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RESUMO

Os aragds sao uma variacdo de goiabeiras, espécies frutiferas do género Psidium pertencentes
a familia Myrtaceae. Compreendem cerca de 150 espécies, a maioria dessas sdo conhecidas
popularmente pelo uso de suas folhas no preparo de chds para o tratamento de problemas
digestivos. Seus frutos, de sabor agraddvel, sdo muito explorados pela industria alimenticia.
Muitos frutos ainda ndo foram estudados sob o ponto de vista quimico e nutricional. Nesse
sentido, propds-se neste trabalho estudar a composicdo quimica e nutricional de frutos de
Psidium acutangulum DC (aragé-pera), bem como avaliar seu potencial antioxidante. Frutos
de aracd-pera foram coletados, segregados em epicarpo, endocarpo+sementes, fruto inteiro e
residuo de sementes. Aliquota do fruto inteiro foi mantida in natura (PA2 e PA3), cujo teor
do 4cido L-(+)-ascérbico foi determinado por CLAE-EM como sendo 74,32+1,23mg/100g de
fruto fresco. Os materiais vegetais liofilizados foram submetidos a extra¢do com etanol, cujos
potenciais antioxidantes frente ao radical livie DPPH foram epicarpo: 191,98+3,20;
endocarpo: 406,52+26,42; fruto inteiro: 332,174£36,30 e residuos de sementes: 41,29+1,72¢
de fruto fresco/gDPPH’. Esses resultados foram inversamente proporcionais aos teores de
fendlicos (epicarpo: 603,61+11,77; endocarpo: 315,13+68,49; fruto inteiro: 481,77+22,60 e
residuo de sementes: 785,68+86,63 mgEAG/100g fruto) e de flavonoides totais (epicarpo:
46,143,4; endocarpo: 17,1£2.6; fruto inteiro: 25,7+4,2 e residuo de sementes: 82,7+3,7
mg/100g de fruto). O extrato hidroalcodlico (P.A.) dos frutos in natura apresentou potenciais
antioxidantes frente aos radicais livres ABTS" e DPPH" de 7,32+0,36 e 34,50+0,12 pg/mL,
respectivamente. Os resultados de DPPH e ABTS dos frutos in natura foram expressos em
VCEAC (Capacidade Antioxidante por Equivalente de Vitamina C). A andlise centesimal
revelou teores distintos de proteinas, carboidratos e calorias para as diferentes partes dos
frutos de P. acutangulum (p < 0,05). O teor de fibras totais do fruto inteiro foi de 4,17g/100 g,
valor compativel com o encontrado em P. guajava (var. mifera, Lin.) e P. cattleyanum,
enquanto o teor de proteinas no fruto inteiro (2,36g/100g) mostrou-se maior que o
determinado em goiaba branca e vermelha. Quanto aos valores de minerais determinados para
esta matriz, observou-se que ferro, cobre e magnésio estdo presente em quantidades
semelhantes a outros frutos de Psidium. O teor de potassio desse fruto foi de 1,67+0,02g/100¢g
de fruto, valor superior ao encontrado em frutos conhecidos por sua riqueza neste nutriente
como a banana pacova (Musa acuminata Colla) e a castanha-do-Brasil (Berthlletia excelsa

H.B.K.). A andlise por espectrometria de massas ¢ RMN do extrato etandlico do fruto



liofilizado (PA) e de suas fracdes cromatogrificas sugere a presenca de substincias

glucosidicas (sacarose, glucose, frutose), dcidos organicos (4cidos citrico e malico).

Palavras-chave: Myrtaceae, 4cido ascorbico, CLAE, potencial antioxidante, andlise

centesimal.



ABSTRACT

The araza is a variation of guava, fruit species belonging to the family Myrtaceae. It
comprises of about 150 species, most of them are popularly known for the use of their leaves
in preparation of teas for treating digestive problems. Its fruits, which have pleasant taste, are
very exploited by the food industry. Many fruits have not been studied from the chemical and
nutritional point of view. Accordingly, the aim of work is to study the chemical and
nutritional composition from fruits of Psidium acutangulum DC (aragd-pera), as well as to
evaluate the antioxidant potentials. These fruits were collected, segregated (peel, endocarp,
whole fruit, and residues of seeds) and parts were lyophilized. An amount whole fruit of G3
was kept in natura (PA), whose content of L-(+)-ascorbic acid was determined by HPLC-MS
as being 74.32+1.23mg/100g of fresh fruit. The lyophilized plant materials were subjected to
extraction with ethanol, whose potential antioxidant against free radical DPPHe was peel:
191.98+3.20, endocarp: 406.52+26.42, entire fruit: 332.17+£36.30, and residues of fruits):
41.2941.72 g of fresh fruit/gDPPH" These results were inversely proportional to the phenolic
levels (peel: 603.61+£11,77, endocarp: 315.13% 68.49, entire fruit: 481.77+22.60, and residues
of seeds: 785.68+86.63 mg of GAE/100g of fruit) and total flavonoids (peel: 46.1+£3.4,
endocarp: 17.1+2.6, entire fruit: 25.7+4.2, and residues of seeds 82.7+3.7 mg/100g). The
extract entire fruit have shown a potential antioxidant against free radicals (ABTS™ and
DPPH’ 7.3240.36 and 34.50+0.12 mg/mL, respectively). The results of ABTS™ and DPPH’
of in natura fruits were represented by VCEAC (Vitamin C Equivalent Antioxidant Capacity).
The centesimal analysis of peel, endocarp, entire fruit and residues of seeds has shown
different levels of protein, carbohydrates, and calories for the fruit of P. acutangulum. The
total fiber content in extract of entire lyophilized fruit (PA) has been 4.17g/100g, a value
content was according with that found in P. guajava (var. mifera, Lin.) and P. cattleyanum,
while the protein content in entire fruit (2.36g/100g) has been higher than the one determined
in the red and white guava. As for the values of the minerals to this matrix, it was observed
that iron, copper, and magnesium have been found in amounts similar to other fruits of
Psidium ssp.. The potassium content in entire lyophilized fruit has been 1.67+0,02g/100g
fruit, higher than the one found in fruits known for their richness in this nutrient such as
plantain banana (Musa acuminata Colla) and Brazil nut (Berthlletia excelsa HBK). The Mass

Spectrometry and NMR analyses of ethanolic extract (PA) and its fractions have suggested



the presence of the glycosides (sucrose, glucose and fructose), organic acids (citric, and
malic).

Keywords: Myrtaceae, ascorbic acid, antioxidant potential, centesimal analysis
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1. INTRODUCAO

A busca por melhor qualidade de vida e pelo aumento na expectativa da mesma tem
motivado a populagdo na busca por fontes sauddveis de alimentos. A elevacdo dos custos com
tratamentos médicos e a possibilidade de longevidade sdo também razdes para mudanga dos
hibitos alimentares visando nao apenas a saciedade da fome, mas também a melhoria na
saide com a reducdo de riscos de doengas patoldgicas (Dembitsky et al., 2011); (Roberfroid,
2000). A flora amazonica € rica em espécies frutiferas que constituem uma importante fonte
de alimento sauddvel, as quais sdo consumidas para diferentes fins, como a castanheira
(Bertholletia excelsa H.&B), cujo ourico € utilizado no artesanato, a casca como ché para
tratar problemas intestinais, o fruto como fonte de proteina; o acai (Euterpe oleraceae Mart.),
o buriti (Mauritia flexuosa L. f.), o tucuma (Astrocaryum tucuma Martius) e o cupuagu
(Theobromagrandiflorum), cujas polpas ji possuem grande importincia industrial para a
regidio amazodnica (Shanley e Medina, 2005). Nessa rica biodiversidade, destaca-se neste
trabalho a familia Myrtaceae, com grande variabilidade de gé€neros que fornecem frutos
exodticos (Ribeiro e Silva, 1999), os quais sdo fontes de alimentos ricas em substincias
capazes de proporcionar uma alimentacdo sauddvel, como o camu-camu [Myrciaria dubia
(HBK) McVaugh], o araca-boi (Eugeniastipitata McVaugh) e o aracd (Psidium guineenses
var. arasahum), espécies ricas em vitamina C e carotenoides (Azevedo-Meleiro e Rodriguez-
Amaya, 2004; Zanatta et al., 2005). Contudo, os estudos envolvendo a composicdo quimica e
as propriedades bioldgicas de frutos exdticos tropicais ainda sdo escassos em comparagio aos
estudos envolvendo matrizes oriundas de regides temperadas (Genovese et al., 2008; Borges
et al., 2011; Dembitsky et al., 2011; Valente et al., 2011).

Na familia Myrtaceae estd incluido o género Psidium, ao qual pertencem os aracazeiros.
A maioria dos compostos isolados a partir de frutos de Psidium apresenta atividades
bioldgicas como a diminui¢do do efeito oxidante, o combate aos radicais livres e efeito
antidiabético. Suas propriedades terapéuticas e preventivas de processos oxidativos e
inflamatérios podem justificar o uso popular dessas matrizes na melhora da qualidade de vida
da populacdo (Chen e Yen, 2007; De Souza Schmidt Goncalves, Lajolo e Genovese, 2010).
Dentre os aracés, destaca-se o fruto da espécie amazonica aracad-pera (Psidium acutangulum
DC), cuja quantificagdo do teor de &cido ascérbico por CLAE-EM, a determinacdo dos
constituintes quimicos por RMN e EM, bem como a avaliagdo dos potenciais antioxidante e

nutricional ainda sdo desconhecidos.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Estudar a composicdo quimica de frutos de Psidium acutangulum DC (aragé-pera),

Myrtaceae, bem como avaliar os potenciais antioxidante e nutricional.

2.2. Objetivos Especificos

e Determinar a composicdo centesimal nutricional das diferentes partes liofilizadas
desse fruto (teores de umidade, cinzas, proteinas, lipidios, fibras, carboidratos e calorias
totais);

® Avaliar a atividade antioxidante dos extratos etandlicos das diferentes partes do fruto e
do extrato hidroalcodlico in natura do fruto inteiro;

e Caracterizar a composicdo quimica do extrato etandlico dos frutos de Psidium
acutangulum DC;

e Determinar o teor de acido ascorbico nos frutos in natura e liofilizados dessa matriz.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Myrtaceae

As espécies de Myrtaceae sdo em geral drvores ou arbustos, raramente subarbustos. No
Brasil, estima-se a existéncia de 1.000 espécies pertencentes a 26 géneros nativos e nove
introduzidos, constituindo uma das maiores familias da flora brasileira. Sdo encontrados cerca
de 140 géneros e 3.000 a 4000 espécies divididas em duas subfamilias Myrtoideae e
Leptospermoideae, ocorrentes principalmente nas regides tropical e subtropical da América
do Sul (Ribeiro e Silva, 1999; Wilson et al., 2001)

Na composi¢do quimica desta familia encontram-se ainda fendis simples, estilbenos,
lignanas e ligninas, terpenos, flavonoides, 4cidos eldgico e gilico, além de saponinas e taninos
para algumas espécies. Essas substincias pertencentes a diferentes classes metabdlicas
possuem fungdes biolégicas importantes, tais como: antibidtica, pesticidas naturais e
sinalizadores para o estabelecimento da simbiose (Heldt, 2004) (Quadro 1).

Os frutos das espécies amazdnicas ocupam um lugar de destaque na alimentacdo da
populacdo local. Muitos desses frutos possuem elevado teor de agicares, proteinas, vitaminas,
fibras e sais minerais (Franco, 2004). Os frutos de camu-camu (Myrciaria dubia (HBK)
Mc.Vaugh) (Figura 1) sdo ricos em carotenoides, antocianinas e vitamina C (1,88+0,43g/100
g de fruto fresco) significativamente superior a outros frutos amazdnicos e exdgenos a esse
bioma, como a acerola (Malpighia emarginata, Malpighiaceae) com um teor de vitamina C de
1.357+10 mg/100 g de fruto fresco (Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya, 2004; Zanatta et
al., 2005; Rufino et al., 2010)

Figura 1.Arvore e frutos de camu-camu (Myrciaria dubia Mc.Vaugh) (Foto: http://www.folhavitoria.com.br,
27/09/2012).

Estudos fitoquimicos da polpa de frutos de camu-camu (Myrciaria dubia Mc.Vaugh) e
araca-boi (Eugenia stipitata) (Figura 2), utilizando-se a técnica headspace seguida da andlise

por CG-EM, resultaram na identificacdo de mais de vinte componentes voldteis nas amostras
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desses frutos, dentre eles estdo D-germacreno, cis-B-ocimeno, a-pineno e p-pineno, D-limoneno,
o-fencheno, canfeno, B-mirceno, o-filandreno, y-terpineno, eucaliptol, p-cimeno, terpinoleno,
fencol, p-cariofileno, 4-terpineol, sendo 98% de terpenos. Frutos de aracid-boi (Eugenia
stipitata) foram caracterizados por um complexo padrdo de sesquiterpenos (Franco e
Shibamoto, 2000).

Figura 2.Arvore e frutos de araci-boi (Eugenia stipitata Mc.Vaugh) (Fonte: http://www.folhavitoria.com.br,
27/09/2012).

Carotenoides, que incluem os carotenos, as xantofilas e o licopeno, comuns em espécies
frutiferas, sdo responsaveis pela coloracdo de muitos frutos, flores e raizes. Estdo presentes na
polpa vermelha da goiaba (P. guajava) e sdo responsaveis pelo tom amarelo e vermelho das
cascas dos aragds (Figura 7) e também sao excelentes antioxidantes atuando no combate a

doencas como cancer de prostata e arteriosclerose (Ghosh et al., 2010).

Reynertson e colaboradores (2008) quantificaram por métodos cromatograficos e
espectrométricos (CLAE-DAD) as substincias: cianidina-3-glucosideo, delfinidina-3-
glucosideo, acido eldgico, kaempferol, miricetina, quercetina, quercitrina e rutina (Quadro 1)
a partir de extratos metandlicos de frutos liofilizados de algumas espécies de Myrtaceae. O
potencial antioxidante desses extratos também foi testado frente ao radical livie DPPH' para
Myrciaria [M. cauliflora (19,4 £ 0,28ug/mL), M. dubia (57,2 £ 5,61 pg/mL), M. vexator
(38,6 £ 2,40 pg/mL)], Syzygium [(S.cumini (389,0 £ 36,0 ug/mL), S. curranii (33,4 + 2,52
pg/mL), S. jambos (92,0 + 8,24 ug/mL), S. javanicum (81,4 + 6,24 pug/mL), S. malaccense
(269,0 £ 7,66 ug/mL), S. samarangense (77,5 £ 4,19 ug/mL) e S. samarangense var.Taiwan
pink)], além de Eugenia [(E. aggregata, E. brasiliensis, E. lushnathiana e E. reinwardtiana
(157,0 £ 13,0 ug/mL)], espécies com constituintes considerados inativos (Reynertson et al.,
2008).
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Quadro 1. Constituintes quimicos identificados ou isolados em frutos e folhas de espécies de Myrtaceae.

