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RESUMO

A Ambelania acida Aubl., conhecida na regido do Amazonas como pepino do mato, pertence
a familia Apocynacea. Sdo plantas lactescentes que apresentam componentes importantes
em sua mucilagem, possuem substancias quimicas constituidas por extensas cadeias de
acuUcares, que ao se juntarem em grupos, formam os polimeros. Essa mucilagem é viscosa e
extremamente pegajosa. O pepino do mato € utilizado pelos amazonenses como alimento e,
na medicina popular é usado no tratamento de inflamacdes externas, fungicidas, cicatrizantes
ou até mesmo como laxante. Verificou-se que as informacdes sobre a composi¢do quimica
da fruta sdo bastante reduzidas, dificultando a possibilidade de corroborar as propriedades
medicinais dessa espécie, fazendo com que o mesmo seja desvalorizado por falta desse
conhecimento e corra o risco de ter uma redu¢éo no numero de espécies devido as queimadas
e desmatamentos por falta de protecdo. Desta forma, através dessa pesquisa realizou-se 0
estudo dos extratos aquoso e hidroalcodlico da mucilagem da polpa do pepino do mato,
visando a caracterizacdo da composicdo quimica presentes na mesma, determinar a
composicao de fendis totais, avaliar a capacidade antioxidante da polpa do fruto por diferentes
métodos como: sequestro de radicais livres (ensaio com DPPH.), método de redugéo de ferro
(FRAP), capacidade de absorcao do radical oxigénio (ORAC) e pelo método de captura do
radical por reagdo quimica (ABTS). Os frutos para produgéo dos extratos foram obtidas na
cidade de Coari-Am, sendo que, para as extracbes furam utilizadas 4gua e etanol:agua, na
propor¢do 8:2. A andlise desses extratos, revelou a presenca de substancias importantes em
sua composi¢cdo e um potencial antioxidante consideravel, bem como a composicao fendlica.
Quanto aos fendis totais do extrato aquoso, os resultados expressos em TPC (mg EAG/ g +
dp) foram de 72,64 + 3,32, enquanto do extrato hidroalcéolico foram de 164,59 + 9,63. No que
diz respeito ao potencial antioxidante os resultados em todos os métodos utilizados
demostraram um numero satisfatorio, sendo maior que o de algumas frutas tropicais. Pelo
método de FRAP, o resultado do extrato aquoso foi de 0,483 + 0,003 expresso em umol
FeSO4/g + dp. No ORAC o resultado foi de 110,86 + 70,31 pmol Trolox/g + dp, no método
DPPH obteve-se 674,17 + 7,64 umol Trolox/g + dp, e no ABTS o resultado foi de 2880,00
+216,53 pM Trolox/g + dp. Os resultados do extrato hidroalcodlico de Ambelania acida o TPC
detectado foi de 164,59 + 9,63, mg EAG/ g = dp considerado relevante, principalmente se
comparado a outras frutas tropicais. A a¢édo antioxidante também apresentou bons resultados
nas analises do extrato hidroalc6olico. No método FRAP (umol FeSO./g £ dp) o resultado foi
de 0,733 £ 0,011, ORAC (umol Trolox/g * dp) foi 123,52 + 70,02. No método DPPH (umol
Trolox/g = dp) o resultado foi de 1221,76 £71,92 e o ABTS (UM Trolox/g + dp) foi de 3460,00
+ 385,75. Substancias importantes foram detectadas nas analises de HPLC, como Acido
galico, Acido citrico, Catequina, Acido elagico, Acido clorogénico, Sucrose, entre outras. Desta
forma, enfatizamos que novos estudos dessa espécie poderdo ser realizados e novas
substancias com potencial biotecnoldgico poderao ser reveladas.

Palavras-chave: Ambelania acida; mucilagem; laticifera.



