO JOSE DOS PINHAIS,

FONTE: A autora (2020).

O amadurecimento ocorre de maneira ndo uniforme, sendo comum a presenga
de frutos semimaduros e até verdes no mesmo galho (BARROS et al., 2020). A
grumixama se assemelha ao fruto jaboticaba no quesito perecibilidade. Quando
colhido maduro o fruto apresenta uma vida de prateleira curta com durabilidade
estimada de 3 dias para consumo in natura (INADA et al., 2021). Desta forma, tanto a

colheita de frutos em estadios intermediarios de maturagdo quanto o processamento
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no poés-colheita, poderiam estender a vida util do fruto apds a colheita (FREITAS,
2017).

A elaboragdo de doces ou compotas € uma forma de viabilizar a
comercializagdo da grumixama em periodos fora da safra. O aquecimento e meio
acido resulta na hidrélise da sacarose da polpa em glicose e frutose, conferindo brilho
e evitando a cristalizagdo. Resultado que juntamente com a coloracdo arroxeada do
fruto, contribui para as qualidades sensoriais e aceitagdo do produto (AGUIAR;
SABAA-SRUR; SMITH, 2016).

Outro método de conservagao aplicada em frutos é a liofilizagdo, também
conhecida como criosecagem (freeze-drying). A liofilizagdo caracteriza-se pela
remogao da agua presente nos alimentos por meio de sublimacéo, ou seja, conversao
da agua em estado sélido para o estado gasoso. O alimento deve ser previamente
congelado e ser mantido em camaras com pressao controlada, baixa temperatura e
auséncia de oxigénio (vacuo), durante um tempo que varia de acordo com a matriz
alimentar. Condi¢des que permitem maior conservagao das propriedades quimicas e
sensoriais do alimento (CARELLE; CANDIDO, 2015).

A farinha do fruto acai obtida por meio da liofilizagdo manteve as caracteristicas
nutricionais e coloragao do fruto fresco, com incremento importante em sua vida util.
Um produto que amplia as formas de consumo e possibilita que pessoas de outras
regidbes do Brasil também tenham acesso ao fruto (MENEZES; TORRES SRUR,
2008). No entanto, dada as condi¢des tecnoldgicas inerentes ao método, a liofilizagao
exige um equipamento especializado e apresenta um gasto enérgico elevado, o que
implica em um alto custo de utilizacdo. Desta forma, € uma técnica que deve ser
aplicada para o desenvolvimento de produtos alimenticios com funcionalidades
especificas, como corantes naturais oriundos de compostos antocianidicos e farinhas
fontes de vitaminas (ARAUJO et al., 2017; ROZYL.O, 2020).

Dados acerca do rendimento da grumixama s&o importantes para o estudo de
meétodos que viabilizem sua comercializagao tanto para consumo in natura como para
processamento agroindustrial. Estudos indicam que a polpa e a casca quando juntas
correspondem a 65% da massa total, valor superior ao 59,10% de polpa de pitanga-
do-cerrado (Eugenia calycina), mas inferior aos frutos cereja-do-rio-grande (Eugenia
involucrata) (84,30%) e uvaia (Eugenia pyriformis) (80%) (ZOLA et al., 2019;
ANTONIA, 2020; FREITAS, 2017; BORGES et al., 2010).
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Para a jabuticaba, fruto com caracteristicas similares a grumixama, tanto a
semente como a casca correspondem a aproximadamente um ter¢o do fruto (31,9%
e 30,79% respectivamente). Ja a polpa, fragdo consumida a partir do fruto in natura,
o rendimento equivale a 36,46% da massa total do fruto. Esse resultado levanta a
importancia da pesagem das sementes de frutos, tanto para o calculo do rendimento
como também, para estimativa dos residuos produzidos a partir do processamento
industrial (BROCHADO et al., 2018; SEMENSATO et al., 2020).

2.3.1 Caracteristicas fisico-quimicas e composi¢ao centesimal

O teor de umidade da polpa de grumixama pode variar de 83,70% a 95,29%
(ZOLA et al., 2014; AGUIAR; SABAA-SRUR; SMITH, 2016; SILVA et al., 2014). Ao
analisar as fragdes do fruto separadamente, estudos indicam que o teor de umidade
da polpa varia de 83,90% a 90,70% e da casca de 77,40% a 88,40%. Ja na semente
o teor de umidade descrito é de 49,90% (AREVALO et al., 2014; NASCIMENTO et al.,
2017).

Em relagao a acidez, o fruto de grumixama é acido com pH em torno de 4,34
(ZOLA et al., 2014). A cereja-do-rio-grande apresenta maior acidez, com pH em torno
de 3,41 (ANTONIA, 2020). De forma geral, frutos apresentam o pH abaixo de 4,40,
caracteristica que do ponto de vista microbiologico pode favorecer o crescimento de
fungos e bolores (KALIA; GUPTA, 2006).

Acucares em frutos correspondem pela maior parte dos soélidos soluveis totais
(SST), sendo representados majoritariamente pela frutose, glicose e sacarose
(CORDEIRO et al., 2015). Quanto maior a dogura do fruto maior o SST e, por
conseguinte, maior o °Brix, aferido pelo refratdmetro. Apesar de mais atrativos no
sabor, frutos com elevado °Brix no momento da colheita sdo mais susceptiveis a
ataques de insetos (ASSIS et al., 2011).

Conforme estudo de Aguiar, Sabaa-Srur e Smith (2016), a polpa da grumixama
madura apresentou 5° Brix e possibilitou a elaboracédo de geleia com 65° a 70°Brix.
Apesar do SST ser inferior a frutos como Jabuticaba (13°Brix), a geleia de grumixama
apresentou aceitacado superior a 80%. Com relacdo aos agucares redutores
quantificados pelo método cromatografico, maior concentracédo de glicose foi

verificada no fruto totalmente maduro. Além disso, o fruto maduro pode conter 7,40%
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de acgucares totais e 3,08% a 4,08% de carboidratos (ZOLA et al., 2014; AGUIAR;
SABAA-SRUR; SMITH, 2016).

A polpa da grumixama pode conter de 0,27g a 0,66g de proteina e 0,01g a
0,269 de lipideos por 100g de fruto fresco (ZOLA et al., 2014; AGUIAR; SABAA-SRUR,;
SMITH, 2016). Comparando o conteudo de proteina por 100g com outras frutas da
familia Myrtaceae, a grumixama encontra-se abaixo da pitanga (0,93g), da goiaba
(1,09g) e da jabuticaba (0,61g) (NUCLEO DE ESTUDOS E PESQUISAS EM
ALIMENTACAO, 2011).

A localidade de cultivo da grumixama pode influenciar na composigao fisico-
quimica do fruto, resultado consequente das condigdes climaticas locais. Como
exemplo, frutos colhidos em regides com menor indice pluviométrico podem
apresentar maior conteudo de agucares e menor umidade (XU et al.,, 2020).
Diferencas fisico-quimicas também sao evidenciadas em frutos colhidos em diferentes
estadios de maturacao (NEHRING et al., 2022).

2.3.2 Conteuido de Vitaminas e Minerais

Por meio de diferentes metodologias estudos quantificaram os teores de
minerais na polpa e casca da grumixama, identificando como mais expressivos o
calcio (3,23mg/g), seguido do ferro (1,54mg/g), potassio (0,84mg/g) (ZOLA et al.,
2014) e na casca o fosforo (4,70mg/g) (AREVALO et al., 2014). Aguiar e
colaboradores (2016) utilizaram o método espectrofotometria de massa com fonte de
plasma (ICP-MS) para analisar a polpa fresca da grumixama. O resultado mais
relevante foi para o potassio (1,60mg/g), seguido do calcio (0,19mg/g), magnésio (0,66
mg/g) e cromo (0,42mg/100g).

Observa-se variacdes no teor de minerais em frutos de diferentes estadios de
maturagao, os quais séo mais predominantes nos estagios iniciais de amadurecimento
(NEHRING, 2016). A adaptabilidade ao ambiente no qual a planta é cultivada também
pode contribuir para o teor de minerais totais (AREVALO et al., 2014). Nesse contexto,
a variagcdo no indice pluvial que ocorre em diferentes regides pode interferir na
disponibilidade de nutrientes para a planta e, por conseguinte, nos minerais contidos
nos frutos (RIBEIRO et al., 2016). Um exemplo € o maior conteudo de magnésio
encontrado em grumixamas colhidas no Cerrado (Goias), quando comparado com
frutas colhidas no Rio de Janeiro (XU et al., 2020).
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A polpa e casca do fruto grumixama também sao fontes de carotenoides. Os
compostos violaxantina, luteina, zeaxantina, B-criptoxantina, 13-cis -caroteno, a-
caroteno, B-caroteno e —cis B-caroteno ja foram identificados. O destaque é a [3-
criptoxantina, correspondente a 71% dos carotenoides que compdem a casca e 66%
a polpa. Traduzindo em microgramas, sdao 32.90ug/g de carotenoides totais e
22.27ug/g de PB-criptoxantina na polpa e casca fresca, ambos expressos em
equivalente de retinol (NASCIMENTO et al., 2017).

Com relagao a vitamina C, de acordo com Nascimento et al. (2017), a polpa e
casca contém 10.55 + 1.35 mg/100g peso fresco. Diferengas foram observadas entre
as fragbes casca e polpa (122,2mg/100g e 78,80mg/100g fruto fresco
respectivamente) (AREVALO et al., 2014). Considerando que a recomendacéo de
ingestdo de vitamina C é em torno de 75mg para mulheres (INSTITUTE OF
MEDICINE, 2004), 100g da polpa de grumixama supriria as necessidades diarias.
Entretanto, quando comparada com a acerola (941,40/100g fruto fresco) (NUCLEO
DE ESTUDOS E PESQUISAS EM ALIMENTACAO, 2011), a grumixama apresenta

menor conteudo desta vitamina.

2.3.3 Compostos Bioativos

Compostos ou substéncias bioativas s&o componentes quimicos presentes nos
alimentos em quantidades variaveis, que exercem efeitos biolégicos quando
consumidos (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2019). Tais componentes sao
oriundos do metabolismo secundario das plantas, de onde provém substancias
protetivas contra injurias e estresses ambientais. Dentre esses, cita-se a defesa
antioxidante contra radiagdes ultravioletas (FINTELMANN; WEISS, 2010; LIN et al.,
2016).

De acordo com a Anvisa (BRASIL, 2016), a alegacao de funcionalidade como
propriedade antioxidante pode ser atribuida a presenga dos compostos licopeno,
luteina e zeaxantina. Entretanto, fitoquimicos de outras classes tém sido isolados de
alimentos e suas propriedades estudadas, dentre eles estdo os carotenoides e
compostos polifendlicos (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2019).

Os frutos nativos brasileiros apresentam composi¢ao quimica complexa e por

isso sao fontes de componentes fitoquimicos variados, incluindo antioxidantes
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naturais como tocoferdis, vitamina C, carotenoides e compostos fendlicos.
(CARVALHO; CONTE-JUNIOR, 2021; SUCUPIRA et al., 2012).

2.3.3.1 Compostos Fendlicos e Flavonoides

Os compostos fendlicos sao quimicamente definidos como substancias que
apresentam um anel aromatico ligado a duas ou mais hidroxilas, além do seu grupo
funcional. Fazem parte desta classe a ampla gama de flavonoides naturalmente
encontrados nas plantas (mais de 4.000 compostos identificados). A FIGURA 4 abaixo
ilustra a estrutura quimica dos flavonoides (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA,
2019).

FIGURA 4 — ESTRUTURA QUIMICA DOS FLAVONOIDES

Flavona Flavanona

Flavanol Antocianiding
FONTE: DAMODARAM; PARKIN; FENNEMA (2019).

A relacdo dos flavonoides com outros componentes integrantes da planta
contribui para sua variabilidade estrutural, no grau de polimerizagdo e na
disponibilidade e funcionalidade (ANGELO; JORGE, 2007).
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A quantificagdo dos compostos fendlicos em amostras de alimentos é realizada
por meio da extracdo com solvente. A extragcao alcodlica ou hidroalcéolica com etanol
e metanol tem sido comumente empregadas (FREIRE et al., 2013). Para otimizar a
capacidade extratora, misturas de solventes ou mesmo a acidificagdo do meio extrator
vém sendo utilizados para aumentar a quantificacdo de compostos fendlicos de frutos
arroxeados, como a amora-preta (Rubus sp.) (VIZZOTTO; PEREIRA, 2011).

Os flavonoides ja detectados em frutos frescos de E. Brasiliensis foram: o acido
elagico (0,26mg/g), miricetina (0,06mg/g), quercetina (0,04mg/g), rutina (0,08mg/g) e
kaempferol (abaixo de 0,01mg/g). Sendo o perfil dos compostos variavel de acordo
com o estadio de maturacao dos frutos (REYNERTSON et al., 2008; NEHRING, 2022).
Avaliando o extrato de diferentes partes de plantas da familia Myrtaceae, Infante et al.
(2016) identificaram a presencga de acido elagico em maior quantidade na semente
dos frutos E. brasiliensis e epicatequinas, tanto na polpa como na semente (FIGURA
5).

Estudos apontam a semente da grumixama como uma fragdo fonte de
compostos bioativos (FIGURA 5). A semente apresentou maior teor de compostos
fendlicos totais (TPC) e atividade antioxidante quando comparada com a polpa, sendo
fonte de flavonoides das classes flavanol e flavonol. Desses, o acido elagico
(elagitanina) foi o composto mais predominante, correspondendo a 38% do TPC
estimado na semente (TEIXEIRA et al., 2015). Corroborando com esse achado, os
fendlicos totais quantificados na grumixama foi de 1,5 vezes mais na semente que na
polpa e a epicatequina e acido galico corresponderam a aproximadamente 70% dos
fendlicos totais (INFANTE et al., 2016).

Estes achados motivaram o desenvolvimento de novas pesquisas acerca da
utilizagao e segurancga no uso de extrato das sementes. Sardi et al. (2017) observaram
uma forte atividade antifungica do extrato etandlico (4:1 EtOH:H20) da semente de
grumixama contra Candida albicans e relacionaram com o teor de epicatequina e
acido galico presentes nesta fracdo. Complementarmente, os ensaios de
citotoxicidade in vitro e in vivo (G. mellonema e macréfagos) demonstraram baixo nivel

de toxicidade.
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FIGURA 5 — COMPOSTOS BIOATIVOS IDENTIFICADOS NAS FRACOES SEMENTE E
POLPA/CASCA DA Eugenia brasiliensis Lam.

