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ABSTRACT

Some Brazilian fruits in natura and processed require more studies about its bioactive
constituents and physico-chemical composition, including the cambuci (Campomanesia
phaea O. Berg). This study sought to find the best parameters indicative of phenolic
compounds and determine the antioxidant activity of jam cambuci. Furthemore evaluate
the physical-chemical characteristics of pulp and peel jam cambuci, compare the
compound phenolic content with Brazilian fruit with little studied, determine the
antioxidant activity (free radical scavenging activity) of extracts of jam cambuci and
characterize the main compounds present in jam cambuci and jam strawberry. The
extraction Ultra-Turrax with acetone 80% resulted in a higher content of phenolic
compounds (232.12 = 10.4 mg GAE. 100 g-lon a dry basis). Higher levels of phenolic
compounds found in cambuci jam were: 322.56 mg GAE.100 g in dry basis. The jam
cambuci presented greater antioxidant activity with DPPH method. The results found
for the antioxidant activity using surface methodology response varied between the
antioxidants methodologies (DPPH and ABTS). Cambuci fruit presented high yield in
pulp, soluble solids within the mean values found for fruit in General. Skin, pulp and
jam presented reasonable values of vitamin C, (13,04 ; 14,76 e 34,21 mg ascorbic
acid/100g of fruit, respectively) differed significantly at the 5% level jam and pulp
fresh, jam and skin. The skin of cambuci is a part of the fruit that can be used, because
presented good content of lipids, minerals and reducing sugars (0,72g%; 0,44 g% e
12,96% respectively), beyond of the phenolic compounds founds and content vitamin C.
Fresh cambuci pulp showed better results than mana-cubiu and malay red-apple (p <
0.5). The following phenolic compounds were obtained from cambuci: cambuci pulp:
vanillic acid; skin: elagic acid, p-coumarico acid and kaempferol. Cambuci jam

presented ellagic acid and kaempferol. The jam cambuci may be indicate for a better use
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of a fruit in extinction. These dates of fruit and jam cambuci can also assist in the
characterization of a fruit with little studies and reducing the limitations of the studies

on the beneficial actions of phenolic compounds in vivo.
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RESUMO

Algumas frutas brasileiras in natura e processadas necessitam de mais estudos sobre
seus constituintes bioativos e composi¢do fisico-quimica, dentre estas se encontra o
cambuci (Campomanesia phaea O.Berg.). Este estudo buscou encontrar os melhores
parametros indicativos de compostos fenolicos e determinar a atividade antioxidante
(desativadora de radicais livres) dos extratos da geleia de cambuci. Além disso, avaliar
as caracteristicas fisico-quimicas de polpa, casca e geleia de Cambuci, comparar o teor
de compostos fenolicos e flavonoides com frutas brasileiras também pouco estudadas,
determinar os compostos fenodlicos majoritarios presentes na casca, na fruta e na geleia
de cambuci e em geleia de morango. A extragdo em Ultra-Turrax com acetona 80%
resultou em um maior teor de compostos fenolicos (232, 12 + 10,4 mg GAE.100g™" em
base seca. A extracdo em ultra-turrax com acetona 80% resultou em um maior teor de
compostos fendlicos (232, 12 = 10,4 mg GAE.lOOg'1 em base seca). Os teores mais
altos de compostos fenolicos encontrados na geleia de cambuci foram: 322,56 mg
GAE.100g" base seca. A geleia apresentou melhor atividade antioxidante (desativadora
de radicais livres) com o método DPPH. Os melhores resultados encontrados utilizando
a metodologia de superficie de resposta variaram entre as diferentes metodologias
antioxidantes. A fruta cambuci apresentou elevado rendimento em polpa, teor de solidos
soltveis dentro dos valores médios encontrados para frutas, em geral. Casca, polpa e
geleia apresentaram valores razoaveis de vitamina C (13,04, 14,76 e 34,21 mg acido
ascorbico/100g de fruta, respectivamente). A polpa de cambuci apresentou resultados
superiores tanto para fendlicos quanto para flavonoides em relagdo ao mana-cubiu e
jambo vermelho (p<0,5),com diferencas significativas. A casca do cambuci € uma parte
da fruta possivel de ser utilizada, por apresentar bons teores de lipidios, minerais e

acucares redutores (0,72g%; 0,44 g% e 12,96% respectivamente), além dos teores de
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vitamina C e dos compostos fenolicos encontrados. As diferentes partes do cambuci
diferiram quanto aos tipos de compostos fenolicos encontrados, exceto para kaempferol.
Na polpa de cambuci foram encontrados acido vanilico e kaempferol, enquanto nas
casca foi observada a presenca de: acido elagico, acido p-coumadrico, kaempferol. Na
geleia de cambuci foram encontrados acido elagico e kaempferol. A geleia de cambuci
pode ser indicada para um melhor aproveitamento de uma fruta em extingdo. Estes
dados também podem auxiliar na caracterizagdo de uma fruta pouco estudada e na
reducdo das limitagdes dos estudos sobre agdes benéficas dos compostos fenolicos in

Vivo.
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CAPITULO I: REVISAO DA LITERATURA

Caracteristicas gerais de Campomanesia phaea O. Berg., compostos fendlicos,

atividade antioxidante e obtencao de geleia de frutas

Formatado conforme normas de submissao de artigos para a Revista Quimica Nova,

disponiveis em: http://quimicanova.sbq.org.br/spec/qn/pt BR/normas.php
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GENERAL CHARACTERISTICS OF CAMPOMANESIA PHAEA O. BERG.,
ANTIOXIDANT ACTIVITY, PHENOLIC COMPOUNDS AND OBTAINIG OF

JAM FRUTS

ABSTRACT

Phenolic compounds are secondary metabolites synthesized by plants with over 8000
reported structures, several epidemiological studies have actions related to protection of
chronic disorders. Some fruits native Brazilian as the Cambuci (Campomanesia phaea
O.Berg) Landrum still have little data reported in the literature. The study of bioactive
compounds from native fruits can help to develop the most comprehensive studies
assays for the promotion of knowledge of biological effects of the extracts of fruits and
jams. The cambuci and other native fruits still little studied even to have greater clarity

regarding how much consumed daily actually becomes sponsor benefits.

Key- words: phenolic compound, cambuci, jam.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, tem havido um aumento no interesse por investigagdoes sobre
compostos fendlicos, devido as suas significativas bioatividades, tais como desativar
radicais livres, quelar metais, regular atividade enzimatica e modular a proliferacdo

celular '

Também existem evidéncias da capacidade moduladora de compostos
fenolicos sobre a resposta imune, principalmente com relagio a acdo anti-inflamatoria °.
Consumo de frutas, legumes ¢ cereais ricos em compostos fenolicos podem contribuir
para a redugdo do risco de doengas em humanos e promocgao da saude ‘ Compostos
fenolicos estdo presentes em plantas com mais de 8000 estruturas relatadas . Embora
existam dados que sugerem beneficios de ingestdo de compostos fendlicos, conclusdes
relativas ao seu potencial preventivo in vivo permanecem obscuras devido a varias
limitagoes nos estudos existentes 6

Os fendlicos sdo largamente distribuidos no reino vegetal, metabolitos secundarios
sintetizados por plantas, durante o desenvolvimento normal e em resposta a condigdes
de stress, tais como infecgdes, exposi¢cao a radiagdes UV, entre outras 7 Fazem parte da
dieta de forma significativa, influenciando fortemente a qualidade dos frutos, pois
contribuem sensorialmente com estes °. Existem trés grandes grupos de metabolitos
secundarios: compostos fenolicos, terpenos e alcaloides. Os compostos fenolicos sdo
derivados do acido chiquimico e mevaldnico, sintetizados a partir destas 2 rotas
metabolicas °. Sdo compostos de um grupo muito diversificado de fitoquimicos 104
Dentre estes estdo os fenolicos simples, acidos fendlicos, coumarinas, flavonoides,
estilbenos, taninos hidrolisaveis e condensados, lignanas e ligninas.

Em plantas, os fendlicos podem atuar como fitoalexinas, atrair polinizadores,

contribuir com a pigmentac¢do da planta, como antioxidantes e protetores de radiacdes
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UV, entre outros * . Muitos compostos fendlicos em alimentos estio naturalmente
presentes de forma conjugada, os de baixo peso molecular ocorrem como glicosidios,
esterificados com agucares ou compostos relacionados ",

Compostos fendlicos na forma livre sdo normalmente encontrados somente em
tecidos secos ou mortos. A fragdo conjugada varia largamente entre frutas comumente
consumidas, de 8,7% em cranberrie para mais de 90% em meldo'?. Os flavonoides
representam o maior grupo de compostos fendlicos encontrados em alimentos, sendo
formados por uma estrutura quimica C¢-C3-Cg e segundo Hendrich (1999)13 possuem a
mais potente atividade antioxidante em relacdo aos demais compostos fenolicos, devido
a sua estrutura quimica e sdo efetivos desativadores de radicais hidroxil e peroxil. Os
flavonoides podem ser divididos em varias sub-classes de acordo com o grau de
oxidag¢do do heterociclo: flavonas, flavonodis, isoflavonas, antocianinas, flavanois,
flavonoldis e flavononas.

A sub-classe de flavonoides chamada de antocianinas ¢ responsavel pela coloracdo
vermelha, azul e roxa de muitas frutas e vegetais, flores e outros tecidos de plantas ou
produtos. Esses compostos e alguns carotenoides estdo envolvidos substancialmente
com os beneficios & saude, inclusive protegdo contra canceres '*'°. A estrutura quimica
basica das antocianinas € o cation flavilium.

A acdo antioxidante depende da concentragio destes fitoquimicos no alimento '°.
Estudos in vitro sugerem que flavonoides também possuem agdes anti-inflamatorias,
antialérgicas, antivirais e anticarcinogénicas '°. Os acidos fenolicos constituem outra
importante classe de compostos fenolicos. Sdo abundantes nos alimentos e sua atividade
antioxidante esta sendo intensamente documentada na literatura, havendo um grande

interesse dos pesquisadores em buscar as propriedades antioxidantes dos acidos
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fenolicos e seus efeitos benéficos a saude '>. O mais frequentemente encontrado em
alimentos ¢ o acido caféico e o0 menos encontrado é o 4cido ferilico .

Considerando a importancia do conhecimento nutricional sobre frutas nativas e de
seus compostos fenolicos com efeitos benéficos para a saude, este trabalho apresenta
uma revisao sobre o consumo médio de compostos fenolicos, as caracteristicas gerais do
cambuci e os fatores que influenciam na caracterizagdo dos extratos de frutas obtidos,
tais como os métodos escolhidos. Verifica-se também o processamento da fruta para

obtencao de produtos derivados como a geleia.

1. Consumo médio diario de compostos fendlicos

Por uma série de razdes, incluindo a diversidade estrutural, falta de métodos
analiticos padronizados e a variacdo de conteudo nos diferentes géneros alimenticios, ¢
extremamente dificil estimar o consumo médio didrio de polifendis. A ingestdo diaria de
1 g de fenois totais tem sido relatada, mas os métodos utilizados para obter os resultados
ndo sdo detalhados . Além disso, os habitos culturais dietéticos ditam frequentemente
que alimentos sdo consumidos ¢ com isso, a subclasse (s) e o teor de flavonoides ou
composto fenolico que sdo ingeridos. Por exemplo, soja e alimentos a base de soja sdo
altamente consumidos no Japdao e como resultado, o consumo de isoflavona tem sido
avaliado e encontrado como sendo maior que a ingestdo de outras subclasses de
flavonoides .

Estima-se que a média norte-americana do consumo diario de flavonoides seja de
1g por pessoa™. Contudo, Hertog e colaboradores (1993) *', ao medir a quantidade de
alguns flavonoides, em varios alimentos de consumo habitual nos paises Baixos e EUA,

concluiram que a ingestdo média foi de 25, 9 mg por dia nos paises Baixos, enquanto o
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consumo de flavondis pelos norte-americanos foi estimado em cerca de 20 a 25 mg/dia
22 Em outro estudo, o teor de flavondides em alimentos consumidos diariamente foi de:
44 mg em cereais, 79 mg em batatas, 45 mg em graos ¢ nozes ¢ 162 mg em vegetais ¢
ervas *, sendo que a maior parte dos flavonoides consumidos provém do cacau, cola,
café, cha preto, cerveja e vinho, aproximadamente 420 mg/dia, com um adicional de
290 mg/dia provenientes de frutas e sucos >, valores de consumo muito superiores aos
encontrados por Hertog 2

O consumo médio diario pode variar também conforme a classe e subclasse de
compostos fenolicos e com o dificil acesso de alguns alimentos fontes de compostos
fenolicos em alguns paises seja por baixa renda ou por diferentes habitos alimentares.
Dentre estes, o Brasil, enquanto 3° maior produtor mundial de frutas poderia ter um
consumo elevado. No entanto, segundo um estudo realizado por Jaime et al (2009) ** o
consumo de frutas e hortalicas ndo ¢ tdo elevado na dieta, pois menos da metade dos
individuos referiu consumo regular de fruta (44,1%) ou hortalicas (43,8%), enquanto
23,9% referiram consumo regular de frutas e hortalicas em conjunto e o consumo
adequado foi referido por apenas 7,3% dos entrevistados. Neste mesmo estudo, o
consumo de frutas e hortalicas variou entre as cidades estudadas, foi maior entre as
mulheres e aumentou com a idade e a escolaridade. Outros alimentos muito consumidos
também sdo fontes como chas e cafés, muitas vezes, maiores do que as frutas, os quais
poderiam elevar o consumo diario de compostos fenolicos. A disponibilidade média de
polifendis ofertada para o Brasil ¢ de 48,3 mg/dia para o Brasil, sendo a regido Sul a que
apresenta maior valor (53,6 mg), seguida pelo Sudeste (53,3 mg), Nordeste (45,0 mg),
Norte (39,3 mg) e Centro-Oeste (28,2 mg). Neste mesmo estudo, demonstra-se uma
correlagdo positiva entre o consumo de frutas e hortalicas ¢ a ingestdo de compostos

bioativos benéficos a saude .
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O consumo médio diario também sofre a influéncia da biodisponibilidade, em que
a absor¢do intestinal e o metabolismo da quercetina e de outros flavonoides, por
exemplo, ndo estdo totalmente elucidados. A forma glicosilada intacta dos flavonoides
¢ dificilmente absorvida no intestino delgado devido ao favorecimento da
hidrofilicidade. Acredita-se que a forma glicosilada dos flavonoides passa direto pelo
intestino delgado sendo hidrolisada pelas enterobactérias liberando a aglicona
correspondente, no ceco e colon *°. Os flavonoides que nio sido glicosilados podem ser
absorvidos mais facilmente pelas células epiteliais do intestino grosso devido a sua
lipofilicidade que facilita a passagem pela camada fosfolipidica da membrana celular.
Assim, estes compostos entram na circulagdo e sdo submetidos a orto-metilagdo,
glucoronidagdo e/ ou sulfatacdo no figado. Uma parte substancial desse metabdlito pode
entdo ser excretado na bile, retornar ao limen intestinal sendo novamente hidrolisado,

. , . . 26
reabsorvido pelas células intestinais e excretado nas fezes *.