ABSTRACTS

Ambelania acida Aubl., known in the Amazon region as pepino do mato, belongs to the
Apocynacea family. They are lactescent plants that have important components in their
mucilage, they have chemical substances constituted by extensive chains of sugars, which,
when joined in groups, form polymers. This mucilage is slimy and extremely sticky. The bush
cucumber is used by the Amazonians as food and, in folk medicine, it is used to treat external
inflammations, fungicides, wound healing or even as a laxative. It was found that information
on the chemical composition of the fruit is very limited, making it difficult to corroborate the
medicinal properties of this species, causing it to be devalued due to lack of this knowledge
and run the risk of having a reduction in the number of species due to fires and deforestation
due to lack of protection. In this way, through this research, the study of the agqueous and
hydroalcoholic extracts of the mucilage of the cucumber pulp was carried out, aiming at the
characterization of the chemical composition present in the same, to determine the
composition of total phenols, to evaluate the antioxidant capacity of the fruit pulp by different
methods such as: free radical scavenging (assay with DPPH.), iron reduction method (FRAP),
oxygen radical absorption capacity (ORAC) and the method of radical capture by chemical
reaction (ABTS). The fruits for the production of extracts were obtained in the city of Coari-Am,
and for the extractions, water and ethanol:water were used, in the proportion 8:2. The analysis
of these extracts revealed the presence of important substances in their composition and a
considerable antioxidant potential, as well as the phenolic composition. As for total phenols in
the aqueous extract, the results expressed in TPC (mg EAG/g £ dp) were 72.64 + 3.32, while
for the hydroalcoholic extract they were 164.59 + 9.63. With regard to the antioxidant potential,
the results in all methods used showed a satisfactory number, being greater than that of some
tropical fruits. By the FRAP method, the result of the aqueous extract was 0.483 + 0.003
expressed in pumol FeSO4/g + dp. In the ORAC the result was 110.86 + 70.31 umol Trolox/g +
dp, in the DPPH method it was obtained 674.17 + 7.64 pmol Trolox/g = dp, and in the ABTS
the result was 2880.00 +216.53 uM Trolox/g + sd. The results of the hydroalcoholic extract of
Ambelania acida the TPC detected was 164.59 + 9.63, mg EAG/ g + dp considered relevant,
especially when compared to other tropical fruits. The antioxidant action also showed good
results in the analyzes of the hydroalcoholic extract. In the FRAP method (umol FeSO4/g +
dp) the result was 0.733 £ 0.011, ORAC (umol Trolox/g £+ dp) was 123.52 + 70.02. In the DPPH
method (umol Trolox/g + dp) the result was 1221.76 £71.92 and the ABTS (uM Trolox/g = dp)
was 3460.00 £ 385.75. Important substances were detected in the HPLC analyses, such as
Gallic acid, Citric acid, Catechin, Ellagic acid, Catechin, Ellagic acid, Chlorogenic acid,
Sucrose, among others. In this way, we emphasize that new studies of this species can be
carried out and new substances with biotechnological potential can be revealed.

Keywords: Ambelania acid; mucilage; dairy.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui um potencial imensuravel no que diz respeito a biodiversidade.
E onde encontra-se a maior parte da floresta amazonica. E podemos destacar que
grande parte dessa riqueza biologica do Brasil esta no Amazonas, porém, esse
estado estd bem longe de conhecer todas as espécies da flora local e suas
caracteristicas promissoras para a biotecnologia. Isso se deve a alguns fatores como
a propria geografia amazonica que dificulta os acessos aos locais de pesquisas, 0s
recursos financeiros que ainda séo insuficientes e até mesmos a burocracia para a
liberacdo de alguns tipos de pesquisas. Tendo isso em vista, se faz necessario
investimento em pesquisas com 0 objetivo de conhecer mais espécies da flora
brasileira e suas potencialidades, bem como assegurar a protecdo a biodiversidade
através de patenteamento nacional (KLINK & MACHADO, 2005; MARIZ et al., 2010).