OH
(0]
3 OH
HO
acido protocatecuico

(Okuda, Hatano e Yazaki, 1984)

OH
o]
3 OH
HO
OH
acido galico

(Okuda, Hatano e Yazaki, 1984)

OH

OH
acido clorogénico

(Liang, Qian e Yao, 2005)

Bz

HO
HO
HO Q
(Vo 0.8
HO =z
OH
HO_ X © OH
o)
HO
OH

guavina B (Okuda, Hatano e Yazaki, 1984)

OH

HO

HO
OH

acido cafeico (Liang, Qian e Yao, 2005)

HO

HO

acido ferilico (Zhu ef al., 1997)

p-caroteno (Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya, 2004)
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Continuacao do Quadro 1

quercetina 3-p-D-glucosideo

(Liang, Qian e Yao, 2005)

Leucocianidina

(Biegelmeyer et al., 2011)

quercetina (Reynertson et al., 2008)

OH
quercetina-3-o-L-arabinofuranosideo

(Liang, Qian e Yao, 2005)
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Continuacao do Quadro 1

kaempferol (Reynertson et al., 2008)

3’-formil-2’,4°,6’-tri-hidroxidihidrochalcona-

metildihidrochalcona (Miles et al., 1991a; b)

HO

quercetina-3-p-galactosideo (Liang, Qian e Yao,
2005)

quercetina 3-g-D-glucosideo (Reynertson et al., 2008)

HO
HO OH

OH

guaijaverina (Prabu, Gnanamani e Sadulla, 2006)

kaempferol-3-glucosideo (Reynertson et al., 2008)
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Continuacao do Quadro 1

quercitrina (Reynertson et al., 2008)

HO
O HO OH
OH 0 o
0
HO oH OH
HO

mecocianina (Liang, Qian e Yao, 2005)

acido 2-a-hidroxiursélico (Begum, Hassan e

Siddiqui, 2002)

acido ursélico (Begum, Hassan e Siddiqui, 2002)

p-sitosterol (Begum ef al., 2002)

uvaol (Begum et al., 2004)
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Continuacao do Quadro 1

acido oleandlico (Begum, Siddiqui Bina e Hassan
Syed, 2002)

acido guavanoico (Begum et al., 2004)

HO

acido guavacumarico (Begum, Hassan e

Siddiqui, 2002)

guajavolido (Begum ef al., 2004)

acido guavenoico (Begum, Siddiqui Bina e
Hassan Syed, 2002)

T

acido asiatico (Begum, Siddiqui e Hassan, 2002)
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Continuacao do Quadro 1

HO

acido jacumarico (Salib e Michael, 2004)

)
HO.
K\.]/““H\_ ~0
Pt
':-'r:-/\‘/'f S
0 - ‘H_—:ﬁm\

acido elagico

limoneno (Franco e Shibamoto,
(De Souza Schmidt

/
HO

acido arjunélico (Salib e Michael,

2000)
Goncalves, Lajolo e Genovese, 2004)

2010)

H —
X \
o
N
a-humuleno (Jordan et al., 2003)
p-cariofileno copaeno
(Franco e Shibamoto, 2000) (Pino Jorge, Marbot e Bello,
2002)
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Continuacao do Quadro 1

OH

3-hidroxi-2-butanona (Stevens,
Brekke e Stern, 1970)

o

3-metil-1-butanol (Stevens,
Brekke e Stern, 1970)

HO

acido 3-metilbutanoico (Stevens,

Brekke e Stern, 1970)

II()W{H-\

(Z)-3-hexen-1-ol

(Stevens, Brekke e Stern, 1970)

)OJ\/\/\/\

etil octanoato

(Stevens, Brekke e Stern, 1970)

H:C

Eucaliptol

(Franco e Shibamoto, 2000)

MeO

1-0-3,4-dimetoxi-feniletil-4-0-3,4-dimetoxi cinamoil-6-0-cinamoil-g-D-glucopiranosideo (Salib e Michael,

0]

2004)

=
o OO O\/\C[OMe
MeO N0 OH OMe
HO

Estudos quimicos com frutos de araca-boi (Eugenia stipitata Mc.Vaugh) (De Souza

Schmidt Goncalves, Lajolo e Genovese, 2010; Peralta-Bohorquez et al., 2010) e outro

trabalho com aragé-do-campo (Psidium guineense Swartz) (Peralta-Bohorquez et al., 2010)

apresentaram componentes fendlicos, flavonoidicos (quercetina e kaempferol), &4cidos
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organicos (4cido eldgico) e vitaminas (A, C e E) em sua composicdo responsdveis pela

atividade anti-inflamatoria, antioxidante e hipocolesterolémica desses frutos.

A principal caracteristica dos frutos da familia Myrtaceae € seu alto teor de compostos
fendlicos e de vitamina C, excelentes antioxidantes que auxiliam na neutralizacdo dos radicais
livres. O consumo de vitamina C na dieta diminui os efeitos danosos dos radicais livres
responsdveis por danos causados em lipidios, proteinas e dcidos nucléicos (Genovese et al.,

2008; Fu et al., 2011).

Os antioxidantes podem ser classificados em primdrios, sinergistas, removedores de
oxigénio, biolégicos, agentes quelantes e antioxidantes mistos. Acido ascérbico, seus
isomeros e seus derivados (Figura 3) sdo os melhores exemplos do grupo de removedores de
oxigénio porque atuam capturando o oxigénio presente no meio, através de reacdes quimicas
estdveis. O d4cido ascorbico pode atuar também como sinergista na regeneragdo de
antioxidantes priméarios. Os antioxidantes primarios sdo compostos fenélicos que promovem a
remocao ou inativacdo dos radicais livres formados durante a iniciacdo ou propagacdo da
reacdo, através da doacdo de dtomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a reagdo

em cadeia (Bianchi e Antunes, 1999).

H
H—+—OH
H——OH
HO HO
e T o a0 g Hoo
o /0 b o R b o 0 o
VN e ] = L
}:'\\ /.)_ \ 0’/ \‘0 00—
HO  OH -0 OH O——OH
racical aido scido
ac'daascarbico monodosidro-ascarkico dosidro-ascarbico 2 3-cicete-L-aseorbico

Figura 3. Reacdo de oxidagdo do AA a dcido desidroascorbico e de hidrdlise deste a dcido 2,3—

dicetoguldnico (Heldt, 2004).

Outras espécies de Psidium possuem potencial semelhante, como as espécies que serdo

descritas a seguir.
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3.2 Psidium

Espécies de Psidium spp. caracterizam-se por apresentarem folhas simples e opostas,
elipticas, flores solitarias, axilares ou em pequenos racemos, cujo botdo varia de 4mm a
15mm; o cdlice possui morfologia varidvel e as pétalas alternadas e de cor branca ou amarelo-

clara (Falcdo et al., 1992) (Figura 4).

Figura 4. Flores de P. guajava e P. fridrichsthalianum (Fonte: Ramos, A.S. e Machado, M.B.).

Encontram-se mais de 150 espécies dentre as quais, a mais difundida, no género, e de
importancia econdmica, tendo em vista ser uma espécie de frutos comestiveis, muito
explorada pela industria alimenticia e farmacoldgica, é a espécie vegetal Psidium guajava
(goiabeira). Paises da América do Sul, como Brasil, Colémbia e Venezuela sao produtores de
goiaba (Psidium guajava), espécie muito apreciada por causa de seu fruto de sabor agradavel
e rico em nutrientes e componentes funcionais como vitaminas A e C, e minerais (ferro, cdlcio
e fésforo) e devido a grande variedade de produtos que podem ser desenvolvidos pela
inddstria alimenticia. Esta espécie ja foi alvo de diversos estudos quimicos (Kiyoshima et al.,
2000; Ghosh et al., 2010). Espécies deste género também sido conhecidas como aracazeiros,
espécies nativas de Psidium, dentre as quais se destacam aracd (P. guineenses SW) (Figura 5),
araca-amarelo (P. cattleyanum var. Lucidum) (Figura 7), goiaba-da-costa-rica (P.
friedrichsthalianum (Berg) Niedenzu ) (Fig.6) e araca-pera (P. acutangulum DC) (Figura 8)
por serem espécies cujos frutos, assim como a goiaba, podem ser consumidos in natura e
apresentam potencial para a exploracdo comercial (Wille et al., 2004; Corréa, 2010). Esses
aracds s@o pouco conhecidos pela populacdo brasileira, mas apresentam caracteristicas
comuns ao género tornando-as com potencial para uso medicinal e industrial. Nos frutos de
aragi-do-campo (Psidium guineenses SW), foram determinados teores de potdssio, célcio,
magnésio, ferro e fésforo mais elevados que os de frutos mais comumente consumidos pela

populacdo brasileira, como maca, péssego, pera, morango e abacaxi (Ferreira et al., 2011).
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Figura 5.Arvore e fruto de araca-do-campo (Psidium guineenses SW) (Cardim, R.).

Os componentes volateis de frutos de Psidium guineenses Swartz foram isolados
utilizando-se a técnica headspace (HS-SPME). O mesmo estudo resultou na identificacdo dos
componentes majoritdrios (hexanoato de etila, o-cariofileno e selin-11-en-4B-ol) por
cromatografia gasosa (CG-DIC e CG-EM) (Peralta-Bohorquez et al., 2010).

A goiaba-da-costa-rica (P. friedrichsthalianum (Berg) Niedenzu) (Figura 6) apresenta
um teor de proteina tdo significativo quanto o da goiaba (P. guajava). A polpa deste fruto
apresenta valores de umidade (83,15%), proteinas (0,78-0,88%), carboidratos (5,75-6,75%),
gorduras (0,39-0,52%), fibras (7,90%) e cinzas (0,80%), além de ser rica em minerais como
ferro, célcio, que exercem diversas funcdes importantes, atuando como cofatores de enzimas,
destacando-se ainda sua importante funcdo como fatores nutricionais (Reboucas, Gentil e
Ferreira, 2008). Estudos por CG-EM do extrato metandlico dos frutos da goiaba-da-costa-rica
identificaram a presenca de cento e setenta e trés constituintes voldteis, sendo a maioria
pertencente a classe dos terpenos: (E)-g-cariofileno, o-terpineol, o-pineno, a-selineno, p-

selineno, é-cadineno, 4,11-selinadieno e a-copaeno (Pino, Marbot e Vasquez, 2002).

Figura 6. Goiaba-da-costa-rica (P. friedrichsthalianum (Berg) Niedenzu) (Foto:Cardim, R.)
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Um estudo visando a caracterizacdo quimica de aracd vermelho (Psidium cattleianum)
e aracd amarelo (P. cattleianum Var. lucidum Hort.) possibilitou caracterizar compostos
fendlicos de seus frutos por CLAE-DAD. Foram determinadas antocianina, cianidina,
quercetina glicosilada (hiperosideo e isoquercetrina) nos extratos das polpas desses frutos
(Biegelmeyer et al., 2011). Os extratos desses frutos apresentam um elevado poder
antioxidante foram 156 e 177 uM/g de equivalente Trolox para o vermelho e amarelo,

respectivamente.

Figura 7. Aracd amarelo (P. cattleianum var. lucidum Hort. ) aracd vermelho
(P.cattleianum).(Fonte:http://www.tradewindsfruit.com/order_fruit_5.htm.20/12/11).

Gongalves e colaboradores (2010) analisaram a composicio quimica e potencial
antioxidante/antidiabético de frutos de Myrtaceae e obtiveram resultados positivos para araga-
do-campo (Psidium guineenses) e araga vermelho (P. cattleyanum) que demonstraram conter
componentes fendlicos, flavonoidicos (quercetina e kaempferol), acido eldgico, a-amilase e o-
glucosidase inibidores para o controle da hiperglicemia e diabetes tipo 2. Os 6leos volateis de
frutos de Psidium cattleianum (aracd vermelho) e P. cattleianum var. lucidum (aragd amarelo)
foram quantificados por CG-EM. A andlise dos 6leos essenciais desses aragds evidenciou o f-
cariofileno como principal constituinte quimico em ambos os 6leos essenciais.

Os resultados destes estudos realizados com matrizes de Psidium spp. demonstram a
importancia desse género em relacio a presenca de compostos que podem agir como
antioxidantes e sua contribuicdo nutricional. No entanto, ainda pouco se conhece sobre o valor
quimico e nutricional do aragd-pera que poderia ser também explorado como fonte de

alimento.

3.3.1 Psidium acutangulum DC
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Psidium acutangulum DC (aragd-pera) € uma espécie pertencente a familia Myrtaceae,
uma arvore pequena de aproximadamente 8 metros de altura (Fig.8). Sua frutificacdo ocorre
de outubro a dezembro, seus frutos quando maduros sdo amarelos de polpa esbranquicada
(Fig.7) (Falcdo et al., 1992). As folhas sao impressas e onduladas nas margens, emprestando
um aspecto elegante 2 planta. E uma espécie amazonica com ocorréncia de cinco variacdes
(Franzon et al., 2009 ):

Psidium acutangulum var. acidum DC 1828
Psidium acutangulum var. crassirame O. Berg 1857
Psidium acutangulum var. oblongata Mattos 1989

Psidium acutangulum var. oblongatum Mattos 1989

Psidium acutangulum var. tenuirama O. Berg 1857

Figura 8.Aracéd-pera (Psidium acutangulum DC) em estdgio de maturac@o (Fotos: Jardim, E.)

O aracd-pera (P.acutangulum DC) é uma espécie frutifera encontrada em forma
silvestre ou cultivada na regido Amazdnica. Também conhecido como aracd-goiaba e araca-
do-Par4, € difundido na América do Sul. Seus frutos sdo em forma de baga globosa (Figura 8)
e de sabor dcido, mas agradavel, chegam a pesar mais de 200 gramas (Falcao et al., 1992).