SEMENTE

POLPA / CASCA

a) Extrato hidrometanélico (1:1);

HPLC b) Extratos etanélicos e metandlicos com
l acidificagao; HPLC
€1501405 CATEQUINA J'
C7H30016 RUTINA
GHs0s ACIDO PROTOCATECUICO COMPOSTOS ANTOCIANIDICOS
GHs0; ACIDO 4-HIDROXIBENZOICO
C1Hs0z ACIDO ELAGICO CIANIDINAS:
é:H:(Ji ACIDO VANILICO CaHxnOn . ¢lANIDINA-3-0-GLUCOSIDEO
CHs0s ACIDO GALICO C0H1010 « CIANIDINA-3-0-ARABINOSE
C4H1005 ACIDO SIRINGICO CaoH15010 « CIANIDINA-3-0-XILOSE

DELFINIDINAS:
€21021012 « DELFINIDINA-3-0-GLUCOSIDEO
CyH3:0;; MAVIDINA-3-0-GLUCOSIDEO

FONTE: a) TEIXEIRA et al. (2015); b) FLORES et al. (2012); b) NASCIMENTO et al. (2017).

2.3.3.2 Antocianinas

As antocianinas perfazem uma classe de flavonoides largamente distribuida na
natureza. Nas plantas, principalmente flores e frutos, as antocianinas sao
responsaveis pela pigmentagao variavel entre o vermelho, laranja, roxo, magenta e
violeta. Sdo pigmentos resultantes da grande diversidade estrutural deste composto,
comumente encontradas na forma glicosilada, ou seja, conjugadas com agucares, e
assim armazenadas nos vacuolos celulares das partes vegetais (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2019). A ligacdo com agucares confere maior solubilidade e
estabilidade a esses compostos (PASCUAL-TERESA; MORENO; GARCIA-
VIGUEIRA, 2010).

Framboesa, mirtilo, uva, além de algumas hortalicas (repolho roxo, berinjela)
sdo as principais fontes de antocianinas (WU et al., 2006). Outros exemplos séo o E.
aggregata, M. cauliflora, M. vexator, S. curranii, S. malaccense, e S. samarangense
var. Taiwan pink, que se destacam no teor dos compostos cianidina 3-glicosideo e
delfinidina-3-glicosideo (REYNERTSON et al., 2008). O pigmento destes frutos é uma
caracteristica importante para a definicdo do ponto de colheita e decorre da reducao
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da clorofila, bem como da acédo de enzimas que atuam na sintese e glicosilagao da
antocianina (ROSA et al., 2019; PATEL; RAO, 2014). Ao avaliar o conteudo de
antocianinas em alimentos comumente consumidos nos EUA, Wu et al. (2006)
verificaram que o teor de antocianinas diminui significativamente em alimentos a base
de frutos vermelhos que sofreram algum tipo de processamento, como € o caso de
papinhas infantis (WU et al., 2006).

Tal achado deve-se a instabilidade da antocianina a componentes intrinsecos
da matriz alimentar e a fatores ambientais. A capacidade de pigmentagdo oscila
conforme o pH, sendo mais intensa em pH acido (<3,0) com reducéao conforme ocorre
o0 aumento da alcalinidade. Em pH 4.5, solugdes aquosas como sucos apresentam cor
proxima a nulidade, devido as formas quinonoidais azuladas que surgem com o
aumento do pH. Outros fatores como temperatura, oxidagao, luminosidade, presenca
de acgucares, vitamina C e complexos metalicos também interferem na degradacao
estrutural das antocianinas (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2019).

Em diferentes cultivares de amoras e framboesas, o conteudo total de
antocianina (TAC) expressa em cianidina-glicosideo por grama de peso fresco variou
de 1,2mg a 211,3mg, sendo maior para a coloragao escura. ldentificou-se também a
existéncia de correlacao positiva dos ensaios de atividade antioxidante com o TAC e
o TPC. Tendo em vista a alta variabilidade nos resultados entre os cultivares, estudos
sobre 0 genoma de cloroplastos podem nortear o melhoramento genético e permitir a
selecdo de plantas com maior expressao de antocianinas (TOSHIMA; HIRANO;
KUNITAKE, et al., 2021).

Frutos fontes de antocianinas (com coloracdo vermelha a preta) nativos do
Brasil ttm ganhado atencdo. Uma recente revisao realizada por Schulz et al. (2020)
compilou informagdes acerca da composicao fitoquimica de espécies pouco
exploradas e conhecidas no pais. A TABELA 1 sumariza o conteudo de antocianinas
e compostos fendlicos dos frutos estudados. Dentre as ag¢des bioldgicas, destaca-se
a atividade anti-inflamatdria, antioxidante, quimiopreventiva, de protecao
cardiovascular e antimicrobiana (SCHULZ et al., 2020).

Dentre os frutos nativos de coloragéo violacea inclui-se a Jabuticaba (Myrciaria
cauliflora). O extrato etandlico acidificado (acido citrico, 0.1%) da casca de jabuticaba
apresentou um conteudo de 5mg/g de antocianinas, sendo a cianidina-3-glicosideo a
majoritaria. Ademais, ja foram identificados 14 compostos fendlicos né&o

antocianidicos e um derivado de quercetina na casca da jabuticaba, o que explica a
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elevada atividade antioxidante deste residuo que poderia ser mais bem explorado pela
industria alimenticia e farmacéutica (ALBUQUERQUE et al., 2020).

As antocianinas sao os compostos predominantes no estadio final de
amadurecimento de grande parte de frutos com coloragao vermelha e violacea, como
morangos (FECKA et al., 2021), jabuticaba, guabiju e jamboldo (SERAGLIO et al.,
2018). A grumixama também compde o grupo de frutos fontes em compostos
antocianidicos. O extrato hidroetandlico elaborado a partir da polpa liofilizada contém
mais de 50% de compostos fendlicos pertencentes a classe das antocianinas. O
extrato quando testado em células do tipo RAW-264,7 demonstrou efeito anti-
inflamatério com baixa toxicidade, além de atividade antibacteriana contra L.
acidophilus (LAZARINI et al., 2018).

A casca da grumixama é a fragdo mais rica em antocianinas, podendo ser
utilizada industrialmente como aditivo ou corante em produtos alimenticios. Estima-se
que esta fragdo apresenta 4837.2mg de antocianinas monoméricas por 100g peso
seco. Destas, foram identificadas a delfinidina-3-O- glucosideo, cianidina, cianidina-
3-O-glicosideo, petunidina-3- O-glicosideo, derivado de pelargonidina e peonidina
(FIGURA 5, c¢). A delfinidina-3-O-glicosideo e a cianidina-3-O-glicosideo
corresponderam a mais de 96% do total, (concentracbes de 949,10mg/100g e
3729,50mg/100g respectivamente) (NASCIMENTO et al., 2017).
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TABELA 1 — FRUTOS NATIVOS DE COLORAGAO ESCURA, TEOR DE ANTOCIANINAS E
COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Antocianinas

Fruto Familia e nome popular Monoméricas TPCP
Totais®
Bactris setosa Aricaceae. 376 23594
Martius Tucum, tucum-do-cerrado, jacum, tucum-do-
brejo, tucum-piranga.
Eugenia Myrtaceae. 252-1316 837-4930
brasiliensis Grumixama, grumixaba, cumbixaba, ibaporiti,
Lamarck Brazilian cherry.
Eugenia Myrtaceae. 660-1609 1836
involucrata DC Cereja-do-rio-grande, cereja-do-mato, cereja
preta.
Euterpe edulis Aricaceae. 245-531 5672-7500
Martius Jugara, Icara.
Myrcianthes Myrtaceae. 245-531 17394613
pungens (O. Guabiju, guabiroba-agu, guabiju-agu, guabiju-
Berg) D. Legrand  guagu, guabira-guagu, guavira-guagu
Myrciaria Myrtaceae. 278-930 1443-3160
cauliflora (Mart.)  Jabuticaba, jabuticaba-paulista, jabuticaba-agu,
0. Berg jabuticaba-hibrida
Myrciaria Myrtaceae. 783 6000
Jjaboticaba (Vell.)  Jabuticaba, jabuticaba-paulista, jabuticaba-agu,
O. Berg jabuticaba-hibrida Jabuticaba, jabuticaba-

sabara, jabuticaba-murta, jabuticaba-rajada

amg acido galico equivalente / 100g peso seco
b mg cianidina-3-glucosideo equivalente / 100g peso seco
FONTE: Schulz et al. (2020).

2.3.4 Atividade antioxidante

O processo natural de transferéncia de elétron que ocorre continuamente nas
células resulta na producdo de radicais livres, que, estando em desequilibrio
promovem o dano oxidativo (ALVES et al.,, 2010). Tal evento esta presente no
mecanismo fisiopatoloégico de diferentes doengas crénicas, como as cardiovasculares
e a obesidade. Neste sentido, em razdo da habilidade antioxidante inerente a
fitoquimicos, estudos demonstram que partes ediveis e residuos de frutos parecem
promissores (ARNOSO et al., 2022; CARVALHO; CONTE-JUNIOR, 2021).

Ensaios in vitro sdo amplamente empregados no ambito cientifico por
predizerem a capacidade antioxidante de uma substancia organica, sendo ferramenta
util na area de alimentos. Entretanto, apesar da existéncia de diferentes métodos,
ensaios experimentais devem ser complementados com métodos de avaliagao in vivo,
dada a influéncia de fatores extrinsecos aos componentes quimicos comumente
avaliados (ALVES et al., 2010).
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Os métodos para investigagdo da atividade antioxidante sdo baseados em
diferentes mecanismos. A citar a capacidade da amostra em transferir um elétron para
um composto quimico e assim reduzir (inativar) o oxidante. Este comportamento pode
ser avaliado pelo método FRAP, onde mede-se a capacidade de redugdo dos ions
férricos (Fe®*). Outro mecanismo refere-se a habilidade da amostra em sequestrar
radicais livres, a qual pode ser avaliada pelos ensaios de ABTS e DPPH. A escolha
bem como a combinagao de diferentes ensaios é uma etapa metodolégica importante
para fidedignidade dos resultados experimentais (GULCIN, 2020).

No estudo de Zola et al. (2019), a concentracdo do extrato da polpa de
grumixama capaz de inibir 50% da absorbancia (IC50) do DPPH foi de 26,03g/L (peso
seco). Ja o IC50 do FRAP foi de 42,11umol/g e do ABTS 11,60 pmol/g, ambos em
peso fresco. Haminiuk e colaboradores (2011), observaram um IC50 do DPPH no
valor de 94,74ug/mL ao avaliarem o extrato etandlico (polpa e casca) da grumixama,
evidenciando uma atividade antioxidante maior que a jabuticaba (47.04 ug/mL) e a
uvaia (45,49 yg/mL), similar ao cambuci (94,71 ug/mL) e inferior ao da guabiroba e da
feijoa (121,24 ug/mL e 108,58 pg/mL) (HAMINIUK et al., 2011).

A técnica de extracdo empregada pode contribuir para as diferencas na
capacidade antioxidante observadas nos estudos. Dentre estas, a extragdo de fase
sélida é uma técnica que contempla a remocgdo de compostos nao fendlicos,
hidrossoluveis (agucares e acidos organicos), os quais mascaram a atividade redutora
de compostos de interesse (ZOLA et al., 2019).

O estadio de maturacdo do fruto também parece interferir no potencial
antioxidante. Ao estudar o processo de amadurecimento da cereja-do-rio-grande,
evidenciou-se que, apesar da colheita ser estabelecida quando o fruto atinge a cor
violacea na sua totalidade, a capacidade antioxidante €& maior nos estadios
precedentes (ANTONIA, 2020). Contrariamente, com o amadurecimento da
grumixama, a atividade antioxidante aumentou progressivamente. Os frutos no ponto
6timo para consumo (casca na cor violeta escuro) sdo os que apresentaram maior
potencial antioxidante (NEHRING, 2016).
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2.3.5 Bioacessibilidade dos compostos bioativos e atividade antioxidante apos

digestédo simulada

Para que os compostos presentes nos alimentos atuem em beneficio da saude
humana € necessario que estes estejam disponiveis em sitios ou receptores
especificos (NERI-NUMA, 2013). A biodisponibilidade é o termo que reflete a
capacidade de um componente dietético de ser utilizado pelo organismo. Apds a
absorcao, o componente é distribuido para os tecidos em condicbes fisiolégicas
normais e exerce sua atividade biolégica. (JOHANNINSGMEIER; HARRIS, 2011).

Entretanto, antes de se tornarem biodisponiveis, os compostos bioativos e
nutrientes devem ser liberados no intestino a partir da matriz alimentar e estarem
acessiveis para absor¢cdo apos o processo de digestdo, condicdo chamada de
bioacessibilidade. Desta forma, para inferir que um composto & benéfico para a saude
€ importante entender como a digestao afeta sua estabilidade e absor¢dao (THAKUR
et al., 2020; CARBONELL-CAPELLA et al., 2014).

Fatores inerentes ao alimento podem contribuir ou dificultar o processo de
absorgao. Dentre eles podemos citar a estrutura bioquimica do bioativo, a conjugagéao
(lipidica ou glicosidica), o peso molecular, a interagdo com outros componentes
efetores da absorgao e a natureza do alimento (sélido, liquido, animal, vegetal). Ainda,
diferentes tratamentos industriais utilizados para preservar as qualidades sensoriais
dos alimentos também impactam de maneira negativa ou positiva, a exemplo o
processamento térmico, a liofilizagado e o congelamento (REIN et al., 2013; PORRINI;
RISO, 2008).

A partir do consumo, a interagcdo do alimento com o hospedeiro deve ser
compreendida, a qual também responde de acordo com condicdes fisioldgicas ou
patologicas, estado nutricional e genética do individuo. No que se refere ao consumo,
a quantidade do composto, duracao e frequéncia séo pontos levantados em estudos
populacionais que podem nortear a indicacdo de certos alimentos para fins
terapéuticos. No entanto, pouco se sabe sobre o efeito dessas variaveis na
biodisponibilidade de compostos bioativos (PORRINI; RISO, 2008).