Diversas espécies da Amazobnia ja foram pesquisadas e seu potencial
biotecnoldgico revelados, no entanto, ainda ha inimeras que ainda ndo foram
estudadas e por isso, possuem pouco ou nenhum conhecimento sobre sua
composicdo quimica. A auséncia de informacdes cientificas amplamente divulgadas,
fazem com que essas espécies sejam conhecidas somente por nomes populares.
Entre essas espécies nativas da Amazbnia esta a Ambelania acida Aubl.,
conhecida na regido amazonense como pepino do mato, pertence a familia
Apocynacea, 0 pepineiro € uma planta silvestre, lactescente, porte médio, podendo
alcancar até 10 metros de altura (FAO, 1986; GRENAND et al., 2009). Esta espécie
€ muito resistente a climas variados, cada planta apresenta um numero abundante
de frutos em diferentes estagios de maturagéo.

Estudos apontam que as plantas lactescentes tém apresentado elementos
importantes em sua composi¢cdo. E que as mucilagens séo fluidos presentes em
varias partes das plantas e apresentam substancias quimicas constituidas por
extensas cadeias de acgUcares que, apOs se juntarem em grupos formam os
polimeros. Nessas substancias sdo consideradas a presenca de pectinas e acidos
organicos na mucilagem (MISAKI et al., 1972; COLACASIA, 2008). Isso tem
despertado interesse dos pesquisadores, visto que, as mesmas apresentam
potencial biotecnolégico com destaque entre os farmacos, na indastria dos

cosméticos e medicina, entre outros.
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Quanto as informacdes referentes ao pepino do mato, podemos afirmar que
sdo pouco encontradas na literatura, sendo que sdo observados apenas alguns
estudos relacionados a caracterizacdo botanica e sobre o 6timo aproveitamento da
espécie em projetos de reflorestamento.

Ha também estudos fitoquimicos de suas folhas destacando a presenca de
resinas e compostos de metabdlitos secundarios como acucares redutores,
alcaloides, esteroides, resinas, fenadis, taninos e triterpendides. (OLIVEIRA, 2016).

Desta forma, a avaliacdo da composi¢do quimica dos frutos de pepino do mato
permite a definicdo de novas possibilidades e aplica¢cdes biotecnolégicas de tal
espécie. E a publicacdo desse potencial biotecnologico € muito importante. Publicar
resultados de estudos de espécies existentes na regido e conhecer vem a ser de
grande valia em pesquisa futuras (TURRA et al., 2007) seja na area farmacoldgica,
alimenticia ou na industria de cosméticos, j& que, sua composi¢cado evidencia
atividades importantes, sejam elas biolégicas ou quimicas.

Desta forma podemos destacar que ao estudar espécies que apresentam
poucas informacdes sobre sua composicdo contribuimos diretamente para a
ampliagdo do conhecimento sobre da biodiversidade brasileira, visto que ainda
possui um vasto numero de espécies desconhecidas. Apresentamos entdo, um
estudo dos extratos aquoso e hidroalcodlico da polpa do pepino do mato, visando a
caracterizacdo da composicédo de substancias presentes na mesma, bem como a

caracterizacgdo fisica e botanica dessa espécie.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

v' Determinar as caracteristicas fisicas, quimicas e botanicas do pepino do mato
(Ambelania acida Aubl).

2.2 Objetivos Especificos:

v' Determinar a composicao de fendis totais (TPC) da polpa do fruto;

v' Avaliar da capacidade antioxidante da polpa do fruto por diferentes métodos
como sequestro de radicais livres (ensaio com DPPH.), método de reducéo
de ferro (FRAP), capacidade de absorcao do radical oxigénio (ORAC) e pelo

método de captura do radical por reacao quimica (ABTS);

v Caracterizar a composi¢cdo quimica dos extratos do pepino do mato por

métodos espectrométricos e cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Plantas laticiferas

Plantas laticiferas sdo aquelas que possuem células ou agrupamentos de
células capazes produzir uma secrecdo pegajosa em seu organismo. Apresentando
uma ampla distribui¢cdo entre as angiospermas, com grande potencial farmacologico,
na area dos cosméticos, na producéo de resina, de borracha e fungicidas. Incluimos
também, uso na medicina popular, no tratamento de inflamacdes, cicatrizagéao,
procedimentos laxativos, e outros. Os laticiferos podem ser classificados como
ramificados e ndo ramificados (FAHN 1979; EVERT 2006). Essas estruturas sao
responsaveis pela sintese, pelo acumulo e/ou eliminacdo de substancias (FAHN
1979; CASTRO et al., 2009).