De polpa suculenta e carnosa, com cerca de cinco centimetros de altura e cinco
centimetros de didmetro, o aragd-pera (Psidium acutangulum DC), como foi determinado por
método colorimétrico (2,4-dinitrofenilhidrazina) por Andrade e colaboradores (1993) também
€ uma 6tima fonte de vitamina C (389,34 mg/100g de polpa integral). Assim como as espécies
Myrciaria dubia (camu-camu) e Eugenia stipitata (aracd-boi). O aragd-pera possui boas
caracteristicas para industrializacdo por ser uma fonte de vitamina C e baixo pH (Andrade,
Aragdo e Ferreira, 1993). Poucos sdo os estudos sobre o valor nutricional e quimico dos frutos
dessa espécie. Dentre os estudos quimicos envolvendo determinacdo e quantificacdo de

constituintes quimicos dessa espécie de Psidium destacam-se a andlise de 6leo essencial e
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extrato metandlico de ramos finos, o estudo fisico-quimico determinando os teores de
acucares totais e fendlicos totais dos frutos in natura e o estudo da fenologia da espécie
(Falcdo et al., 1992; Andrade, Aragdo e Ferreira, 1993). Estudos quimicos a partir de extratos
de folhas desta espécie resultaram no isolamento de dois flavonoides pertencentes ao grupo
das chalconas. Estas moléculas apresentaram atividade antifiingica e antibacteriana contra
Xanthomonas campestris (Miles, Del Medeiros e Chittawong, 1990; Miles et al., 1991b). Foi
constatada a presenca de a-pineno (14,8%), 1,8-cineol (12,9%) e B-pineno (10,1%),
componentes voldteis também encontradas em outras espécies de Psidium tanto em folhas
como em seus frutos (Da Silva et al., 2003).

Neste sentido, tecnologias modernas, capazes de promover a obtengdo de resultados
répidos e confidveis em relacdo a deteccdo da presenca de metabdlitos de interesse como 0s
flavonoides (kaempferol, guaijaverina e miricetina), terpenoides (4cido ursélico e &cido
guavanoico) e vitaminas (A, C e E) tem sido amplamente utilizadas. O hifenamento da
cromatografia a diferentes técnicas espectrométricas € uma das principais inova¢des que vem
exercendo um crescente e importante papel nas ultimas décadas na investigacdo do perfil
metabolomico de matrizes vegetais complexas como frutos (Silva et al., 2000; Tang, Xiao e
Wang, 2009). A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem sido um dos métodos mais
empregados, devido a capacidade de separag@o das colunas cromatograficas empregadas, alta
sensibilidade, robustez e rapidez. Sendo assim, muito vantajosa na andlise de substancias
sensiveis a degradacdo e de baixo peso molecular. A utilizacdo de métodos como a CLAE
acoplada a EM pode facilitar este tipo de andlise de compostos mais polares, pois o método de
separacdo por CLAE € muito sensivel e rdpido quando acoplado a uma fonte de ionizagio por
eletrospray (ESI), EM € a técnica analitica mais sensivel para determinacdo de compostos
quimicos pela razdo m/z dessas moléculas ionizadas. Um detector de massas moleculares com
ESI promove a ioniza¢do protonando ou desprotonando moléculas e permite a detec¢do de

adutos formados ao longo da ionizagdo (Crews, Rodrigues e Jaspars, 1998).
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais, reagentes e equipamentos

Padrao de DPPH, ABTS, 4cido gilico (C;HsOs), quercetina (CisHi007), e dcido L-(+)-
ascorbico (AA) (C¢HgOg) (pureza 99,0-100,05%) da Sigma (St. Louis, MO, USA). Acido
metafosférico (MPA) (pureza 99,99%) da Prolabo (Mollet del Vallés, Barcelona, Spain).
Solvents deuterados (CDCl;, DMSO-ds, e D,0) (299.9% D) da Cambridge Isotope
Laboratories, Inc. (CIL, Massachusetts, USA) bem como padrdes internos para deslocamento
quimico de RMN de"C, e residuos de solventes para RMN de'H. Metanol grau
espectrométrico (EM) da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Perssulfato de potassio
(K2S,0s), sulfato de potdssio (K2SO,), sulfato de sédio anidro (NaySOg), bissulfato de
potéssio (KHSO,), sulfato de cobre penta-hidratado (CuSO4.5H,0), fosfato dibésico de sddio
(Na,HPOQ,), fosfato monobdasico de sédio (NaH,PO,), etilenodiaminatatraacéticodissédico
(Na;EDTA), hidréxido de sédio (NaOH), acido bérico (H3BOs), 4cido acético (C.H40»),
acido sulftrico (H»SOs), acido férmico (CH,03), acido cloridrico (HCI), vermelho de metila
(Ci5H;5N30,), verde de bromocresol (Ca1Hj4BrsOsS) foram adquiridos a partir da Sigma-
Aldrich (City, State, Country). Dimetilsulféxido (DMSO), etanol, metanol, cloroférmio
(CHCl3) e acetona (C3H¢O) foram obtidos da Tedia (Fairfield, OH, USA). As enzimas alfa-
amilase termo-estdvel, protease e amiloglucosidase foram adquiridos a partir da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Todos os reagentes e solventes foram de grau analitico. A
dgua destilada e deionizada foi produzida nos laboratérios (Millipore Milli-RO plus, MA,
EUA).

Uma solu¢do de estoque padrdo de AA (1 mg / mL) foi preparada de fresco em cada dia
de andlise. As solugdes-padrdo de trabalho foram solubilizadas em dgua com 1% de MPA, e
foram diluidas conforme necessario para obter concentracdes finais de 1, 5, 20, 40, 60, 80,
100, e 120 pg / ml.

Os equipamentos utilizados no preparo das amostras e extratos e nas andlises foram:
liofilizador Edwards®; liquidificador industrial; freezer a -80°C; moinho de pedra Edwards®;
espectrofotometro  Ultrospec 2000 UV/Vis Spectrophotometer (Pharmacia Biotech,
Cambridge, Inglaterra); leitor de microplacas Thermoplate® (TP-Reader, Thermopalte,
Italia); espectrometro de alta resolucdo Bruker®; espectrometro Varian, Inova 500;

cromatdgrafo da Thermo® com injetor automético e bomba quaterndria; espectrometro de
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massas da Thermo, com detector triplo-quadrupolo, equipado com ionizador por eletrospray
operando nos modos positivo (+) e negativo (-); computador equipado com software

XCalibur® para aquisicdo dos dados espectrométricos.

4.2 Levantamento bibliografico

O levantamento bibliografico foi realizado empregando-se as plataformas de pesquisa
SciFinder® versio Web, Web of Science® e Scopus. A aquisicio de cdpias dos artigos
selecionados foi feita por meio do Portal de periddicos da CAPES ou Scielo, bem como pelo

uso sites de busca livres para artigos de dominio publico.

4.3 Coleta e identificacdo dos frutos de P. acutangulum

Amostras do fruto de araca-pera foram coletadas a partir de cinco individuos de Psidium
acutangulum DC em um sitio localizado no km 7 da BR174, no municipio de Manaus, estado
do Amazonas (AM), Brasil, no periodo matutino (entre 8:00 e 9:00 horas) em fevereiro de
2012 e no Campus Universitario Senador Arthur Virgilio Filho, Manaus, AM (UFAM), em
setembro de 2013. Frutos de P. friedrichsthalianum (Berg) Niedenzu e P. guajava L. também
foram coletados a partir de um individuo em setembro de 2013 em Manaus, AM. As trés
espécies vegetais foram previamente identificadas pela botanica Msc. Maria Andlia Duarte de
Souza, cujos vouchers para P. acutangulum (n° 254586) e P. friedrichsthalianum (n° 254585)
foram depositados no herbdrio do Instituto de Pesquisa da Amazonia (INPA), Manaus, AM,

Brasil.

Figura 9. Frutos de Psidium acutangulum DC (aragd-pera). (Foto: Ramos, A.)

4.4 Obtencao das amostras liofilizadas

Os frutos coletados em 2012 foram despolpados e liofilizados em liofilizador da
Edwards® no Laboratério de Nutricdo e Fisico-quimica de Alimentos (LNFqA/ CPCS/
CSAS/ INPA) sob a orientacdo daDra. Francisca Souza e do Eng. Jaime Aguiar.Parte do
material foi separada em dois subgrupos: casca+polpa externa sem sementes e polpa interna

com sementes. Essas trés partes foram imediatamente armazenados a —80+1°C por 24 horas, e
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em seguida liofilizadas por trés dias. O final da liofilizacdo, apds trés dias, foi determinado
visualmente e pela textura seca do material (que pode variar dependendo do teor de umidade
do fruto). Apds esse periodo, estes foram homogeneizados em liquidificador e peneirados,
cujo residuo a partir da polpa interna com semente foi separado e homogeneizado em moinho
de pedra, resultando em um novo subgrupo (residuo de sementes). Os pds amarelos obtidos a
partir do fruto inteiro e dos trés subgrupos foram armazenadas a —80+1°C ao abrigo da luz em
frascos ambar.

Os frutos sadios de P. acutangulum, P. friedrichsthalianum e P. guajava, coletados em
2013, foram lavados com &4gua destilada e armazenados a —80%1°C até a realizacdo dos

ensaios antioxidantes e de quantificacdo do 4cido ascérbico por CLAE-EM.

Tabela 1. Rendimento de massa dos frutos de P. acutangulum DC ap6s liofilizag@o.

Amostra Umida (g) Amostra Seca (g)
Divisdo por Partes Coletas
1? 2 12 2°
epicarpo 972,74 * 147,02 209,20
polpa sem casca 418,06 * 112,65 75,97
fruto inteiro * 2637,4 * 527,48
residuo de Semente * * * 142,95

*Material ndo obtido.

4.5 Obtencao dos extratos etandlicos do material liofilizado e dos extratos
hidroalcoélicos dos frutos in natura de P. acutangulum, P. guajava e P.
friedrichsthalianum para ensaio antioxidante in vitro para determinacao do potencial
antioxidante

Uma porc¢do de quinze gramas de cada parte do fruto foi extraida em duplicata com
150 mL da solugdo extratora (etanol e acido férmico a 0,1% (v/v)). Cada mistura foi levada
em banho de ultrassom por 15 minutos, em seguida, filtrada e reservadas em frasco ambar
identificadas como PAa (epicarpo), PAb (endocarpo) e PAc (residuos de sementes).

Os frutos in natura foram extraidos segundo metodologia descrita por Rufino e
colaboradores (2010) com modificacdes. Aliquotas de 30 gramas dos frutos in natura de cada
espécie a ser avaliada: P. acutangulum DC, P. friedrichsthalianum e P.guajava L., as
amostras foram transferidas para liquidificador e homogeneizadas por 5 minutos com solucio
extratora hidroalcodlica composta por metanol e dgua destilada (1:1); em seguida, foi

submetida a banho de ultrassom por 10 minutos em temperatura ambiente, centrifugagcdo por
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15 minutos em 4.000 rpm. A solucdo resultante de cada extracdo foi reservada em frasco
ambar identificadas como PA1, PF1 e PG, respectivamente, em geladeira a 5°C até o

momento do ensaio antioxidante.

4.6 Obtencao do extrato etandlico PA (fruto inteiro) para determinacio dos constituintes
quimicos dos frutos de P.acutangulum

Preparou-se um extrato etandlico em maior massa (Esquema 1) para a andlise de
cromatografia por exclusdo em gel: 500 gramas de fruto inteiro liofilizado foi submetido a
trés extracdes com SL de etanol, assistido por ultrassom (por 15 minutos cada repeticdo)
seguido de repouso, em frasco dmbar, em banho de gelo durante 30 minutos. Depois de dois
dias, a solugdo resultante foi filtrada e obteve-se um sélido branco (CG3) insoldvel em
metanol e etanol. A solucdo filtrada foi concentrada em rotaevaporador a 40°C, e resultou no

extrato etandlico PA (fruto inteiro).

Esquema 1. Preparo dos extratos para andlise do potencial antioxidante de frutos de Psidium
spp-

Frulo

Frutos
i naitire

(302)

lictilizado

(15g)

ultragsom
banio de gelo

| !

PAFia PAD FAc PALPFL PGL

l
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DPPH. ABTS

flavonoides torais
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4.7 Extracio de acido ascorbico das matrizes do fruto de araca-pera liofilizado e dos
frutos in natura de P. acutangulum, P. friedrichsthalianum e P. guajava

A extracdo de AA do fruto inteiro liofilizado (0,50 g) e no fruto fresco (20 g) foi feita
utilizando 50mL de solug@o extratora (pH 3,0) composta por dcido acético 8% (v/v), ImM
EDTA, 0,3N H,SOy4, 4cido m-fosférico (MPA) 3% (v/v) em triplicata, em banho de gelo
(Esquema 2), utilizando-se um liquidificador comercial, baseando-se no método de extracao
de Franke e colaboradores (2004). Para verificar a reprodutibilidade e eficiéncia do método, o
mesmo foi empregado na extracdo de AA de outras duas espécies de P. guajava L. e P.
friedrichsthalianum (Berg) Niedenzu. A extracdo foi feita em triplicata. Os extratos foram
identificados como PA2 e PA3 (extrato dcido do material liofilizado), e os extratos dos frutos
in natura, adotaram-se as iniciais dos nomes cientificos (PA2 e PA3, PG2 e PG3, e PF2 e

PF3). Segue abaixo a tabela com identificagdo dos extratos e respectivas andlises.

Tabela 2. Lista de identificacdo de extratos e andlises realizadas.

Espécie Codigo Parte do fruto Processo Andlises
RMN,CLAE-EM, DPPH,
PA fruto inteiro
MC*
casca e polpa externa sem
PAa RMN, DPPH, MC*
sementes liofilizagdo

P. acutangulum )
polpa interna com

PAb RMN, DPPH, MC*
sementes
PAc residuo de sementes RMN, DPPH, ABTS, MC*
PA1 DPPH, ABTS
fruto inteiro in natura
PA2 CLAE-EM
PF1 DPPH, ABTS
P. friedrichsthalianum fruto inteiro in natura
PF2 CLAE-EM
PG1 DPPH, ABTS
P. guajava fruto inteiro in natura
PG2 CLAE-EM
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Esquema 2.Metodologia de extragdo e andlise para quantificacdo de acido ascorbico em
matrizes de Psidium spp.

Amostra
Fruto
(gramas)

Estabilizar com:
Solugdio extratora

(5 minutos)

Banho de gelo
(5 minutos)

Filtrar

Extratos:
(33. PA2.
PF2. PG2 Adicionar o padrio de
AA (ug/mlL)
l Extrato de Fruto
com Adicdo de
Padrio

4.8 Analise da composicao centesimal dos frutos liofilizados

As andlises fisico-quimicas dos grupos liofilizados foram realizadas em triplicata
seguindo protocolo do LNFqA sob a responsabilidade da Dra. Francisca Souza e do Eng.
Jaime Aguiar, baseando-se nos métodos da AOAC (2005) para umidade e cinzas ( 940,26),
lipideos ( 933,05), proteinas ( 920,152) e AOAC (1980) para determinacao de minerais.