Apesar de ndao mimetizar completamente o processo humano de digestéo,
ensaios de digestibilidade in vitro vém sendo utilizados como ferramenta para uma
melhor compreensao acerca do comportamento de diferentes compostos frente as

etapas da digestdo. Dentre as vantagens do método, ressalta-se menor tempo e



32

trabalho despendido para o ensaio, baixo custo e isencdo de restricbes éticas
inerentes a estudos in vivo (MINEKUS et al., 2014).

Com base nestes ensaios, estudos vém elucidando o trajeto de frutos nativos,
seus subprodutos e compostos bioativos no percurso da digestdo. No estudo de Inada
et al. (2020), as fracbes de casca e semente da jaboticaba foram combinadas,
liofilizadas e caracterizadas, perfazendo um subproduto fonte de compostos fendlicos
e antocianidicos. Entretanto, apds a fase gastrica simulada (com redugao do pH,
aumento da temperatura, agitacao e adi¢ao de pepsina), apenas 47% da composi¢cao
total de fendlicos permaneceram acessiveis (INADA et al., 2020).

Por outro lado, ao estudar sementes de 11 frutos do mercado local da China,
Chen et al. (2016) observaram que sementes de frutos, consideradas residuos, podem
ser fontes de bioativos acessiveis para absorgao e utilizagao tecidual.

Ao avaliar o impacto da digestdo em frutos miniprocessados (congelados na
forma de puré), Stafussa et al. (2021) verificou que a alcalinidade do pH intestinal é
um fator que contribui para a degradagao de fendlicos, visto que altera a configuragao
quimica, levando a formagao de novos compostos. Porém, em alimentos do grupo de
cereais, enzimas digestivas hidrolisam agucares complexos e proteinas da matriz
alimentar, liberando compostos bioativos e tornando a atividade antioxidante mais
efetiva apds a fase intestinal da digestao (KOEHNLEIN et al., 2016).

Dentre os frutos nativos, a bioacessibilidade dos TPC na semente da Eugenia
pyriformis (uvaia) apresentou redugcédo de 50% na fase intestinal enquanto a polpa
apresentou 41% de degradagédo. Em contrapartida, o teor de flavonoides totais da
polpa aumentou apos a fase intestinal (FARIAS et al., 2021). Uma tendéncia oposta
foi observada apos digestibilidade in vitro da A Eugenia spititata (araga-boi), sobretudo
com relagédo ao TPC, que teve um aumento de 123% apos a fase gastrica. Quanto ao
teor de flavonoides totais, observou-se que 93% estavam disponiveis para absorgéo
na fase intestinal (ARAUJO et al., 2021b).

Como resultado da instabilidade estrutural das antocianinas, seu conteudo é
modificado pelas diferentes etapas da digestdo, influenciando na sua
bioacessibilidade. A jabuticaba apresentou redugdo de antocianinas ja na fase
gastrica, o que pode ser explicado pela fase oral antecedente, na qual o protocolo de
digestao in vitro é iniciado. Apesar de rapida (2 minutos) a fase oral é caracterizada

por fluidos de pH neutro (7) e aumento da temperatura (37°C), fatores que podem
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contribuir para a degradagdo dos compostos antocianidicos (INADA et al., 2020,
DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2019).

Até a presente data ndo existem estudos acerca da digestibilidade simulada do
fruto grumixama. Entretanto, Teixeira et al. (2019) identificaram mudangas nos
metabdlitos exdgenos presentes na urina de individuos que consumiram uma dose
unica do suco de grumixama, o que indica que compostos do suco foram
metabolizados. Complementarmente, 3 antocianidinas foram identificadas na urina,
além das urolitinas A, B, C e D. Ja no plasma verificou-se a presenca de acidos
fendlicos modificados, resultantes da degradacao de antocianidinas (TEIXEIRA et al.,
2015).

As urolitinas sdo metabdlitos produzidos a partir da degradagao colénica de
elagitaninas (TEIXEIRA et al., 2015), reforgcando o papel das bactérias do célon na
metabolizacdo de compostos considerados nao bioacessiveis, 0s quais sao
transportados para a porcao distal do intestino (CROZIER; DEL RIO; CLIFFORT,
2010).

A compreensao detalhada do fruto grumixama frente aos diferentes ambientes
do processo digestorio, mesmo que simulado experimentalmente, € crucial para
embasar futuros estudos acerca da recomendacgao nutricional deste como fonte de

compostos promotores em saude.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este estudo experimental teve como objeto de pesquisa o fruto grumixama (ou
grumixama preta) coletado na regiao metropolitana de Curitiba (Parana, Brasil), cujo
nome cientifico € Eugenia brasiliensis Lam. As farinhas das fragdes do fruto foram
elaboradas a partir da técnica de liofilizacdo para as analises fisico-quimicas

individuais. As etapas metodoldgicas estao descritas nos topicos subsequentes.

3.1 COLHEITA DO FRUTO

Os frutos foram coletados na safra de 2020, que compreendeu o periodo de
dezembro de 2020 a janeiro de 2021. O local de coleta foi uma propriedade rural
localizada na cidade de Sao José dos Pinhais, estado do Parana, Brasil (coordenadas
geograficas: 25°44¢272?S, 49°08¢342W), na Floresta Ombrofila Mista Montana
(FIGURA 6). A exsicata foi registrada e depositada no Museu Boténico Municipal de
Curitiba sob numero 77501. A pesquisa foi realizada sob autorizacdo de acesso ao
patrimdnio genético com o numero de cadastro AE85BBE junto ao SisGen, regido
pelos regulamentos da Lei n® 13.123 de 2015 (BRASIL, 2015).

FIGURA 6 — LOCALIZACAO GEOGRAFICA DA Eugenia brasiliensis Lam. UTILIZADA
PARA O ESTUDO E SUA EXSICATA

LOCALIZACAO MAPA DO ESTADO
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Esxicata
Eugenia brasiliensis Lam.

FONTE: Adaptado de http://www.guiageo-parana.com/regiao-metropolitana.htm e
https://mapasblog.blogspot.com/2011/10/mapas-do-parana.html (2022).
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A colheita dos frutos foi diaria durante um periodo de 20 dias, nos horarios de
temperatura mais amena (final da tarde ou inicio da manhd). Foi realizada
manualmente, com auxilio de um coletor adaptado ao tamanho do fruto, a partir de
um unico acesso (arvore). A escolha dos frutos se deu por inspegéao visual da fase de
maturagdo. Os frutos fora do estadio de amadurecimento definido ou com manchas,
deformidades e casca demasiadamente mole foram excluidos no local da coleta. O
transporte foi realizado em caixa isotérmica com gelo até o laboratério de Pds-
Graduagao do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal do Parana (UFPR).
O diagrama com as etapas metodolégicas a partir da colheita pode ser visualizado na
Figura 7.

FIGURA 7 — DIAGRAMA DESCRITIVO DOS MATERIAIS E METODOS
Coleta do Fruto
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FONTE: A autora (2020).
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Apoés a colheita, os frutos foram higienizados e sanitizados por imersédo em
solugédo de Cloro (200mg/L) durante 15 minutos (GIBBERT, 2017). Em seguida, por
meio da inspegao visual, foram divididos de acordo com o estadio de maturagao: frutos
maduros (casca 100% violacea); frutos semimaduros (frutos com casca vermelha
escura) (FIGURA 8).

FIGURA 8 — ESTADIOS DE MATURAGAO E FRAGOES DO FRUTO GRUMIXAMA
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FONTE: A autora (2020).

3.2 ANALISE FiSICO-QUIMICA DAS FRAGCOES FRESCAS

O peso e didametro foram aferidos nos frutos maduros, em amostragem de 50
frutos. Para o didametro longitudinal e transversal do fruto inteiro e das sementes
utilizou-se paquimetro digital da marca INSIZE, com precisao de 0.01mm. O peso do
fruto inteiro, das sementes e da polpa e casca, foi aferido com balanga digital da marca
Marte Slim, modelo ML 6K. As analises foram realizadas em triplicata. Em seguida a
amostra foi separada nos grupos polpa e casca madura (PM), polpa e casca
semimadura (PS), semente madura (SM) e semente semimadura (SS),
acondicionadas em embalagens plasticas envoltas com papel aluminio para bloqueio
de luz e congeladas a -18°C até analises.

O teor de solidos soluveis totais foi determinado por meio de leitura direta de

gotas do suco das sementes e polpa (filtrados em papel filtro Vetec, Rio de Janeiro),
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através de refratdmetro digital (AlQ, RTD-95, Sdo Paulo, SP). As fragées foram
trituradas, diluidas em &agua destilada e homogeneizadas para possibilitar o
gotejamento e afericdo. Os resultados foram expressos em °Brix a 20°C. O pH foi
determinado pelo método eletrométrico conforme descrito pelo Instituto Adolfo Lutz
(2008), utilizando medidor digital (Analyser, pH300, Sdo Paulo, SP), calibrado com
solugdes-tampdes de pH 7 e 4. A acidez total titulavel (ATT), expressa em % de acido
citrico por 100g de fruto fresco, foi quantificada pelo processo de titulagéo utilizando
hidroxido de sédio 0,1N e leitura em pHmetro digital (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
2008).

A determinagdo de umidade foi realizada por secagem em estufa (Quimis,
Diadema, SP) a 105°C = 3°C até peso constante. O teor de residuo mineral fixo
(cinzas) foi obtido pelo método gravimétrico (AOAC, 2005). Foram utilizados 3g da
amostra seca (semente) e 5g da amostra umida (polpa e pele). Realizou-se a
calcinacdo em mufla a 550°C por 8 horas para posterior quantificagéo. O resultado foi
expresso em % de cinzas (AOAC, 2005).

As analises subsequentes foram conduzidas nas fragdes liofilizadas do fruto.
Para a liofilizagao, as fragdes foram congeladas a -20°C e, posteriormente submetidas
a criosecagem em liofilizador a vacuo (Liobras, L101, Sao Carlos SP), sob
temperatura de -40 a -50 °C, vacuo em 90KPa, por periodo de 5 dias. Apds o
procedimento as fragdes foram trituradas em liquidificador de poténcia 500W e
armazenadas em frascos fechados e protegidos da luz com folha de aluminio a -20°C.

3.3 DETERMINACAO DOS MACRONUTRIENTES

As proteinas foram quantificadas por meio do método Kjeldahl, onde 0,5g da
amostra foi misturado com 10mL de acido sulfarico (H2SO4) e submetido a digestao
acida em bloco digestor (Velp Scientifica DK20) por 2 a 3 horas. Apés periodo de
resfriamento, a etapa de destilagdo foi realizada em destilador semiautomatico,
seguida da titulagdo com acido sulfurico 0,02N. O fator padrao utilizado para calculo
foi o de 5,75 (AOAC, 2005).

A determinacgao dos lipideos totais foi realizada no aparelho Soxhlet a partir da
extragao por fluxo intermitente utilizando éter etilico como solvente. O teor de fibra
alimentar total foi separado e quantificado por método enzimatico-gravimétrico,
conforme método 985.29 da AOAC (2005). Os carboidratos foram obtidos por
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diferenca: 100 — (% umidade + % proteinas + % extrato etéreo + % residuo mineral
fixo + % fibra alimentar) conforme AOAC (2005).

Para os acucares redutores seguiu-se a metodologia de Smogy-Nelson
(NELSON, 1960), onde 0,5g das amostras em p6 foram primeiramente diluidas em
agua destilada e submetidas a digestdo com 5ml de HCI 2,5N sob aquecimento a
100°C por 1 hora. A curva foi calculada com base em 5 concentragbes de padrao de
glicose (10 a 50ug/mL), com a equagéo de reta de y=94,235x + 0,1376 (R? = 0,9997).
As leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro em 535nm e os resultados

expressos por 100g da amostra.

3.4 COLORIMETRIA

Para avaliar a tonalidade da cor das fragdes liofilizadas da grumixama, foi
utilizado o espectrofotobmetro (Hunter Lab Mini Scan XE Plus, Reston, VA, USA)
equipado com D65/10°. A calibracao foi feita utilizando discos pretos e brancos
(X=78.9, Y=83.9, Z=88.9). Foi utilizado o sistema CIELAB (L*, a*, b*) para descrever
os resultados. O valor de L* representa luminosidade e reflectancia, variando de O
(branco) até o 100 (preto). O valor a* mede a tonalidade entre verde e vermelho e o
b* entre azul e amarelo (HUNTERLAB, 1998).

3.5 QUANTIFICAGAO DE MINERAIS

As analises foram realizadas em espectrofotometro de emissédo Optica com
plasma acoplado indutivamente (ICP OES) marca Thermo Scientific, modelo iCAP
6500 com vista axial. Para o transporte das solugdes foi utilizado capilares de 0,64mm
(Meinhard Galss Products, USA). Os parametros instrumentais sdo apresentados na
TABELA 2.

A metodologia de preparo da amostra seguiu o preconizado por Llorent-
Martinez, Spinola e Castilho (2017), com adaptacdes. Previamente, 70mg da amostra
foram adicionadas em um béquer de 50mL com 6mL de acido nitrico, submetida ao
aquecimento a 70°C e ultrasonificada por 15 minutos. Por conseguinte foi adicionado
1mL de agua oxigenada (35%) repetindo o procedimento de aquecimento e
homogeneizagdo. Apos aquecimento de 20 minutos e resfriamento, a solugéo foi

transferida para o baldo volumétrico (25mL) e o volume completado com &agua
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deionizada. Por fim, a solucéo foi filtrada em seringa (0,45um) e encaminhada para a

analise instrumental.

TABELA 2 - PARAMETROS INSTRUMENTAIS ICP OES

Radiofrequéncia 40 MHz
Poténcia de radiofrequéncia (RF) 1,15 kKW
Vazao do gas do plasma 12,0 L min
Vazao do gas auxiliar 0,5L min
Vazao do gas de arraste 0,7 L min
Tempo de estabilizagéo 20s
Replicatas 3

Tocha Quartzo, vista axial

FONTE: A autora (2021).