As substancias secretadas sdo comumente formadas por diferentes compostos
guimicos, o que ira definir alguns de seus aspectos fisicos como a cor, a viscosidade
e espessura. Sendo que a caracterizacao dessas estruturas ocorre de acordo com
seus padrdes de desenvolvimento ou através da analise de suas caracteristicas
morfolégicas. As células podem apresentar um leite branco, amarelo ou alaranjado.
(PICKARD, 2008; 1993; HAGEL et al., 2008), as secre¢cbes podem ser compostas
por mucilagens e conter terpenos. Sdo associadas a defesa e manutencdo dos
tecidos e dos orgdos das plantas, principalmente no inicio do desenvolvimento
(FAHN 1979; 1990). Normalmente ha presenca de ions excedentes (sais);
assimilados excedentes (agUcares); metabdlitos secundarios como os alcalbides, os
taninos, flavondides, acidos fendlicos dleos essenciais, resinas, cristais, enzimas e
0s hormoénios. (EVERT 2006).

Além disso Evert (2006) afirma também, que o processo de secrecdo em
plantas ocorre devido a separacdo ou isolamento de substancias do protoplasto,
atuando também na remoc¢do ou acumulo de materiais secretados em algum dos
mais variados espacos celulares. A ocorréncia de laticiferos proporciona as plantas
maior possibilidade de adaptacdo nos mais diversos ambientes, uma vez que a
presenca dos mesmos proporciona a defesa contra microrganismos e insetos
através da sua toxicidade, ou seja, reduz a acao herbivoria, também promove uma

cicatrizagdo mais rapida, resultando na preservacdo da estrutura da planta contra
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ferimentos externos e/ou perdas quimicas. O crescimento axial ocorre devido a
presenca de laticiferos, bem como a lamela média e encorpada, protoplasto é
grosseiro e apresenta um numero variavel de nucleos (HAGEL et al., 2008).
Laticiferos ndo articulados e ramificados irdo se desenvolver a partir de iniciais
simples, que sao constatados em embrides imaturos no momento da iniciagéo dos
cotilédones. (HAGEL et al., 2008).

Desta forma verificamos que os laticiferos sdo abundantes em diversas
familias. Nas Apocynaceas, foram registrados em 71 géneros (RAMAYYA e
BAHADUR 1968; AGUIAR 2003; SIMOES et al. 2006), porém, os estudos
especificos sobre laticiferos em espécies dessa familia ocorrentes no Brasil ainda
sdo muito reduzidos, com destaque para os estudos de Silva et al. (1975), Demarco
(2005, 2008), Simdes et al. (2006) e Martins et al. (2010). Para Gebhardt, 2000, um
dos maiores desafios para quimica farmacéutica, a bioquimica e a farmacologia esta
em aclarar os componentes ativos presentes nas plantas e elucidar seus principios

de acéo.

3.2 Familia Apocynacea

As Apocynacea podem estar entre as mais importantes familias do grupo da
Anginospermas (MOROKAWA, et al., 2013), devido aos seus componentes quimicos
gue vem sendo utilizados com mais frequéncia na medicina moderna. Uma das
primeiras espécies dessa familia a serem estudadas e utilizada foi a Rauwolfia
serpentina que tinha em sua composi¢cao a reserpina, muito usada no tratamento de
hipertensédo. (RAM E KUMARI, 2001). Varias espécies dessa familia apresentaram
potencial farmacoldgico e terapéutico em suas substancias isoladas. (CORNELIUS
et al., 2006). Ha também um crescente estudo voltado para o aproveitamento das

Apocynacea na industria de alimentos.