4.8.1 Umidade
Foi determinado pelo método de secagem das amostras até peso constante, em estufa a
105 °C. O resultado foi obtido pela diferenga entre a massa inicial (MI) e a massa final seca

(MS):

U = (MS-MDx100%
MI
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Resultados dos célculos da Andlise da Composi¢do Centesimal das Diferentes Partes
do Fruto Liofilizado Equag@o para conversdo dos valores em massa seca (MS) para teores em

massa imida (MU): (MS x U)/100 = MU

4.8.2 Cinzas
As cinzas foram determinadas apds completa carboniza¢do em bico de Bunsen e
calcinadas em mufla a 550 °C, até a obtencdo de um residuo com coloragcdo branca

acinzentada. A diferenca entre MI e MF forneceu o teor de cinzas: % Cinzas = (Mf-

Mi)x100%

4.8.3 Teor de Lipidios

A determinacdo de lipidios foi feita seguindo o método de Bligh-Dyer (Bligh e Dyer,
1959), a amostra foi centrifugada em cloroférmio, metanol e dgua destilada, seguida de
filtragdo, secagem do solvente em estufa a 100°C; esfriou-se em dessecador e pesou-se a

massa resultante.

Lipidios Totais = __peso dos lipidios (g) x4 x 100

peso da amostra (g)

4.8.4 Teor de Nitrogénios Totais

O processo consiste em deslocar o nitrogé€nio presente na amostra, transformando-o,
juntamente com o 4cido sulftirico, em sulfato de amoénia. Em seguida, deste sal obtido,
desloca-se o nitrogénio na forma de amdnia, recebendo-o em uma solug¢do de dcido bdrico.
Através de método titulométrico, determina-se a quantidade de nitrogé€nio presente na

amostra. Este método subdivide-se em trés etapas. Sdo elas:

L Digestao;
II. Destilacdo;
IIL. Titulacdo.

Célculos: Nitrogénio %: (V x 0,9506 / P) x 100
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V = volume gasto de H,SO4

Fator do 4cido =0,9506

P = n°® gramas da amostra

Este resultado multiplica-se por 6,25 e nos dard a quantidade da proteina da amostra.

Proteina = N% x 6,25

4.8.5 Fibras totais

O teor de fibra alimentar total foi determinado pelo método enzimético gravimétrico

da AOAC (985.29).

Fibra alimentar total = (RT-P-C-BT)*100 / m

4.8.6 Carboidratos

Os carboidratos totais (livre de nitrogénio) foram determinados pela diferenca entre a
massa seca total (100%) e a soma das porcentagens, determinadas de proteina, lipidios, cinzas
e umidade (Taco, 2011). A fracdo livre de nitrogénio representa a concentracdo de

carboidratos totais, excluindo-se a fibra alimentar.

Carboidratos Totais = 100% - (% Umidade+ % Proteinas+ % Lipidios+ % Cinzas)
Carboidratos Metabolizados= 100% - (% Umidade+ % Proteinas+ % Lipidios+ % Cinzas+Fibras
Totais)

4.8.7 Calorias

A energia alimentar foi expressa em Kilocalorias (Kcal). O valor energético foi
calculado a partir dos teores em proteinas, lipidios e carboidratos, utilizando-se o coeficiente
que leva em consideracdo o calor de combustio para cada um desses grupos de compostos.
Foi utilizado o coeficiente 4, 4 e 9 (Kcal), para proteinas, carboidratos e lipidios,

respectivamente (Taco, 2011).

Kcal = (4x g proteinas + 4x g carboidratos + 9x g lipidios) kcal/g

4.8.8 Determinacio dos teores de minerais:
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Os minerais presentes nas amostras foram determinados quantitativamente para o Ca,
Mg, Zn, Mn, Fe, Na e K. As andlises foram feitas em duplicata baseando-se no método da
AOAC (1980).As amostras foram calcinadas a 500°C durante 10-12h, até que se constatasse a
decomposicdo de toda a matéria orgdnica. As cinzas obtidas foram solubilizadas em 4cido
cloridricol:1 (v/v) e transferidas para baldes volumétricos, completando-se o volume de
100mL com &4gua deionizada. As leituras de absorbancia de cada mineral foram feitas
utilizando-se um espectrofotdmetro de absor¢ao atbmica Varian Modelo 3030.

Os teores acima obtidos na andlise da composicdo centesimal foram convertidos em

mg/100g de fruto fresco.

5 Avaliacdo do Potencial Antioxidantepor consumo de DPPH' e ABTS",das diferentes
partes do fruto e de frutos in naturade Psidium
5.1 Analise do potencial antioxidante por consumo de DPPH’

Os extratos etandlicos obtidos a partir das diferentes partes do fruto liofilizado PAa,
PAb, PAc e PA (10mg) e os extratos dos frutos in natura P.A.1, P.F.1 e P.G.1 (100uL) foram
usados para avaliar a capacidade antioxidante pelo método frente ao radical livre DPPHe de
acordo com o método de Brandwilliams e colaboradores (1995), com modificacdes,
monitorando-se o consumo do radical livre DPPH pelas amostras, através da medida do
decréscimo da absorbancia de solucdes de diferentes concentracdes. As medidas foram feitas
no comprimento de onda 492 nm.

Uma aliquota de 30 pL dos extratos etanolicos foi diluida em diferentes concentracdes
em etanol. Em seguida sdo adicionados 270 mL de DPPHe (0,5uM) e apds 30 minutos de
incubacdo a temperatura ambiente, a protecdo da luz. O controle consistiu da amostra diluida
apenas em etanol sem DPPHe. O cédlculo da % de inibicdo foi feito de acordo com a Equacdo

abaixo:

% de Inibicao = 100 — (Absorbancia/média da absorbancia do controle)x100

As andlises foram feitas em triplicata e os resultados de Clsop expressos em pg/mL, mas
foram adaptadas para representacdo g/g DPPHe empregando-se a equagdo abaixo para

comparagdo com resultados descritos na literatura (Rufino, 2010).

[(% de Inibicao da amostra x massa de extrato (g) referente a 1g fruto fresco) x

1g de DPPH]/50% da massa de DPPH
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5.2 Ensaio Frente ao radical livre ABTS™

O ensaio frente ao radical livie ABTS™"foi baseado no método desenvolvido por Re e
colaboradores (1999) com modificagdes. O ABTS™ foi preparado pela reagdo de uma
absor¢do de ABTS™ 0,8 M com perssulfato de potdssio SmM e deixou-se a mistura ao abrigo
da luz a temperatura ambiente (25°C) por 12 horas antes do uso (Re ef al., 1999). A solucio
de ABTS™ foi diluida em etanol e lida a absorbancia de 0,9 + 0,lem 620nm.Foram pesadas
aliquotas de 10mg das duplicatas de PAc, solubilizados em 1 mL de DMSO e, em seguida,
diluido para uma concentracio a 1mg/mL; retirou-se uma aliquota de 100uL de cada amostra
e fez-se dilui¢des sucessivas na ordem de 1:1 (v/v) em DMSO, na placa, obtendo-se
concentracdes entre 100pug/mL a 0,78ug/mL. Em seguida, adicionou-se 270uL da solugdo de
ABTS™ (0,8 M) em todos, deixou-se reagir por 15 minutos ao abrigo da luz. A leitura foi feita
em um comprimento de onda de 492 nm. As andlises foram feitas em triplicata para cada
duplicata de PAc utilizando-se apenas DMSO e ABTS™ como solugdo controle. O célculo da

percentagem de inibicao foi feito de acordo com a Equacio :

% de Inibicao = 100 — (Absorbancia/média da absorbancia do controle)x100

A concentragdo final foi expressa em pg de compostos antioxidantes /ml de extrato.

5.3 Determinacio de fenélicos/flavonoides totais

O teor de fendlicos totais foi estimado através de um ensaio colorimétrico com base
em procedimentos descritos por (Molyneux, 2004) com modifica¢des. Basicamente, 20 uL de
cada extrato obtido das diferentes partes do fruto liofilizado de foram diluidos com 50uL de
de dgua ultra-pura, em seguida, foram adicionados 50uL de reagente de Folin-Ciocalteau (0,5
mg /mL). Ap6s 8 minutos, em repouso ao abrigo da luz, a 20°C, 240 pL de carbonato de
sddio (0,4%) foram adicionados a mistura. Em seguida, a microplaca contendo as amostras foi
mantida novamente ao abrigo da luz durante 3 minutos. A absorbéncia foi lida a 620nm. O
dcido gélico (0,5 ng/mL) foi utilizado para a construgdo da curva padrdo. Os resultados das
triplicatas foram expressos em miligrama de dcido gilico (AG) por grama de fruto fresco.

O teor de flavonoides foi determinado por um método colorimétrico (Jia, Tang e Wu,
1999) com modificacdes. Foram diluidos 10mg das amostras do fruto liofilizado em 1mL de
DMSO e 30uL de cada foram misturados com 6,0uL. de uma solugdo a 10% AICls. Depois de
mudar a sua cor, 6,0uL de acetato de potéssio (1M) foram adicionados. Apds 30 minutos de
incubacdo a temperatura ambiente, 168 uL de 4gua foram adicionados. As microplacas foram

incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente. A absorbéncia foi lida a 492 nm. O
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padrdo de quercetina (0,5 mg/mL diluido em etanol) foi usado como padrdo. Os resultados
foram expressos em miligrama de compostos flavonoidicos presentes na amostra por 100g de

fruto fresco.

5.4 Analise estatistica

As andlises estatisticas dos dados provenientes das andlises da composi¢do centesimal
e dos potenciais antioxidante foram realizadas empregando-se o software Minitab™ 13.
Avaliou-se a distribuicdo de dados empregando-se o teste de normalidade (Kolmogorov-
Smirnov) seguido do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis. A comparac¢do multipla de dados,
cuja distribuicdo é normal, foi realizada empregando-se uma andlise paramétrica do tipo
ANOVA (Andlise de Varidncia) com um nivel de significancia de 5 ou 10% e empregando o
teste Tukey. O coeficiente de correlagdo de Pearson foi calculado para em 1% a 5% de

probabilidade usando o teste de Kruskal-Wallis para as varidveis.

6 Determinacao dos constituintes contidos no extrato PA

6.1 Fracionamento do extrato etandlico PA

Sete gramas (7g) de PA foram dissolvidos, em quantidade suficiente de fase mdvel, entdo
aplicada suavemente no topo da coluna até a penetragdo completa na fase estaciondria
(Sephadex LH-20). Em seguida procedeu-se a elui¢do em um sistema EtOH/H,O nas
proporcdes de 1:4; 3:7; 1:1; 7:3; 4:1 (v/v) e 100% EtOH (Esquema 3). As 13 fracdes (FA a
FM) foram coletadas manualmente, transferidas para baldes dmbar e concentradas sob pressio
reduzida a 40 °C até volumes proximos a dez mililitros. O volume final de cada fracdo foi
submetido a extracdo em fase sélida (SPE) empregando uma coluna empacotada com silica
modificada com C18, para possibilitar a retengdo dos compostos fenélicos e eliminacio de

interferente.
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Esquema 3. Obtencao das Fracoes (FA-FM) e CG3 a partir de PA.
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6.2 Analise das fracoes obtidas por cromatografia por exclusao em gel

Ap6s processo de filtragdo, uma aliquota de cada fragao foi solubilizada em metanol,
em seguida analisada em um cromatégrafo liquido de alta efici€éncia com injetor automatico e
uma bomba quaterndria acoplado a um espectrometro de massas da Thermo®, TQS (San Jose,
CA, USA), ionizador por eletrospray operando nos modos positivo (+) e negativo (—),
software XCalibur® para aquisicdo dos dados. As andlises foram realizadas em uma coluna
cromatogréfica Kinetex, 2,6 um, C18 100x4,6mm, Allcrom® com pré-coluna de mesma fase
interna. Foram empregados os sistemas bindrios metanol (A) e dgua (B) (gradiente de 24 %,
isocratico, 5 min; 24-100%,5-10 min.): B: 5-100% (v / v) Metanol, 0-13 min; D — K: 20-
100%(v / v), 13 min, PA: 0 -5 min, 5% isocrética, 5-35min, 5-100% (v / v) Metanol. Utilizou-
se uma janela de 100-700m/z. O fluxo da fase mdvel foi de 0.3 mL/min e o volume de
amostra injetado foi 20uL. As condigoes de ionizacdo foram: spray voltage 4500 kV, sheath
gas pressure 35 psi, auxiliar gas pressure 5 psi, usando gds nitrogenio (pureza>99%),
capillary temperature 250°C; capillary offset 35 V, tube lens 75 V,para o0 modo positivo e,

para o modo negativo a tnica alteracdo foi no spray voltage, 3800 kV.
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A partir dos resultados obtidos, foram selecionados 5mg de cada uma das fracdes C,
D, F, I, K, e de PA para andlise por EMAR -TOF-ESI (+/-) e 25mg para a andlise por RMN
de 'H.

7 Analise das fracoes por RMN °C e 'H e por EMAR-ESI(+/-)

Aliquotas de aproximadamente 25 miligramas das amostras selecionadas para andlise
por RMN foram solubilizadas em solventes deuterados [CDCl;(dy 7,26 € d¢c 77,0), DMSO-dg
(0H 2,4; dc 39,51) D20(0u3,79)]. Os espectros de RMN de '"H e 3C foram obtidos em
espectrometro da Varian®, Inova 500 (11.7 T) a 500 MHz (IH) e 126 MHz (13C) no
Laboratério de RMN da Central Analitica do Centro de Biotecnologia da Amazdnia - CBA.
Os deslocamentos quimicos (d) foram registrados em ppm e as constantes de acoplamento em
Hertz (Hz). Todas as andlises foram feitas a 28°C (301.1K).

Aliquotas de Smg das fracdes D, F e K e de PA foram solubilizadas em um mililitro de
metanol e, em seguida, uma aliquota foi inserida no espectrdmetro de massas de alta
resolugdo com analisador tipo TOF e ionizacdo por eletrospray nos modos positivo e

negativo. O célculo do erro entre os fons foi feito a partir da equacdo abaixo:

erro = (massa molecular do ion observado na amostra — massa molecular do ion

do padrao x 10%)/massa molecular do jon padrao

8 Anailise quantitativa de acido ascorbico (AA) no fruto liofilizado e no fruto in natura
por CLAE-EM
A analise de AA dos extratos dos frutos foi realizada baseando-se no método de analise de

Valente et al. (2011) e Franke et al. (2004) com modificacdes.