As curvas analiticas foram construidas a partir de solucdo padrao
multielementar de 1000mg/L contendo Ba (bario), Ca (calcio), K (potassio), Mg
(magnésio), Mn (manganés) e Se (selénio) e solugdes padrao monoelementares de
1000 mg/L contendo S (enxofre) e P (fésforo), marca AccuStard (New Haven, USA).
A faixa de concentrag&o da curva analitica foi entre 1 a 6000 mg/L em HNO3 4% (v/v).
Todas as curvas analiticas apresentaram coeficiente de correlagao acima de 0,99. O
limite de quantificacdo (LOQ) para os elementos analisados foi calculado segundo
preconizado pela ANVISA, sendo o LOQ 10 vezes o desvio padrdo das medidas do
branco analitico (n = 7), dividido pelo valor da inclinagédo da reta (coeficiente angular)
para cada elemento. Para Mn o LOQ foi de 1,0ug/L, para K, Mg, P foi de 10ug/L e
para Cae S 100ug/L.

3.6 TOXICIDADE FRENTE ARTEMIA SALINA LEACH

A analise de toxicidade perante Artemia salina seguiu a metodologia de Meyer

(1982), com algumas modificagdes. Para preparo da agua de mar artificial, foram

diluidos 14,31g de sal marinho em 400mL de agua deionizada em pH na faixa de 8-

10. Os ovos foram colocados para eclodir (200mg de cistos) na agua salina, sob
exposicao a luz de 20W e aeracao continua por um periodo de 48h.

A solucéo estoque foi preparada com 100mg das amostras diluidas em DMSO

e agua salina nas concentragdes de 1000, 100 e 10 ug/mL. No total, 10 nauplios foram

adicionados nos frascos de penicilina com 5mL de cada concentracdo. O controle

positivo foi realizado com sulfato de quinidina e o negativo com DMSO (1%), ambos



40

em agua salina e nas mesmas concentragdes das amostras. Os frascos com os
nauplios foram mantidos em temperatura ambiente por 24 horas. Posteriormente, foi
realizada a contagem de nauplios vivos e mortos com auxilio de lupa e iluminagao
incandescente. Para estimar a concentracao de letalidade que leva a 50% de morte
(CL50), foi considerado o ajuste do modelo de Regresséo Logistica. Com base neste
modelo, além da estimativa CL50, foram estimados os limites de um intervalo de 95%

de confianga.

3.7 DIGESTIBILIDADE IN VITRO

Para investigar a agdo do processo digestivo na atividade antioxidante e nos
compostos fendlicos do fruto, foi realizada a digestado simulada in vitro de acordo com
0 modelo padronizado por Minekus et al. (2014), com adaptacdes de Silva et al.
(2021). A metodologia contempla a fase salivar, gastrica e intestinal, conforme
ilustrado na FIGURA 10, com constituintes quimicos e condicdes viaveis para a pratica
experimental simulando a digestdo fisioldgica humana. Primeiramente, uma solu¢ao
estoque foi preparada com os constituintes a fim de ajustar a concentragdo dos
reagentes quimicos, seguido de diluicdo em agua destilada para constituir os fluidos
de cada fase da digestao (oral, gastrica e intestinal).

Para a fase oral foi pesado 0,59 da amostra em tubo Falcon de 15ml e
adicionou-se 2,5ml do fluido salivar. A solugdo foi homogeneizada no vortex até
obtencdo da textura pastosa. Em seguida, foi adicionado ao tubo 2,1mL do fluido
salivar e 0,3mL da enzima alfa-amilase (Sigma) pré-aquecidos a 37°C. Apds serem
homogeneizados no vortex o pH foi aferido e ajustado com HCI ou NaOH até
neutralidade (pH 7). Os tubos entdo foram posicionados no banho-maria em

temperatura de 37°C sob agitagcédo por 2 minutos.



FIGURA 9 - METODOLOGIA DESCRITIVA DA DIGESTIBILIDADE IN VITRO

Para a fase gastrica, o fluido gastrico foi adicionado junto de pepsina e HCl e o
pH da solucado foi ajustado em 3. Os tubos foram retornados no banho maria, em
temperatura de 37°C por mais 2 horas. Nos tubos de fase intestinal foram adicionados
a pancreatina (3mL), bile (1,5mL), CaClz (0,24mL) e NaOH (0,09mL). O pH foi
neutralizado em 7 e os tubos retornado para o banho-maria por mais 2 horas a 37°C.

Ao término, a atividade enzimatica foi cessada com banho de gelo, seguido do

FASE ORAL - 2 minutes, 37°C

0,5g da amostra
+

2,1mL solugdo estoque salivar (S5F) - pH 7.0

+
0,3mL solugdo a-amilase salivar, 1500U/mL (Aspergillus Niger, 1243U/mL Sigma®)

+

0,015mL de 0,3M CaCl,

+

0,585mL de dgua

FASE GASTRICA - 2 horas, 37°C

Bolus
+

4,5 mL solugio estoque de fase gastrica (SGF) - pH 3.0
+

0,960 mL de pepsina suina, 25000 U/mL Sigma®
+

0,003mL de 0,3M CaCl,

+

0,120mL de 1M HCL

+
0,417 mL de dgua

FASE INTESTINAL- 2 horas, 37°C

Quimo
> +

6,6 mL de solucio estoque de fase intestinal (SIF) - pH 7.0

+

3ml de pancreatina 800 U/mL (de pancreas suino) Sigma®

+
1,5mL de bile fresca (160mM)
+

0,024mL de 0,3M Cacl,

+

0,090mL de 1M NaOH

+

0,786 mL de dgua

FONTE: TONAN (2022), elaborado pela autora (2022).

congelamento a -20C para posterior liofilizagao.

3.8 CALCULO DA BIOACESSIBILIDADE

O ensaio de digestibilidade in vitro permitiu avaliar a bioacessibilidade dos
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fendlicos totais, flavonoides totais e dos ensaios de atividade antioxidante nos extratos

gastrico e intestinal. Para o calculo foi aplicada a seguinte férmula (ANDRADE et al.,

2022):
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Teor do composto no extrato cru

% de Bioacessibilidade = ( ) X100

Teor do composto no extrato digerido

3.9 ELABORACAO DOS EXTRATOS

Os extratos foram preparados conforme Garcia-Cruz et al. (2017), com
modificagdes. Em tubo Falcon, 0,5g das amostras digeridas e cruas foram adicionadas
de 5mL de metanol 80% acidificado com 0,01% HCI. A solugéo foi homogeneizada
em vortex até completa diluicdo da amostra. Posteriormente os tubos foram
submetidos ao banho ultrassénico em temperatura ambiente (20°C £5) por 10 minutos
e foram centrifugados por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e a fase sélida foi
submetida a uma segunda extracdo similar. Ao final, os sobrenadantes foram

combinados e armazenados a -20 ‘C + 2 °C, até as analises.

3.10 QUANTIFICAGAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS, FLAVONOIDES
E ANTOCIANINAS

A determinacao dos compostos fendlicos totais (TPC) foi baseada no método
espectrofotométrico com reagente Folin-Ciocalteau. Em microplacas, foram
adicionados 10uL da amostra e 15uL do reagente Folin-Ciocauteau e 240uL de agua
destilada. As microplacas foram incubadas por 3 minutos, com posterior adicao de
15uL de solugdo Na2C03 20% (SINGLETON; ROSSI, 1965). Apés 30 minutos de
repouso ao abrigo de luz a absorbancia foi medida em 720nm. Os resultados foram
expressos em acido galico equivalente.

O teor de flavonoides totais (TFC) foi quantificado por meio da metodologia
descrita por Zhishen, Mengcheng e Jianming (1999). A primeira etapa foi o preparo
dos reagentes Nitrito de Sédio 5% (NaCOz2), cloreto de aluminio 10% (AICl3) e
hidréxido de sodio 1ml/L (NaOH). Para a analise, inicialmente foram adicionados em
microplacas 10uL da amostra e 90uL de NaNO2, a microplaca foi incubada por 5
minutos. Apés, adicionou-se 10uL de AICI3 seguido de nova incubacédo por 50
minutos. Por fim, foram adicionados 90uL de NaOH. Apds 60 minutos de repouso ao
abrigo de luz a absorbéancia foi aferida em 540nm, com resultados expressos em

equivalentes de catequina.
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Para estabelecer o conteudo de antocianinas nas fragdes estudadas, o método
pH diferencial, descrito por Giusti e Wrolstad (2001) para as antocianinas
monomeéricas totais foi utilizado como referéncia. Foram preparados os tampdes pH
1,0 e pH 4,5 de cloreto de potassio 0,025M e acetato de sédio 0,4M respectivamente,
e o fator de diluicido foi determinado com o tampao 1,0 até absorbancia entre 0,2 e 1,4
em 540nm. As amostras foram preparadas em ambos os tampdes e a absorbancia
aferida a 540nm e 690nm. A concentragdo dos pigmentos de antocianinas foi

expressa em equivalentes de cianidina-3-glicosideo.

3.11 CARACTERIZACAO DE COMPOSTOS INDIVIDUAIS (HPLC)

A identificacdo de compostos individuais foi realizada por meio de curvas
calibradas com os padrdes de cada composto, com resultados expressos em mg/100g
peso seco. As equacgdes de regressao linear foram realizadas plotando as areas de
pico contra as quantidades injetadas de compostos padrao. A linearidade foi obtida
pelo coeficiente de determinagdo (R?). Os limites de detecgéo (LOD) e quantificagéo
(LOQ) foram definidos como 3S/a e 10S/a, respectivamente, (onde S é o desvio
padrao da baixa concentracédo de solugdes padrdo e m € a inclinagao do grafico de
calibragao). Os picos cromatograficos foram confirmados comparando seu tempo de
retencdo com os dos padroes de referéncia. As curvas de calibragdo padrao foram
geradas usando seis diluigbes padrdo variando de 1 yg/mL a 350 yg/mL com um

coeficiente de correlacéo de pelo menos 0,9697 (TABELA 3).

TABELA 3 - PARAMETROS DE VALIDAGAO PARA O METODO HPLC

Banda Tempo de Equacao de regressao
Composto UV (nm) retenggo (min) e Iinearg Re LOD(ug)  LOQ(ug)
Acido galico 280 12,363 y = 434057x + 891718 0,9999 0,027 0,086
Catequina 280 20,07 y = 102746x — 1284503 0,9846 0,109 0,365
Acido cafeico 254 21,617 y = 1872428x + 24820769 0,9901 0,006 0,020
Acido fertlico 254 22,895 y=531390x + 2909746 0,9985 0,021 0,071
Miricetina 280 24,135 y = 813216x + 854358 0,9999 0,014 0,046
Quercetina 280 25,449 y =438873x + 6012765 0,9951 0,026 0,085
Acido cinamico 254 2,65 y = 724667x + 26443043 0,9697 0,015 0,049

FONTE: A autora (2022).

A leitura foi realizada em maquina HPLC (Pro Star, Varian®) equipada com um
detector de fotodiodos (PDA) (Pro Star, Varian®) (Millford, MA, EUA). A coluna
analitica foi de 4,6 mm x 15 cm, 5 ym C18 800 (TSKgel ODS-80Tm, TOSOH
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Bioscience, Japao). A fase movel consistia em A (0,1% de acido férmico na agua) e B
(0,1% de acido férmico no metanol). A separagao foi realizada a 25 °C, com fluxo de
0,8 mL/min de caudal, e com 20 yL de volume de inje¢cdo. Os gradientes utilizados
durante os 30 minutos foram da seguinte forma: 0-3,81 min, 9% B; 3,81-4,85 min, 14%
B; 4,85-5,89 min, 15% B; 5,89-8,32 min, 15% B; 8,32-9,71 min, 17% B; 9,71-10,40
min, 19% B; 10,40-12,48 min, 19% B; 12,48-13,17 min, 26% B; 13,17-14,21 min, 28%
B; 14. 21-15,95 min, 35% B; 15,95-16,64 min, 40% B; 16,64-18,37 min, 48% B; 18,37-
22,53 min, 53% B; 22,53-22,88 min, 70% B; 22,88-30 min, 9% B. A deteccao dos
compostos fendlicos foi proferida sob um comprimento de onda de 254 e 280 nm. A
identificacéo foi realizada comparando o tempo de retengado e a correspondéncia

espectral com os padroes de referéncia para os compostos.

3.12 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O potencial antioxidante foi determinado por trés métodos analiticos: poder
antioxidante de reducao do ion férrico (FRAP) e sequestro do radical DPPH e ABTS.
Os extratos utilizados para avalicdo da atividade antioxidante foram diluidos em
metanol com 0,01% de HCL na proporcéo de 1:5 para as amostras de polpa e 1:12
para sementes. No ensaio de DPPH as amostras de polpa crua tiveram que ser
submetidas a uma terceira diluicdo de 1:5. Para todas as analises, foi utilizada a curva
padrao de Trolox expressa em mol/L.

O método DPPH foi baseado no descrito por Blois (1958) e modificado por
Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). Em microplacas adicionou-se 10uL dos
extratos e 190uL da solugcao de radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) diluida em
metanol (PM= 349,32). Ap6s 30 minutos de repouso no escuro, a absorbancia foi
medida em 570nm. O ABTS foi conduzido segundo Re et al. (1999), onde o radical
2,2’ — azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) foi previamente preparado com
5mL da solugao estoque de ABTS (7mM) e 88uL de solugao de persulfato de potassio
(140mM). Apos 16h a solugao estoque foi diluida em agua até obtencéo de cor preta
e absorbéncia em torno de 1,5nm. Em microplacas, 290uL do ABTS foram
adicionados a 10 yL da amostra e a leitura realizada em absorbancia de 690nm.

A atividade antioxidante de redugao do ferro foi realizada conforme Benzie e
Strain (1996). Primeiramente, as solugbes tampao acetato 300nM (pH3,63), acido
cloridrico (PM36,46), Cloreto Férrico (FeCls) e TPTZ 10mM (2,4,6-tripidil-s-tri-azine)
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foram preparadas. A solucdo FRAP consistiu na mistura de 100mL de tampé&o + 10mL
de FeClz+ 10mL de TPTZ com HCL. Em microplacas, 290uL da solugdo FRAP foram
combinados com 10uL da amostra e apds 30 minutos de abrigo da luz a absorbancia

foi medida em 570nm.