3.3 Género Ambelania Aubl.

As primeiras referencias desse género se deu em Aublet (1775), Histoire des
plantes de la Guiane francoise sob 'Pentandria, Monogynia' do sistema sexual de

Linnaean, a espécie Ambelania foi citada a partir de uma coleta realizada no periodo
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em que Aublet residia na Colbnia francesa (ZARUCCHI, 1988). A identificacdo da
espécie se deu nas proximidades de Caiena e 0 nome Ambelania foi escolhido com
base no método da maioria dos nomes genéricos de Aublet, uma latinizacdo dos
povos Galibi para a palavra 'Ambelani’. (ZARUCCHI, 1988)

3.4 Ambelania acida Aubl.

A Ambelania acida é conhecida popularmente como Pepino do mato, pertence
a familia Apocynacea, com origem na Amazbnia, ocorrendo também no Amapa,
Para, Roraima e Maranhdao no Nordeste. (FAO, 1986; GRENAND et al., 2009.
Conforme esta exposto na figura 01 abaixo.

Figura 01: Ocorréncias da espécie Ambelania acida Aubl no Brasil

Fonte: Adaptado de https://www.infoescola.com/geografia/mapa-do-brasil/

Em relacdo aos paises da América latina, SIMOES, (2020) aponta a ocorréncia
do pepino do mato no Brasil, Bolivia, Suriname e nas fronteiras da Venezuela. Na

figura 02, ilustramos esta ocorréncia na América do sul.
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Figura 02: Ocorréncias da espécie Ambelania acida Aubl na América do Sul.

Fonte: Ambelania in Flora do Brasil 2020.

De acordo com SIMOES (2020), o pepino do mato apresenta as seguintes

classificagdes taxonémicas dispostas no quadro 01.

Quadro 01: Classificagcdo taxondmica do pepino do mato
CLASSFICAGCAO TAXONOMICA

Reino Plantae

Filo Tracheophyta

Classe Magnoliopsida

Ordem Gentianales

Familia Apocynacea

Género Ambelania Aubl
Espécie Ambelania acida Aubl.

Fonte: Ambelania in Flora do Brasil 2020.

Segundo Rabelo (2012), as informacgdes listadas abaixo na tabela 02 sobre a

Ambelania também sao relevantes pois se tratam dos sinénimos do género.
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Quadro 02: Sindnimos do género Ambelania

SinGnimos do género
Sinbnimos Heterotipico Ambelania cucumerina Miers

Heterotipico Ambelania sagotii Mull. Arg.,
Heterotipico Ambelania tenuiflora Mull. Arg.,
Heterotipico Ambelania tenuiflora var. tenuiramea
Mull. Arg.,

Homotipico Willughbeia acida (Aubl.) Oken,
Heterotipico Willughbeia acida (Aubl.) J.F. Gmel.

Fonte : Histoire des plantes de la Guiane Francoise 1: 265-268, t. 104. 1775.

As Ambelanias possuem melhor adaptacdo em sub-bosque de florestas alta e
abertas, melhor adaptacdo em solos arenosos sob camadas de humos. Os pepinos
do mato séo bagas oblongas de cor amarela escura na parte externa do fruto quando
maduros e esbranqui¢cada na parte interna. O fruto pode ser dividido em seis partes,
epicarpo, mesocarpo, mucilagem, locos, sementes e endocarpo, de acordo com
Santos (2023), essas estao entre as principais divisdes de um fruto.

As arvores de pepino do mato séao arbustivas, podendo alcancar de 1-3 m ou
até 7-10 metros de altura (SIMOES, 2014; FAO, 1986; GRENAND et al., 2009). S&o
muito resistentes ao calor e ao frio. Ela pode ser cultivada em ambiente natural ou
vasos grandes. Sua frutificacdo comeca apos 2 a 4 anos apos o plantio a depender
do clima e tratos culturais. Suas sementes também séo resistentes e podem ser
armazenadas de 4 a 6 meses apoés a coleta.

As caracteristicas fisicas como peso, comprimento, diametro refletem
diretamente no conhecimento estrutural sobre esse o fruto. Porém, fatores como
época de colheita e plantio, grau de maturacao, as variacdes climaticas sempre irdo
influenciar nos resultados de avaliacdo das caracteristicas fisicas do fruto.
(COELHO,1994).