2. Composicdo fisico-quimica, compostos fendlicos e caracteristicas gerais do

Cambuci (Campomanesia phaea O. Berg.)

Os compostos bioativos presentes em frutas e vegetais podem ser benéficos na
protecdo do corpo humano contra danos causados por espécies reativas de oxigénio
(ROS) *" 0 que promove protecao contra doengas cronicas, incluindo cancer e desordens
neurodegenerativas, inflamagio e doengas cardiovasculares **. Inimeras pesquisas tém
sido realizadas com o objetivo de determinaras propriedades farmacologicas das plantas
usadas na medicina popular, demonstrada por meio de analises quimicas e atividades
biologicas . Alguns estudos sobre frutas nativas do Cerrado, regido centro-oeste do

Brasil, levaram em conta alguns impactos para a exploracdo sustentada, com base em
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seu potencial econdmico, nutricional, social e ambiental, com perspectiva de fomentar
seu uso pelo pequeno agricultor e por comunidades rurais *°, o que pode servir como
incentivo ao aprofundamento de estudos dos compostos bioativos destas frutas. Além
da possibilidade de exploragdo para consumo in natura de frutas dos diferentes Biomas
brasileiros Floresta Amazonica, Caatinga, Pantanal, Mata Atlantica, Campos do Sul e
Cerrado ou para fabricacao de sorvetes, geleias, doces, licores e outros produtos 3

No Sul do Brasil, dentre a diversidade de fruteiras nativas, aparece com maior
destaque as pertencentes a familia Myrtaceae, botanicas, que agrupa mais de 3000
espécies em aproximadamente 140 géneros **. Esta familia esta distribuida por todo o
mundo, principalmente, em paises de clima tropical e subtropical . No entanto,
algumas frutas nativas brasileiras desta familia ainda possuem, no entanto, poucos
dados na literatura acerca de seus compostos quimicos e bioativos, dentre estas o

cambuci - Campomanesia phaea O.Berg. 34 (Figura 1).
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Figura 1. Frutos de cambuci — (Campomanesia phaea O.Berg.)

O cambucizeiro ¢ uma planta nativa da Mata Atlantica, vertente da Serra do Mar
paulista, que oferece frutos comestiveis, utilizados na alimentagdo humana na forma de
sucos **. No Brasil ele ocorre em Sdo Paulo € Minas Gerais, na vertente da Serra do Mar
3% ¢ embora sendo nativo da Mata Atlantica se encaixa perfeitamente como agricultura
organica, respondendo em boas condi¢des quando plantado em quintais. Seu plantio
tem sido incentivado para pequenos produtores a fim de fortalecer o orgamento familiar,
sendo que uma unica arvore bem manejada pode produzir até 200 quilos *® . Durante a
safra, que vai de abril a junho, o produtor tira até 50 quilos da fruta por semana com em
trés arvores, com prego considerado bom para os agricultores: R$ 3 o Kg. As flores
hermafroditas, brancas e atrativas desabrocham de agosto a novembro e os frutos
amadurecem de janeiro a abril *.

Uma das caracteristicas deste fruto ¢ a casca fina e verde que apenas se torna um
pouco mais amarelada, mas ndo muda de cor fortemente. Sabe-se que estda maduro
quando fica mais macio e cai dos galhos. As bagas, com cerca de seis centimetros de
diametro, tém polpa cremosa, suculenta, com poucas sementes *°.

Tem-se conhecimento de estudos fitoquimicos e farmacoldgicos realizados por

Adati *" nas folhas dessa espécie, detectando-se grande quantidade de 6leo essencial,
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rico em linalol (11,11%), 6xido de cariofileno (11,77%), B-cariofileno (6,33%), f-
selineno (6,33%) e a-cadinol (1,94%), contando-se assim com as propriedades benéficas
destes Oleos essenciais. O linanol mostrou acdo analgésica a anti-inflamatéria em
diferentes modelos animais ** e antiespasmodica *°.

Segundo Gongalves et al, 2010 *°, a polpa congelada de cambuci apresenta altos
teores de derivados glicosilados de quercetina, considerada também uma rica fonte de
acido elagico, assim como camu-camu, ara¢a, umbu e cagaita. Cambuci também foi
uma das frutas mais eficientes na inibicdo de o-amilase e o-glicosidase, enzimas
relacionadas com a incidéncia de diabetes mellitus tipo 2.

Ao analisar dezesseis frutas e seis polpas congeladas de frutas nativas brasileiras,
Gongalves (2008) *' observou que as polpas de cambuci, cagaita, coquinho azedo e
araga foram as amostras que apresentaram melhor capacidade antioxidante com
resultados semelhantes aos de frutas ricas em antocianinas com alto potencial
antioxidante como o morango. Dentre os principais flavonoides encontrados nestas
frutas nativas brasileiras, estdo a quercetina em camu-camu, araca e cagaita, catequina
em tucuma, catequina e epicatequina em carambola.

Quanto a composicdo fisico-quimica do fruto in natura, Vallillo et al (2005) **
encontraram nos frutos elevados teores de fibras alimentares (4,00%), quando
comparado a outras espécies popularmente conhecidas da familia das Mirtaceas. Porém
foram relatados valores baixos de proteina (0,44%), carboidratos totais (5,00%), lipidios
(1,53%) e valores razoaveis de acido ascorbico (33,37 mg.100 g'l). Ligeiramente doce,
mas extremamente 4cido como limdo, conforme Vallilo et al (2005)*, o fruto de C.
phaea (cambuci) apresenta limitagdes ao consumo in natura devido ao baixo teor de

carboidratos e elevada acidez, sendo preferivel no preparo de doces e geleias. Alguns
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produtos processados do cambuci sdo encontrados para venda, tais como a geleia, o
fermentado Ice, trufas de creme de cambuci, sorvete, cachaga e geleia diet 3,

Apesar de ndo mostrar uniformidade no seu formato, o cambuci apresenta
potencial para a industrializagdo devido aos seus atributos de qualidade, como alto
rendimento em polpa, elevada acidez, razoaveis concentracdes de acido ascorbico,
minerais e fibras alimentares. Porém, a variagdo significativa dos atributos sugere a

existéncia de diferentes variedades de Cambuci *.

3. Geleia de fruta — fonte alternativa de compostos com acio antioxidante

A produgdo mundial de frutas ¢ de 609,2 milhdes de toneladas/ano e o Brasil ¢ o 3°
produtor mundial, atras apenas da China e da India, de acordo com dados da FAO,
sendo que as frutas mais produzidas no mundo sdo as bananas e platanos (no Brasil sdo
consumidas como um so6 produto), melancia, maga, laranja, uva, pera e abacaxi # Nem
todas as frutas brasileiras estdo entre as 609,2 milhdes de toneladas produzidas/ano,
apesar de cerca de 50% da producdo comercial brasileira ser destinada ao mercado de
frutas processadas e 47% ao mercado de frutas frescas *.

Tendo em vista questdo da perecibilidade de algumas frutas, como o cambuci,
formas de estimular o consumo de frutas nativas como esta seria através do
conhecimento da composi¢do quimica e dos seus produtos processados como, por
exemplo, as geleias. O interesse por fontes alternativas de matéria-prima a custos
acessiveis aliados ao crescente interesse por alimentos com atributos funcionais, como €
o caso dos compostos fendlicos com agdo antioxidante, justifica maiores esforgos de se
estudar o potencial do uso industrial de frutas regionais. Alguns autores apontam a

geleia como uma alternativa viavel para o aproveitamento economico das frutas in
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natura *°. Seu processamento segue uma metodologia relativamente simples, exige
poucos equipamentos ¢ traz, ainda, a vantagem de possibilitar a indastria o
aproveitamento de frutas improprias para compota, transformando-as em um produto de
melhor qualidade e mais sofisticado que os doces em massa 4

Para obtencdo de geleia sdo seguidas etapas de processamento, que sdo passiveis
de degradacdo de flavonoides e de acido ascorbico, como o corte, a desintegragdo, o
despolpamento, a concentragdo em tacho, o aquecimento a 85°C e também o
armazenamento por longos periodos. As etapas sdo as seguintes: recep¢do, selecao,
limpeza e lavagem, descascamento, corte e desintegracdo, despolpamento, adigdo de
sacarose e acucar invertido, concentragdo em tacho, adi¢do de acido e pectina ATM,
aquecimento até 85°C, envase e fechamento, esterilizagdo, resfriamento, limpeza e
secagem, rotulagem, armazenamento Y As pectinas BTM s3ao empregadas para a
elaboragdo de geléias de baixas calorias (com reduzido teor de agticar), formam géis em
uma faixa mais ampla de solidos soluveis e de pH do que as pectinas ATM, sem
necessitar da presenca de acticares .

No processamento da geleia, o pH ¢ reduzido, havendo uma acidifica¢do do meio,
logo a etapa de modificacdo do pH ndo levaria a polimerizagdo em diferentes graus e
consequentemente as alteracdes no teor de compostos fendlicos, podendo-se observar-se
uma possivel hidréolise de compostos ligados que poderiam ser mais facilmente
quantificados nas metodologias. Segundo a Resolugdo — CNNPA n 12, de 1978 da
ANVISA®, a geleia de fruta ¢ o produto preparado com frutas, sucos ou extratos
aquosos das mesmas, apresentando frutas inteiras, partes, ou pedagos sobre variadas
formas, devendo tais ingredientes ser misturados com agticares, com ou sem adi¢ao de

agua, pectina, acidos e outros ingredientes permitidos por esta norma.
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De acordo com a quantidade de fruta, segundo a legislagdo da ANVISA (1978) ¥ a
geleia pode ser classificada em: comum quando preparada numa proporgdo de 40 partes
de fruta fresca ou seu equivalente para 60 partes de agucar. Ja a extra quando preparada
numa propor¢do de 50 partes de fruta fresca, ou seu equivalente para 50 partes de
acucar. Tal mistura sera convenientemente processada até uma consisténcia semissolida
adequada e, finalmente, acondicionada de forma a assegurar sua perfeita conservagao.

Existem poucos trabalhos sobre geleias na literatura, em um recente estudo foi
validada metodologia para determinacao de acido ascérbico em geleias de variadas
frutas, quantificou-se e identificou-se acido L- ascorbico (LAA) por cromatografia
liquida de alta eficiéncia *°. Em um estudo realizado sobre a atividade antioxidante de
extratos de geleia de uva a metodologia de superficie de resposta utilizada na extracdo
se mostrou um excelente método para aumentar a eficacia da extragdo com a otimizacao
das variaveis do processo, que podem ser a concentracdo de etanol, a temperatura de
extracdo e o tempo. Dentre estas varidveis a temperatura foi a que apresentou impacto
mais significativo na capacidade antioxidante dos extratos, seguida pela concentragdo
de etanol. Houve aumento significativo da capacidade antioxidante, nos extratos obtidos
pelo sistema de ultrassom, avaliados tanto por DPPHe (aumento de 70%) quanto pelo
método de beta caroteno/acido linol¢ico (aumento de 65%) em relagdo ao método
padrdo utilizado. A geleia de uva elaborada com a variedade IAC 138-22 pode ser
considerada boa fonte de compostos fendlicos 3! Estudos sobre os compostos fenolicos
e atividade antioxidante do cambuci (figura 2) no entanto ainda sdo inexistentes na

literatura.
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Figura 2. Geleia de Cambuci (Campomanesia phaea O. Berg.)

4. Metodologias e defesas antioxidantes, extracao e determinacdo de compostos

fenolicos

4.1. Defesas antioxidantes

Os compostos fenolicos de frutas e vegetais exercem efeito antioxidante através de
diversos mecanismos de acdo incluindo o sequestro de radicais livres, inibi¢do do
surgimento de espécies reativas, por interacdo com enzimas € sequestro de metais.
Dentre esses, o principal ocorre pela doacdo de hidrogénios e formacdo de radicais
fenolicos intermediarios estabilizados por ressonancia de elétrons ndo pareados na
estrutura aromatica, ou seja, pela agdo sequestrante de radicais livres 2.

O sistema de defesa do organismo funciona por meio de uma complexa rede entre
as vitaminas C e E, carotenoides, enzimas antioxidantes, dependentes de zinco, cobre,
selénio e magnésio e outros fitonutrientes, entre estes os compostos fendlicos, os quais,
juntos executam reagdes perfeitamente integradas de renovacao celular e regeneragao,

.. - . . 21
otimizando a prote¢cdo contra radicais livres .

As dietas contendo substancias que
atuam como antioxidantes (chas, frutas, vegetais, cereais, 6leos, graos) sao benéficas

para o mecanismo de defesa celular, protegendo dessa forma os componentes da célula

das altera¢des oxidativas .
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Usualmente, processos de producdo de alimentos podem gerar perdas importantes
de antioxidantes endogenos, tais como vitamina C e compostos fenolicos, que limitam
sua utilizagdo na prote¢ao contra oxidagao lipidica > Entre os ingredientes funcionais,
o grupo mais largamente estudado ¢ a familia dos antioxidantes, devido a sua utilizacao
na preservagdo contra degradagdo de alimentos. Uma classificagdo dos antioxidantes
pode ser estabelecida baseada no seu mecanismo de agdo como a seguinte: antioxidantes
primarios, que terminam a reagdo em cadeia de oxidagdo por doar hidrogénios ou
elétrons para os radicais livres; sinérgicos, que sao classificados com desativadores de
oxigenio e quelantes; e antioxidantes secundarios, que previnem a oxidagdo por
decompor os peroxidos em produtos finais estaveis *°.