8.1 Construcao da curva de calibracao do padrao de acido L-(+)-ascérbico
A calibracdo foi feita a partir da injecdo de solucdo padrao de 4cido L-(+)-ascdrbico
em triplicata, em oito concentracdes diferentes. O padrio de 4cido L-(+)-ascdrbico foi

solubilizado em solugdo de 1% (v/v) dcido m-fosférico (MPA).
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8.2 Parametros cromatograficos

A fase mével constituiu-se de um sistema de acetonitrila ACN a 5%/formiato de
amoénio a ImM, MPA a 0,015% (pH 3,5), no modo isocratico. A calibracio foi feita a partir
da injecdo de solucdo padrdo de dcido L-(+)-ascérbico em triplicata.

O padrio de 4cido L (+)-ascérbico foi solubilizado em solucdo de 1% (v/v) dcido m-
fosférico (MPA). Resultados foram expressos em miligramas de AA por 100 g de fruto
fresco.

A seletividade do método foi avaliada utilizando-se o LC-EM através da comparagio
das respostas do tempo de retencdo (tr) do fonl75 presente nas amostras e na solugdo padrio.
A resolucdo dos picos obtidos para cada amostra foi calculada de acordo com a equacio
abaixo:

Célculo da Resolugdo (Rs) do pico de AA nas amostras:

Rs=[0,505(t,-t;)/w,-w1], onde w=t,-t;(w=largura do pico)

Viscosidade da ACN a 25°C em 95% de H,O = 0,505

Os LD e LQ foram determinados pela menor concentracdo (5 pg/mL de AA)
cromatogréfica, cuja altura do pico do cromatograma da solucdo de AA se destacou a uma
altura trés vezes superior a média das oscilagdes de ruido da linha de base cromatografica. O
LD representa a menor concentra¢do capaz de produzir um pico perfeitamente detectavel (3
vezes superior a média das oscilagdes produzidas na linha de base (Snyder e Kirkland, 1979).
Os resultados foram obtidos a partir das seguintes Equagdes: LD = (3xDP)/b = (ng/mL) e
LQ = (10xDP)/b = (pg/mL).

Onde, DP =Desvio Padrao das médias das areas obtidas; b = coeficiente linear da reta obtida a

partir da curva de calibragcdo do padrdo de AA.
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9 RESULTADOS E DISCUSSAO

9.1 Composicao centesimal dos frutos de Psidium acutangulum DC

A Tabela 3 mostra as médias dos teores da composicdo centesimal dos frutos de aracé-
pera liofilizados. Os teores de proteinas, carboidratos e calorias do fruto de P. acutangulum
apresentam diferengas estatisticamente significantes (p < 0,05) entre as diferentes partes do
fruto. Este fruto tem um teor de lipidios muito baixo de 0,077 g/100 g no epicarpo. Contudo,
seu endocarpo (0,198 g/100 g) apresentou teor superior ao valor encontrado para goiaba
vermelha (P. guajava, var. mifera, Lin) 0,10 g/100 g. Esta classe inclui glicerideos,
glicolipideos, esteroides (colesterol e vitamina D), tocoferdis (vitamina K e E) e terpenos
(vitamina A) (Vieira, 1998). As fibras sdo encontradas, em geral, sobretudo na casca dos
frutos. Os teores de fibras soliveis para as diferentes partes do fruto mostram que nio ha
problema em obter este macronutriente no fruto inteiro, uma vez que o teor de fibras totais
ndo variou significativamente entre as diferentes partes do fruto. O teor de fibras totais no
fruto inteiro (4,17g/100 g) foi um valor compativel com o encontrado em outros Psidium
como a goiaba vermelha (P. guajava, var. mifera, Lin) (5,30g/100g fibras), e o aragd (P.
cattleyanum Sabine) (5,2g g/100g). As goiabas sdo ricas em compostos fendlicos extraiveis
das fibras soliveis, como compostos flavonoidicos, e fibras insoliveis, associadas as
propriedades de polifenois ndo extraiveis como taninos (Jimenez-Escrig et al., 2001).

Os resultados apresentados na Tabela 3mostram que o endocarpo do fruto contribui
em maior porcentagem para o teor proteico da espécie. O teor de proteinas no fruto inteiro
(2,36g/100g) mostrou-se maior que o determinado na goiaba branca (P. guajava, var.
pyrifera,Lin 1,09g/100 g), e goiaba vermelha (P. guajava, var. mifera,Lin, 0,90 g/100 g),
goiaba comum (Psidium guajava L. 1,10g/100 g e no araca (P.cattleyanum, Sabine) 1,00
g/100 g. O endocarpo de fruto de aracd-pera apresenta o maior teor proteico, 0 que sugere

uma maior abundancia de glicoproteinas, responsavel pela paredes celulares (Heldt, 2004).

O teor de carboidratos totais do aracd-pera (14,28+0,482/100g) demonstra que este
fruto, mesmo nio sendo um alimento amildceo, como graos e tubérculos, ¢ uma boa fonte
para reserva energética, tendo a vantagem de ser pouco caldrico (67,27 kcal) em comparagio
a alimentos ricos em carboidratos como a mandioca (Manihot esculenta Crantz) que apresenta
36,2g de carboidratos/100g, porém, mais calérico 151kcal/100g (Taco, 2011). Os agucares

mais frequentemente encontrados sdo a frutose, glucose, galactose e manose (Vieira, 1998).
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Tabela 3. Andlise Centesimal e Nutricional de diferentes partes dos frutos de aragd-pera

liofilizados.
epicarpo Endocarpo fruto inteiro residuo de
sementes
*(g/100g)"
Cinzas' 0,789+0,041 0,798+0,015 0,766+0,262 0,126+0,035
*Proteinas 1,866+0,076" | 3,287+0,302° | 2,360+0,276™ | 0,857+0,1447
Totais
Lipidios 0,036+0,006 0,198+0,012 0,077+0,000 0,045+0,002
Totais®
Fibras 0,97+0,66 0,27+0,66 0,99+0,67 0,000+0,000
Soldveis®
Fibras 3,65+0,17 2,88+0,01 3,18+0,02 6,05+0,26
Insoldveis’
*Carboidratos 14,79+0,05% 13,20+0,29° 14,2840,48* 16,46+0,17°
Totais™?
Carboidratos 10,1740,05 10,05+0,29 10,11+0,47 10,41+0,17
Metabolizaveis
#*Calorias” 66,97+0,16* 67,75+0,03" 67,27+1,05° 69,67+0,13¢

1 Média de 2 determinagdes

+ o desvio padrdao; 2 Umidade=82,51+0,15; 30Obtidos por diferenga (100-

(umidade+proteina+lipideos+cinzas) e adi¢do de fibras totais no somatério no caso dos carboidratos
metabolizdveis; 4Valor calérico em Cal/100g (nd3o inclui a fibra). *Distribuicdo normal com nivel de
significancia em P<0,05;. ** Distribui¢do normal com nivel de significancia em P<0,10; a-d: valores antecedidos
pela mesma letra sdo estatisticamente iguais; e: distribui¢do ndo normal e distinguiveis entre si; f: distribuicio
ndo normal e indistinguiveis entre si.

O teor de cinzas ndo foi estatisticamente diferente entre as partes do fruto. Inteiro
apresentou teor maior (0,76g/100 g) que o da goiaba branca (P. guajava, var. pyrifera,Lin
0,5g/100g), e goiaba comum (Psidium guajava L. 0,5g/100g). O teor de cinzas se refere ao
residuo inorgénico que contém cdalcio, magnésio, ferro, fésforo, sédio e componentes minerais
como Ca, Zn, Mn (Franco, 2004). Comparando-se os valores de minerais encontrados nesta
matriz com os dados da tabela brasileira de composicdo de alimentos, observou-se que as

quantidades desses minerais sdo superiores a de outros frutos de outras espécies de Psidium.
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A goiaba branca apresenta teores de Mg (7mg/100g), Fe (0,2mg/100g), Cu (0,04mg/100g),
Mn (0,07mg/100g). O teor de potdssio (K) para os frutos analisados foi superior ao
encontrado em frutos conhecidos por sua riqueza neste nutriente como a castanha-do-Brasil
(Berthlletia excelsa H.B.K., 519,9 mg/100g). Frutos amazonicos apresentam alto teor deste
elemento devido a riqueza de potéssio do solo (Orrutéa et al., 2012). As médias dos valores

apresentados na Tabela 4 estdao dentro do limite estabelecido pela (Anvisa, 2005).

Tabela 4. Concentracdo de elementos (macro e micro) minerais nas diferentes partes dos
frutos de aracd-pera liofilizados, faixa linear e comprimento de onda (A) nos quais foram
identificados.

epicarpo endocarpo fruto inteiro residuo de faixa linear A
sementes (mg/L) (nm)
(mg/100g)
Ca tr tr Tr tr 0,2-0,8 4227
Mg" 61,99+3,52 74,43+3,21 73,98+1,93 12,17+1,52 0,15-0,5 | 285,2

K’ 1.517£7,43 1.444,41+24,55 | 1.665,40+20,49 | 258,16+6,36 0,4-0,8 | 766,5

Na tr tr Tr tr 0,3-0,6 589,0

Mn’ 1.19940,084 0,999+0,014 1.264+0,077 0,345+0,148 0,2-1,0 | 279,5

cu’ 0,360+0,028 0,605+0,035 0,410+0,014 0,370+0,014 0,2-1,5 | 3248

7n tr tr Tr tr 0,2-0,3 213,9

*Fe 0,915+0,02* 1,64420,148° 0,749+0,0141™ | 0,130+0,014° 0,2-2,5 248.3

tr = valores abaixo do limite de quantificagio (trago). * Distribui¢do normal com nivel de significincia em
P<0,10; a-c: valores antecedidos pela mesma letra sdo estatisticamente iguais; d: distribuicio ndo-normal e
indistinguiveis entre si.

9.2 Potencial antioxidante do extrato dos extratos etandlicos das diferentes partes de P.
acutangulum liofilizado e dos extratos hidroalcodlicos dos frutos de Psidium sp. in natura
Os resultados da atividade antioxidante dos extratos obtidos para o material liofilizado
e para o in natura foram expressos em grama por 100g de fruto (Erro! Fonte de referéncia
nao encontrada.), e mostram que os residuos de sementes apresentam potencial antioxidante

maior que dos extratos obtidos das outras partes do fruto.
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Dos frutos in natura, para efeito de comparacgio, o teste foi realizado também para
frutos das espécies goiaba-da-costa-rica e goiaba vermelha. A composi¢do quimica dos
compostos antioxidantes do P. guajava ja é bem descrita na literatura, ao contrario dos demais
aracds. O ensaio biolégico in vitro utilizando o radical livre DPPHe mede a capacidade das
substancias em doar hidrogé€nio radicalar a este radical, desta maneira, quanto maior o numero
de hidroxilas presentes na amostra, maior sua atividade. Os radicais formados precisam ser
estdveis, ou seja, estas substincias precisam ser capazes de estabilizar, por ressondncia ou
deslocalizagdo o elétron do radical formado. Nos testes realizados para os extratos obtidos,
observou-se que a amostras apresentaram atividade baixa (epicarpo) a moderada (endocarpo,
residuos de sementes e fruto in natura).

O ensaio frente ao radical ABTS'e foi realizado apenas para os extratos que
demonstraram melhor resposta frente ao radical livie DPPHe . Este € um ensaio que se baseia
na capacidade de antioxidantes eliminar os radicais ABTS". A atividade foi comparada ao
resultado da atividade do 4cido L(+)-ascOrbico (Tabela 3). O residuo das sementes dos frutos
de aracd-pera apresentou maior atividade frente ao radical DPPHe. Residuos de frutos sdo
fontes promissoras de antioxidantes naturais (Sousa e Vieira, 2011). O extrato do fruto in
natura apresentou resultado préximo ao do padrio de acido ascérbico (6,21 0,035ug/mL) e
revelou-se bem mais ativo que os da goiaba vermelha e da goiaba-da-costa-rica sob as
mesmas condigdes.

Os teores de fendlicos totais nas amostras avaliados variou de 603,6 (epicarpo) a 785,7
(residuos de semente) mgEAG/ 100g (Tabela 5) . O valor de fendlicos totais para o fruto
mostrou-se superior (481,8 mgEAG/ 100g) a do aracd amarelo ( Psidium cattleianum var.
Lucidum, 292,03 mgEAG/100g defruto) de acordo com a de Biegelmeyer e colaboradores
(2011) determinaram um teor de fendlicos totais de 1279mg/100g de polpa de fruta fresca
para o aracd-pera. Os frutos deP.acutangulum D.C. apresentam valores de fendlicos totais
superiores aos determinados por McCook-Russell e colaboradores (2012) para P. cattleianum
(443,9 *15,9 mg/100g de fruto fresco) e P.guajava (195,2+11,1 mg EAG/100g de fruto).
Alguns frutos exéticos apresentam valor menor de fendlicos totais como os determinados em
sapotilha (Manilkara zapota(L.) P. Rayen, 13,5+1.1 mg de EAG/100 g), e para o abacaxi
(Ananas comosus (L.) Merr., 38,1£0.7 mg de EAG/100 g), valores acima de 80mg/100g
foram considerados teores elevados de compostos fendlicos totais em frutos como o murici
(Byrsonima crassifolia (L.) Kunth.), a mangaba (Hancornia speciosa Gomes), e o tamarindo

(Tamarindus indica L., 81,7+4.0 a 159,945,6 mg de EAG/100 g) (Almeida et al., 2011).
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O conteddo de flavonoides totais deste fruto variou de 46,1 (PAa) a 82,7 (PAc) mg de
equivalente de quercetina / 100g de fruto. Na goiaba vermelha o teor de flavonoides totais foi
determinado em 39.36 + 3.56 mg de equivalente de quercetina / 100g de fruto por Okuda e
colaboradores (Okuda, Hatano e Yazaki, 1984).

Tabela 5. Fenois totais (FenT), flavonoides totais (FlanT), e atividade antioxidante em
extratos de frutos liofilizados de Psidium acutangulum.