Com relacdo a composicdo quimica da espécie destacamos a presenca

marcante de macromoléculas como € o caso dos polimeros.
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3.5 Biopolimeros

Os polimeros podem ser descritos como um agrupamento de pequenas
unidades chamadas monbmeros, que se ligam entre si, tornando-se uma
macromolécula. S&o inUmeras classes de materiais naturais com diferentes
aplicacbes, como € o caso da borracha, da celulose e da madeira, couro, proteinas
e acidos nucleicos (BASTOS, 2007). E ha também os polimeros na forma sintética.

Polimeros sintéticos sao produzidos artificialmente em laboratério e, segundo
BORSCHIEVER, ALMEIDA E ROITMAN (2008) comumente eram derivados de
petroleo, e desta forma ocorreu por muito tempo, possibilitando a fabricacdo de
varios produtos como teflon, silicone, pneus, embalagens diversas, etc. E 0 que
aparentemente proporcionou comodidade aos seres humanos pela praticidade
apresentada, tem se mostrado um grande problema, pois a lentiddo na
decomposicdo desses derivados vem causando sérios problemas ambientais. Em
virtude disto, torna-se necessario a pesquisa por fontes naturais com baixo custo,
biodegradaveis e que apresentem uma qualidade similar em seus produtos (FARIAS
et al., 2016).

Quanto aos polimeros naturais, sdo extraidos de plantas, algas, bactérias e
alguns seres vivos. As mucilagens, polissacarideos, proteinas e borracha
encontrados na natureza podem ser descritos como biopolimeros, pois sao
polimeros de fontes renovaveis. Desta forma, por se mostrar um produto mais
acessivel e ser biodegradavel sem agressdo ao meio ambiente, os polimeros
naturais tornam-se cada vés mais visados (COSTA et al.,, 2013). Sua producéo
industrial enfatiza entre outros, 0s processos realizados através de fermentacéo de
fungos e bactérias (BRITO et al., 2011), e destaca também, os polissacarideos e
mucilagens devido as diversas vantagens que 0S mesmos demostram em
comparacdo com o0s polimeros sintéticos, que vado desde acessibilidade e
abundéancia na natureza as variadas técnicas e suas aplica¢ées (FILHO, 2009; JANI
et al., 2009).
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3.6 Mucilagem

A presenca de mucilagem é uma caracteristica importante no que diz respeito
a taxonomia e evolucdo dessa espécie. As substancias que a compdem
proporcionam a planta autodefesa contra os ataques de algumas espécies e
concedem a ela uma maior capacidade de adaptacdo. A mucilagem é resultado da
acdo metabdlica da planta (CAPITANI, 2013). Ela esta amplamente distribuida em
varias partes do vegetal, pois as células laticiferas podem estar presentes nas folhas,
cascas, sementes, frutos e nas raizes (JANI et al., 2009). Em suas caracteristicas
fisicas podem variar de acordo com sua composi¢do quimica. Podendo ser amorfa,
translucida ou ter cores diferentes (PICKARD, 2008).

Os heteropolissacarideos acidos ou neutros, as proteinas e os fenois sdo as
principais substancias presentes nas mucilagens. Com isso, constituem as
secrec¢fes coloidais que se tornam ligeiramente viscosas ou géis ao serem expostas
a agua, pois possuem grupos hidrofilicos (LUFRANO & CAFFINI 1981; GREGORY
& BAAS 1989; ROSHCHINA & ROSHCHINA 1993). JANI et al., 2009, concorda e
afirma que os polissacarideos podem ser lineares ou ramificados. Os géis sao
formandos pelos compostos ramificados, por pectina com o ion Ca2+ (GOYCOOLEA
e CARDENAS, 2003), ja as solugbes mais viscosas da mucilagem s&o formadas
pelos compostos lineares que sao compostas por especialmente de glicoproteina
manana, que permite sua utilizacdo como espessante de alimentos (MISAKI, et al.
1984).

De acordo com (CARDENAS et al., 1998; NENONENE, 2009) a mucilagem
representa a presenca da fragdo de polissacarideos na planta. Nela estdo presentes
D-galacturdénico, L-arabinose, D-alactose, L-ramnose e D-xilose e acido, porém a
guantidade pode variar, podendo ser solaveis ou insolaveis em agua. Os géis séo
formados pela fracdo soluvel na presenca de sais de calcio e magnésio, ja 0s
insollveis ndo terdo essa capacidade, resultando em uma solugdo viscosa
(GALLAGHER et al., 2004; BRANCO, 2011; PILETTI, 2011).