As ROS (espécies reativas de oxigénio) estdo implicadas em varias doencas
degenerativas humanas, como doencas cardiovasculares, disfun¢des cognitivas e cancer
% e o0 desequilibrio entre moléculas oxidantes ¢ antioxidantes resulta no chamado
estresse oxidativo, causando danos a muitas moléculas biologicas, tais como lipideos,
proteinas, carboidratos ¢ DNA®’. Para combater os radicais livres e/ou as chamadas
espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS), o organismo humano ¢
equipado com um sistema de defesa efetivo formado por antioxidantes endogenos, o
qual inclui varias enzimas (superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase) e
moléculas antioxidantes de alto e baixo peso molecular **. A superéxido dismutase
catalisa a reagdo de dismuta¢do do O," em H,0, ¢ O,, ou seja, reduz o radical anion
superoxido a peroxido de hidrogénio. A catalase realiza, por sua vez, a reacdo de
dismutag@o do H,O, em H,O e O,. A glutationa peroxidase ¢ outra via responsavel pela
eliminagdo do peroxido de hidrogénio, além da catalase.

Além dos antioxidantes enddgenos, ocorre agdo dos antioxidantes exogenos

provenientes da dieta, tais como compostos fendlicos, carotenoides, antocianinas, acido
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ascorbico e tocoferdis. Estes atuam protegendo as células vivas e alimentos in natura
bloqueando a acdo de radicais livres, formados pela oxidagdo quimica e, ou enzimatica
(lipoxigenase e cicloxigenase) envolvidas na oxidagao de acidos graxos poli-insaturados
e consequentemente, na formacio de peréxidos . O 4cido ascorbico se destaca através
da regeneracdo do alfa-tocoferol, na redu¢do do anion superdxido, na regeneragdo do
acido ascorbico pela enzima desidroascorbato redutase. O alfa-tocoferol (vitamina E)
previne a peroxidagao lipidica e os carotendides também possuem papel antioxidante. O
[-caroteno atua através de captacdo de radicais peroxil, por reacdes de adigdo,
transferéncia de elétrons, abstragcdo de atomos de hidrogénio e o licopeno possui papel

importante como captador de 'O, e ROO.

4.2. Determinacio de atividade antioxidante

Quase todos os flavonoides possuem varias caracteristicas bioldgicas e quimicas em
comum: atividade antioxidante, capacidade de sequestrar espécies reativas de oxigénio,
capacidade de sequestrar eletrofilos, capacidade de inibir a nitrosagdo, capacidade de
quelar metais (como Fe e Cu), e capacidade de modular a atividade de algumas enzimas
celulares 2.

As antocianinas tém estrutura quimica adequada para atuar como antioxidante, pois
podem doar hidrogénios ou elétrons aos radicais livres, sendo importantes sequestrantes
de radicais livres °, sendo que a maior atividade antioxidante esta relacionada com a
presencga de grupos hidroxilicos nas posigdes 3’ e 4’ do anel B, os quais conferem uma
elevada estabilidade aos radicais formados °'. As antocianinas podem se apresentar

como desativadores de oxigénio singlete. Os grupos hidroxilicos livres nas posi¢des 3 ¢

. e - ~ . 62
5, juntamente com o grupo carbonilico na posi¢ao 4’ sdo doadores de elétrons *. Em
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estudos realizados sobre a reatividade de antocianinas frente ao oxigénio singlete

1
(O4( Ag), através da avaliagdo do efeito protetor de extratos de antocianinas de acerola e

de agai, em diferentes niveis de purificacdo, sobre o actinometro dimetil-antraceno e a
medida que os extratos foram sendo purificados, a capacidade de desativacdo do
1
0,( A,) foi diminuindo *.
Um grande nimero de métodos tem sido desenvolvido como o objetivo de avaliar
a atividade antioxidante ou desativadora de radicais livres em alimentos e ha revisdes
recentes referentes a este tema * *%. No entanto, apontam-se nesta revisdo algumas
metodologias para facilitacdo da escolha desta nos trabalhos de rotina do laboratorio.
Devido a complexidade da composi¢cdo de cada tipo de alimento, tendo em vista
que antioxidantes ndo atuam separadamente, a possivel interagdo entre eles pode fazer
com que a determinagdo da capacidade antioxidante individualmente seja menos efetiva
do que o estado antioxidante total ®. Os antioxidantes podem desativar radicais livres
através de dois mecanismos principais: transferéncia do atomo de hidrogénio (HAT)
(reagdo 1) e transferéncia de elétron (ET), demonstrada na metodologia de FRAP
(reacdo 2) 67,
ROOe + AH/ArOH — ROOH + A</ArOe (1)

FRAP: Fe (TPTZ), ** + ArOH — Fe(TPTZ), 2" + ArOe + H+ )

Os métodos baseados na transferéncia de hidrogénios medem a habilidade do
antioxidante em eliminar os radicais livres através da doagdo de hidrogénios. Por isso,
muitos pesquisadores entendem que esses métodos sdo os mais relevantes para as
reagdes onde os antioxidantes tipicamente atuam . Uma das estratégias mais aplicadas
nas medidas in vitro da capacidade antioxidante total de compostos, pertencentes a um

alimento, consiste em determinar a atividade antioxidante frente a substincias
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cromogenas de natureza radicalar; onde o desaparecimento da cor ocorre de forma
proporcional 4 concentragio de antioxidantes ©.

O método do DPPH (diphenyl-2-pricrylhydrazyl) 70 ¢ baseado na redugio do
radical DPPH na presenca de antioxidante doador de hidrogénio (reacdo 3). Este método
tem sido considerado um dos mais representativos para o emprego em modelos de

. N . - e 1
radicais na avaliagdo da capacidade de remogao de radicais livres m

DPPH: DPPHe + ArOH — DPPH + ArOe + H+ 3)

Alternativamente, diversos compostos cromogenos (ABTS, DMPD, DMPO e
FRAP) sdo utilizados para determinar a capacidade dos compostos fenodlicos que os
frutos contém para captar os radicais livres gerados, operando assim contra os efeitos
prejudiciais dos processos de oxidacdo que as espécies reativas de oxigénio (EROS)
causam ',

Além disso, sdo utilizados métodos que fazem uso de modelos de substratos
lipidicos. Um deles ¢ o método que utiliza B-caroteno/acido linoléico, o qual mede a
habilidade de um composto em inibir a descoloracdo do [-caroteno, causada por
radicais livres formados durante a peroxidagio do 4cido linoleico . Uma metodologia
bastante utilizada em muitos experimentos ¢ o ensaio TEAC (Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity assay), sendo que os valores de TEAC de muitos compostos e
produtos alimenticios tém sido relatados ™.

O ensaio TEAC avalia espectrofotometricamente a habilidade relativa das
substancias antioxidantes em capturar o cation radical 2,2'-azinobis (3-
etilbenzotiozolino-6-acido sulfénico) (ABTS.+), quando comparada com uma

quantidade padrao do antioxidante sintético Trolox® (acido 2-carboxilico-6-hidroxi-
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2,5,7,8-tetrametilcromano), um analogo da vitamina E, solivel em agua. A atividade
dos compostos testados ¢ expressa em valores TEAC, que ¢ definido como a
concentragdo de Trolox que possui a mesma atividade que 1 mM da substincia
antioxidante investigada. Os compostos sdo considerados ativos quando o seu valor de
TEAC é proximo ao da quercetina, flavonoide usado como substancia de referéncia '*.
O tempo de 1 minuto, para o método ABTS pode ser suficiente para medidas de polpas
de frutos enquanto o método DPPH requer um tempo de 60 minutos e os resultados
obtidos com o método DMPD (dicloridrato de N, N-Dimetil-p-fenilendiamina) tém sido
pouco reprodutiveis e em alguns casos incoerentes .

A avaliagdo da atividade antioxidante utilizando estes métodos baseados em
radicais ndo bioldgicos pode gerar limitagdes nos estudos sobre a atuacdo dos
compostos fendlicos na desativagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de
nitrogénio (RNS) no organismo humano, como o radical peroxila (ROO), o radical
hidroxila (HO), o perdxido de hidrogénio (H,0,), o acido hipocloroso (HOCI), o anion
peroxinitrito (ONOO-) e o radical 6xido nitrico (NO). Metodologias que determinam a
desativagdo destas espécies sdo mais condizentes com 0 que ocorre no organismo
humano, no entanto ainda sdo pouco disponiveis aos laboratorios. Entre elas se
apresenta a desativacao do radical peroxila (ORAC), em que o radical ROO ¢ gerado
por termodecomposicio do 2,2'-azobis (2-amidinopropano) di-idrocloreto (AAPH)’®.

A atividade de desativacdo do peroxido de hidrogénio (H,O,) pode ser medida,
através do método de quimiluminescéncia pelo monitoramento da oxidacdo da
lucigenina induzida pelo H,O, 77, sendo a atividade de desativagdo do radical OH
determinada por quimiluminescéncia pelo monitoramento da oxidacdo do luminol

induzida pelo OH, este radical ¢ gerado pela reacdo de Fenton (FeC ,-EDTA-H,0,)
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(reagdo 4) a 37 °C em banho-maria 8 Estas metodologias sdo importantes, porque

determinam radicais de relevancia biologica.

Fe," + H,O, — Fe;” + «OH + OH™ 4)

Segundo critérios estabelecidos por Huang e Prior (2005)”, os métodos
empregados na avaliagdo da atividade antioxidante devem utilizar moléculas
biologicamente relevantes, ser tecnicamente simples, ter ponto final € mecanismo
quimico bem definido, ter instrumentacao facilmente disponivel, ter boa repetibilidade e
reprodutibilidade, ser adaptavel para ensaios de antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos e
para analises high-throughput. A tabela 2 demonstra vantagens e desvantagens de

alguns métodos de determinacdo da atividade desativadora de radicais livres.
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Tabela 2. Vantagens e desvantagens de alguns métodos de determinagdo da atividade

491  desativadora de radicais livres (antioxidante)
Metodologia Vantagens Desvantagens
Teste simples e rapido. Interpretagdo complicada quando o espectro
Necessita somente espectrometro UV-  da amostra sobrepde 515nm.
visivel. DPPH ¢ um radical de nitrogénio estavel
DPPH Nao necessita condi¢des drasticas de (sem similaridade com radical peroxil).

Folin-Ciocalteau (F-
(&)

B caroteno/acido
linoléico

ABTS *

ORAC

S T9
temperatura e oxidagdo "

Simples, rapido, robusto.
Nao requer equipamento especializado
Pode ser automatizado para high-
throughput analises.

A correlagdo com ORAC ¢ geralmente
boa”

Meétodo simples, sensivel. Permite a
determinag@o do poder antioxidante de
compostos termo-sensiveis %',

Relativa simplicidade que permite
aplicagdo na rotina de qualquer
laboratério 7.

Uso de fluorescéncia como medida do

dano oxidativo ocorre menor
interferéncia dos compostos coloridos

presentes 82 .

Uso de radicais peroxila ou hidroxila
como pré-oxidantes, conferindo
significado biologico *.

Pequenas moléculas que tem maior
acessibilidade ao radical teriam aparentes

. .. .. 79
maiores atividades antioxidantes .

Interferéncias de outras substincias que
reagem com F-C reagente:
Agucares, aromaticas,
ascorbico, organicos,
variadas substincias inorganicas "

aminas acido

acidos além de

Nao especifico (substancias oxidantes ou
redutoras interferem no ensaio).
Dificuldade de interpretagao dos resultados
devida a interagdo do P-caroteno com o
oxigénio "%,

O resultado da determinag@o ¢ dependente
do tempo de incubagdo assim como da taxa
da amostra quantificada’

Pouca seletividade do ABTS " na reagdo com
atomos doadores de hidrogénio””.

Analise relativamente cara ao requerer um
sistema multicanal para dispensar reagentes
acoplado a um leitor de fluorescéncia.
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4.3. Métodos de extracao de compostos fendlicos

Para obtencao dos compostos fendlicos de plantas ha diversas formas de extragao.
Porém, dados da literatura sobre teor de compostos fenolicos em alimentos vegetais sdo
incompletos, contraditorios e dificeis de comparar, além de diferentes metodologias de
extracdo disponiveis na literatura. A solubilidade de compostos fendlicos ¢ governada
por sua natureza quimica na planta e também pela polaridade do solvente (s) utilizado.
Tal natureza pode variar de substancias pouco a muito altamente polimerizadas 8
Materiais vegetais podem conter quantidades diferentes de fenolicos acidos,
fenilpropanoides, antocianinas e taninos, entre outros.

Existe uma possibilidade de interacdo de compostos fendlicos com componentes
da planta, tais como carboidratos e proteinas. Estas intera¢des podem levar a formagéo
de complexos muito insoliveis 8 Pelo fato da solubilidade de compostos fenodlicos
também ser afetada pela polaridade do (s) solvente (s) utilizado ¢ muito dificil um
procedimento de extragdo desenvolver mecanismos adequados para a extracdo de todos
compostos fendlicos das plantas. Os extratos fendlicos de materiais vegetais sdo sempre
uma mistura diversificada de compostos fendlicos da planta soluveis no sistema
solvente utilizado **.

O procedimento de extracdo utilizado de maneira mais ampla para fenolicos é o
solido-liquido com uso de solventes como metanol, etanol e acetona ou a mistura destes
com 4agua, para a recuperacao de uma vasta gama de fenolicos de diversas estruturas 8
As condigoes de extragdo irdo depender das caracteristicas do composto a ser analisado,
sendo que eficiéncia da extragdo destes constituintes esta diretamente relacionada as
caracteristicas quimicas das moléculas e aos procedimentos de extracdo (Waterman,

1994)84. Segundo Keindnen (1993)85 solventes aquosos, MeOH 80% e EtOH 80% sao
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mais eficazes na extragdo de fenolicos. Kalt et al*® verificaram que esses compostos

foram melhor extraidos em agua a 60°C quando comparados com extratos a 25°C,

revelando que uma maior temperatura pode auxiliar na extracdo. Assim como ocorre

com outras metodologias, as de extracdo de compostos fendlicos apresentam vantagens

e desvantagens, as quais estdo resumidas na tabela 2, que demonstra metodologias

usuais.

Tabela 2. Vantagens ¢ desvantagens de alguns métodos de extracdo de compostos

fendlicos

Métodos

Vantagens

Desvantagens

Extragdo com solventes

O uso de ultrassom em
combinagdo possibilita 0 uso de
uma ampla gama de tamanhos de
amostra, rapidez de
processamento de amostra .

O uso de vortex, agitagdo ou
homogeneizagdo  com  Ultra-
aumentar 0

Turrax  pode

rendimento dos extratos .