Amostra FenT FlavT DPPH
(mgGAE/100 g) (mgQ/100 g) ICso o/sDPPH 2/2Q
(ug/mL)

PA 481,3+22.6 25,744,2° 201,30+22,00° 332,17+36,30° 42,31+4,62°
PAa 603,6+11,8" 46,1+3,4° 152,30+2,54° 191,98+3,20° 24,462+0,41°
PAb 315,1+68,5° 17,1+2,6™ 171,28+11,13° 406,52+26,42° 51,79+3,37°
PAc 785,7+86,6 82,7+3,7° 67,14+2,80° 41,29+1,72° 5,26+0,22°

médiatDesvioPadriio das triplicatas. ““Letras diferentes sobrescritas entre os valores indicam diferencas significantes
(Tukey’s, p<0.05). EAG: equivalentes em 4cido gdlico. Q: Quercetina.

Por meio da andlise de correlacdo verificou a associac¢do significativa entre todas as
partes do fruto e o potencial antioxidante das mesmas. As correlacdes foram positivas e
confirmaram a relacdo inversamente proporcional entre teores de compostos fendlicos e
atividade antioxidante no teste in vitro frente ao radical livre DPPH', bem como confirmaram
a correlagcdo dos teores dos compostos bioativos flavonoidicos e vitamina C com a resposta
frente ao DPPH' (Tabela 8). Diante disso, pode-se constatar que os frutos de aragd-pera
apresentam qualidades favordveis a uma alimentacdo sauddvel podendo ser totalmente

aproveitado.

Tabela 6. Correlacio de Pearson (r) entre fendlicos/flavonoides totais, vitamina C e
capacidade antioxidante (fruto fresco) de P.acutangulum DC.

R* Fenolicos Flavonoides Vitamina C
totais totais

Flavonoides 0,857

totais

Vitamina C -0,896 -0,952

DPPH -0,975 -0,941 0,952

*fator de correlacdo, p < 0,01.

Avaliou-se a atividade antioxidante frente aos radicais DPPHe e ABTS+e, os
resultados foram expressos em Capacidade Antioxidante por Equivalente de Vitamina C —

VCEAC, cujos resultados estdo apresentados na Erro! Fonte de referéncia nao encontrada..
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O extrato de frutos in natura de P. acutangulum (PA2) mostrou-se mais ativo (24,96+0,75
mgVCEAC/100g) que os extratos de P. [friedrichsthalianum (PF2) (14,83+0,48
mgVCEAC/100g) e P. guajava (PG2) (8,65+0,53mgVCEAC/100g) frente ao radical DPPH.
As capacidades antioxidantes frente ao cation radical ABTS para os extratos in natura de P.
acutangulum (PA2) e P. friedrichsthalianum (PF2) mostram-se estatisticamente semelhantes
entre si (93,10+4,41 e 85,57+1,36 mgVCEAC/100g, respectivamente) e distintas em
comparagdo ao extrato de P. guajava (67,39+7,91 mgVCEAC/100g).

A comparagdo entre os teores de AA (por CLAE-EM) e os valores de capacidade
antioxidante por equivalente de Vitamina C (por DPPH e ABTS) para os extratos in natura
dessas trés espécies de goiaba revelou correlagdes de Pearson positivas e moderadas (r =
0,673 e r = 0,768), bem como uma correlacio intensa entre os dois ensaios antioxidantes (r =
0.854) (Erro! Fonte de referéncia nao encontrada.). A andlise dessas correlacdes também
revelou que ambos os ensaios antioxidantes (DPPH e ABTS) apresentam tendéncias
similares. Esses resultados sugerem que o principal agente responsdvel pela capacidade
antioxidante presente em frutos frescos dessas trés espécies de Psdium seja o acido ascorbico.
Thaipong et al.(2005) também observou uma forte correlagdo entre a capacidade antioxidante

(FRAP) e os teores de vitamina C presentes em extrato aquoso de guava (P. guajava).

Tabela 7 Coeficientes de correlagdo de Pearson (r) entre a capacidade antioxidante e teor de
dcido ascérbico em frutos de Psidium spp. (in natura).

AA ABTS
ABTS 0,673*
DPPH 0,768* 0,854°

* Significativo em p<0,05,
® Significativo em p<0,01.

Tabela 8. Valores de IC5y (por DPPH) e VCEAC (por DPPH e ABTS), de frutos in natura
Psidium spp.

Amostra Coleta DPPH VCEAC®
ICs (mg/100 g)
(ug/mL)
DPPH® ABTS®
P. acutangulum 08/2013 27,85+4,35° 24,96+0,75 93,1044 .41
09/2013
P. friedrichsthalianum 08/2013 35,09+1,93° 14,83+0,48 85,57+1,36
09/2013
P. guajava 08/2013 52,73+£16,37° 17,30+1,07 33,69+3,96
09/2013

Média+DP das triplicatas. ““Letras diferentes sobrescritas entre valores denotam diferenca significativa (teste Tukey,
p<0,05). “VCEAC: Vitamin C equivalent antioxidant capacity (mg de vitamina C/100 g fruto fresco). “Distribuicdo ndo-
normal.
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9.3 Determinaciao dos constituintes quimicos presentes no extrato etanélico de frutos de
Psidim acutangulum DC

O espectro de RMN de °C de PA (Figura 11) apresenta cerca de 71 sinais, sendo seis
relativos a carbonos carboxilicos (169-175 ppm), sete anoméricos (91-104ppm) e 36 sinais
relativos a carbonos carbindlicos (60-83ppm), e sinais de menor intensidade entre 13-52 ppm.
O espectro de RMN de 'H de PA apresenta sinas com deslocamentos quimicos entre 6 3,0-4,0
e trés dubletos em 4,0-5,1ppm, caracteristicos de hidrogénios carbindlicos, e sinais de
hidrogénios alilicos entre 80,5 — 1,5 (Figura 11). Além de sinais entre 6 0,8-2,9, um tripleto
entre 1,03 a 1,06 (J,= J, =7Hz) caracteristicos de hidrogénios alifaticos alilicos, o que sugere

a presenga de compostos carboxilicos na amostra.
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Figura 10Espectro de RMN de 'H de PA (DMSO-d).

A anilise detalhada do espectro de RMN de "*C de PA evidenciou sinais em 5104.0 e

92,2 pertencem a carbonos anoméricos de unidades furanosidica e piranosidica da sacarose,

respectivamente, além de outros dez sinais carbindlicos da sacarose (Figura 11).
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Figura 11 Espectro de RMN de "°C de PA (DMSO-d).

Estes sinais foram comparados com os sinais obtidos a partir da andlise de RMN de
BC de CG3(1) um sélido cristalino amarelo esbranquicado que foi isolado a partir do extrato
etandlico de PA. Na andlise de RMN de 'H de CG3(1) observaram-se trés tripletos em 63,43,
3,72 e um em 4,01ppm referentes a hidrogénios metinicos caracteristicos de hidrogénios
carbindlicos e um dubleto em 5,17 referentes a um hidrogénio anomérico (Tabela 9).

Pelos Espectros de correlagio entre hidrogénios (¢COSY 'H-'H e TOCSY 'H-'H)
(Figura 12) verificou-se também o acoplamento spin-spin dos prétons. As correlagdes estdo
apresentadas na Tabela 9. Pelas correlacdes obtidas pelos mapas, € possivel verificar que a
estrutura da substancia isolada trata-se de um dimero formado por um anel piranosidico e,
outro, furanosidico ligados pela ligacdo lalfa-2’beta tipica dos glicosideos, formando, assim
um hidrogénio anomérico ligado ao carbono C1, que acopla somente com seu préton vizinho
ligado ao C2, a unidade piranosidica liga-se a furanosidica por uma ligacdo glicosidica Cl1-

C2’ com perda de uma molécula de dgua.
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Figura 12. Espectro gCOSY 'H-'H de CG3 com ampliacdo (D,0, 11,7 T).

Os hidrogénios ligados ao C1° do anel furanosidico ndo acoplam com nenhum outro

préton, formando, assim, o singleto caracteristico na regido de 3,69 ppm. A magnitude do

valor da constante de acoplamento observado para o hidrogénio anomérico (H1) de CG3 (1)

(85,36, J=3,5Hz) definiu a configuracdo relativa como sendo alfa para a ligacdo glicosidica

(Figura 15).
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Figura 13. Espectro TOCSY 'H-'H de CG3 (D,0).
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A andlise comparativa dos dados espectroscépicos de CG3 com os descritos para o
dissacarideo sacarose permitiu confirmar que se trata da mesma substincia (Erro! Fonte de
referéncia nao encontrada.).

Os deslocamentos de RMN de °C de PA apresentaram sinais na regido de agucares
(60-83ppm) revelando um total de 36 carbonos pertencentes a unidades glicosidicas (Figura
Ala). Subtraindo-se os sinais de CG3 do espectro tém-se os sinais referentes a mais trés
unidades glicosidicas, que, em mistura, podem apresentar os mesmos deslocamentos quimicos
devido a coalescéncia dos sinais. Os quatro deslocamentos de menor intensidade entre 60-80
ppm e dois em 8102,0 e 104,1 referentes a carbonos anoméricos, indicam a presenca de pelo
menos mais trés acucares diferentes da sacarose. Por comparacdo com dados da literatura
foram identificados como glucose, frutose (Erro! Fonte de referéncia nao encontrada.),

unidades glicosidicas que compdem a estrutura quimica da sacarose.

Tabela 9. Dados de RMN de °C e 'H de CG3 (1) e sacarose (0, J em Hz)

Posigdo 1° Sacarose”® (d) Erro 1°
BC el He TOCSY/sCOSY
AS

c1 923 92.9 0.6 5,37d (1H,J=3,5) H1-2,3,1/H-2
© 73.1 735 04 3,85m (1H) H2-1,3,4/H-1,3
c3 73.0 732 02 3,72t (1H) H3-4,5,6/H-2,4
ca 69.9 702 03 3,43t (1H,J" =J°=9,0) H4-3.4,5,6/H-3,5
s 749 75.0 01 3,78m (1H) H5-6.4,3/H-6,4
C6 61.1 612 0.1 3,20dd (2H, J'=8;/°=3,5) H6-4,5,3/H-5
cr 622 62.5 03 3,69s 2H) H1-3'/-
c2 104,2 104.5 0.3 ) )
c3 7.1 776 05 4,17d (1H, J=9) H3’-1’,4",5' /H-4
o 81.9 822 03 4,017 (1H, J'=/°=5,5) H4’-5°,6’,3’/H-5",3
s 749 75.0 01 3,81m (1H) H5-6’.4’,3'/H-6" 4"
C6' 63,0 63,1 0,1 | 3,52dd (2H, J'=4;/°=3,5) H6’-5,4""/H-5’

“Dados obtidos em D,0, 11,7 T;
°Dados obtidos em D;0, 11,7 T;
“Multiplicidade estabelecida com base em experimento gCOSY 'H-'H.
CI(Houg, Phadnis e Tarelli, 1976)
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A forma com que um andmero da glicose cicliza determina sua configuracdo em a ou
em f. O Esquema 4 mostra como um hemiacetal pode ser torcido de uma maneira ou de outra.
Quando a ligacdo glicosidica ocorre, o dlcool do carbono C5 pode ir para a posicao para cima
do plano (beta) ou para baixo do plano (alfa). O mesmo ocorre em relacdo as ligacdes
glicosidicas entre monomeros de glucose ou entre frutose e glucose, ou ainda, entre outros
monossacarideos como a xilose, a raminose (Heldt, 2004). A Erro! Fonte de referéncia nao
encontrada. apresenta os deslocamentos de RMN de "°C da glucose comparados com os

dados de RMN descritos na literatura (Asaoka, 1983).

Esquema 4. Mutarrotacdo da molécula de glucose (Heldt, 2004).

Projecdo de Fischer
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Estes acucares foram identificados em frutos de P.guajava por Katayama (1965) por
cromatografia em camada delgada e por Soares e colaboradores (2007) sacarose
(11,37mg/100g de fruto), glucose (14,13mg/100g de fruto) e frutose (18,39mg/100g de fruto)
por CLAE com Detector de Indice de Refracio. Jimenez-Scrieg e colaboradores (2001)
determinaram os teores de raminose (0,53 + 0,02mg/100g), fucose (0,20 +0,01 mg/100g),
arabinose (1,21+0,34 mg/100g), xilose (11,51+£1,06 mg/100g), manose (0,53 *= 0,11
mg/100g), galactose (0,80 +0,13), glucose (12,21 + 1,25 mg/100g) empregando cromatografia
gasosa.Estes acucares compdem as hemiceluloses, importante constituinte da parede celular
das espécies vegetais. Estas consistem em uma variedade de polissacarideos que contém as
hexoses D-glucose, D-manose, D-galactose e D-frutose, e pentoses D-xilose e L-arabinose
adicionadas a sua estrutura (Heldt, 2004). A glucose estd presente na parede celular das

espécies vegetais, cuja constituicao é de 90% de carboidratos e 10% de proteinas. A glucose é
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o monomero que compde a celulose, um polimero de glucose, carboidrato essencial para
todos os organismos e junto com a frutose, outro carboidrato ocorrente em frutos, compde a
molécula da sacarose. Tem participagdo nas rotas do acetato, chiquimato, mevalonato e
metileritritol fosfato na formag@o dos metabdlitos secunddrios. Muitos metabdlitos
secunddrios importantes de uso medicinal apresentam uma unidade glicosidica em sua
estrutura (Dewick e Wiley, 2009).

O espectro de massas de PA obtido por CLAE-EM evidencia picos caracteristicos de
dissacarideo (C;2H»,0;;) no modo negativo m/z 341(M-H)" e, no modo positivo 365u
(IM+Na]") e m/z381 (IM+K]") (Figura 15). E sinais que sugerem a presenca de
monossacarideos (C¢H20g), m/z 179 (M-H)", m/z 203 ([M+Na]") e m/z219 (IM+K]") (Figura
14).
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Figura 15. Espectro de massas de PA obtido por CLAE-EM-ESI (-/+).Gradiente 5-100% (ACN/Tampao).

Como o espectrograma de massas do extrato etandlico PA nio apresentou uma boa
separacdo cromatografica (Figura 15), foi necessdrio realizar o fracionamento por

cromatografia de exclusdo em coluna aberta.
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Figura 16. Espectrograma de massas do extrato etandlico do fruto liofilizado PA . Andlise feita em modo
gradiente de 5 a 100% em ACN. Coluna C18, 2,6 X 100mm, fluxo de 0,3mL/minuto.