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Todas as variaveis foram avaliadas por meio dos programas Statistica 8.0
(StatSoft Inc., USA), Action (2014) e SASM-Agri 8.2. Primeiramente a normalidade
dos dados foi verificada pelo teste Shapiro-Wilk, e a homogeneidade pelo teste de
Levene. A significancia das diferengas foi calculada pelo ANOVA para os resultados
normais e homogéneos. Para as variaveis nao paramétricas (p<0,05), o teste de
Kruskal-Wallis foi utilizado. O teste de Duncan foi aplicado para avaliar a significancia
entre as variaveis (p<0,05). O teste-t pareado foi utilizado para confirmar as diferencas
entre os estadios de maturacéao e as fragcdes. A correlagao entre os dados foi avaliada

pelo teste de correlagdo de Pearson.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERISTICA FiSICA DO FRUTO MADURO

O peso médio da fruta madura foi de 5,10g, com comprimento minimo de
12,17mm a 22,77mm. A fragao P correspondeu a 72,94% do fruto, estando préxima
do rendimento de 68% em frutos E. brasiliensis colhidos no Sudeste do Brasil (ZOLA
et al., 2019). Valor préximo a acerola (75%) e a jaboticaba (69% para polpa + casca),
mostrando uma viabilidade comercial da grumixama para processamento na forma de
polpa congelada ou geleia (BROCHADO, 2018; de JESUS et al., 2004).

Com relacdo a semente, os frutos apresentaram de 1 a 3 sementes, que
corresponderam a 22,80% de toda a massa do fruto fresco. Embora a polpa
corresponda a maior massa do fruto, cada 1kg de polpa resultaria em
aproximadamente 300g de semente. Considerando que o rendimento da semente
apos liofilizagao foi de 47%, cada 300g de semente fresca produziria 141g de farinha.
Esse residuo poderia ser utilizado em diferentes setores da industria alimenticia e
farmacéutica, como no desenvolvimento de suplementos alimentares, fortificagao de
produtos alimenticios e na cosmetologia (ARAUJO et al., 2021c, CARVALHO et al.,
2019).

4.2 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DAS FRACOES MADURA E
SEMIMADURA

Os resultados referentes a umidade na fragdo P foram de 89%
independentemente do estadio de maturagdo, sendo 68% maior que a fragédo S
(FIGURA 4). Variacdes climaticas e condicbes ambientais de umidade e temperatura
podem influenciar o conteudo de agua presente em frutos, o que explica as diferengas
evidenciadas em grumixamas colhidas no Rio de Janeiro (83,7%), em Santa Catarina
(86 a 88%) e Minas Gerais (95,29%) (ZOLA et al., 2019; NASCIMENTO et al., 2017,
NEHRING et al., 2022).

O amadurecimento n&o impactou nos valores de pH, acidez titulavel (AT),
umidade, proteina e lipideos da fragdo P. O pH da fragcéao P foi de 3,44 a 3,57, similar
a frutos acidos como o morango (3,3 a 3,6) e a acerola (de 2,39 a 4,00) ambos em
estadio maduro (FRANCOSO et al., 2008; BRUNINI et al., 2004). Acidos organicos
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sao convertidos em agucares durante o amadurecimento de frutos, havendo por
conseguinte uma redugdo na AT e aumento no conteudo de solidos soluveis totais
(SST). A grumixama apresentou AT estavel entre os estadios semimaduro e maduro,
diferente do esperado para a andlise. Ja o teor de SST foi maior no fruto maduro
estando de acordo com o descrito para frutos de outras variedades (CHITARRA, M;
CHITARRA. A, 2005).

O teor de cinzas foi maior na semente do fruto maduro (0,899/100g), sugerindo
que essa fracdo contém maior quantidade de minerais quando comparada com a
fracao P (MENEZES FILHO et al., 2019). Ja o conteudo de cinzas encontrado na P foi
de 0,31 a 0,33g/100g, resultado proximo ao descrito na literatura (de 0,36 a
0,60g/100g peso fresco) (XU et al., 2020).

TABELA 4 — CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS FRAGCOES DA GRUMIXAMA EM
DIFERENTES ESTADIOS DE MATURAGAO (EM 100G)

Parametros PM PS SM SS
Umidade (pf) 89,16 £ 0.012 89,48 +£0.012 53.19+0.01* 53.22 + 0.01°
pH 3.442 3.572 - -
Solidos Soluveis Total (BRIX) (%) 7.402 6.10° - -
Acidez titulavel 12,682 11,272 - -
Cinzas (pf) 0,31 + 0,02¢ 0,33 + 0,03¢ 0,89+ 0,012 0,75+ 0,03°
Proteina (ps) 3,39+ 0,16 3,47 £ 0,032 2,95+ 0,17 2,79 +£0,10°
Lipideos (ps) 1,49 + 0,212 1,62 £ 0,072 0,37 £ 0,51¢ 0,97 + 1,05
Acucares redutores (ps) 10,47 +0,23° 7,63+0,21¢ 17,39+0,112 17,03 + 0,33
Fibras soluveis (ps) 4,72 + 0,012 4,17 £0,01° 1,66 +0,01¢ 1,15+ 0,01¢
Fibras insoluveis (ps) 18,29 +0,02¢ 23,49+0,01b 48,27 +0,012 48,41 +0,012
Carboidratos (ps) 70,90 +0,372 66,0+0,16° 43,99+0,37¢ 40,47 +1,04¢
Calorias Totais (ps) 310,59 292,50 203,05 226

NOTA: PM: polpa/casca madura; PS: polpa/casca semimadura; SM: semente madura; SS: semente
semimadura. Resultados expressos como média £ Desvio Padrao (DP) das amostras analisadas em
triplicata. Diferentes letras sobrescritas entre linhas mostram diferencgas significativas entre as amostras
de acordo com teste de Duncan (p < 0.05).
LEGENDA: pf: peso fresco; ps: peso seco

A fracdo P liofilizada apresentou maior conteudo de proteinas (3,39 a
3,479g/100g peso seco), similar ao 3,96% peso seco encontrado por ZOLA et al. (2019)
para a fracdo e valor inferior a outros frutos nativos brasileiros, tais como uvaia
(Eugenia pyriformis) com 15,82% (FARIAS et al., 2021) e guabiroba (Campomanesia
xanthocarpa) com 5,53% (RAPHAELLI et al., 2021).

O conteudo de lipideos por peso seco da fragcado P (1,49% a 1,62%) foi maior
que o valor de 0,72% descrito por XU et al. (2020) para a polpa da grumixama. A
amostra SS foi 3 vezes maior em lipideos (0,97%) quando comparado com a SM

(0,37%). O conteudo de lipideo da SM corrobora com o encontrado previamente para



48

a semente de jaboticaba (0,4%) e foi inferior a semente da pitanga (0,5 a 0,7%)
(INADA et al., 2020; BAGETTI et al., 2009). Durante o processo de maturacgado, a
enzima acido graxo sintase é inativada, fazendo com que o conteudo lipidico se
estabilize ou diminui (MSAADA et al., 2009). Tal mecanismo pode ter contribuido para
a variancia no valor de lipideo da fragao S entre os estadios de maturagao. Além disso,
tanto o conteudo como o perfil lipidico sao influenciados por fatores extrinsecos como
clima e composigao do solo (KASEKE; OPARA; FAWOLE, 2020).

A fracdo SM apresentou maior teor de agucares redutores em comparagao com
a SS e fracbes PM e PS (TABELA 4). Esse resultado corrobora com o encontrado
para sementes de uvaia (Farias et al., 2021). As sementes tendem a armazenar
energia na forma de agucar no endosperma que servira como substrato para a futura
germinacao (HUANG et al., 2021).

O amadurecimento de frutos acarreta mudangas enzimaticas que interferem no
metabolismo dos acgucares. Dentre essas, a hidrolise da sacarose resulta na formacgao
dos agucares frutose e glicose, os quais se tornam majoritarios e contribuem para a
maior dogura de frutos no ponto 6timo para consumo (BORGES, 2021; LI et al., 2020;
TEIXEIRA; HASSIMOTTO; LAJOLO, 2018). O conteudo de acgucares redutores no
fruto maduro aumentou 37% na fragéo P. Nehring et al. (2022) encontrou um aumento
similar (34%) nos agucares glicose e frutose durante o amadurecimento de
grumixamas e evidenciou que o local de cultivo impacta significativamente a
quantidade de agucares redutores do fruto.

O consumo das fragoes liofilizadas da grumixama (farinha) pode contribuir para
o aumento do consumo de fibras dietéticas, o qual esta associado com a saude
intestinal e a reducédo de doencas metabdlicas como diabetes e obesidade (IONITA—
MINDRICAN et al., 2022; MACHADO et al., 2022). A porcentagem de fibras totais da
grumixama (23 a 50%) foi superior a farinha de banana verde (6,15,5%), a farinha de
aveia (2,55%) e a farinha da casca da jabuticaba (11,82%) (SILVA; BARBOSA
JUNIOR; BARBOSA, 2015; SUZAUDDULA et al., 2021; FERREIA et al., 2020).

Com base na recomendacgao de 25g de fibras diarias, o consumo de 1 colher
de sopa da SM ou SS corresponde a aproximadamente 16% do valor preconizado. Ao
passo que a mesma medida caseira de farinha de PM ou PS contribui com
aproximadamente 1% (INSTITUTE OF MEDICINE, 2006).

Ao estratificar o tipo de fibra, quase a totalidade das fibras contidas nas
sementes sdo insoluveis (98%), enquanto a fragdo P apresenta de 15 a 20% de fibras
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soluveis (Tabela 4). E importante estar atento & forma com que o fruto é consumido,
ja que a fibra é encontrada na parte externa da fragdo comestivel (casca), enquanto o
mesocarpo (polpa) € composto principalmente por agucares simples (frutose, glicose
e sacarose) (INADA et al., 2015).

A Figura 10 ilustra as fracgdes liofilizadas da grumixama submetidas a analise
de colorimetria. Observa-se na Tabela 5 que a fracdo P no estadio maduro apresenta
tendéncia de cor para preto e vermelho, com menor luminosidade (L), confirmando
que os frutos visualmente selecionados como maduros encontravam-se no ponto

otimo de maturacgao.

FIGURA 10 — FRACOES LIOFILIZADAS DA GRUMIXAMA ANALISADAS NA COLORIMETRIA
Fruto maduro Fruto semimaduro

FONTE: A autora (2021).

A farinha da fragdo PM apresentou maior a* (tonalidade vermelha) quando
comparada com a PS, indicativo de que a cor conferida pela antocianina se manteve
apos o processo de liofilizagdo. A farinha da jaboticaba, subproduto similar a farinha
da grumixama, atua como corante natural em formulagdes de iogurtes conferindo a
tonalidade vermelha arroxeada caracteristica do fruto. Coloracao que obteve melhor
resultado na anadlise sensorial de iogurtes quando comparado com férmulas contendo
corantes sintéticos (FREITAS-SA et al., 2018).

As sementes obtiveram o angulo de hue (h°) indicativo de tonalidade amarela,
somado a valores para a* e b* indicando baixa intensidade do tom avermelhado e com

tendéncia ao amarelo (TABELA 5). Ingredientes com tons ocres mais suaves sao mais
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bem aceitos na industria alimenticia por conferirem a propriedade antioxidante ou o
enriquecimento nutricional sem alteragao na cor final do produto (KIBAR; SONMEZ;
TENMEL, 2021).

TABELA 1 — PARAMETROS RESULTANTES DA ANALISE DE COLORIMETRIA

Parametros PM PS SM SS

L* 42,58 +2,58¢ 54,57 +1,72¢ 75,31 £ 0,94b 81,37 0,252
a* 14,67 + 0,452 12,19 + 0,28 2,92 +0,11¢ 1,04 £ 0,06¢
b* 18,01 £ 0,52° 20,04 £ 0,042 18,40 + 0,08 17,51 £ 0,10¢
Cc* 23,23 £ 0,677 23,46 £ 0,142 18,63 + 0,09b 17,54 £ 0,10¢
h® 50,83 £ 0,48 58,68 + 0,60° 80,98 £ 0,30° 86,60 + 0,202
a*/b* 0,81 £ 0,014 0,61 £ 0,014° 0,16 £ 0,00°¢ 0,06 + 0,00¢

NOTA: PM: polpa/casca madura; PS: polpa/casca semimadura; SM: semente madura; SS: semente
semimadura. Resultados expressos como média £ Desvio Padrdo (DP) das amostras analisadas em
triplicata. Diferentes letras sobrescritas entre linhas mostram diferencgas significativas entre as amostras
de cordo com teste de Duncan (p < 0.05).

LEGENDA: L* = luminosidade; a* = vermelho. b* = amarelo-azul; C* = saturagdo; h’ = hue.

Em comparacdao com a farinha de quinoa, um ingrediente estudado na
industrializagdo de alimentos, a semente em pd da grumixama mostrou-se com 42%
menos C*, 74% menos a* e 39% menos b* (KIBAR; SONMEZ; TENMEL, 2021). Neste
sentido, tanto o L* elevado como os baixos valores de a* e b* sugerem que a inclusao
da farinha da semente de grumixama em produtos alimenticios ndo causaria grandes
alteragdes sensoriais no quesito cor (SANCHEZ-ZAPATA et al., 2009).

4.3 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE MINERAIS

O perfil de minerais quantificados na grumixama oscilou de acordo com o
estadio de maturacado do fruto (TABELA 6). Tal achado corrobora com dados da
literatura, que apontam que diferencas ainda mais expressivas sao observadas na
comparacéo de frutos verdes com maduros (NEHRING et al, 2022). E importante
ressaltar que o presente trabalho avaliou frutos apenas nos estadios finais de
maturagao, por entender que sdo nesses estadios que ocorrem as maiores perdas
durante a cadeia produtiva de frutos nativos.

A fragao PS apresentou maior teor de Ca, K, P, Mn, Ba e S quando comparada
com a PM. O Ca é responsavel pela estabilidade da parede celular, mantendo a

firmeza dos frutos e por conseguinte a qualidade estrutural de culturas horticolas.
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Desta forma, espera-se uma redugao no teor de calcio soluvel a medida que o fruto
amadurece para que ocorra o amolecimento caracteristico em frutos maduros.
(THOR, 2019; XIONG et al., 2021).