Torna-se agressiva ao ambiente devido
aos residuos gerados durante o uso de
substdncias  toxicas,  dependendo
também da toxicidade do solvente *

Também exige controle rigoroso de
fatores como, a polaridade do solvente
utilizado, o tempo e a temperatura de

extragdo, pois pode ocorrer perda ou

destruicao dos compostos antioxidantes

89

Extragao supercritica

Oferece bom rendimento de
extrato e preserva as propriedades
antioxidantes, permitindo 0
controle da pressio e da

temperatura %,

Torna-se ineficiente para substincias
com alta polaridade e seu alto custo

dificulta a aplicagdo industrial *.
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A extracdo por solvente pode ser subdividida ainda em percolagdo, maceragao
com solvente, infusdo, extracdo lipidica a quente e a frio. E as técnicas ndo
convencionais subdivididas em: extracdo por fluido supercritico, extragdo vortical,

~ . o ~ . - 58
extragdo por energia elétrica e extracdo realizada ultrassonicamente .

Alguns
procedimentos também podem ser combinados, para um melhor rendimento de
extragdo, como a extragdo por solvente com a extracdo realizada ultrassonicamente 2,
Huang et al (2009)* encontraram resultados que indicaram que o rendimento de
extracao de flavonoides de Foliun Eucomniae realizada por ultrassom foi mais eficiente
(17,2%) que extracdes realizadas por trés outros métodos: aquecimento, micro-ondas e
assistida por enzimas.

Esta maior eficiéncia pode ser atribuida a agdo da vibragdo do ultrassom, que
produz ruptura celular, redu¢do do didmetro da particula ¢ leva a uma maior area de
contato entre a fase sélida e a liquida, com melhor acesso do solvente aos componentes
disponiveis *'. Foi utilizado um procedimento com ultra-turrax para determinar as
propriedades funcionais do fruto e da semente do jambolao produzido na Regido Sul do
Rio Grande do Sul através da determinacdo da atividade antioxidante e quantificacdo
dos compostos fendlicos totais, dos carotendides totais e das antocianinas *>. Outro
estudo com frutas nativas brasileiras *° também se utilizou dessa metodologia, que
confere aumento no rendimento dos extratos * .

O preparo de amostra ¢ um fator muito importante na eficiéncia da extracdo. A
estabilizacdo por meio de congelamento e liofilizacdo sdo recursos muito utilizados para
a preservacdo da amostra no periodo prévio a analise, além da maceragdo e reducao de
tamanho das particulas da amostra que aumentam a superficie de contato entre amostra
e solvente facilitando a extracdo e a reproducdo do método **. O uso de nitrogénio

liquido é recomendavel pela possibilidade de obtengdo de uma amostra finamente
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&3

84

pulverizada em um ambiente com reduzida concentracdo de oxigénio e baixas
temperaturas )

Segundo Souza et al (2009) 9 apesar da vasta literatura sobre o teor de fendlicos
em alimentos, poucos trabalhos descrevem justamente o processo de extracdo em
matrizes especificas e/ou as condi¢cdes de preparo de amostra para quantificacdo. No
entanto, pesquisas foram realizadas para a otimizagdo de processos de extracdo com

solventes %7

em que foram utilizados planejamentos experimentais fatoriais, como o
delineamento composto central rotacional, o qual possibilita o estudo das varidveis de
extracdo simultaneamente. Assim, pode-se avaliar cada variavel individualmente e
também determinar possiveis efeitos sinérgicos e antagdnicos resultantes de interagdes
entre as variaveis estudadas **. Segundo Morelli (2011) °' a metodologia de superficie
de resposta utilizada na extracdo ¢ excelente para otimizagdo das variaveis dos
processos, tais como: concentracdo de etanol, temperatura de extragdo e tempo. Este
mesmo estudo indicou que a aplicagdo de ultrassom e temperatura para a extracdo dos
compostos fendlicos antioxidantes em geleia de uva pode diminuir o tempo de extragao,
com resultados eficazes.

Segundo Souza et al (2009) % 0 planejamento experimental realizado em duas
etapas se mostrou como uma ferramenta importante para otimizar ¢ construir o modelo
preditivo dentro da faixa Otima para a extragdo de compostos fenolicos a partir da

combinagdo das variaveis; tempo de extracdo, rotagdo e extragdo continua e ndo

continua na extragao de compostos fenolicos da matriz de amostra de cebola.

4.4, Métodos de determinacio de compostos fenolicos
A determinacdo de compostos fendlicos em frutas pode ser realizada por

metodologia de Folin Ciocalteau, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
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somente ou combinada com instrumentos com varios sistemas, tais como massas em
série, entre outros. Valores obtidos por técnicas cromatograficas sdo usualmente
menores que aqueles estimados pela metodologia de Folin-Ciocalteau. Uma razao ¢ que
pode ndo se conseguir determinar alguns compostos fendlicos por andlises
cromatograficas. Estes podem ser compostos desconhecidos, compostos presentes em
tracos que ndo sao considerados na caracterizagdo das fontes do alimento ou compostos
que ndo sdo detectados por cromatografia, tais como polimeros de proantocianidinas e
polifenois oxidados 99, como em maca, vinho, cha ou bebidas.

Além disso, podem estar presentes no alimento alguns outros compostos que
também reagem com o reagente Folin-Ciocalteau, como 4acido ascorbico
superestimando assim os valores encontrados '%’. Apesar de suas desvantagens, Folin
Ciocalteau (FC) fornece uma estimativa do teor de compostos fendlicos nos alimentos.
Este método tem as vantagens de ser simples, rapido, robusto, nao requerer
equipamento especializado e ser facilmente automatizado '°'. Folin Ciocalteau também
pode ser um método de determinagdo antioxidante (Tabela 1), pois seu mecanismo

101

ocorre uma reagdo de transferéncia simples de elétron (ET) ™. Foram relatados na

literatura alguns trabalhos que encontraram correlacdo positiva entre o teor de
compostos fenolicos e a atividade antioxidante '** ',

A necessidade de obter o perfil de fenolicos individuais tem substituido os métodos
tradicionais por analises por CLAE, que representa uma técnica confiavel para analises
de fenois '+ 1%

Alguns procedimentos atuais englobam técnicas de separacdo de altissimo

desempenho em combinagdo com deteccdo de arranjo de diodos ou espectrometria de

massas. Mais sofisticagdo nos instrumentos em acoplamento com varios sistemas, tais
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como cromatografia multidimensional com RMN e massas em série ja estdo ocorrendo
em alguns laboratorios '%.

A 1identificagdo de compostos, baseada somente no espectro caracteristico e
tempo de retencdo nem sempre ¢ confidvel. Para a identificagdo dos compostos
fenolicos e antocianinas com maior certeza, devem ser avaliados um conjunto de
informagdes, considerando, por exemplo, ordem de eluicdo em fase reversa, co-
cromatografia com padrdes e comparacdo das caracteristicas dos espectros UV -visivel e
de massas com dados da literatura, como no estudo de Wu & Prior, 2005 ', A
identificagdo de compostos fendlicos ¢ realizada, geralmente, pela combinagdo de
informagdes obtidas durante a separagdo cromatografica e detecg¢do, levando em
consideracdo a ordem de eluicdo, o espectro DAD (detector de arranjo de diodos), o
padrdo de fragmentagdo obtido por espectrometria de massas e, quando possivel, a
comparagdo com padroes ¢ com dados da literatura 197 A utilizagio de espectrometria
de massas com ionizacao por eletrospray acoplada a HPLC/DAD (cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos) sdo métodos de escolha da maioria
dos trabalhos na area de caracterizagdo quimica, no entanto, deve-se levar em
consideracdo o custo do equipamento.

Nos anos recentes, a eletroforese capilar (EC) também tem ganhado uma posi¢ao
proeminente na analise de produtos naturais, especialmente aqueles com constituintes
polares i6nicos ou altamente polares. Particularmente para a determina¢do de compostos
fenolicos em matrizes complexas tais como frutas, plantas e alimentos, a versatilidade e
as caracteristicas vantajosas de EC e seus diversos modos de separagdo tem sido

108,109.
documentados '%%!°
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CONCLUSAO

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios sintetizados por plantas
subdivididos em diversas sub-classes de acordo com sua estrutura quimica. Existem
variagoes na média do consumo diario destes compostos entre os paises, regioes de um
mesmo pais, habitos culturais dietéticos, entre as classes e sub-classes e de acordo com
a biodisponibilidade dos compostos.

Alguns estudos relatam a presenca de compostos fendlicos como derivados
glicosilados de quercetina e acido elagico na polpa de cambuci, possuindo assim
compostos com atividade benéfica. A geleia da fruta se apresenta como uma alternativa
viavel para o aproveitamento econdomico das frutas in natura, sendo assim uma fonte a
custo acessivel que se alia ao crescente interesse por alimentos com a¢des funcionais,
como ¢ o caso dos compostos fenolicos. Observando-se devidamente o quanto destes
compostos ¢ preservado pos-processamento da fruta para obtengdo da geleia.

Devido a correlagdo positiva do teor de compostos fenolicos e atividade
antioxidante relatada por muitos autores, os alimentos que contém tais compostos, em
geral sdao indicados como potenciais antioxidantes. Atualmente métodos que
determinam a atividade antioxidante, a partir das espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio oferecem resultados de relevancia bioldgica. O método de Folin Ciocalteau
para determinag¢do de compostos fenolicos ¢ muito utilizado, por ser simples, rapido e
robusto, mas sofre acdo de interferentes da propria matriz da fruta e de ingredientes
adicionados, como no caso da adicdo de agticar na producdo de geleias.

O estudo dos compostos fendlicos e flavonoides de frutas nativas, como o
cambuci e de produtos processados, a otimizagdo da extracdo dos compostos e das

metodologias de analise podem auxiliar para que se elaborem estudos com resultados

46



159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

que confirmem as a¢des promotoras de saude destes compostos em amostras pouco

estudadas.
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ABSTRACT

The consumption of fruits and vegetables has several beneficial effects on our health
with respect to the prevention of chronic degenerative diseases such as arteriosclerosis
and cancer. However, little is known about the bioactive or phytochemical compounds
present in some Brazilian native fruits—for example, the cambuci fruit (Campomanesia
phaea O. Berg.)—and little data exist with regard to their antioxidant activities. The aim
of this work was to determine the phenolic compound content of the cambuci fruit by
means of two methods of extraction: ultrasonication and homogenization using the
Ultra-Turrax mixer by employing aqueous ethanol (80%) and acetone (80%) solvents.
Furthermore, phenolic compound content of cambuci jam was determined by using
response surface methodology, and the antioxidant activity of the cambuci jam was
measured. The extraction employing the Ultra-Turrax mixer with aqueous acetone
(80%) resulted in a larger amount of phenolic compounds (232.12 + 10.4 mg gallic acid
equivalents (GAE)-100 g ' in dry basis). The highest content of phenolic compounds
extracted from cambuci jam was 322.5 mg GAE-100 g ' in dry basis. The cambuci jam
exhibited the best antioxidant activity as determined by the 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) radical assay method and the phenolic content of the cambuci
jam correlated positively with antioxidant activity for DDPH and 2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) assays. The best result for the antioxidant
activity obtained using response surface methodology varied widely among the different
methodologies. The cambuci jam, and hence cambuci fruit, proved to be a rich source of
phenolic compounds, which showed positive correlations with antioxidant capacity. The
confirmation of antioxidant activity in cambuci fruit jam and the phnolic compounds of
fruit demonstrate the importance of the preservation and utilization of cambuci, a fruit
currently in danger of extinction.

Key-words: phenolic compound; campomanesia phaea Berg; jam.
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RESUMO

O consumo de frutas e vegetais tem apresentado varios efeitos benéficos para nossa
saude, relacionados com a prevencao de doencas cronicas degenerativas, entre elas,
arteriosclerose e cancer. Contudo, algumas frutas nativas brasileiras apresentam poucos
estudos na literatura sobre os compostos bioativos ou fitoquimicos bem como sua
atividade antioxidante, como por exemplo, o cambuci (Campomanesia phaea O.Berg.).
O objetivo deste trabalho foi determinar o conteido de compostos fenodlicos da fruta
cambuci utilizando dois sistemas de extragdo: ultrassom ¢ Ultra-Turrax, com o
emprego de etanol 80% e acetona 80%. Além disso, determinar o teor de compostos
fenolicos de geleia de Cambuci, com o uso de metodologia de superficie de resposta
medir a atividade antioxidante de geleia de cambuci, avaliando a influéncia das
varidveis tempo, temperatura e concentracdo de etanol. A extragdo que utilizou Ultra-
turrax com acetona 80% resultou em maior teor de compostos fenolicos (232, 12 + 10,4
mg de equivalentes de acido gilico (GAE).100g” em base seca). O maior teor de
compostos fendlicos encontrado em geleia de Cambuci foi de 322.5 mg GAE.100g™

em base seca. A geleia apresentou melhor atividade antioxidante com o método 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH). Os melhores resultados encontrados utilizando a
metodologia de superficie de resposta variaram amplamente entre as diferentes
metodologias antioxidantes utilizadas (ABTS e DPPH). Geleia de cambuci provou ser
uma boa fonte de compostos fenolicos, que apresenta correlagdo positiva com a
capacidade antioxidante. A confirmacdo da atividade antioxidante em extratos da geleia
e os compotos fendlicos presentes na fruta cambuci demonstram a importancia da
preservacao e utilizagdo do Cambuci, uma fruta em risco de extingao.

Palavras-chave: compostos fenolicos, campomanesia phaea O. Berg, geleia
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1. INTRODUCTION

Food and beverages rich in flavonoids and other phenolic compounds have been
associated with reducing the risk of disease in several epidemiological studies (Huxley
& Neil, 2003; Hertog et al., 1993; Lin et al., 2007). Investigations demonstrate that the
antioxidant activity of plant tissue is related to the defense against oxidative stress and
in other human disorders, including arteriosclerosis and aging processes (Manostroi,
1995; Stajner, 1998). There have also been reports of a correlation between the intake of
phenolic compounds, such as flavonoids, and the possibility of reduction of certain
types of cancer (Lopez-Otin & Diamandis, 1998; Middleton et al., 2000). Furthermore,
the concentration of these compounds has been positively correlated with antioxidant

activity (Meyers et al., 2003; Rekika et al, 2005).

The cambuci fruit (Campomanesia phaea O. Berg.) is a member of the Myrtaceae
family, which is one of the most important plant families (Donadio, 1997). However,
little information exists on the phenolic and flavonoid composition of the fruit and its
jam in the literature. The main ingredients used in jam preparation are fresh fruits (juice
or pulp), sugar, pectin, and citric acid. Although fruit processing may reduce the total
amount of anthocyanin and other antioxidant phenolic compounds, studies have shown
that a significant amount of these compounds were found in blackberry jam after three
months of storage at room temperature in the presence of light (Mota, 2006).