O fracionamento resultou em treze fracdes, cujos perfis cromatograficos e
espectroscopicos (RMN de 'H) mostram-se semelhantes. As anlises por CLAE-EM e EMAR
em PA possibilitaram identificar sinais correspondentes a massa molecular de outros
compostos presentes, como os sinais de pico em m/z 191 [M-H], (Figura 19) relativo a massa
molecular C¢HgO7do 4cido citrico (8) observado no espectro por CLAE-EM, no modo

negativo (Figura 18).
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Figura 17. Espectro de RMN de 13C de PA: sinais de carbonos carboxilicos das estruturas (8) e (9) (S00MHz,
DMSOd6, 6 39,51).
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Figura 19. Espectrometro
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positivo m/z 215 [M+Na]"
fluxo:0,3mL/minuto.

O extrato PA apresenta baixa complexidade quimica, observando-se co-eluicdo dos
deslocamentos quimicos dos sinais dos hidrogénios dos constituintes presentes. Também
ocorreu coincidéncia nos tempos de retencdo dos picos cromatograficos, sabe-se que estes
dcidos organicos apresentam tempo de retencdo muito préximos quando analisados por
CLAE-EM em coluna ODS (Shui e Leong, 2002). A dificuldade em observar uma perfeita
separacdo entre estes constituintes levou a necessidade do fracionamento de PA (item 2.5).
Foram obtidas 14 fracdes que foram reagrupadas em quatro grupos que apresentaram perfil

espectrométrico muito semelhante. Da fracdo A' foi isolado e identificado o constituinte (1), e
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identificados (2 - 4). Na fracdo B' foi identificado o constituinte (5 - 6) e na fracdo C', o
constituinte (7).

Metabdlitos primdrios (actcares, dcidos organicos) foram determinados por CLAE-EM e
RMN nos frutos de aracd-pera. Na constitui¢do quimica de frutos de Psidium spp. € possivel
encontrar aldeidos, cetonas, fenois simples (Paniandy, Chane-Ming e Pieribattesti, 2000). Frutos
de P. guajava apresentam teores de glicose 4.14% e sacarose 1.62% (Dweck, 2001). Um estudo
fitoquimico do extrato acetonico das sementes de Psidium guajava levou ao isolamento de
compostos glicosilados feniletanoides que apresentaram atividade bioldgica (Salib e Michael,
2004). O é4cido citrico (7) foi um importante produto natural encontrado nos frutos de P.
cattleianum (Mccook-Russell ef al., 2012), assim como o 4cido madlico (5) em frutos de P.

guajava (Nadkarni et al., 1999) e o maldnico (6) (Kim et al., 2011).

Tabela 10. Constituintes quimicos identificados por RMN de C ¢ RMN de 'H observados no

extrato etandlico (PA) dos frutos de P.acutangum DC liofilizados.

RMN
CLAE-EM 1 13
Substancia . H C
(m/z) (Intensidade) 5 5
5,37 (H-1, d,J = 3,5), 3,85 (H-2,
m); 3,72 (H-3, 1, J = 9.0); 3,43 92.3 (C-1), 73.1 (C-2), 73.0 (C-
Sacarose (H-4, 1, J =9,0); 3,78 (H-5, m), 3), 69.9 (C-4), 74.9 (C-5), 61.1
1 381,19 (25) [M+K]* 3,20 (H-6, dd, J =9,5¢ 8,0), 3,64  (C-6), 62.2 (C-1"), 104.2 (C-2),
@ (H-2',5), 4,17 (H-3", d, J =9,0), 77.1 (C-3"), 81.9 (C-4'), 74.9 (C-

4,01 (H4', 1,J=8.5), 3,81 (H-5,
m)

5", 63.0 (C-6')

o-D-glucopiranose

@)

B-D-glucopiranose

&)

B-D-frutopiranose

203,11 (23)[M+Nal’,
219,08 (100) M+K]*

92.3 (C-1), 72.3 (C-2), 73.1 (C-
3), 70.6 (C-4), 72.0 (C-5), 61.3
(C-6)

3.27 (d,J =8.0),3.29 (d, J =
8.0), 3.38-3.54 (m), 3.57 (s]),
3.59 (s1), 3.62 (d, J = 6.0), 3.64-
71 (m), 3.73 (d, J = 5.5), 3.78

96.9 (C-1), 74.9 (C-2), 76.8 (C-
3), 70.3 (C-4), 76.8 (C-5), 61.3
(C-6)

(m), 3.82 (1, I = 7.0, 3.88 (d, J =
7.0), 3.97 (dl, J = 5.5), 4.02 (dd,

64.4 (C-1), 98.0 (C-2), 67.8 (C-
3), 69.9 (C-4), 69.2 (C-5), 63.0

@) J=14.0 and 7.0), 4.08 (dl, J = o
7.0), 424 (d, J = 5.0), 4.26 (dl, J =
. i > 63.8 (C-1), 104.2 (C-2), 83.0 (C-
o-D-frutofuranose =8.0),4.90 (d, J =3.5), 5.31 (m) 3).75.9 (C-4). 81.0 (C-5). 61.1
) (C-6)
. 63.0 (C-1), 102.0 (C-2), 75.8 (C-
B-D frutgfur anose 3), 75.4 (C-4), 81.9 (C-5), 63.0
(6) (C-6)
Acido citrico ;Té(l)é 8(1)?)[1\[/11\11\11{;] 2.63 (H-2a,d, J =15.5),2.73 (H-  171.3 (C-1), 42.9 (C-2), 72.3 (C-
7 531,08 (35) [MAK]* 2b, d, J=15.5) 3), 174.5 (C-4)
Acido malico 133.12 (30) [M-HT, 2.81 (H-3a, di, J = 8.5), 2.88(H- ] ] ]
3 174.23 (69) [M+K]", 3b, dd, J = 8.5and 7.5), 4.34 (H- ;)74'5 (G4, 171.2(C-1), 67.0 (C
) 173.04 (46)M+K]* 2, dd, J=1.5 and 5.0)
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Quadro 2 Estruturas quimicas das substancias identificadas no extrato etandlico (PA)

dos frutos liofilizados de P.acutangulum DC.

HO HO O al—p2
O] /.
N —OH

HO ¥

sacarosec

(1)
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O. 4 OH
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3L e
HO| 1-~OH
2 OH
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(7)

(2)

(6)
0 OH
2 4 oH
HO™ 3
0

acido malico
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9.1 Determinacao de acido L(+)-ascorbico no fruto liofilizado e em frutos de
Psidium spp in natura

Um método de extracdo e quantificacdo do acido L-(+)-ascérbico (AA) em frutos
frescos de P. acutangulum foi desenvolvido empregando-se CLAE-EM. A Figura 17
apresenta o espectrograma obtido por CLAE-EM,a partir da solu¢do padrio de AA.
Observa-se o pico de m/z 175 referente ao AA (Figura 20.A). A curva analitica apresentada
na Figura 22 foi obtida a partir das médias das dreas dos picos cromatogréficos do padrdo de
AA em sete diferentes concentragdes. O extrato de aragd-pera, ao ser analisado sob as
mesmas condicdes cromatograficas que as do padrdo de AA revelou um pico cromatogréfico
m/z 175, com o mesmo tempo de retengdo do padrdo de AA (3,73min +0,00). Obteve-se
uma resolucdo cromatografica do pico de interesse (Equacdo 4.8.1) na faixa de aceitacio
para picos que sofrem sobreposicdo de outro adjacente, 0,4 <Rs< 1,3 (Snyder e Kirkland,
1979). O coeficiente de correlagdo linear (r*) para a curva de calibragdo obtida foi 0,9905. O
método mostra boa linearidade na faixa de concentragédo testada (1-120 pg/mL). A partir da
equacdo da reta, foi possivel inferir a quantidade de AA, em pg/mL, na matriz dos frutos de

aragé-pera in natura.
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Figura 20. Cromatograma obtido por CLAE-EM: A) Solucdo padrdo de AA (40 pg/mL), B) aracd-pera in
natura, C) extrato de ara¢d-pera com adi¢@o de padrio de AA (40 pg/mL).

65



175

= 169
20
1 1e7 180 S ags qe7 169 173 174|170 177 179 18

175
179

Relative Abundance

157 139 161 162 165 168 189 172 10 |176 178‘180

1005 175

) 73 179
167 | 161 183 qg5 17 160 471 174 176 177 ‘ 18
i M I e
160 165 170 175 180
miz

Figura 21. Espectrograma de massas : A) Solu¢do padrdo de AA (40 pg/mL), B) extrato de aracd-pera in
natura, C) extrato de ara¢d-pera com adi¢@o de padrio de AA (40 pg/mL).

700000
600000 //’

500000

) /

< 400000

a *

-4

£ 300000 . vy = 4876,3x+ 35809
200000 R -0.9%0s
100000 ’//

0 20 40 60 80 100 120 140
Concentragdo (pg/mL)

0

Figura 22. Curva de calibragdo de AA empregando-se EM como detector.

O limite LQ encontrado foi de 0,1304 pg/mL e de deteccdo (LD) para este método
foi de 0,0391pug/mL. Este foi determinado com base na resposta minima aceitdvel, a partir
da menor concentracdo do padrio de AA (5,0ng/mL) que apresentou menor relagdo
sinal/ruido (S/N) (Snyder e Kirkland, 1979; Ich, 1996). Valente e colaboradores (2011)
determinaram um melhor LD de 0,035pg/mL e LQ 0,090 pg/mL para um método de anélise
de AA via CLAE-UV em frutos de Psium guajava.

A escolha dos solventes, tanto na abertura da amostra quanto aqueles empregados na
andlise, pode ser determinante para a eficiéncia da extracdo de um determinado metabdlito.
A solucdo extratora dcida contendo dois estabilizantes, MPA e EDTA, foi a mais eficiente
para a quantificacdo de vitamina C em matrizes de Psidium. O modo isocritico combinando
95% de tampdo e 5% ACN, num fluxo de 0,3mL/min, e o efeito da temperatura mantida a

24°C para as amostras dentro do cromatégrafo e 10°C para os solventes e solucdes
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(mantidos sob refrigera¢do), proporcionou melhor resultado para o detector
espectrofotométrico utilizado.

As figuras 19 e 20 mostram os picos referentes ao acido L-(+)-ascorbico contido no
fruto de aracd-pera liofilizado e in natura, bem como os resultados da determinacdo nas
matrizes in natura de outros dois frutos de Psidium, a goiaba-da-costa-rica e de uma matriz
ja conhecida, a da goiaba-vermelha. A figura 20 (B e C) demonstra que houve redugdo do
AA a 4cido desidroascorbico, representado pelo pico dem/z 173 presente na matriz do fruto
liofilizado. No fruto liofilizado, foram observados sinais apenas do produto de degradacao

do AA (Fig.21A).
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Figura 23. Cromatogramas obtidos por CLAE-EM observados no range 175: A) P.acutangulum liofilizado
(G3), B) araca-pera (P.acutangulum), C) goiaba-da-costa-rica (P. friedrichsthalianum), D) goiaba vermelha
(P.guajava).
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Figura 24. Espectrogramas de massas observados a partir dos cromatogramas da Figural9 A) P.acutangulum
liofilizado (G3b), B) araca-pera (P.acutangulum), C) goiaba-da-costa-rica (P. friedrichsthalianum), D) goiaba
vermelha (P.guajava)
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O método de andlise desenvolvido mostrou-se eficiente para determinacdo do dcido
ascorbico em matrizes de frutos de Psidium. A partir da interpolag¢do do valor médio de drea
para o sinal de AA obtidos nos frutos de Psidium, empregando-se o cdlculo da Equacdo da
Reta obtida na curva analitica de padrdo de AA, que permitiudeterminar o teor de AA de
23,09+0,38 mg/100gramas de fruto de aracd-pera, foi 5,47+ 0,11 mg/100gramas de fruto da
goiaba-da-costa—rtica e 1,68+0,93 mg/100gramas de fruto de goiaba vermelha.

A Tabela 11apresenta o valor de 4cido ascérbico juntamente com seu desvio padrdo
determinado nos frutos in natura de P. acutangulum DC (PA) e em G3b. Os espectros de
massas apresentam sinais que sugerem a presenca do produto de oxidacdo do AA, o acido
desidroascorbico,m/z 173, cujo teor ndo foi possivel determinar por este método. Os frutos
de P.acutangulumsio tdo ricosem vitamina C quanto frutos considerados fonte dessa
vitamina, exemplo jameldo (Syzygium cumini Lamarck) 27,1mg/100g de fruto, espécies de

magcas (1,5 a 13,4mg/100g), espécies de mangas (17,4 a 24,9mg/100g) (Taco, 2011).

Table 1. Teor de dcido ascérbico nos frutos in natura de Psidium spp.

Amostra Coleta AA
(mg/100g)
P. acutangulum 08/2013 20.14+7.28
09/2013 74.32+1.23
P. friedrichsthalianum 08/2013 15.20+3.42
09/2013 6.12+0.62
P. guajava 08/2013 8.47£1.35
09/2013 3.92+1.75

* FF= fruto fresco; **Rs=[0,505(t,-t;)/w,-w]= **0.4<Rs< 1.3, onde w=t,-t; e viscosidade da ACN a 25°C em 95% de
H,0: 0,505; LD (pg/mL)= 0,039; LQ (ng/mL)= 0,1304

Tabela 11. Valores do teor de AA+Desvio Padrdo, Resolugdo para o pico de AA analisado em P.acutangulum
(P.A.), P. friedrichsthalianum (P.F.) e P.guajava (P.G.) e Limites de Detec¢do e Quantificacdo de AA.

Fruto *AA **().4<Rs< 1.3 LD (pg/mL) | LQ (png/mL)
(mg/100gFF)

PA2 23,0940,38 0,75

PF2 5,47+0,11 0,79

PG2 2,31+0,18 0,73

* FF= fruto fresco; **Rs=[0,505(t,-t;)/w,-w;], onde w=t,-t; e viscosidade da ACN a 25°C em 95% de H,O:
0,505
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O teor de vitamina C em frutos de Psidium acutangulum determinado neste trabalho
€ maior que o teor determinado no Psidium guineenses (aragd) (4,7+0,5mg/100g de fruto
fresco) (Genovese et al, 2011).Valente e colaboradores (2011), Oliveira e colaboradores
(2011) e Soares e colaboradores (2007) determinaram por CLAE-DAD teores superiores de
AA em P.guajavade 65,8127, 85,9+£10, e 168,36mg/100g, respectivamente.

Os teores de AA podem variar significativamente nas matrizes de Psidium porque o
teor de metabolitos contidos nessa matriz vegetal pode variar de acordo com a fenologia e
condicOes de crescimento da espécie. Seu desenvolvimento depende, pois, de diferentes
fatores como clima, estacdo, tratamento do solo (Falcdo et al., 1992).