TABELA 2 — CONTEUDO DE MINERAIS NAS FRACOES DO FRUTO GRUMIXAMA

Minerais essenciais PM PS SM SS

Ca (mg/g) 1,87 £ 0,07° 2,54 + 0,032 1,53+ 0,20 1,69+ 0,17°
K (mg/g) 10,49 +0,63° 12,36 £ 0,572 5,60 £ 0,17¢ 5,25 + 0,30¢
Mg (mg/g) 1,29+0,132 1,64 + 0,232 1,80 + 0,692 1,57 £ 0,142
P (mg/g) 0,41 £ 0,07° 0,50 £ 0,012 0,52 £ 0,062 0,51 £ 0,032
Elementos tracos

Mn (pg/g) 6,82 + 0,290 7,89 +0,102 5,02 +0,41¢ 4,44 +0,18¢
Se (ug/g) 3,88 £ 0,282 3,77 £ 0,402 3,85+ 0,302 3,95 + 0,412
Elementos inorganicos

Ba (ng/g) 3,56 + 0,890 5,55 £ 0,552 1,78 £ 0,24¢ 2,97 £0,58°
S (ug/g) 651,38+ 9,09v¢ 716,18+ 22,112 685,67+ 46,04 632,14+ 25,73¢

NOTA: Resultados expressos como média + Desvio Padrdo (DP) das amostras analisadas em
triplicata. Diferentes letras sobrescritas entre linhas mostram diferengas significativas entre as amostras
de cordo com teste de Duncan (p < 0.05).

LEGENDA: PM: polpa/casca madura; PS: polpa/casca semimadura; SM: semente madura; SS:
semente semimadura.

Dados apontam que o K é o mineral mais abundante na polpa da grumixama
(AREVALO et al., 2014; AGUIAR; SABAA-SRUR; SMITH, 2016). No presente estudo,
100g da fracdo P no estadio maduro conteve 1.048,62mg, sendo semelhante aos
1.160mg/100g quantificados na polpa da jabuticaba (ALEZANDRO et al., 2013). O
consumo de K é importante para a homeostase hidroeletrolitica e quando insuficiente
pode contribuir para doengas cardiovasculares, especialmente a hipertensao arterial
sistémica (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012).

Com base nisso, como parte do manejo de doengas crdnicas nao
transmissiveis, a World Health Organization (2012) recomenda a ingestdo de 3.510mg
de K ao dia. Fazendo um paralelo com a grumixama, 1 colher de sopa da farinha da
semente (7,6Q9) extraida do fruto maduro forneceria aproximadamente 40mg de
potassio, enquanto a mesma medida caseira da fragao P (4,7g) contribuiria com
aproximadamente 50mg do mineral. A tabela 5 traz um comparativo entre a
recomendagao diaria de consumo de cada mineral e o teor encontrado para 1 colher

de sopa das fragcdes P e S. (TABELA 7)
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TABELA 3 - CONCENTRAQAO DE MINERAIS NA PORGCAO DE 1 COLHER DE SOPA’" DAS
FRACOES LIOFILIZADAS DA GRUMIXAMA MADURA

. . RDA RDA
Minerais PM SM
Homens Mulheres

Ca (mg) 8.79 11.63 1000 1000
K (mg) 49.30 42.56 4.700 4.700
Mg (mg) 6.06 13.68 420 320
P (mg) 1.92 3.95 700 700
Mn (mg) 0.00 0.00 2.3 1.8
Se (ug) 18.20 29.26 55 55
Ba (mg) 0.01 0.01 20" 20"
S (mg) 3.06 5.21 195 a 240™ 195 a 240™

NOTA: Valores de RDA (Recomended Dietary Allowance) baseados nas DRIs (Dietary References
Intake. 2005) para a populacéo adulta, com idade de 31 a 50 anos. *1 colher de sopa da polpa = 4,7g;
1 colher de sopa da semente = 7,6g. **Valor correspondente ao UL (upper limit). ***Faixa de consumo
estabelecida por Ingenbleek e Kimura (2013).

LEGENDA: PM: polpa/casca madura; SM: semente madura.

Na semente, o amadurecimento do fruto teve influéncia no teor de Ba e S, maior
no fruto semimaduro e maduro respectivamente. Ao comparar a quantidade de
minerais contida na porgdo mensurada em medida caseira (1 colher de sopa),
observa-se que a fragao S fornece mais Ca, Mg, P, Se, S e P enquanto a fragao P
contribui com mais K. A quantidade de Mg (1,80mg/g) e P (0,52mg/g) foi superior ao
encontrado em semente de acerola (0,22mg/g e 0,08mg/g respectivamente) (AGUIAR
et al., 2010).

Os elementos tragos quantificados foram o manganés (Mn) e o selénio (Se). A
principal fonte dietética de Mn s&o os graos integrais, sendo que as frutas apresentam
teores na faixa de 0,04 a 1,60mg/100g (SMITH; GROFF; GROPPER, 2012). Ambas
as fragbes da grumixama apresentaram conteudo abaixo da faixa descrita (3 ug ou
0.00g /100g).

As fragbes de grumixama demonstraram um teor de 3,77ug/g a 3,95ug/g de
Se. Plantas ricas em antocianinas absorvem e acumulam mais Se, assim como a
aplicacao foliar ou via solo de biofertilizantes com selénio pode incrementar o acumulo
de antocianina na planta (PU et al, 2021). A quantidade de Se nos alimentos depende
do conteudo deste mineral presente no solo, onde o elemento encontra-se na forma
inorganica (SKALNY et al., 2019). Apos absorver, a planta o converte para a forma
organica, sendo o formato cysteina-selenio (cys-Se) o mais encontrado em frutos
frescos (WEEKLEY et al., 2013, PEREZ, 2019).
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A castanha-do-para do estado da Amazénia € conhecida como uma das
principais fontes de Se. Uma semente (5g) fornece quase 5 vezes a dose diaria
recomendada (RDA) para adultos (55ug/dia) (INSTITUTE OF MEDICINE, 2006; LIMA,;
PILON-SMITS; SCHIAVON, 2018). Apesar disso, as fragdes da grumixama podem
ser uma fonte contribuinte em regides de sua predominancia, visto que 1 colher de
sopa da fragao P e S forneceria aproximadamente 35% e 54% da RDA (19,4ug e 30,2
Mg de Se respectivamente).

Os compostos inorganicos que foram quantificados foram Ba e o S. Frutas sdo
fontes naturais de Ba, sendo as ameixas e o0 suco de uva parte da lista dos alimentos
com maior concentragao (INSTITUTE OF MEDICINE, 2006). Com relagao ao S, a
concentracdo foi mais expressiva na amostra PS (716,18 pjg/g), conforme
demonstrado na TABELA 6. Frutas e vegetais sdo abundantes em compostos
sulfurados volateis, responsaveis por notas suculentas, frescas e aromaticas que
contribuem para a autenticidade das frutas tropicais (CANNON, HO, 2018; MITCHEL,
2021). Um exemplo € o 3-sulfanilhexil presente na fruta curuba (Passiflora mollissima
(Kunth) L. H. Bailey) (CONDE-MARTINEZ; SINUCO; OSORIO, 2014). Também, o
conteudo de S pode ser influenciado pela fertilizagdo do solo, uma vez que a
sulfatagdo € uma das técnicas aplicada na fruticultura para melhorar a resisténcia do
plantio frente a condigdes bidticas ou abidticas desfavoraveis (FUENTES-LARA et al.,
2019).

A analise de minerais proferida permitiu concluir que a fragdo semente pode
contribuir com o aporte de minerais essenciais, contendo maiores teores de Mg, P, Ca
e Se que a fracdo comestivel do fruto. Com relacdo ao Se, ambas as fragdes podem
ser fontes dietéticas contribuintes para o alcance das recomendacgdes diarias deste

mineral nas regides que abrangem o bioma de predominancia da grumixama.

4.4 TOXICIDADE FRENTE Artemia salina Leach

De acordo com a metodologia aplicada e com base na analise da regressao
logistica, observou-se que as amostras da fracdo P demonstraram uma estimativa de
ICs0 na concentragdo de 1292ug/mL para a P madura e 1251ug/mL para a
semimadura (FIGURA 11 a e b). Segundo definido por Meyer (1982), uma substancia
é considerada téxica quando resulta em uma proporgéo de 50% de mortes com doses

< de 1000 pg/mL. Desta forma, com base no presente resultado conclui-se que a
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fragcdo P da grumixama ndo apresenta toxicidade, possivelmente por n&o apresentar
compostos com atividade citotoxica. Estudos baseados na mesma metodologia
demonstram auséncia de toxicidade para os frutos camu-camu (Myrciari adubia),
physalis peruano (Physalis angulata) e jambo vermelho (Syzygium malaccense (L.)
Merr. & L.M. Perry (ARANDA-VENTURA et al., 2019; GIBBERT, 2017).

Em relagao a atividade toxica das sementes, a estimativa de CL50 foi dada para
uma concentragao negativa em ambos os estadios de maturagéao, indicando n&o haver
uma relagao entre a dosagem e a probabilidade de morte (FIGURA 11 c e d). Com
base nisso, o presente ensaio de carater preliminar permite pontuar que as sementes
de grumixama parecem nao apresentar efeito toxico, podendo ser consideradas
seguras para o consumo. Entretanto, por ser uma fragédo n&o edivel do fruto e por
pouco se saber sobre o consumo empirico, a auséncia de toxicidade deve ser
confirmada por meio de outros ensaios metodolégicos in vivo.

O ensaio de Artemia salina é também uma metodologia empregada
paralelamente para se avaliar o potencial biolégico, complementando ensaios que
avaliam a atividade antifungica, antiviral e antimicrobiana de substancias. Nesse
sentido, o extrato da semente de abacate apresentou ndo apenas atividade toxica
contra Artemia salina mas também, atividade antilarval (Aedes aegypti) e antifungica
em cepas de levedura (CL<1000 upg/mL) (LEITE et al., 2009). Ressalta-se que
compostos naturais apresentam estrutura quimica complexa e que o perfil fitoquimico
difere de acordo com a metodologia de extragdo. Por conseguinte, o ensaio de
toxicidade frente a Artemia salina pode responder de maneira diferente conforme o
extrato estudado (VIDOTTO et al., 2012). Desta forma, ressalta-se que o presente
resultado corresponde as fragdes P e S liofilizadas da grumixama, limitando a

comparagao com extratos de outras amostras vegetais.
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FIGURA 11 — ENSAIO DE TOXICIDADE FRENTE ARTEMIA SALINA LEACH. PROPORGCOES DE
MORTE OBSERVADAS E ESTIMATIVA DA PROBABILIDADE DE MORTE DE
ACORDO COM A DOSE DO EXTRATO

&l . [b}-
08 06 7
u P
£ 05 @0 .
t e
E 04 5 i I
] Eoas ol il
£ 0,3 - =
2 = o3 :
L .
£02 y_ ogEE® £
2= & 02 et
01 e 202 - :
e e A
0 01 W
0 200 a 1600
0 :
o 200 400 600 200 1000 1 2('(-' 1400 1600
® FProp.Obs =— = Prop.Est —— ® Prop.Obs === Prop.Est 1281
© o @ o
05 0,6
2 os 8 05
£ 05 £ 05
8 et R i L 208 G e g
o e -
e e e m e e 04 T
- T LT TS, - [ S - R
03 T 403 TR A S R T = <
o o T LTt e
£ 02 o2 | T s,
L a
01 0.1
0 c
0 o 6 0 100 1200 0 0 4 00 BOD 0 1200
D Dos
Prop. Obs == == P.

LEGENDA: a) PM: polpa/casca madura;
b) PS: polpa/casca semimadura;
c) SM: semente madura;
d) SS: semente semimadura.

4.5 COMPOSTOS FENOLICOS, FLAVONOIDES E ANTOCIANINAS TOTAIS

O conteudo de compostos fendlicos totais (TPC), flavonoides totais (TFC) e o
antocianinas totais (TAC) em cada fragao, de acordo com os estadios de maturagao
estdo apresentados na Tabela 8. O TPC foi maior na fragdo PS (3312,42mg/100g).
Na fragao S, o TPC do estadio maduro (2880,81mg/100g) foi superior ao semimaduro
e maior que o TPC encontrado por Oliveira et al. (2014) para o extrato de sementes
da cereja oriunda da espécie Prunus Avium L (0,42 a 1,68g GAE/100g).

As fragcbes S apresentaram um conteudo cerca de 1,7 a 3 vezes maior de TFC
quando comparado com as fragdes P. O TFC da semente de grumixama foi superior
aos encontrado por Araujo et al. (2021b) para semente de Eugenia stiptata (araga-boi)
(43,73 £ 23 mg CE/100g peso seco) e por Machado et al. (2017) para residuo da
grumixama (10,89 mg GAE/g peso seco). O processo de amadurecimento impactou

negativamente o teor de TFC na fragdo S, enquanto para P ndo houve diferencga

significativa (p<0,05).
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Esse resultado pode ser atribuido ao mecanismo de oxidagao dos polifendis
que ocorre durante a maturagao dos frutos, mediado pela enzima polifenol oxidase
(NIE et al., 2020). Além disso, mecanismos enzimaticos estdo envolvidos na sintese
de flavonoides ao longo da maturagao, onde a sua biossintese € acelerada no inicio
do desenvolvimento do fruto, seguido de um teor estacionario nas fases finais (HOU
et al., 2021). Ressalta-se que a amostragem incluida neste trabalho foi referente aos
estadios finais de amadurecimento, onde a biossintese dos flavonoides da polpa

poderia ja estar estabilizada.

TABELA 4 — COMPOSTOS BIOATIVOS DAS FRACOES DA GRUMIXAMA EM DIFERENTES
ESTADIOS DE MATURACAO

Compostos PM PS SM SS

TPC 3058,16 + 258,60°  3312,42 + 174,212 2880,81 £160,92° 2261,43 + 232,82¢
TFC 62,25 + 3,14¢ 58,85 + 2,25¢ 110,60 + 13,22° 172,27 + 8,312
TAC 183,83 + 6,02 103,48 £2,1b 0,29 £ 0,09¢ 0,51 £ 0,09¢

NOTAS: Valores expressos em mg/100g de peso seco “Resultado expresso em equivalente de
cianidin-3-glicosideo (mgC3G). Resultados expressos como média + Desvio Padrao (DP) das amostras
analisadas em triplicata. Diferentes letras sobrescritas entre linhas mostram diferengas significativas
entre as amostras de acordo com teste de Duncan (p < 0,05).