The optimization of extraction and specific analysis methodologies is
fundamental, because small details, such as time and temperature of extraction can
affect the reliability of the results. Despite the abundant literature about the phenolic
content in food, there is little work describing modifications in extraction procedures
employing specific matrices and/or critical sample preparation conditions for

quantification (Souza et al., 2009).
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Ultrasonically assisted extraction (ultrasonication) is one of the non-conventional
extraction techniques that has increased in popularity, especially during the last 25
years, because of the development of ultrasound devices (Vinatoru, 2001). Some
authors have proposed that the efficacy of ultrasound extraction is attributed to the fact
that ultrasound waves promote better contact of the solvent with the analyte (Virot et
al., 2009; Wang et al., 2008; Wang & Weller, 2006). However, the effects of ultrasound
on the yield and kinetics of extraction can differ depending on the nature of the plant
material to be extracted (Wang & Weller, 2006). Ultrasound also has a mechanical
effect, allowing better penetration of the solvent in the sample, which increases the
contact surface area and improves solute diffusivity to the environment (Wang et al.,
2008; Virot et al., 2009; Rostagno, Palm, & Barroso, 2003).

Soluble phenolic compounds are found compartmentalized in the plant cells
within vacuoles (Beckamn, 2000) in free or conjugated form, while insoluble phenolics
are bound to cell wall structures, or esterified with arabinose or galactose residues of
pectin, or hemi-cellulosic components (Faulds & Willianson, 1999). However, with jam
processing, the liberation of compounds bound to these cell wall structures tends to
occur, because the process involves loss of water.

The Folin—Ciocalteau (FC) method has the advantage of being simple, fast, and
robust; it is easily automated (Huang & Prior, 2005) for the estimation of the phenolic
compound concentrations in food, despite its disadvantages, namely, interference from
other substances that react with the FC reagent, such as sugars, aromatic amines,
ascorbic acid, organic acids, and various inorganic substances. Amakura et al. (2000)
previously used the FC method to determine the influence of jam processing on the

radical scavenging activity of the phenolic content in berries.
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The aim of this work was to determine the phenolic compound content of the
cambuci fruit undergoing two methods of extraction: ultrasound and Ultra-Turrax
mixing, using aqueous ethanol (80%) and acetone (80%) solvents. Furthermore, the
phenolic compound content in cambuci jam was determined by using response surface
methodology; in addition, measurements of the antioxidant activity of cambuci jam

were performed and correlated with phenolic compound concentrations.

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Material

The cambuci fruit (Figure 1) harvested in Rio Grande da Serra, Sdo Paulo, (SP,
Brazil) consisted of a mix of completely ripe fruits from plants belonging to a
cooperative of cambuci and derivate producers (Cooper Cambucy, Rio Grande da Serra,
SP, Brazil). The sanitized samples were placed in cold storage and transported to the
State University of Campinas. Twenty kilograms of fresh cambuci fruit and twelve jars
of cambuci jam (40 g each) (Figure 2) were acquired from the same harvest (2011) as
prepared by Cooper Cambucy. The batches of fruits and jam were frozen at —38 °C. The
peeled fruits and pulp were sanitized in a similar manner as in fruit jam formulation

processing.

Figure 1. Cambuci fruit (Campomanesia phaea O.Berg.)
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2.2. Reagents and standards

The reagents and standards used were Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid), soda ash, FC reagent, 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl radical (DPPH), 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid
diammonium salt (ABTS), ethanol and acetone. All reagents were purchased from

Sigma-Aldrich, Synth, or Dinamica.

2.3. Extraction from the pulp cambuci

The fruit samples (10 g) were extracted using two different solvents: ethanol
(80% in water) and acetone (80% in water), using two different systems: Ultra-Turrax
(Turatec TE-102-TECNAL, 4000 rpm) and ultrasound according to the method of Shin
et al. (2008) (Figure 2). A quantity of sample (10 g) was mixed with solvent and
extracted at room temperature for 5 min; this process was repeated twice. After
extraction, the extracts were filtered through a Whatman No. 1 paper filter and the
volume was adjusted to 100 mL. The total phenolic compounds were measured using
the FC reagent (Singleton et al., 1999) and the calibration curve expressed in mg of

gallic acid equivalents (GAE).

| PULPOF cAMBUCI |
|
I
I TURRAX I | vLTrasouno |

1 ! { 4

|30% ETHANOLI [so% AcETONE] |3o% ETHANOLI |s0% AcETONE]|

Figure 2. Extraction from the pulp cambuci
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2.4. Determination of phenolic compounds in jam

Response surface methodology was applied to determine the optimal conditions
for cambuci jam extraction via experimental planning of a rotatable central composite
design, totaling 17 extractions (Table 1). Jam samples (10 g) were placed in an
Erlenmeyer flask with 100 mL of extraction solvent and subjected to ultrasound (model
USC-1880, 40 KHz, Unique, Ind. e Co. Ltd., Brazil) under different conditions (Figure
3). Temperature, ethanol concentrations, and time were varied in accordance with the
studies of Morelli (2012).

The total phenolic compound was determined using the FC reagent (Singleton et
al., 1999). The constructed calibration curve was expressed in mg of GAE per 100 g of
the dry basis sample, using the extracting solution of the central point of a rotatable

central composite design (50% de ethanol).
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204  Table 1.Experimental parameters of the extraction model of extracts jam cambuci

Assays  Ethanol (%)  Temperature ( °C) Time (min) 205
206
1 20,2 37 6 207
208

2 20,2 37 6
209
3 210

79,8 58 6
4 211

79,8 58 6
212

5
20,2 37 24 213
6

79,8 37 24 214
7 20,2 58 24 215
216

8 79,8 58 24
217
9 50 47 15 218
10 50 47 15 219
11 50 47 15 220
221

12 0 47 15
222

13 100 47 15
223
14 50 30 15 294
15 50 65 15 225
16 50 47 0 226
227

17 50 47 30
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Figure 3. Cambuci jam extraction

2.5. Antioxidant activity of the cambuci jam

2.5.1 Determination of antioxidant activity through the DPPHe radical

The determination of antioxidant capacity of the sample by the reduction of the
DPPH free radical was conducted according to Brand-Willians & Cuvelier (1995). The
analyses were performed by adding 3.9 mL of a DPPH solution methanolic and 100 pL
of the sample extract in each test tube, or the same volume of solution used in extract
samples to obtain a control solution. Absorbance readings were acquired at room
temperature after a reaction time of 90 min in a dark environment. The analyses were

repeated three times and expressed in (umol Trolox) (100 g ' f.w.).

2.5.2 Determination of antioxidant activity through ABTS" (TEAC) assay

The determination of antioxidant capacity of the sample by the reduction of the
ABTS"™ radical cation (Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) assay) was
conducted according to the procedure described by Re et al. (1999). An aqueous stock
solution of potassium persulfate (K,S,Og; 2.45 mM) and a stock solution of ABTS (7
mM) were prepared and used to dilute extracts such the assay results would be between

20 and 80% of the control absorbance. For 3 mL of the diluted ABTS solution, 30 uL of
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sample extract and standard solutions were added to build the Trolox calibration curve

at concentrations of 0.4 to 1.5 uM.

2.6 Statistical analysis
Results were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) for cambuci
fruit and experimental planning of the central rotatable composite design was realized

for cambuci jam.

3. RESULTS AND DISCUSSION

In this study, the system employing the Ultra-Turrax mixer with aqueous
acetone (80%) resulted in a larger amount of extracted phenolic compounds (232.12 +
10.4 mg GAE-100 gfl) (Figure 5). This amount was significantly different (more than
double) from that obtained for the Ultra-Turrax/ultrasound systems using aqueous
ethanol (80%); however, there were no significant differences within 5% errorwith the
system using acetone and ultrasound. During extraction under agitation, as with Ultra-
Turrax, bubble formation and cavitation occurred, resulting in an increase in yield.
According to Gan and Latiff (2011), acetone promotes a larger yield in phenolic
compounds than ethanol, methanol, or hexane/ethyl acetate systems. However, this
solvent is also more toxic and can promote the extraction of non-phenolic compounds or

tannins, possibly more than ethanol.
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Figure 5. Content of phenolic compounds of the fruit under different solvents and extraction systems. 1:
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The phenolic content determined by the FC method was slightly lower than that
previously found in cambuci by Genovese et al. (2008) (246 mg GAE-100 g f.w.), and
by Lima et al. (2002) in other fruits of the Myrtaceae family such as the purple pitanga
(Eugenia uniflora L.; 325 mg catechin-100 g71 f.w.) and red pitanga (257 mg
catechin-100 g' f.w.). It must be considered that the fruits exhibit quantitative and
qualitative variations in the content of these components due to intrinsic factors
(cultivation, variety, phase of maturity) as well as non-intrinsic factors (climatic and
edaphic conditions) (Melo et al., 2008), in addition to the extraction system and
extracting solution employed. According to Gongalves et al. (2010), the frozen pulp of
cambuci presents a high content of quercetin glycosidic derivatives and is considered a
rich source of ellagic acid.

The highest phenolic compound content obtained from cambuci jam was 322.5
mg GAE-100 g—1 in dry basis, under the following extraction parameters in ultrasound

method: ethanol 20.2%, temperature 37 °C, and extraction time 24 min (Table 2).
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The highest antioxidant activity as determined by the DPPH assay (44.50 + 1.00
umol- g_1 in dry basis) was obtained with the following extraction conditions: ethanol
50%, temperature 65 °C, and extraction time 15 min (Table 2). Best antioxidant activity
results for the ABTS assay (0.034 pmol.g”' in dry basis) were obtained under the
following conditions: ethanol 20.2%, temperature 37 °C, and extraction time 6 min
(Table 1). In this study, the antioxidant activities of cambuci jam using the DPPH
method were higher than that of ABTS. The best result for the DPPH method was
higher that found in the study by Falcao et al. (2007) using a jam wine model system
(Vitis labrusca) and Refosco (Vitis vinifera L.), while activities were less when the
ABTS methodology was used. The correlation coefficient found for phenolic compound
content of cambuci jam and antioxidant activities using DPPH and ABTS methods were
positive (0.82 and 0.80, respectively). Antioxidants methods (DPPH and ABTS) also

showed a positive correlation between them (0. 80).
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314  Table 2. Phenolic compounds and antioxidant activity of jam cambuci prepared

315  extracted different conditions of concentration of ethanol, time and temperature.

Phenolics DPPH 1 TEAC** )
Assays mgGAE*.I'OOg’] K mgi;rgi:;&s.g pmol trolox.g
dry basis dry basis
Ethanol %  Temperature = Time min.
°C
20.2 37 6 303.83£3.75  34.85:1.10  0.034+0.18
20.2 37 6 280.41+13.80  33.13£1.10  0.030+0.01
79.8 58 6 322.0342.16  34.74+0.60  0.033+0.04
79.8 58 6 276.74+1.34  32.45+2.40  0.030+0.03
20.2 37 24 322.56+0.28  36.62+0.90  0.029+0.04
79.8 37 24 292.8843.43  31.65+2.10  0.028+0.01
20.2 38 24 286.07£0.57  31.9242.60  0.038+0.04
79.8 58 24 312.59+1.91 21.15+1.40  0.028+0.04
S0 47 15 295244268  31.1042.40  0.026+0.06
S0 47 15 314.7941.23  33.15£0.90  0.029+0.10
S0 47 15 263.7941.22  35.28+1.60  0.028+0.01
0 47 15 239.07£1.50  27.21£1.90  0.026+0.00
100 47 15 150.854028  12.47+1.10  0.019+0.04
S0 30 15 316.9942,34  41.78+4.20  0.030+0.06
S0 65 15 319.96£1.65  44.50+1.00  0.032+0.02
50 47 0 280.7043.51  32.80£2.10  0.029+0.01
50 47 30 316.9343.16  33.9740.10  0.031%0.04
0 47 15 239.07£1.50  27.21£1.90  0.026+0.00
100 47 15 150.8540,28  12.47+1.10  0.019+0.04
S0 30 15 316.9942,34  41.78+420  0.030+0.06
S0 65 15 319.96£1.65  44.50+1.00  0.032+0.02
50 47 0 280.7043.51  32.80£2.10  0.029+0.01
50 47 30 316.9343.16  33.9740.10  0.031+0.04
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Table 3. Best results for jam cambuci extraction phenolic compounds and antioxidant

activity
ethanol (%) temperature ( °C) time (min)
Phenolic* 20,2 37 24
DPPH** 50 65 15
ABTS** 20,2 37 6

*mgGAE.100g ' dry basis
** ymol trolox.g ' dry basis

The optimum parameters of ethanol concentration, time, and temperature for
extracts of cambuci jam are shown in Table 3. Contrary to the results of Morelli (2012),
the temperature variable made a more significant impact on the antioxidant capacity.

For both ABTS and DPPH methods, the interaction of ethanol concentration and
time parameter with temperature had a positive influence in antioxidant activity jam
cambuci. In DPPH method, when extraction time and temperature was reduced to less
than 6 min and less than 37 °C, respectively, the DPPH assay showed higher antioxidant
concentration at high ethanol concentration; however, it passed through the central point
(50%). Nevertheless, the cambuci jam can generally be considered as a rich source of
compounds with antioxidant activity; since jam has more shelf life than the fruit.
Futhermore, the ultrasound methodology is a efficient alternative for the extraction of

phenolic compounds, because it reduces time of analysis.

4. CONCLUSION
The results demonstrate the cambuci fruit as a source of phenolic compounds that
needs to be better utilized. The cambuci jam presented as a source de phenolic

compounds with best antioxidant activity by DPPH method. The highest result found
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for content phenolic compounds of cambuci jam were with ethanol 20.2%, temperature
37°C and 24 minutes. Phenolic content of cambuci jam correlated positively with
antioxidant activity for DDPH and ABTS. The best result found using response surface
methodology for antioxidant activity ranged between antioxidant methodologies, being
for DPPPH : ethanol 50%, 65°C and 15 minutes and for ABTS with ethanol 20.2%,
37°C and 6 minutes and varied widely antioxidant activity found in the different
methodologies. The antioxidant activity verified in fruit jam and that the extraction by

ultrasound and ultra-turrax of fruit cambuci can be good alternatives.
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RESUMO
Este trabalho teve como objetivo contribuir com dados de constituintes nutricionais da
polpa, geleia e casca de Cambuci (Campomanesia phaea O.Berg.), caracteristicas do
fruto e verificar a possibilidade de aproveitamento maximo da fruta. Além disso,
comparar os teores de compostos fendlicos do Cambuci com outras frutas brasileiras. A
fruta cambuci apresentou elevado rendimento em polpa, teor de sélidos soltiveis dentro
dos valores médios encontrados para frutas, em geral. Polpa, casca e geleia
apresentaram valores razoaveis de vitamina C (14,76; 13,04 e 34,21 mg acido
ascorbico.100g™, respectivamente). A casca do cambuci ¢ uma parte da fruta possivel
de ser utilizada, por apresentar bons teores de lipidios, minerais e acgucares redutores
(0,72g%; 0,44 g% e 12,96% respectivamente), além dos teores de vitamina C. O
cambuci apresentou teores de compostos fenodlicos e flavonoides superiores
significativamente (p<0,5) ao mana-cubiu e jambo-vermelho . A casca, a polpa de
cambuci e a geleia apresentaram caracteristicas nutricionais adequadas e com isso um

aumento no consumo destas pode ser indicado.