Nas plantas, essas secrecdes desempenham funcdes importantes na defesa e
protecdo da estrutura e principalmente de Orgdos que ainda estdo em
desenvolvimento. A mucilagem atua na reserva de agua e de carboidratos,

minimizando a transpiragéo, reduz os efeitos da radiagao dispersando ou refletindo
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a luz incidente, diminui a acao herbivoria, lubrifica do apice dos rizomas, e regula a
germinacao de sementes (ROCHA et al., 2011).

A mucilagem pode atuar também, como fibra dietética de eficiente assimilacao
no organismo dos seres humanos (ALLER et al., 2004). As fibras dietéticas sdo muito
resistentes as enzimas digestivas (CECCHI, 2003), e conforme sua capacidade de
solubilidade, as fibras também seréo classificadas em soluveis ou insolaveis. Sendo
a mucilagem rica em pectina e solivel em agua, as mesmas possuem a capacidade
de retardar o escoamento géastrico e o transito intestinal, pois demostram certa
viscosidade e propenséo a fermentacédo (DHINGRA et al., 2012), o que pode gerar
muito interesse para industria alimenticia, principalmente ao grupo com alimentacéo
restrita, grupo este, que vem aumentando significativamente nos ultimos anos.

Em suas pesquisas, JANE et al. (2009) destaca algumas das principais
caracteristicas da mucilagem e entre elas, esta o fato de ela ser biodegradéavel, ser
comestivel, ser acessivel, e por serem abundantes na natureza o processamento
pode ser viavel e vantajoso.

Devido ao fato de ser hidrocol6ide as mucilagens vém sendo explorada pelas
industrias  principalmente como  espessantes, gelificantes alimentares,
emulsificantes, dispersores e controladores de sinérese. Com isso, verificamos que
a mucilagem é utilizada principalmente como modificadores de textura de alimentos
e agentes de revestimento e de filmes de embalagem (MUNOZ et al., 2012;
CAPITANI, 2015). Através dela é possivel aumentar também a viscosidade nas
massas e liquidos, melhoram a capacidade de fixacdo de gas gerando produtos com
gualidade elevada em suas caracteristicas estrutural e de textura (GALLAGHER et
al., 2004).

Desta forma, destacamos que a crescente procura por mucilagens deve
estimular ainda mais as pesquisas ndo sé na area alimenticia, mas também como
na area dos cosmeéticos e farmacéuticas. H4 estudos com direcionamento a novos
setores com na economia, mas que apresentem funcionalidades especificas
(FARAHNAKY et al., 2013; RAZAVI: TAHERI; QUINCHIA, 2011). Com isso, se faz
necessario conhecer as propriedades e caracteristicas da mucilagem da Ambelania
para que a aplicabilidade dos ativos naturais presente da mesma possam ter
utiidade no desenvolvimento e produgdo de novos produtos (MAURER:
JUNGHANS; VILGIS, 2012).
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3.6.1 Propriedades hidrocoloides da mucilagem

Os hidrocoloides sdo macromoléculas com grande capacidade solubilidade em
agua, podendo elevar seu nivel de viscosidade, aumentar seu volume ou, em alguns
casos, apresentar caracteristicas gelificantes. A capacidade dos hidrocoloides de
absorver 4gua, os capacita para as funcdes de estabilizantes, gelificantes e
estabilizantes. Os polissacarideos, as mucilagens e gomas também apresentam
essas mesmas fungcdes (AMARAL, 2016).