LEGENDA: PM: polpa/casca madura; PS: polpa/casca semimadura; SM: semente madura; SS:
semente semimadura. TFC: conteldo total de flavonoides. TPC: conteudo total de compostos
fendlicos. TAC: teor de antocianinas totais.

A polpa madura mostrou um TAC de 183,83mg/100g, inferior ao TAC
encontrado para jaboticaba (930,56mg cy-3-glu/100g), guabiju (245,3156mg cy-3-
glu/100g) e jambolao (869,30mg cy-3-glu/100g), valores também em peso seco
(SERAGLIO et al., 2018). No entanto, o presente TAC foi superior ao encontrado por
Reynertson et al. (2008), onde a TAC detectada foi de 126mgC3G/100g peso seco na
polpa e casca da grumixama. Ja Nascimento et al. (2017) encontraram o valor de
4837,2mg/100g peso seco nos extratos da casca.

Com a maturagéo da grumixama observou-se que o TAC aumentou em 80%
do estadio semimaduro para o maduro. O aumento é esperado considerando que as
antocianinas s&o sintetizadas durante o desenvolvimento dos frutos (NEHRING et al.,
2022). As cerejas (Prunus avium L) apresentaram uma estabilidade no teor de
antocianinas nos dois ultimos dias de maturagao (MOZETIC et al, 2004). Ressalta-se
que condigdes ambientais e fatores agronédmicos também podem afetar o conteudo

de antocianinas em frutas e vegetais (JU et al., 2019).
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Ainda, ao aplicar o teste de correlacao, o L demonstrou correlagao inversa forte
com o teor de antocianinas (r = - 0,98; p=0,014). Desta forma, podemos inferir que a
tonalidade violacea escura da casca do fruto, facilmente reconhecida por inspeg¢ao
visual, € um indicativo da riqueza de antocianinas presentes no ponto de maturagao

considerado ideal para consumo.

4.6 CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS INDIVIDUAIS (HPLC)

Os 4cidos fendlicos subclasse acidos hidroxicindmicos identificados nas
amostras foram os acidos cindmico, cafeico e ferulico. Também foram caracterizados
flavonoides da subclasse dos flavonéis a quercetina e miricetina, e dos flavan-3-ols a
catequina (HAMINIUK et al., 2011) (TABELA 9). As fracdes S apresentaram
diferengas significativas para a miricetina e acido cinamico, sendo que a SM
apresentou maior quantidade de miricetina e a SS maior conteudo de acido cinamico.
A miricetina e catequina foram identificadas em sementes de grumixama madura por
Teixeira et al. (2015), com valores menores do que o encontrado para miricetina (14,38
a 21,32mg/100g) e superior ao de catequina (15,18 a 36,18mg/100g). Cunha-Santos
et al. (2022) identificaram menor quantidade de quercetina (7,99 a 19,97mg /100g
peso seco) na semente do fruto camu-camu.

Na fragdo P, a miricetina, catequina e acido cafeico foram diferentes
significativamente entre os estadios de maturacédo. A fragdo PM apresentou maior
quantidade de miricetina e acido cafeico e a PS maior quantidade de catequina. A
miricetina e a quercetina se apresentaram em concentracao maior do que o relatado
na literatura (Reynertson et al, 2008). Nehring et al. (2022) identificaram 22
compostos em grumixamas, sendo 11 acidos fendlicos e 11 flavonoides. Ao comparar
trés estadios de maturacdo os autores observaram que tanto a miricetina, como o
acido cafeico e a catequina foram maiores no fruto maduro. Com relagéo a catequina,
0 maior conteudo na PS corroborou com o encontrado por Du et al. (2021) em uvas
(Vitis vinifera L.) no estadio intermediario de amadurecimento.

O amadurecimento acarreta modificacées na estrutura da parede celular dos
vegetais, o que pode interferir na quantificagéo de acidos fendlicos que se encontram
conjugados com macromoléculas, como polissacarideos e proteinas (ZHANG et al.,
2020). Além disso, redugcao no metabolismo primario evidenciada no fruto maduro

reduz a disponibilidade de substrato para a biossintese de compostos fendlicos nesse
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estadio (SERAGLIO et al., 2018). Por outro lado, o afrouxamento tecidual favorece a
extracdo de flavonoides monoméricos, como é o caso das catequinas (GARRIDO-
BANUELOS et al., 2019). Dessa forma, tanto a composicdo da matriz vegetal como
fatores ligados a genética do cultivar contribuem para a alta variabilidade na
composic&o dos acidos fendlicos durante o amadurecimento (DU et al., 2021).

No fruto jaboticaba, as fracdes apresentaram menor teor de quercetina,
miricetina e catequina quando comparada com as fragdes da grumixama, sendo a
casca a fragdo com maior conteudo de miricetina e quercetina (INADA et al., 2015).
No fruto Eugenia involucrata (cereja-do-rio-grande) a miricetina e quercetina apenas
foram identificadas na fracdo da polpa e a catequina foi maior na semente
(GIRARDELO et al., 2020).

O conteudo de catequina da grumixama foi maior na fragéo P, e a casca pode
ter contribuido para esse teor (37,67 a 48,67mg/100g). No fruto Eugenia stiptata
(araga boi) a catequina foi de 31,4mg/100g na polpa e 42,4mg/100g na semente
(ARAUJO et al., 2021b), valores esses menores aos encontrados no presente estudo.
O conteudo de catequina descrito para o fruto maca esta dentro da faixa de 3 a
61mg/100g. O cha verde (infuso da Cammelia sinensis) € uma fonte conhecida desse
polifenol e 1 por¢ao de 200mL pode contribuir com o aporte de 20 a 160mg. No caso
da fragdo P da grumixama, 1 colher de sopa da forma liofilizada (4,7g) forneceria em
torno de 2,3mg de catequinas. (PIMENTEL; ELIAS; PHILIPPI, 2019).

Frutas vermelhas como cerejas, mirtilo, uvas e cerejas sdo fontes alimentares
de acidos hidroxi-cindmicos (acido cafeico, clorogénico, ferulico e cumarico) e o
consumo desta subclasse de acidos fendlicos é associada com o efeito protetor do
tecido endotelial (FUENTES; PALOMO, 2014).
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TABELA 5 — ACIDOS FENOLICQS CARACTERIZADOS NAS FRACOES DA GRUMIXAMA EM
DIFERENTES ESTADIOS DE MATURACAO

Compostos Bioativos

PM

PS

SM

SS

Miricetina

L T
~F O
oM

36,40 + 2,00¢

19,66 £ 0,91¢

68,93 + 3,272

62,67 + 0,96°

Quercetina

HO.,

HO

L_._/m OO
Tk
2 HOIHI“Y’

o HO

56,49 + 4,88

48,22 + 3,05

70,22 £ 3,042

65,76 £ 5,172

Catequina

OH

COC
HO o
OH

OH

37,67 £2,51°

48,77 + 2,172

0,94 + 0,49¢

1,84 £0,78¢

Acido Cafeico

o}
= OH
HO
OH
a

114,93 £ 2,032

61,57 £2,12°

23,72 +0,00¢

23,80 = 0,00¢

Acido Fertlico

O
a = "OH
HO'
OCHs

190,61 + 9,562

203,25 £ 1,012

10,31 £ 0,00°

13,35 £ 0,00°

Acido Cinamico

o]
b Im:““ oH
L

41,73 £0,23¢

45,84 £ 6,41¢

80,27 + 1,50

104,01 £ 1,102

FONTE DAS FIGURAS: a) HAMINIUK et al., 2011; b) FRANCA et al. (2021).

NOTA: Resultados expressos em mg/100g peso seco, como média + Desvio Padrédo (DP) das amostras
analisadas em triplicata. Diferentes letras sobrescritas entre linhas mostram diferencas significativas
entre as amostras, de acordo com teste de Duncan (p < 0.05).

LEGENDA: PM: polpa/casca madura; PS: polpa/casca semimadura; SM: semente madura; SS:

semente semimadura.

Na pitanga-do-cerrado (Eugenia calycina Cambess) apenas tracos do acido
fertlico foram identificados na polpa (ARAUJO et al., 2021c). Em amostra da casca
da jabuticaba em pé, o conteudo de acidos hidroxicinamicos nao identificados foi de
2,6 a 3,9mg/100g, menor do que o teor encontrado para a fragdo P da grumixama

(QUATRIN et al., 2019).
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Observa-se que além dos atributos fisicos e sensoriais que fazem da
grumixama um fruto atrativo para consumo, a totalidade do fruto (fragédo polpa, casca
e semente) sao fontes de polifendis. O processo de liofilizacdo permite a utilizagéo
também da casca do fruto, parte que possivelmente contribuiu para a maior parte dos
compostos identificados na fragdo P. Na farinha da semente foram identificadas a
quercetina, miricetina e acido cinamico, o que sugere a possibilidade de alegacao de
alimento funcional para essa fracdo. No entanto, novos estudos s&o necessarios para
aprofundar os conhecimentos cientificos acerca da seguranga de consumo,
composi¢cao quimica e tecnologias relacionadas ao pdés-colheita e processamento

desta fragao.

4.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS FRACOES DA GRUMIXAMA

Os resultados referentes a atividade antioxidante estdo descritos na TABELA
10. Observa-se que as sementes apresentaram maior atividade nos 3 ensaios. No
caso do FRAP e DPPH, os valores chegaram a aproximadamente 3 vezes do valor
encontrado na fragao P, ambos no estadio maduro. Para o FRAP, a S no estadio
semimaduro apresentou maior valor (26,65mmol/100g dw). Sementes de outros frutos
nativos como da Eugenia involucrata DC (cereja-do-rio-grande) (GIRARDELO et al.,
2020) e Eugenia pyriformis (uvaia) (FARIAS et al., 2021) também mostraram poder

antioxidante superior a da polpa.

TABELA 6 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS FRACOES DA GRUMIXAMA EM MMOL/100G*

Ensaio PM PS SM SS

DPPH 51,90 + 3,62¢ 31,52 + 2,38¢ 134,18 + 1,432 115,14 2,16
ABTS 47,63 + 0,35¢ 47,43 +0,07¢ 137,60 £ 5,252 131,74 £5,39°
FRAP 27,19 + 0,55¢ 26,65+ 0,77¢ 85,33 £ 3,77 98,07 + 3,072

NOTAS: os ensaios descritos foram: sequestro do radical DPPH, ABTS e poder antioxidante de redugao
do ion férrico (FRAP). "Valores expressos em peso seco “Resultado expresso em equivalente de
cianidin-3-glicosideo. Resultados expressos como média + Desvio Padrdo (DP) das amostras
analisadas em triplicata. Diferentes letras sobrescritas entre linhas mostram diferencas significativas
entre as amostras de acordo com teste de Duncan (p < 0.05).

LEGENDA: PM: polpa/casca madura; PS: polpa/casca semimadura; SM: semente madura; SS:
semente semimadura.

Ao longo do desenvolvimento do fruto pode ocorrer o aumento ou redugao de

componentes oriundos do metabolismo secundario e devido a isso, a atividade
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antioxidante também pode oscilar (LI et al., 2020; ZITHA et al., 2022). Essas variagdes
sao decorrentes de interagdes entre os acidos fendlicos com outros componentes que
sao produzidos durante o processo de amadurecimento, como exemplo os agucares
e os acidos organicos (NEHRING et al., 2022). Esse mecanismo pode justificar as
diferencas encontradas no presente trabalho, onde o DPPH e ABTS foram maiores
na fragdo S do estadio maduro (134,18 e 137.60mmol/100g respectivamente)
enquanto o FRAP na S semimadura (98,07mmol/100g).

Na fracdo P, o amadurecimento aumentou apenas o DPPH (de 31,51 a
51,90mmol/100g) sem diferengas significativas no ABTS e no FRAP. O mesmo foi
observado para o fruto mirtilo, onde o DPPH aumentou em aproximadamente 30% do
semimaduro para o maduro. Em contrapartida, os frutos acerola, jabuticaba, goiaba
amarela e guabiju apresentaram maior DPPH e FRAP no estadio semimaduro em
comparagao ao maduro, o que pode estar relacionado com o maior teor de compostos
fendlicos encontrados nesse estadio (BETTA et al., 2018). No estudo de Nehring et
al. (2022), as amostras de grumixamas completamente maduras responderam melhor
ao ensaio do FRAP, enquanto o DPPH foi mais significativo na amostra em estadio
de amadurecimento intermediario.

Xu et al. (2020), avaliaram a atividade antioxidante da grumixama (polpa e
casca) cultivada no Cerrado e encontraram DPPH de 689,5umolTE/g. Machado et al.
(2017), analisaram residuos do processamento da grumixama encontraram valores
de 90,60, 149,51 e 137,64umolTE/g para o DPPH, ABTS e FRAP respectivamente.
Os frutos guabiju, jambolao e jabuticaba apresentaram valores de FRAP que variaram
de 20,8 a 57,5mgTrolox/g (BETTA et al., 2018).

Ao aplicar a correlacdo de Pearson, nao foi observada significancia estatistica
ao correlacionar o TPC, TFC e TAC com os ensaios antioxidantes. Uma correlagao
forte positiva foi observada para o DPPH com miricetina (r=0,99, p<0,05) e quercetina
(r=0,98, p=<0,05) e ABTS com miricetina (r=0,95, p<0,05) e acido cinamico (r=0,97,
p<0,05). Ressalta-se que a atividade antioxidante de um extrato também é resultante
da sinergia entre componentes nao identificados nas analises (REYNERSTON et al.,
2008).