Palavras-chave: polpa, casca, geleia, composicao fisico-quimica.
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ABSTRACT

This work has been focused on the contribution of data with respect to the nutritional
constituents of the pulp, skin, and jam of the cambuci fruit. The cambuci fruit gave high
yields of pulp and soluble solids within the mean values obtained for fruits in general.
The skin, pulp, and jam presented reasonable values of vitamin C: 13.04, 14.76, and
34.21 mg ascorbic acid/100 g of fruit, respectively, which differed significantly (at the
5% level), comparing the levels of vitmain C with jam and fresh pulp, and the levels of
jam and skin of cambuci. The skin of cambuci, an important component of the fruit in
terms of chemical content, showed a good content of lipids, minerals, and reducing
sugars (0.72 g%; 0.44 g%, and 12.96 g%, respectively). Fresh cambuci pulp showed
higher contents of phenolic and flavonoids compounds than mana-cubiu and malay red-
apple (p < 0.5). The skin, fresh pulp, and jam derived from the cambuci fruit showed
adequate nutritional characteristics; thus, an increase in the consumption of these can be

foreseen.

Key-words: skin, fresh pulp, jam, physicochemical characterization
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INTRODUCAO

A literatura cientifica vem demonstrando correlagao entre o consumo de dietas
ricas em frutas e hortalicas e a reducdo do risco de doencas cronicas nao transmissiveis
— DCNT . Em 2008 foram estimados que mais de 1,4 bilhdo de adultos estdo em
situagdo de sobrepeso no mundo *. No Brasil, dados do IBGE ° apontam que entre
adultos acima de 20 anos, 48,0% das mulheres e 50,1% dos homens estdo com excesso
de peso, enquanto 16,9% das mulheres ¢ 12,4% dos homens sao obesos. O sobrepeso
ultrapassa a desnutrigdo em 28 vezes no sexo masculino e em 13 vezes no feminino ° .

Existem poucos dados de frutiferas pertencentes ao bioma da Mata Atlantica como
o cambuci (Campomanesia phaea O.Berg), jambo-vermelho (Sysygium malaccense
(L.) Merr & Perr), comumente encontrando nas regides norte e nordeste e 0 mana-cubiu
(Solanum Sessiliflorum) encontrado especialmente na regido Amazodnica.

A fruta do cambuci ¢ uma das mais eficientes na inibicdo de o-amilase e o-
glicosidase, enzimas relacionadas com a incidéncia de diabetes mellitus tipo 2,
comparada com outras frutas brasileiras ’. E a polpa congelada de cambuci apresenta
altos teores de derivados glicosilados de quercetina, considerada também uma rica fonte
de 4cido eléagico 5

As frutas amazonicas também precisam de uma atengdo especial por apresentar
otimas caracteristicas de adaptacdo em diversas condi¢des edafoclimaticas e por seu
valor nutritivo. Porém somente os agricultores regionais (indios e ribeirinhos) sdo os
que sempre as cultivam e consomem tendo a oportunidade de usufruir de seus
beneficios (Silva Filho, 1998) °. O mana-cubiu (Solanum Sessiliflorun), pertencente a
familia Solanaecea, ¢ um fruto é ex6tico com sabor caracteristico ¢ agradavel, no qual

identificou-se o acido S-cafeoilquinico como composto fendlico principal e grande
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eficiéncia na desativagio do H,O, e 0 HOCI '°. Sua polpa foi capaz de proteger o DNA
de danos induzidos por doxorrubicina em células hepaticas, cardiacas e¢ sanguineas de

. 11
ratos wistar .

Ja o jambeiro-vermelho (Sysygium malaccense (L.) Merr & Perr), de
origem asiatica, ¢ encontrado nos estados da regido norte, nordeste e nas regides quentes
do sudeste do Brasil, comumente consumido ao natural '2. Seu fruto pertence a familia
Mirtaceae, cor vermelha a roxa e as vezes rosa quando em estadio final de maturagio
e apresenta caracteristicas adequadas para o consumo ao natural e industrializacio " .

No Brasil ha um grande desperdicio de alimentos, sendo importante a utilizacao
de cascas, talos e folhas para aproveitamento integral 1 Alguns estudos apontam que a
presenga de compostos antioxidantes na casca do fruto aumenta a atividade
antioxidante. Em um deles, a adi¢do de casca a uma formulagdo de geleia de uva
promoveu aumento no conteudo de fendlicos totais em aproximadamente 170% *°.

O processamento industrial ou doméstico pode tornar os alimentos mais atraentes
ao paladar, aumentar sua vida-de-prateleira. Com isso a elaboracao de geleia se mostra
uma valiosa op¢ao por ter boa aceitagdo sensorial e ndo exigir o mesmo padriao de
qualidade imposto para comercializacdo do fruto. A adi¢do de agucar, junto com a
concentragdo a elevadas temperaturas no processamento da geleia, promovem
consideravel estabilidade microbiologica, reduzindo a carga microbiana e a atividade de
agua do produto '°.

Sabe-se que o teor de compostos fendlicos e antocianinas dos extratos de frutas
podem variar conforme o sistema solvente utilizado. Extratos de etanol e metanol de
groselha resultaram duas vezes mais polifenois do que extratos aquosos . Os solventes
alcodlicos tém sido comumente empregados, pois resultam em alto rendimento de

extrato total mesmo que eles ndo sejam altamente seletivos para fenois 18,19.
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A recuperagdo dos polifendis a partir de materiais de plantas ¢ também
influenciada pelo tempo de extragdo e fatores relacionados. Tempos de extracdo mais
longos aumentam a chance de oxidacdo de compostos fenolicos, a menos que agentes
redutores sejam adicionados ao sistema solvente *°. Diversos fatores ambientais, como
sazonalidade, radiacdo, temperatura, altitude e umidade podem modificar o
metabolismo secundario vegetal, interferindo na produgio de compostos >'. Em
situacdes de estresse (hidrico ou oxidativo, por exemplo) o vegetal pode modificar sua
rota biossintética e produzir substancias de defesa como resposta as mudangas de seu
habitat *%. Acetona 80%, etanol e metanol em diferentes concentragdes foram os
solventes mais encontrados encontrados para extragdo de compostos fenolicos na

literatura (Tabela 1).

Tabela 1. Sistemas solventes utilizados para extragdo de compostos fenolicos

Solvente utilizado Relacao massa/volume Referéncia

Acetona 80% 1:2 Chu, Sun, Wu & Liu (2002) =
Acetona 80% 1:8 Yang, Liu & Halim (2009)**

Etanol 51% 1/6 Yang, Liu & Gao (2009)>

Etanol 55,4% e 40,4% - Karacabey & Mazza (2010)*°
Acetona 80% 1:2 Yang, Martinson & Liu (2009)*’
Acetona 80% 1:50 Okarter, Liu , Sorrells & Liu (2010)*®

Este trabalho teve o objetivo determinar a composicdo fisico-quimica da polpa,
geleia, casca de cambuci. Além disso, determinar o sistema solvente mais apropriado
para extracdo de compostos fenolicos e flavonoides da polpa do Cambuci e o teor de
destes compostos bioativos, comparando com outras frutas brasileiras pouco estudadas.
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MATERIAL E METODOS

1. Material Vegetal

As amostras de fruto de C. phaea (Figura 1) foram coletadas em Rio Grande da
Serra, interior de Sao Paulo, na regido que compreende a regido da Mata Atlantica e
disponibilizada pela Cooper Cambucy da Serra, cooperativa de produtores. Frutos
inteiros de C. phaea, correspondendo a um total de 20 Kg, provenientes de 5 plantas
produtivas, recebendo parcialmente a luz solar, foram coletados em marco de 2011,
higienizados com bastante agua, acondicionados em sacos de polietileno e guardados
sob congelamento a temperatura de -37°C + 2°C, para posterior analise no laboratoério. .
As amostras de fruto de jambo-vermelho (Figura 2) e de mana-cubiu (Figura 3) foram
coletadas na regido Amazonica em marco de 2011, higienizados com bastante agua,
acondicionados em sacos de polietileno e guardados sob congelamento a temperatura de
-37°C + 2°C, para posterior analise no laboratorio.
As amostras foram separadas aleatoriamente (30 frutos) trituradas e
homogeneizadas em multiprocessador doméstico, constituindo-se de uma amostra

composta dos varios frutos.

Figura 1. Cambuci (Campomanesia phaea O. Berg.)
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Figura 3. Frutos de mana-cubiu (solanum sessiflorum)

Analises da polpa, casca e geleia de cambuci

2.1. Caracteristicas fisicas dos frutos

Para as determinagdes das caracteristicas fisicas, separaram-se, aleatoriamente,
20 frutos de cambuci. O rendimento em polpa, casca e sementes foi obtido pela relagao
percentual entre o peso do fruto inteiro e de suas respectivas estruturas, foram realizadas

também analises de solidos soltveis (°Brix) tamanho e peso dos frutos.
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2.2. Analises de composicao fisico-quimica

As analises de composi¢do tais como: umidade, cinzas, lipidios, proteinas em
triplicata, foram determinadas segundo a "Association of Official Analytical Chemists”
— AOAC (1995)29 e o acido ascorbico (vitamina C), em triplicata de acordo com os
métodos preconizados pela AOAC, pelo método de Tillmans que segue também a
indicagdo da AOAC, sendo que os carboidratos foram calculados por diferenga. Os

agucares redutores foram determinados pela metodologia de Lane-Eynon *°.

2.3. Obtencao e analises da geleia do cambuci

Para o processamento da geleia de cambuci pela Cooperativa Cooper Cambucy,
que cedeu as amostras de geleia para esse trabalho as etapas foram as seguintes:
recep¢do da fruta, selecdo, limpeza e lavagem, corte e desintegracdo, adicdo de
sacarose, concentragdo em tacho, adicdo de acido, aquecimento até 85°C, envase ¢
fechamento, esterilizacdo, resfriamento, limpeza e secagem, rotulagem e
armazenamento ° .

Nao se acrescentou acucar invertido, ndo houve descascamento nem adi¢do de
pectina, pois a casca da fruta e a polpa proporcionam a caracteristica de geleificacao,
segundo o procedimento da Cooperativa. Foram realizadas na geleia determinagdes de
pH, acidez titulavel (em acido citrico), vitamina C, agtcares redutores, umidade, cinzas,
lipidios, proteinas em triplicata, assim como na polpa e na casca.

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram verificados
por analise de varidancia (ANOVA), determinado o desvio padrao. Foram considerados

significativos quando p<0,05, utilizando-se o software Statsoft 9.0.
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3. Analises de cambuci, jambo e mana-cubiu

3.1. Extracao de compostos fenélicos e flavonoides

A extragdo de cada fruta foi realizada pesando-se 10 g de amostra, extraindo-se
em ultra-turrax com acetona 80% por 5 minutos e repetindo-se o processo por mais duas
vezes, filtrando em funil de buchner, misturando-se os filtrados em baldo e
concentrando no rotaevaporador, ap6s a evaporacdo do solvente, conforme o
fluxograma 1, segundo Shin et al (2008) 32 com algumas modifica¢des. No método de
Shin et al (2008) o tempo consistia de um tempo de trés minutos, sem repetigoes.

Foram realizados testes preliminares para escolher o melhor sistema solvente para
extragdo de compostos fendlicos e flavonoides comparando-se acetona 80% e metanol
80% (tabela 2), com a mesma metodologia utilizada para os extratos analisados: Shin et
al (2008) com algumas modificagdes. O morango foi escolhido por se tratar de uma

pequena fruta com alto volume de consumo mundialmente, cerca de 1.739.970 ton/ano

33
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Fluxograma 1. Extracdo de compostos fendlicos e flavonoides

Corte da fruta e peso de 10 g de

|

Extragdo em ultra- turrax com
acetona ou metanol 80%

Y

Filtragdo em funil de Buchner

l

Concentragdo em rotaevaporador

l

Andlise de fenolicos totais e
flavonoides por Folin Ciocalteau

Determinacio de compostos fenolicos

O teor de compostos fenolicos totais foi determinado através da metodologia de
Singleton et al (1999)**, através do reagente de Folin & Ciocalteau. A quantificacdo foi
realizada com base em curva de calibracdo de &acido galico, sendo os resultados
expressos em mg equivalente de acido galico (GAE)/100 g amostra (base imida). A
leitura dos resultados foi através do leitor de microplacas Synergy Mx Monochromator-

Based Multi-Mode Microplate Reader.
Determinacio de flavonoides totais

O conteudo de flavonoides no extrato da fruta foi determinado, segundo Zhishen

et al. (1999)*°, por meio de reacio com AICl; 22,5 mmol/L (concentra¢io final) na
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presenga de NaNO; 21,7 mmol/L (concentragdo final), seguido de leitura da
absorbancia em 510 nm. A quantificacdo foi realizada utilizando curva de calibragdo de
catequina (5,0-20,0 mg/L), sendo os resultados expressos em mg equivalente de
catequina (CE)/100 g amostra. A analise dos compostos foi através do equipamento
com leitura de microplacas Synergy Mx Monochromator-Based Multi-Mode Microplate
Reader. Todas as andlises foram realizadas em triplicata e os resultados foram
verificados por analise de variancia (ANOVA). Foram considerados significativos

quando p<0,05, com o uso do software Statsoft 9.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 apresenta algumas caracteristicas dos frutos de cambuci, que
apresentou elevado rendimento em polpa, no entanto o tamanho dos frutos foi inferior
ao encontrado por Vallilo et al (2005)* , que foi de 55,81 g. Silva et al (2012) '°
verificaram variagdes no peso do fruto de 22,84 + 5,85 a 47,56 £ 2,59, o que nao foi
verificado neste estudo, cujos frutos ndo apresentaram variagoes significativas.