Os constituintes quimicos nesses frutos sdo capazes de prevenir ou diminuir danos
oxidativos por radicais livres a lipidios, proteinas e dcidos nucleicos (Naidu e Swamy, 1995;
Dewick e Wiley, 2009), consequentemente o interesse na andlise e determinacdo desses
metabolitos tem crescido. A utilizagdo de métodos como a CLAE acoplada a EM pode
facilitar este tipo de andlise de compostos mais polares, pois o método de separacdo por
CLAE ¢é muito sensivel e rdpido quando acoplado a uma fonte de ionizac¢do por eletrospray

(ESI) (Crews, Rodrigues ¢ Jaspars, 1998).
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8 CONCLUSAO

A andlise por RMN do extrato etandlico de PA possibilitou a determinacdo dos
constituintes contidos nesta matriz e levou a conclusdo da necessidade de se realizar o
fracionamento do extrato etandlico bruto (PA). O estudo quimico do extrato etandlico dos
frutos de P.acutangulum resultou na identificacdo de CG3 (1), substincia isolada cujos
espectros de RMN de 'H e de "°C estdio em concordéncia com os espectros da sacarose. O
espectro de RMN de °C de PA também possibilitou a identificacio de mais dois acticares e
dois 4cidos carboxilicos. A comparagio entre os deslocamentos quimicos de RMN de °C
desses valores com os descritos para padrdes levou a conclusdo de que se tratavam da o-D-
glucopiranose (2), B-D-glucopiranose (3), B-D-frutopiranose (4), o-D-frutofuranose (5), B-D-
frutofuranose (6), dcido citrico (7), 4cido malico (8).

Anélise de variincia dos resultados obtidos no ensaio frente ao DPPHe ¢ ABTS™
evidenciaram a diferenca entre a parte comestivel e os residuos de sementes dos frutos de
aragd-pera. Os potencias antioxidantes do extrato etandlico (PAc) apresentou maior
atividade frente ao radical livre DPPHe em detrimento dos outros extratos PA, PAa, PAb.
Os resultados do potencial antioxidante destes quatro extratos foram inversamente
proporcionais aos teores de fendlicos e flavonoides totais respaldadas pelas correlacdes de
Person (-0,975 e -0,941, p < 0,05), DPPHe e ABTS™ respectivamente. Levando-se em
consideragdo os resultados obtidos, a capacidade antioxidante das amostras dos residuos das
sementes apresenta melhor atividade devido ao seu maior teor de fendlicos totais em relagio
a polpa do aragd-pera. O extrato hidroalcodlico (P.A.) apresentou potenciais antioxidantes
frente aos radicais livres ABTS"™ e DPPHe de 7,32+0,36 e 34,50+0,12 pg/mL,
respectivamente. Quanto ao fruto in natura em relagdo ao liofilizado, a atividade
antioxidante foi superior. A andlise de varidncia também possibilitou verificar a diferenca
entre os resultados da andlise centesimal das diferentes partes do fruto revelando maior
potencial proteico no endocarpo do fruto (p < 0,05).

O método para determinagdo de acido L-(+)-ascérbico em frutos de aragd-pera por
CLAE-EM mostrou-se eficiente para a conclusdo do objetivo proposto, pois permitiu, desde
a extracdo, uma andlise rdpida e inequivoca. Isto se confirma pelo tempo de reten¢do do
analito e pela curva de calibracdo da reta obtida na andlise da solu¢do padrdo de &4cido

ascorbico, valores de LQ e LD, que atendem aos critérios de precisdo e sensibilidade
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necessdrios ao método. Uma vez que se faz necessario um método rdpido, robusto e preciso
para determinagdo de substincias sensiveis a temperaturas elevadas e a luz e que necessitam
de um meio extrativo de baixo pH como € o caso da vitamina C. O fruto também apresenta,
pelo método aqui desenvolvido, um teor de vitamina C superior ao teor de dois outros
Psidium considerados exodticos, a goiaba-da-costa-rica (P. friedrichsthalianum) e,
satisfatoriamente, superior a goiaba vermelha (P.guajava L.). Nao foi possivel determinar o
teor de acido ascorbico na amostra liofilizada pelo método desenvolvido. O processo de
liofilizagdo proporciona redug¢do do volume da amostra e concentragdo dos seus
constituintes, porém o tempo de estocagem deve ser levado em consideracdo quando se quer
quantificar ou analisar constituintes que se oxidam facilmente como a vitamina C.

Diante dos resultados obtidos dos teores da andlise da composi¢do centesimal, teor
de 4cido ascérbico e os constituintes determinados por RMN e CLAE-EM e, pela acdo
antioxidante exibida, os frutos de aracd-pera podem ser apontados como boa fonte de
antioxidantes naturais podendo ser mais efetiva e econdmica que o uso de suplementos
dietéticos na protecdo do organismo contra os danos oxidativos e, portanto, 0 seu consumo
deve ser estimulado. Os dados do presente estudo mostram o potencial nutricional e
antioxidante desta espécie frutifera e podem ampliar o conhecimento sobre o potencial do
aragd-pera para a nutricdo humana e colaborar para preencher a tabela nutricional de

alimentos (TACO).
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Anexo A

Tabelas apresentando as triplicatas, médias e DP das andlises centesimais realizadas.

Lipidio Total (mg/100g)
Massa Seca (MS) Massa Umida
% MS MEDIA Desv.Pad %MU MEDIA DesvPad
epicarpo 1,7552 1,7406 0,2624 0,0361 0,0364 0,006455
1,9955 0,043
1,4712 0,0301
endocarpo | 8,9678 9,3709 0,3919 0,2132 | 0,198967 | 0,012827
9,7505 0,1954
9,3943 0,1883
fruto
inteiro 3,8783 3,8649 0,0277 0,0779 | 0,077567 | 0,000666
3,8833 0,078
3,8331 0,0768
residuos
sementes | 2,2898 2,2429 0,1099 0,0459 | 0,045067 | 0,002079
2,3214 0,0466
2,1173 0,0427
Proteina Total(mg/100g)
Massa Seca Massa Umida
PROT%MS MEDIA Desv.Pad %MU MEDIA DesvPad
Epicarpo 4,5562 4,5562 0,1850 1,822498 1,866882 0,076875
4,5336 1,822498
4,8648 1,955649
Endocarpo 7,7823 7,7823 0,7292 3,120716 3,287154 0,302808
9,0240 3,636674
7,7408 3,104072
fruto
inteiro 6,6202 5,7471 0,6993 2,654689 2,360648 0,276675
5,2374 2,105443
5,7471 2,321813
residuos
de
sementes 2,5399 1,9348 0,3550 1,023595 0,857157 0,14414
1,9348 0,773938
1,9157 0,773938
Cinzas Total(mg/100g)
Massa Seca Massa Umida
PMS MEDIA Desv.Pad 9%MU MEDIA DesvPad
Epicarpo 4,1809 3,8830 0,2066 0,836185 0,789867 0,041314
3,8830 0,776599
3,7841 0,756816
endocarpo 4,0738 3,9732 0,0767 0,814764 0,79802 0,015333
3,9233 0,784666
3,9732 0,794631
fruto inteiro 4,1445 3,2686 1,2386 0,828893 0,766941 0,262935
2,3928 0,478561
4,9668 0,993368
residuos
de sementes 0,7671 0,6994 0,1787 0,153417 0,126388 0,035745
0,6994 0,139888
0,4293 0,085858
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Carboidratos Totais (mg/100g de Fruto)

Massa Umida
%MU MEDIA DESVPAD
epicarpo 14,79326 14,79489 0,050254
14,84594
14,74548
endocarpo 13,33936 13,2039 0,289685
12,8713
13,40104
fruto inteiro 13,92656 14,28288 0,477957
14,82604
14,09606
residuos
de sementes 16,26513 16,45943 0,170744
16,52761
16,58554

Carboidratos Metabolizados (mg/100g de Fruto)

Massa Umida
%MU MEDIA DESVPAD
epicarpo 14,79326 14,79489 0,050254
14,84594
14,74548
endocarpo 13,33936 13,2039 0,289685
12,8713
13,40104
fruto inteiro 13,92656 14,28288 0,477957
14,82604
14,09606
residuos
de sementes 16,26513 16,45943 0,170744
16,52761
16,58554
Calorias (kcal/100g)
9%MU MEDIA DESVPAD
epicarpo 66,78792 66,97469 0,161915
67,06076
67,07539
endocarpo 67,7591 67,75491 0,037855
67,7905
67,71514
fruto inteiro 67,02609 67,27223 1,054385
68,42791
66,36269
residuos
de sementes 69,56799 69,67194 0,1333
69,62561
69,82223
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Minerais

MASSA SECA MASSA UMIDA
Amostra Mg(mg) Meédia DesvPad | Amostra Média DesvPad
Epicarpo 64,48 61,99 3,52 12,90 12,40 0,70
59,50 11,90
Endocarpo 79,70 77,43 3,22 15,94 15,49 0,64
75,15 15,03
fruto
inteiro 72,46 73,83 1,94 14,49 14,77 0,39
75,20 15,04
residuos
sementes 11,09 12,17 1,52 2,22 2,43 0,30
13,24 2,65
Mn(mg)
epicarpo 1,14 1,20 0,08 0,23 0,24 0,02
1,26 0,25
endocarpo 0,99 1,00 0,01 0,20 0,20 0,00
1,01 0,20
fruto
inteiro 1,21 1,26 0,08 0,24 0,25 0,02
1,32 0,26
residuos
sementes 0,24 0,34 0,15 0,05 0,07 0,03
0,45 0,09
Fe(mg)
epicarpo 0,93 091 0,02 0,19 0,18 0,00
0,90 0,18
endocarpo 1,54 1,64 0,15 0,31 0,33 0,03
1,75 0,35
fruto
inteiro 0,74 0,75 0,01 0,15 0,15 0,00
0,76 0,15
residuos
sementes 0,14 0,13 0,01 0,03 0,03 0,00
0,12 0,02
K(mg)
epicarpo 1522,59 1517,34 7,43 304,52 303,47 1,49
1512,08 302,42
endocarpo 1461,77 144441 24,56 292,35 288,88 4,91
1427,04 285,41
fruto
inteiro 1650,90 1665,40 20,50 330,18 333,08 4,10
1679,89 335,98
residuos
sementes 262,39 257,89 6,36 52,48 51,58 1,27
253,39 50,68
Cu(mg)
epicarpo 0,38 0,36 0,03 0,08 0,07 0,01
0,34 0,07
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endocarpo 0,63 0,60 0,04 0,13 0,12 0,01
0,58 0,12

fruto

inteiro 0,40 0,41 0,01 0,08 0,08 0,00
0,42 0,08

residuos

sementes 0,36 0,37 0,01 0,07 0,07 0,00
0,38 0,08
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Anexo C

Determinagdo de Fendlicos Totais

Absobancia Fendis totais Média DesvPad
(mgEAG/g do extrato)
Equacao: (AbsamostraX100)/ Abs Acido
Galico
epicarpo 0,0778 0,0706 0,0702 6,319038 5,734243 5,701754 5,918345 0,34739
endocarpo 0,0321 0,0318 0,0272 2,607212 2,582846 2,209227 2,466428 0,223076
fruto 0,0621 0,0616 0,0626 5,04386 5,003249 5,08447 5,04386 0,040611
residuos 0,0833 0,0895 0,0854 6,765757 7,269331 6,936322 6,99047 0,256116
epicarpo’ 0,0734 0,0746 0,0793 5,961663 6,059129 6,440871 6,153888 0,253267
endocarpo’ 0,0487 0,0439 0,0491 3,955491 3,565627 3,987979 3,836366 0,235029
fruto’ 0,0605 0,0562 0,0529 4,913905 4,564652 4,296621 4,591726 0,309531
residuos’ 0,105 0,1122 0,105 8,528265 9,11306 8,528265 8,723197 0,337632
padrao de
acido gélico 1,2752 1,2549 1,1635 1,2312 0,059502
Fendis totais a partir das médias das duplicatas das amostras
mgEAG/100g de Fruto Fresco
epicarpo endocarpo fruto residuo
inteiro sementes
Valores de Massa dos 11,90 6,32 9,09 24,39¢
extratos para calculo de
conversao (g)
797,17 618,8004 832,3201 416,0982
722,5146 613,0172 825,6186 447,0683
7184211 524,3418 839,0215 426,5881
Média 746,0352 585,3865 832,3201 429,9182
DesvPad 44,33129 52,94528 6,70145 15,75132
Flavonoides Totais
Absorbancia Flavonoides Totais Média DesvPad
Equa§501 (AbSAmaslmX100)/AbSQuerceIina
Epicarpo 0,1235 0,1092 0,109 4,198585 3,712433 3,705634 3,872218 0,282663
Endocarpo 0,0674 | 0,0919 | 0,0835 2,291374 3,124291 2,83872 2,751462 0,423259
Fruto 0,0796 | 0,1104 | 0,0933 2,706133 3,753229 3,171887 3,210416 0,524611
Residuos 0,091 0,0855 | 0,0934 3,093694 2,906713 3,175286 3,058565 0,13769
epicarpo’ 0,0964 | 0,1124 | 0,1127 3,277276 3,821223 3,831422 3,643307 0,317033
endocarpo’ 0,1007 | 0,0999 0,097 3,423462 3,396265 3,297674 3,372467 0,066184
fruto’ 0,1255 0,1084 | 0,0949 4,266579 3,685236 3,226281 3,726032 0,521347
residuos’ 0,1149 | 0,1099 | 0,0996 3,906214 3,736231 3,386066 3,67617 0,265225
Padrio de
Quercetina 2,6063 3,0415 3,1766 2,941467 0,298019
Flavonoides Totais (mg/100g de fruto Média DesvPad Valores de Massa dos
extratos para calculo
de conversio
Epicarpo 49,98316 44,19563 44,11469 46,09783 1,122328 11,90
Endocarpo 14,22943 19,40185 17,62845 17,08658 1,210996 6,32
Fruto 21,64906 30,02583 25,37509 25,68333 2,600697 9,09
Residuos 83,61328 78,55973 85,81846 82,66382 3,639702 24,39
epicarpo’ 39,01519 45,49074 45,61216 43,3727 1,259368 11,90
endocarpo’ 21,2597 21,0908 20,47856 20,94302 0,319481 6,21
fruto’ 34,13263 29,48189 25,81025 29,80826 2,220041 8,00
residuos’ 105,5732 100,9791 91,51519 99,35585 5,060907 27,02
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