No entanto, observou-se uma correlacéo forte positiva entre os ensaios FRAP
e DPPH (r=0,94, p<0,05) e o ABTS com o DPPH (r=0,97, p<0,05) e com o FRAP
(r=0,98, p=<0,05). Essa dependéncia linear também foi observada no estudo de Oliveira

etal. (2017). Outros componentes do extrato podem interferir nos ensaios de atividade
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antioxidante, como o acido ascorbico, acido tartarico, triptofano, magnésio e potassio.
No presente estudo, observou-se correlagdo negativa forte dos trés ensaios com o
potassio (r= - 0,97, p<0,05) e do FRAP e ABTS com proteinas totais (r= - 0,99, p<0,05
e r=- 0,96, p<0,05 respectivamente).

Com base nos ensaios in vitro, conclui-se que a farinha da semente da grumixama
apresenta maior atividade antioxidante quando comparada com a farinha da polpa e
casca. Resultado que valoriza a fracao residual do fruto como um sub-produto, o qual
pode perfazer um complemento alimentar ou ser utilizado pela industria alimenticia e

farmacéutica.

4.8 COMPOSTOS BIOATIVOS APOS DIGESTIBILIDADE IN VITRO

Atividades biologicas relacionadas aos compostos bioativos dependem da
bioacessibilidade desses apds o processo de digestdo (LIMA, 2018). A digestéo in
vitro reduziu os compostos estudados nas fracdes da grumixama (GRAFICO 1).
Contudo, 77% do TPC mantiveram-se bioacessiveis na fragdo PM apds a fase
intestinal, sendo o valor seis vezes superior ao observado em purés comerciais de
morango, pitanga e jaboticaba apds digestdo simulada (GRAFICO 1, a e c¢)
(STAFUSSA et al., 2021).

A fragdo PM apresentou bioacessibilidade de 21% do TFC, inferior ao 93%
encontrado para o araga-boi (Eugenia stipitata) (Araujo et al., 2021a). Polifendis de
maior peso molecular seguem para a por¢dao mais distal do intestino, onde sofrem
fermentagao pela microbiota colénica (ROCCHETTI et al., 2018). Essa interagéo entre
microbiota e compostos fendlicos pode aumentar a liberagado destes (ANDRADE et
al., 2022).
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GRAFICO 1 - COMPOSTOS BIOATIVOS DAS FRAQOES DA GRUMIXAMA EM DIFERENTES
ESTADIOS DE MATURACAO, APOS ENSAIO DE DIGESTIBILIDADE IN VITRO
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NOTA: Diferentes letras indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras de acordo com o
teste de Duncan. A porcentagem descrita nas barras indica a variagado aproximada comparada com a
amostra crua. Resultados expressos por 100g de peso seco.

LEGENDA: PM: polpa/casca madura; PS: polpa/casca semimadura; SM: semente madura; SS:
semente semimadura. Compostos bioativos estudados na polpa/casca em a) TPC and c) TFC e na
semente em b) TPC and d) TFC

O valor de TPC da fragao P foi aproximadamente 60 vezes superior no extrato
intestinal quando comparado com o extrato gastrico (GRAFICO 1, a). Esse aumento
pode ter relagdo com a liberacéo de acidos fendlicos conjugados, a qual ocorre por
meio da hidrélise alcalina (LIU et al., 2012). Em contraste, o TPC da uvaia (Eugenia
pyriformis) apresentou maior degradagao na fase intestinal (Farias et al., 2021).

A composi¢cdo da matriz alimentar, interagdo com enzimas digestivas e acidos
biliares, tempo de duracdo do ensaio, oscilagdo na temperatura e pH sao variaveis
que influenciam a degradagéao e bioacessibilidade de compostos bioativos (THAKUR
et al., 2020, MASSA et al., 2020). As sementes apresentaram TPC de 97 a 108% na
fase gastrica seguido de uma importante degradacao na fase intestinal (1% a 2%), de
acordo com o apresentado no GRAFICO 1 (b). E a fragdo com maior teor de fibras,
majoritariamente insoluveis, caracteristica que pode influenciar a bioacessibilidade
dos &cidos fendlicos (LIMA et al., 2014, RODRIGUEZ et al., 2021).

Apos a digestdo completa cerca de 35mg/100g de TFC estariam bioacessiveis

a partir da fracdo P e cerca de 10mg a partir da S (GRAFICO 1, ¢ e d). Apesar da
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influéncia negativa da digestdo no teor total de TFC das amostras, estudos
demonstram que flavonoides, como kaempferol, aromadendrina e dihidroquercetina
permanecem detectaveis em extratos das trés fases da digestao in vitro (salivar,
gastrica e intestinal). Mesmo que em pequenas quantidades, esses extratos
demonstraram atividade inibitéria das enzimas relacionadas com hidrolise do
carboidrato, como a a-amilase. Resultado relacionado mais ao efeito sinérgico entre
os diferentes flavonoides do que ao conteudo total desses (OLEDZCA et al., 2022).

Em relacido ao estadio de maturacéao, a fracado SS apresentou aumento de 8%
no TPC da fase gastrica quando comparada ao extrato cru (3585,26mg/100g e
2261,43mg/100g respectivamente) (GRAFICO 1, b). Entretanto, apds a fase intestinal
nao houve diferenga significativa entre os dois estadios de maturagao, resultado
confirmado pela analise pareada do Teste-t (p < 0,05). Ja na fragdo P, embora antes
da digestdo o estadio semimaduro mostrasse maior teor de TPC (3312,42mg/100g
versus 3058,16 mg/100g na madura), apds a fase intestinal a P madura preservou
mais TPC do que a semimadura (2356,68mg/100g versus 1734,46mg/1009)
(GRAFICO 1, a).

O mesmo comportamento foi observado no TFC das sementes. Como
demonstrado no GRAFICO 1 (d), o valor de TFC foi mais expressivo na fracéo
semimadura antes da digestao (172,27 mg/100g versus 110,60 mg/100g da semente
madura). Entretanto, essa amostra sofreu maior redu¢cdo que a amostra em estadio
maduro na fase gastrica. Nos extratos intestinais ambas sofreram degradacéo.

Quanto ao teor de antocianinas totais (TAC), aproximadamente 30% foram
degradadas apos a digestdo gastrica simulada, reduzindo de 183,83 para
130,73mg/100g na PM e de 103,48 para 64,27 mg/100g na PS (GRAFICO 2).
Antecedendo a fase gastrica, a fase oral tem duracao de 2 minutos, com ambiente em
pH 7 e temperatura de 37°C, onde a amostra interage com o fluido salivar e enzimas
digestivas (DOU et al., 2022). A curta duracdo da fase oral limita a anadlise deste
extrato nos estudos. Porém, levanta-se a hipétese de que a fase oral pode interferir
na estabilidade das antocianinas (QUATRIN et al., 2020).
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GRAFICO 2 — CONTEUDO TOTAL DE ANTOCIANINAS (TAC) NA FRAGAO POLPA E CASCA DA
GRUMIXAMA EM DIFERENTES ESTADIOS DE MATURACAO APOS
DIGESTIBILIDADE /N VITRO
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NOTA: Diferentes letras sobrescritas entre linhas mostram diferencas significativas entre as amostras,
de acordo com teste de Duncan (p < 0.05). Resultados expressos por 100g de peso seco.
LEGENDA: PM: polpa/casca madura; PS: polpa/casca semimadura.

Com base nos resultados, conclui-se que os compostos fendlicos e flavonoides
totais mantiveram-se bioacessiveis apds o processo de digestao in vitro da fragdo P
da grumixama, estando a porcentagem dentro do descrito para outros frutos nativos
(FARIAS et al., 2021). As sementes sofreram maior degradag&o na fase intestinal e,
apos essa fase, o TAC foi similar nas fracées PM e PS. Tendo em vista a baixa escala
de produgdo da grumixama e a alta perecibilidade, a colheita do fruto antes do estadio

completo de maturagao beneficiaria a cadeia produtiva do fruto.

4.9 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE APOS DIGESTIBILIDADE /N VITRO

A capacidade de sequestrar espécies reativas de oxigénio € resultante da
diversidade de compostos fendlicos e flavonoides presentes nos frutos (COSME et al.,
2018). Devido ao desenvolvimento espontaneo e a necessidade de ativar mecanismos
de defesa contra agressores ambientais, frutos oriundos de espécies nativas podem
apresentar maior concentragcdo destes compostos quando comparados com frutos
exoticos. E por conseguinte, maior é sua capacidade antioxidante (BORGES et al.,
2010).
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A fracdo S resultou numa reducdo superior a 90% no DPPH, ABTS e FRAP
apos a fase intestinal da digestdo, conforme pode ser visto no GRAFICO 3 (f,h,j). Esse
achado pode estar relacionado com a degradacao de TPC e TFC maior que 93% que
ocorreu durante a digestdo. Resultado semelhante foi encontrado por Araujo et al.
(2021a) no ensaio de DPPH para sementes de araga-boi, onde a degradagao no
DPPH foi de 82% (de 94,0 para 16,8umolTE/g). A semente da fruta uvaia também
apresentou reducao de 14,5% no DPPH da fase gastrica, seguida de 21% na fase
intestinal (FARIAS et al., 2021).

Qin et al. (2018) investigaram as fragdes polpa e semente da framboesa Rubus
idaeus L. frente a digestao simulada e observaram aumento no DPPH, ABTS e FRAP
na fase gastrica. Os autores associaram esse achado aos compostos fendlicos que
foram liberados a partir do extrato gastrico, dentre eles, o teor significante de acido
elagico e a rutina. Os extratos gastricos das fracbes da grumixama também
apresentaram maior atividade antioxidante para os 3 ensaios quando comparados

com os extratos intestinais, com exce¢éo do ABTS na fragdo P (GRAFICO 3).

GRAFICO 3 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE APOS DIGESTIBILIDADE /N VITRO DAS FRAGOES DA
GRUMIXAMA EM DIFERENTES ESTADIOS DE MATURACAO
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NOTA: Diferentes letras indicam diferenga significativa (p<0,05) entre as amostras, de acordo com o
teste de Duncan. A porcentagem descrita nas barras indica a variagdo aproximada, comparada com a
amostra crua. Resultados expressos por 100g de peso seco.

LEGENDA: PM: polpa/casca madura; PS: polpa/casca semimadura; SM: semente madura; SS:
semente semimadura. Atividade antioxidante na polpa/casca em: €) ABTS; g) FRAP; i) DPPH e na
semente em f) ABTS, h) FRAP e j) DPPH.
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Ao analisar o ABTS da fracdo P do estadio maduro (GRAFICO 3, e) observa-
se que nado houve degradacdo da atividade antioxidante da fase gastrica para a
intestinal (18,81 e 16,85mol/100g). J&4 a amostra no estadio semimaduro apresentou
aumento do ABTS de 18,42mol/100g na fase gastrica para 20,14mol/100g na fase
intestinal, o que sugere aumento no conteudo de TPC na fase intestinal.

A polpa da uvaia quando avaliada pelos métodos DPPH, ABTS e ORAC
apresentou reducao de 45% da atividade antioxidante na fase gastrica da digestéo in
vitro, seguida de um aumento de 72% na fase intestinal (FARIAS et al., 2021). Os
autores postularam que esse resultado pode ter tido relagdo com o conteudo de
flavonoides que foram liberados na fase intestinal.

A fracdo PS apresentou maior atividade antioxidante apds as fases gastrica e
intestinal em comparagdo com a PM (GRAFICO 3, e,g,i). Corroborando com esse
achado, a SS apos a fase gastrica apresentou maior atividade antioxidante do que a
SM (GRAFICO 3, f,h,j). Esse resultado pode ter tido relacdo com o maior contetido de
TPC na PS e com o TFC maior na SS. Dados acerca da atividade antioxidante de
frutos ndo maduros submetidos a digestibilidade sdo escassos. Entretanto, o processo
de amadurecimento per se reduz a atividade antioxidante de frutos (LIU et al., 2015).

Nao houve correlagbes estatisticamente significativas entre os compostos
estudados com a atividade antioxidante, o que corrobora com correlagdes
contraditorias encontradas na literatura (INFANTE et al., 2016; HAMINIUK et al., 2011;
SERAGLIO et al., 2018; ZOLA et al., 2019). A heterogeneidade nos métodos
extrativos e o comportamento do composto frente aos ensaios podem contribuir para
as correlagbes inexistentes ou negativas entre bioativos e atividade antioxidante
(BARBA et al., 2016).
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo demonstra que as fragbes do fruto Eugenia brasiliensis Lam.
apresentam propriedades fisico-quimicas e bioldgicas distintas e a liofilizagao permite
o uso integral do fruto, podendo ampliar as possibilidades de consumo. A farinha da
semente pode ser considerada fonte de fibras, flavonoides e apresenta maior
atividade antioxidante. A farinha da polpa e casca pode contribuir com o aporte de
antocianinas, potassio e compostos fendlicos. Ambas as fracbes podem contribuir
com o aporte dietético de selénio.

Ainda, sugere-se que frutos no estadio semimaduro podem ser incluidos na
etapa de colheita visto que quando liofilizados apresentam maior conteudo de
minerais (Ca, K e Mn), fibras insoluveis e compostos bioativos (fendlicos e flavonoides
totais). Esse achado traz novos apontamentos para a cadeia produtiva da grumixama,
como uma forma de contornar a alta perecibilidade do fruto. Ja o conteudo de
antocianinas totais e a tonalidade de cor vermelha (a*) € maior na farinha da polpa e
casca em estadio maduro.

No que se refere a bioacessibilidade, a digestao in vitro reduziu os compostos
bioativos (fendlicos e flavonoides totais) e a atividade antioxidante das fragdes, com
diferengas entre as fases gastrica e intestinal. Os compostos fendlicos totais da polpa
e casca apresentaram bioacessibilidade superior a 50% na fase intestinal e a atividade
antioxidante da semente foi mais degradada. Ainda, apds a fase intestinal o conteudo
de antocianina foi similar na farinha da polpa e casca madura e semimadura.

Como limitagdes, levanta-se a coleta de grumixamas de um unico acesso,
necessitando maior robustez na amostragem para padronizar a caracterizagao fisico-
quimica do fruto proveniente da Mata Ombrdfila Mista Montana.

Contudo, pesquisas acerca da cadeia produtiva de frutos nativos como a
grumixama sao fundamentais para o apontamento de solu¢des alinhadas ao plantio,
colheita e pés-colheita, fomentando o cultivo e comercializagao destes por agricultores

familiares.
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