O teor de solidos soluveis ¢ utilizado como uma medida indireta do teor de
aclcares, uma vez que aumenta de valor a medida que esses teores vao se acumulando
na fruta. Os teores sdo muito variados com espécies, cultivares, estagios de maturagio e
clima, situando-se entre 2% e 25%, com valores médios entre 8% e 14%'®. O cambuci
situou-se dentro dos valores médios (8,4), conforme a tabela 1. O resultado encontrado
neste estudo foi levemente inferior ao encontrado por Silva et al (2012)16, que variou de

8,68 a 13,06.
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TABELA 1- Caracteristicas dos frutos de cambuci

Analises Meédia Desvio padrao CV%
Rendimento casca/polpa 80,83 +3,40 4,2
(%)
Soélidos solaveis (°Brix) 8,4 +0,1 1,3
Peso fruta (g) 43,18 +10,83 26,0
Tamanho fruta (cm) 4,98 +0,47 9.4

A obtencdo da geleia pode afetar o contetido de alguns compostos presentes na
fruta. Neste estudo, observou-se um aumento do teor de vitamina C na geleia de
cambuci, comparando-se com a polpa e com a casca da fruta (Tabela 2), possivelmente
devido ao fato de que o processo de aquecimento leve a desidratagdo e com isso,
observa-se um aumento da concentracdo dos compostos quando relacionada a um
determinado volume de amostra. A geleia de cambuci apresentou um teor de vitamina C
mais que o dobro do que sua casca ou polpa e levemente superior a somatoria de ambas.
Para o consumo humano, o Ministério da Satide recomenda a ingestdo diaria de 60 mg
de vitamina C para adultos, embora a Vigilancia Sanitaria recomenda-se um teor de
45mg como IDR. A gabiroba apesar de ser do mesmo género que o cambuci, apresenta
um teor de 4cido ascorbico superior no estudo de Vallilo (2006) *’. Porém o teor de

vitamina C da polpa, da casca e da geleia de cambuci sdo considerado razodveis se

90



285

286

287

288

289

290

291

292

293

294

comparados a ingestdo média didria recomendada de 60mg do Ministério da Saude ou

de 45mg da Vigilancia Sanitaria.

TABELA 2 — Caracteristicas da polpa, casca e geleia de cambuci

Vitamina C (mg Acidez (g de Acgucares
Amostra acido ascorbico por  acido citrico por redutores pH
100g ) 100g) (%)
Polpa 14,76+1,91° 2,26+0,19" 4,37+0,53°  2,61%0,07°
Casca 13,04+1,18" 4,10+0,35° 12,96+0,00°  2,65+0,01°
Geleia 34,21+1,86° 1,13+0,05¢ 32,56+5,18  2,79+0,01°

Meédias seguidas de letras diferentes em uma mesma coluna indicam diferencas significativas ao

nivel de 5% (tukey HSD p < 0,05).

Em outro estudo, a geleia de laranja apresentou reducdo de 24,86% no teor de
acido ascorbico em relacdo aos teores de 4cido ascorbico em bolos e pudins **. O
conteudo de vitamina C da polpa de goiaba diminuiu de 67,86 para 10,07 em 18
semanas de armazenamento *°. Os teores de vitamina C de frutas citricas podem variar
de 21,47 a 84,03 mg acido ascorbico.100 mL e esse teor nos alimentos ¢ variavel de

acordo com a regido de cultivo, clima, época de colheita, mesmo sendo a mesma
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variedade *. Na geleia de cambuci, a acidez encontrada foi significativamente menor
que a polpa e casca, mesmo com a adicdo de acido citrico no processamento,
possivelmente pelo processo de combinacdo dos acidos com aglcar e pectina na
formagao do gel.

A acidez titulavel de frutas citricas pode apresentar variagdes de 0,23 a 1,48g de
acido citrico.100g 140 Mas os teores de acidez, em geral, ndo excedem 1,5 a 2,0%, com
raras exceg¢des, como em limdo e espinafre *'. A polpa e a casca do cambuci deste
estudo tiveram teores maiores de acidez que o encontrado por Couto & Caniatti-Brazaca
* em frutas citricas. Neste estudo, a acidez da casca foi maior que a da polpa,
diferentemente do que ocorre com as frutas citricas. Em bananas, os acidos sdo mais
abundantes na casca. Pelas evidéncias, verifica-se que os acidos organicos sdo
translocados, em parte, das folhas ou raizes para as frutas o

Neste estudo a acidez da geleia excedeu um pouco o valor indicado de 0,8%,
possivelmente devido a elevada acidez da propria polpa. Através da tabela 2, verifica-se
que a geleia obtida apresenta um valor inferior ao maximo de pH recomendado.
Sugere-se um pH maximo de 3,4, sendo que abaixo de 3,0 ocorre uma tendéncia a
sinérese, o que poderia ocorrer com a geleia de cambuci analisada, mas nao foi
observado. O intervalo de pH ideal para a formagao do gel depende do teor de solidos
soliveis presentes na geleia podendo variar entre 60 e 64 % '°.

O conteudo de agucares redutores da casca foi superior ao da polpa com
diferencas significativas, porém inferior ao da geleia, a qual possui adi¢do de sacarose
na sua formula¢ao, durante a cocgao.

A polpa do cambuci apresentou um alto teor de umidade 88,12 g de 4gua.100 g-'
de polpa (Tabela 3), diferindo significativamente da geleia, provavelmente pelo

processo de coccdo e desidratacdo durante a formulacdo da geleia. Vallilo et al (2005)*°
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determinaram caracteristicas da polpa de cambuci, as quais resultaram valores baixos de
proteina (0,44%), o teor de carboidratos totais foi de 5,00%, de lipidios 1,53% e

valores razoaveis de 4cido ascorbico de 33,37 mg.100 g™ .

TABELA 3 — Caracteristicas fisico-quimicas de polpa, casca e geleia de Cambuci (g%)

Amostra Umidade Lipidios Cinzas Proteinas  Carboidratos

Polpa 88,12+0,07*  0,21£0,05°  0,15+0,00 ND 11,52+0,01°¢

Casca 67,17+0,12°  0,72+0,10*  0,44+0,01° ND 31,67+0,01°

Geleia 23.86+0,09° 0,51+0,03° 0,15+0,01° ND 75,480,017

~ Médias seguidas de letras diferentes indicam diferengas significativas ao nivel de 5%

Os teores de lipidios na polpa de cambuci encontrados por Vallilo et al (2005)36
foram bem maiores que os encontrados neste estudo, sendo que a propor¢ao lipidica de
frutas, em geral, é muito baixa, da ordem de 0,1-0,5% do peso fresco”. Ao somar casca
e polpa de Cambuci neste estudo resulta-se 0,93 %, quase o dobro, ja no estudo de
Vallilo et al (2005)*° teremos o triplo do teor proposto por Belitz (1988)%,
respectivamente.

Além disso, o teor de lipidios e de cinzas foi mais elevado para casca de cambuci,
do que suas respectivas polpa e geleia, com diferencgas significativas a nivel de 5%. O
teor de cinzas ou de minerais de polpa e geleia foi o mesmo, demonstrando que os
minerais da fruta, mesmo que em pequena propor¢do continuam presentes na geleia,

sem perdas. Para alguns pesquisadores frutas ndo podem ser consideradas fontes de
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minerais **. Contudo, em termos da defini¢io da USFDA (1993) que considera que uma
por¢do de fruta poderia proporcionar 10-20% do valor diario destes nutrientes, frutas
podem ser consideradas boas fontes “OA composi¢do de carboidratos da polpa de
cambuci se mostrou semelhante a espécie do mesmo género C. adamantium (gabiroba)
(11,6%), encontrada em regiodes tipicas do cerrado, determinado por Vallilo et al (2006)
37, porém teores menores de outros nutrientes, tais como proteinas (1,6%) e,
principalmente, acido ascorbico (234 mg.100 g™). O teor de carboidratos, no entanto foi
bem maior do que o encontrado por Vallilo et al (2005) 36 Casca e geleia também
apresentaram valores elevados de carboidratos, diferindo-se significativamente entre si e
com a polpa.

A comparacdo entre o teor de compostos fendlicos dos diferentes sistemas
solventes estd apresentada na tabela 4. O sistema solvente com acetona (8:2)

demonstrou-se melhor que o sistema com metanol (8:2), pois extraiu uma maior

quantidade de compostos fenoélicos.

TABELA 4. Sistemas solventes testados nos extratos de morango

Extrato de morango Fenolicos totais (mg GAE/gp2
Acetona:agua (8:2) 1,32+0,09? 353
Metanol:agua (8:2) 1,09+0,31° 354

355

Os resultados do teor de compostos fenolicos e flavonoides dos extratos em
acetona 80% do cambuci, mana-cubiu e jambo vermelho podem ser visualizados na
tabela 5. O extrato de cambuci apresentou resultados superiores e com diferengas
significativas do mana-cubiu ¢ do jambo vermelho, que entre si também diferiram
significativamente (5% de significancia), tanto para fenolicos quanto para flavonoides.

Barreto (2008)* encontrou 76 mg EAG/100 g para compostos fendlicos e 54,4
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CE/100g (flavonodides) em mana-cubiu, com teores proximos ao encontrados neste
estudo. Os teores de compostos fenodlicos encontrados em mané-cubiu foram 0,96 mg
GA/g (96mg/100g) ( Lizcano et al 2010)* levemente superior ao encontrado neste
estudo (82,14 mg/100g), no entanto o de flavonoides foi bem acima 0,07 mg/g (7 mg

C/100g).

TABELA 5. Compostos fendlicos e flavonoides dos extratos das frutas

Extrato Fenolicos totais Flavonoides

(mg GAE/100 g)* (mg CE/100 g)*
Jambo vermelho 31,69 +0,98¢ 10,83 +£0,51°¢
Mana-cubiu 82,14+ 1,98 ° 62,03 + 1,51
Cambuci 230,12 +10,50 * 72,07+1,84°

Meédias seguidas de letras diferentes indicam diferengas significativas ao nivel de 5%

*GAE = Equivalentes de acido galico *CE = Equivalentes de catequina

Os teores encontrados para jambo-vermelho sdo considerados baixos se os
comparados ao teor de compostos fenolicos totais encontrados nas cultivares de mirtilo
(Vaccinium sp), cujos teores foram de 343,32 - 688,20 mg. 100 g -1 (Souza, 2009) e
considerando e a casca da fruta ¢ vermelha e com isso apresenta um contetdo
antocianico.  Estes resultados podem expressar fontes antioxidantes em frutas
brasileiras, pois muitos autores sugerem uma correlacdo positiva entre o teor de

compostos fendlicos e flavonoides e a capacidade antioxidante em extratos de frutas.
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No entanto, frutas com baixos teores também podem ser boas fontes, pois alguns
compostos fenolicos ou flavonoides, mesmo estando em pequena quantidade podem

apresentar potenciais antioxidantes elevados.

CONCLUSAO

A fruta cambuci apresentou elevado rendimento em polpa, teor de solidos
soluveis dentro dos valores médios encontrados para frutas, em geral. Polpa, casca e
geleia apresentaram valores razoaveis de vitamina C (14,76; 13,04 e 34,21 (mg &cido
ascorbico.100g™, respectivamente). A casca do cambuci apresentou-se como uma parte
da fruta que pode ser utilizada, por apresentar bons teores de lipidios, minerais e
acucares redutores (0,72g%; 0,44 g% e 12,96% respectivamente), em boas quantidades
e até superiores ao encontrado na propria polpa, além de valores razoaveis de vitamina
C. A geleia apresentou-se como uma forma de preservagdo de alguns nutrientes da fruta
por mais tempo, em especial a vitamina C.

O sistema-solvente com propor¢ao acetona 80% foi o que melhor extraiu os
compostos fenolicos e flavonoides, sendo o escolhido neste estudo. Cambuci, jambo
vermelho e manéa-cubiu apresentaram grandes variagdes quanto aos teores de compostos
fenolicos e flavonoides extraidos com o mesmo sistema-solvente, confirmando a
influéncia das condi¢des climaticas, edaficas e dos biomas no teor de compostos

fenolicos e flavonoides.
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RESUMO

Apesar das limitagdes dos estudos existentes em humanos que comprovem o potencial
preventivo dos compostos fendlicos e flavonoides frente a desordens cronicas, estes tém
sido identificados em varios extratos de frutas e de geleias. Este trabalho teve por
objetivo identificar os compostos fendlicos presentes na polpa e na casca de cambuci e
em geleias (cambuci ¢ morango) por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Na polpa
de cambuci, verificou-se o acido vanilico e kaempferol, na casca: dcido elagico acido p-
coumarico, kaempferol. Na geleia de cambuci encontrou-se acido elagico e kaempferol.
Estes dados da fruta e da geleia de Cambuci podem reduzir as limitagdes de estudos
sobre acdes benéficas dos compostos fenolicos in vivo, quando associados a mais

estudos sobre os extratos de frutas e geleias.

Termos para indexag¢ao: cambuci, geleia, compostos fenodlicos

107



45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

ABSTRACT
Despite existing limitations on studies in humans that proves the preventive potential of
phenolic compounds and flavonoids front the chronic disorders, these have been
identified in various fruit extracts and jam. This work has the objective of identify the
phenol compounds presents in pulp and skin of cambuci and jam for high
chromatography liquid of high efficiency. The following phenolic compounds were
obtained from cambuci: cambuci pulp: vanillic acid; skin: elagic acid, p-coumarico acid
and kaempferol. Cambuci jam presented ellagic acid and kaempferol. The jam cambuci
may be indicate for a better use of a fruit in extinction. These dates of fruit and jam
cambuci can reduce the limitations of the studies on the beneficial actions of phenolic

compounds in vivo, when associated with most studies of extracts of fruits and jam.

Index terms: cambuci, jam, phenolic compounds
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INTRODUCAO

Ensaios em humanos forneceram evidéncias de efeitos protetores de varios
alimentos ricos em compostos fenolicos contra desordens cronicas, incluindo doencas
cardiovasculares, neurodegeneragdo e cancer (figura 1) (DEL RIO et al, 2013;
AGGARWAL BB & SUNG B, 2011). Este efeito ¢ atribuido, por hipotese, a
capacidade destes compostos de atenuarem reagdes oxidativas e/ou nitrosativas que sao
induzidas por espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS). Além destes,
ha estudos epidemioldgicos que evidenciaram acdo protetora de compostos fenolicos
sobre doencas cronicas (KURODA & HARA, 1999; MACKAY & BLUMBERG,
2002).

Existem dados que sugerem beneficios de ingestdo de compostos fenolicos
presentes em frutas e vegetais, mas conclusdes definitivas relativas ao seu potencial
preventivo permanecem obscuras devido a varias limitagdes nos estudos existentes em
humanos. Estes estudos nao evidenciam, por exemplo, o teor de compostos fenolicos e a
analise da composicdo do alimento ou bebida, criando problemas significativos ao
comparar os diferentes estudos com o mesmo alimento ou bebida (DEL RIO, 2013).

No entanto, apesar das limitagdes dos estudos existentes que comprovem seu
potencial preventivo, os compostos fenolicos e flavonoides tém sido quantificados e
identificados em varios extratos de frutas. Em morangos, fruta da familia Myrtaceae
varios compostos ja foram encontrados: quercetina, kaempferol, (+)-catequina e (-)-
epicatequina (CORDENUNSI et al., 2002).

O contetido de fenodlicos decresce do estadio mais jovem para o mais maduro no
fruto de Cambuci (Campomanesia phaea Berg) (SANCHES, 2013) e os compostos
fenolicos e flavonoides de algumas frutas podem ndo estar presentes nas suas

respectivas geleias. Em um método de cromatografia liquida de alta eficiéncia
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desenvolvido (CLAE) foi possivel identificar e quantificar sete flavonoides em geleia de
morango com acerola: (+)-catequina, (-)-epicatequina, rutina, narirutina, miricetina,
quercetina e kaempferol (OLIVEIRA, 2011).

Entre os compostos fendlicos pesquisados neste estudo esta o acido elagico, um
bifenol pertencente ao grupo dos taninos hidrolisaveis (elagitaninos), molécula planar
que possui 4 grupos hidroxila e dois grupos lactona (Barch et al, 1996), este acido
fenolico possui efeito anticarcinogénico e antimutagénico contra uma variedade de
carcindgenos, incluindo nitrosaminas, micotoxinas e hidrocarbonetos aromaticos
policlicos (Szaefer et al, 2003).

Este trabalho teve por objetivo identificar os compostos fendlicos e flavonoides
existentes na polpa, na casca de cambuci (Campomaneisa phaea Berg) e em geleias por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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108  Figura 1: A¢des promotoras de saide dos compostos fendlicos e flavonoides (Adaptada
109  de Del Rio et al (2013)).
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MATERIAL E METODOS

Material: As amostras de fruto de C. phaea foram coletadas em Rio Grande da
Serra, interior de Sdo Paulo, na regido que compreende a regido da Mata Atlantica e
foram disponibilizadas pela Cooper Cambucy da Serra, cooperativa de produtores.
Frutos inteiros de C. phaea, correspondendo um total de 20 Kg, provenientes de cinco
plantas produtivas, recebendo parcialmente a luz solar, foram coletados em margo de
2012, higienizados com agua, acondicionados em sacos de polietileno e guardados sob
congelamento a temperatura de -37 °C £ 2 °C, por aproximadamente uma semana, para
posterior analise no laboratorio. As cascas foram retiradas e as polpas foram trituradas
em multiprocessador.

As geleias de cambuci também foram provenientes da Cooper Cambucy da
Serra, sendo estas preparadas com frutas de uma mesma safra/frutada da amostra de
fruta de cambuci (2011). Para o processamento da geleia de cambuci as etapas foram as
seguintes: recepcao da fruta, selecdo, limpeza e lavagem, corte e desintegracdo, adi¢do
de sacarose, concentracdo em tacho, adicdo de acido, aquecimento até 85°C, envase e
fechamento, esterilizagdo, resfriamento, limpeza, secagem, rotulagem e armazenamento,
as amostras foram entdo armazenadas a temperatura de -37 °C+ 2 °C para posterior
extragdo e analise no laboratorio. A geleia de morango foi adquirida em comércio local

da cidade de Campinas-SP, armazenadas 37 °C+ 2 °C para posterior extragdo ¢ analise.

Padroes e Reagentes: Os solventes: etanol e acetonitrila, todos com grau
cromatografico foram aquiridos da marca J.T.Baker ®. O acido orto-fosforico foi
utilizado da marca MERCK®. Os padrdes cromatograficos: acido galico, catequina,

epicatequina, acido vanilico, rutina, acido elagico, acido p-coumarico, acido ferrulico,
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kaempferol, resveratrol e quercetina foram adquiridos da Sigma —Aldrich do Brasil®.
Foi utilizada agua purificada pelo sistema Mili-Q e filtro de politetrafluoretileno 0,22

micrometros (Millipore ®, Eua) para posterior inje¢ao.

Métodos

Extracao de compostos fenodlicos e flavonoides : Uma amostra de 10g (fruta ou
geleia) foi adicionada em béquer em triplicata, adicionou-se etanol 80%, condi¢des de
extragcdo determinadas através de ensaios anteriormente realizados. Apos a extragdo, os
extratos foram filtrados em papel-filtro Wathman® 1 e o volume ajustado para 100 ml.
Para realizacdo da hidrolise foi seguida a metodologia descrita por Toyoda et al (1997)
onde primeiramente: uma aliquota de 15 mL dos extratos metandlicos foram
adicionados de 13 mL de metanol grau HPLC (com 1 g.LL de BHA) mais 12 ml de agua
destilada a esta mistura e em seguida uma aliquota de 10 ml HC1 6M, obtendo-se assim
uma solucdo final resultante, de metanol aquoso 50% (v/v) e 1,2 mol.L de HCIl. A
hidrolise foi realizada em banho sob-refluxo a 90 °C por 30 minutos. Apos este periodo,
o extrato foi resfriado em banho de gelo e aferiu-se o volume com metanol em baldo de
50 ml. Aproximadamente 3 ml do hidrolisado foi filtrado em filtro de
politetrafluoretileno 0,22 micrometros (Millipore, Eua) para posterior injecdo em

HPLC.

Equipamento e Condicoes Cromatograficas: As analises foram realizadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em um equipamento marca Varian
1050 com injetor manual Hewlett Packard Series 1050, alga de amostragem de 20 uL e

bomba ternaria, acoplado a um detector de arranjo de diodos (UV-vis) DAD Agilent
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1100 G1315B. A coluna cromatografica utilizada foi Eclipse XDB-C18; 5 um; 4,6 x
250mm, Marca Agilent e o software foi o ChemStation for LC 3D - Rev. A.10.02
[1757] - Copyright (R) Agilent Technologies 1990-2003. O método cromatografico foi
baseado em Bravo et al (2006). A fase movel A foi uma solugdo de acido ortofosforico
1% em agua purificada em sistema Milli-Q e a fase movel B de acetonitrila grau HPLC.

A fase movel constituiu-se em acido orto-fosforico a 1% em agua (A) e
acetonitrila (B). O gradiente de eluig¢@o iniciou-se com 95% de “A” em fluxo de 0,70
mL.min -1. Essa condi¢ao foi mantida por 5 minutos. Entre 5 ¢ 18 minutos a
concentragdo de “A” passou para 75%. Entre 18 e 25 minutos a concentragdo de A
passou para 60%. Entre 25 a 30 minutos a concentra¢do de A retornou para 95%, houve
o aumento da porcentagem de “A” para 90% e essa condicdo foi mantida até 50
minutos. Os compostos foram identificados com base no tempo de retencdo e no
espectro do comprimento de onda (1) dos padrdoes em comparagdo com o espectro dos

compostos das amostras. .

RESULTADOS E DISCUSSAO

No extrato da polpa de cambuci foram encontrados o acido vanilico e kaempferol
e no extrato da casca: acido elagico acido p-coumadrico e kaempferol. No extrato da
geleia de cambuci encontrou-se acido elagico, kaempferol e na geleia de morango,

nenhum composto foi identificado (Tabela 1).
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194 TABELA 1: Compostos fenolicos ¢ flavonoides presentes nos extratos de polpa, casca

195 e geleia de Cambuci e em extratos de geleia de morango.

Extratos Compostos fendlicos e flavonois
Polpa cambuci acido vanilico kaempferol
Casca cambuci acido elagico acido p-coumarico ¢ kaempferol
Geleia cambuci acido elagico, kaempferol

Geleia morango

196

197 Os compostos encontrados na polpa de cambuci diferiram de estudos anteriores
198  (Gongalves et al, 2010) e em relagdo as diferentes partes da fruta e a geleia de cambuci.
199  Segundo Gongalves et al, 2010, a polpa congelada de cambuci apresenta altos teores de
200  derivados glicosilados de quercetina, considerada também uma rica fonte de acido
201  eléagico, assim como camu-camu, aracd, umbu e cagaita.
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Figura 2. Extrato da casca de Cambuci — 17: 4cido elagico, 28: kaempferol
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218  Figura 3: Extrato de polpa de Cambuci — 16: &cido vanilico

219

220 Nas geleias analisadas foram encontrados poucos compostos, diferentemente do
221  encontrando por Grando (2011) em geléia de morango com acerola. Isso pode ter
222 ocorrido porque durante a producdo de geleias de frutas, diferentes operagdes, como
223 trituragdo, homogeneizacdo, concentragdo até o nivel de solidos soluveis aceitdveis e
224  tratamentos de calor, como pasteurizacdo, sdo realizados (Baker et al., 2005).
225  Degradacdes de compostos como flavonoides podem ocorrer nestas etapas e com isso
226  alguns compostos fendlicos e flavonoides ndo seriam detectados pela metodologia. O
227  calor, a maceragdo, a longa exposicao ao oxigénio e reagdes enzimaticas causam perdas
228  nutricionais.
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Figura 4: Extrato de geleia de Cambuci — 17: acido elagico

A extracdo de forma exaustiva pode ter levado a oxidagdes destes, sabe-se que
algumas etapas do processamento da fruta também podem levar a perdas de
flavonoides, como corte, no despolpamento ¢ o aquecimento. O emprego do acido
citrico que ¢ considerado um aliado importante na conservagao de frutas (Santos et al,
2012) inibe enzimas polifenoloxidase. Ao ser adicionado na formulagdo da geleia, esse
ingrediente poderia evitar a perda de compostos fenolicos que ocorre no processamento
e consequentemente uma possivel ndo detecgao destes.

Em outro estudo realizado com geleia de uva relacionado com o teor de
compostos fenodlicos e capacidade antioxidante dos extratos, a metodologia de superficie
de resposta utilizada na extracdo se mostrou um excelente método para aumentar a
eficacia da extra¢do com a otimizagdo das variaveis do processo (concentracao de etanol
a 60%, a temperatura de extracdo a 50 °C e o tempo de 20 minutos) (Morelli, 2011).
Estudos que utilizassem espectrometria de massas com detector de arranjo de diodos e
eletrospray poderiam ser mais eficientes no que diz respeito a identificacdo dos

compostos do que somente HPLC, mesmo este sendo uma técnica muito utilizada.
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Em estudos realizados em 6 polpas congeladas e 16 frutas nativas brasileiras por
Gongalves (2008), o acido elagico foi detectado apenas em umbu, camu-camu, cagaita,
araca e cambuci ¢ o teor variou de 218 a 512 mg/100g de amostra seca ¢ os flavonoides
de maior incidéncia foram quercetina e kaempferol. Neste estudo, encontrou-se alguns
compostos fendlicos nas diferentes partes da fruta cambuci e de sua geleia. Entre eles, o
acido elagico, o qual possui atividade antimutagénica, anticarcinogé€nica e antioxidante
in vivo e in vitro (Takagi et al, 1995, Khanduja et al, 1999).

Ha estudos da atividade anti-inflamatdria do acido eldgico, através da inibicao
da expressdo de proteinas iNOS e RNAm, assim como outros sete compostos fenolicos:
flavona, as isoflavonas daidzeina e genisteina, o isorhamnetin e os flavonois:
kaempferol, quercetina, naringenin, a flavanone: pelargonidina (H&méildinen et al,
2007).

A atividade antioxidante de frutas e vegetais ¢ principalmente correlacionada com
seus teores de compostos fendlicos e flavonoides, carotenoides e vitaminas C e E
(Benzie, 2003; Cadenas & Paker). Neste estudo foi detectada a presenca de compostos

fenolicos, o que sugere atividade antioxidante.

CONCLUSOES

A polpa e a casca do cambuci diferiram quanto aos tipos de compostos fendlicos
encontrados e dos estudos anteriores de cambuci . Neste estudo na polpa de cambuci,
encontrou-se  acido vanilico e o kaempferol, na casca: acido elagico, acido p-
coumarico, kaempferol. A geleia de cambuci pode ser indicada para um melhor
aproveitamento de uma fruta de baixa comercializagdo, pois os compostos estdo

relacionados a atividades promotoras da satide. Estes dados também podem auxiliar na
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273  redugdo das limitagdes de estudos sobre agdes benéficas dos compostos fenolicos in
274 vivo.
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CONCLUSOES GERAIS

A fruta cambuci (Campomanesia phaea O. Berg.) apresentou elevado
rendimento em polpa, teor de so6lidos soltiveis dentro dos valores médios encontrados
para frutas, em geral. Casca, polpa e geleia apresentaram valores razoaveis de vitamina
C, diferindo-se significativamente ao nivel de 5% entre geleia, polpa e casca. Na polpa
de cambuci encontrou-se acido vanilico e o kaempferol, na casca: acido elagico, acido
p-coumdrico, kaempferol. Na geleia de cambuci encontrou-se &cido elagico e
kaempferol. Os dados encontrados divergem de estudos anteriores, quanto aos
compostos encontrados, no entanto foi verificada a presenca de compostos com
importante acdo antioxidante relatada na literatura. No entanto s2o dados que
contribuem com a reducdo das limita¢des dos estudos existentes de compostos fenolicos
em frutas, em relagdo as agdes benéficas promotoras da saude in vivo.

Compostos fenolicos da geleia de cambuci podem apresentar valores maiores de
atividade antioxidante em diferentes combinacdes de tempo, de temperatura e
concentragdo de solvente. A polpa de cambuci apresentou resultados superiores tanto
para fenodlicos quanto para flavonoides em relagdo as demais frutas nativas brasileiras
como mana-cubiu e jambo vermelho (p<0,5), as quais também diferiram
significativamente ao nivel de 5% de significancia entre si. Para além dos atributos da
polpa que a direcionam ao consumo sob a forma de produto processado, sugerindo um
melhor aproveitamento de uma fruta proveniente de planta em extingdo. A geleia de
cambuci provou ser uma boa fonte de compostos fenodlicos que se correlacionam
positivamente com atividade antioxidante, demonstrando o potencial da geleia como
uma boa alternativa de utilizagdo da fruta em periodos em que ela ndo esta disponivel

para consumo. No entanto se fazem necessarios estudos que determinem os compostos
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fenolicos ndo identificados, através de metodologias antioxidantes com o uso de

radicais de relevancia biologica.
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