Entre as funcbes dos hidrocoloides esta a capacidade estabilizante, pois ao
entrarem em contato com a agua se hidratam, as moléculas se degradam e
dissolvem, podendo formar pontes de hidrogénio, ou pode ocorrer um agregado em
todo liquido ocasionando uma reducao na capacidade de movimento da agua. Esses
efeitos resultam na elevacdo da viscosidade ou na formacdo de gel (GARTI,
REICHMAN, 1993). Ha também, a capacidade espessante onde a substancia
também se torna capaz de aumentar a viscosidade de solugfes, de ser emulsificante
e de realizar suspensfes em alimentos. Porém, sdo o0s estabilizantes que
proporcionam a capacidade de manter as caracteristicas fisicas das emulsdes e
suspensodes (QUEIROGA, 2017).

Desta forma, ao nos depararmos com uma sociedade cada vez mais exigente
e preocupada com seu bem-estar como um todo, principalmente na alimentacao,
podemos destacar que hidrocoloides apresentam grande potencialidade no seu
aproveitamento e aplicabilidade industrial, seja por suas propriedades estruturais,
fisicas ou quimicas, o que influenciam diretamente a pesquisa por novos
polissacarideos (COLONETTI et al., 2012).

3.6.2 Polissacaridos de mucilagem

Os polissacarideos sao amplamente utilizados na tecnologia de alimentos,
principalmente pelas propriedades reolégicas de suas solu¢des; sendo compostos
de alto peso molecular, formam solu¢cdes coloidais em que cada molécula do
polissacarideo liga grande quantidade de agua, devido ao alto nimero de grupos
hidroxilas presente em sua molécula (BOBBIO; BOBBIO, 2003).
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Os polissacarideos sdo carboidratos constituidos por um ou mais tipos
monossacarideos. Sdo cadeias de acUcares em forma linear ou ramificada que
podem abranger tamanhos variados. Eles podem possuir cargas negativamente
carregadas ou até mesmo serem tendenciosos a neutralidade.

Esses polissacarideos tem sido uma op¢do amplamente utilizada na tecnologia
de alimentos, e os derivados das plantas sdo uma fonte interessante de aditivos para
diversas areas da industria. No caso da medicina tradicional, se utiliza amplamente
dos polimeros para tratar ferimentos na pele do epitélio e para curar irritacdo da
mucosa (CAl et al., 2008).

Muitos destes polissacarideos, podem ser empregados para alterar ou
melhoras as propriedades reoldgicas de alguns produtos. Possuem compostos com
elevado peso molecular, apresentam solu¢des coloidais, ligando-se a grandes
guantidades de &gua, devido ao fato de que apresentam um grande numero de
grupos hidroxilas presente em sua molécula (BOBBIO; BOBBIO, 2003).

As principais fontes de polissacarideos séo plantas e estdo em varia partes da
mesma, como nas sementes, frutos, tubérculo, cereais, mas podem ser encontrados
também em animais, fungos e bactérias.

A abundancia de muitos polissacarideos e mucilagens faz com que os mesmos
tenham um menor custo se comparado aos polimeros sintéticos e ainda apresentam
a vantagem se serem biodegradaveis (NISHINARI; TAKAHASHI, 2003; COVIELLO
et al., 2007; JANI et al., 2009).

Alguns frutos destacam-se quanto ao nivel de carboidratos, podendo variar de
acordo com o nivel de maturacéo. Partes de frutos citricos como casca e bagaco da
maca apresentam pectina (MESBAHI; JAMALIAN; FARAHNAKY, 2005; YAPO,
2011).

Com o crescente potencial industrial da pectina, percebe-se a intensificacdo de
estudos e pesquisas relacionados a mesma, para lancamento no mercado
(VRIESMANN; TEOFILO; PETKOWICZ, 2012). Na tabela 03, listamos os principais

polissacarideos extraidos de vegetais e utilizados nas industrias.



Quadro 03: Principais polossacarideos utilizados na industria.

Polissacarideo

Pectina

Amido ( amilase

e amilopectina)

Celulose

Galactomanana

Carragenanas

Alginatos

Fonte

Casca de frutas
citricas e bagaco
de maca

Graos, sementes
de leguminosas,
tubérculos e
algumas frutas
Na parede
celular das
plantas.

Plantas
leguminosas;

Algas vermelhas

Algas marrons e
bactérias.

Fonte: Toneli, et al, 2005.

Principais caracteristicas

Formar géis e estabilizar produtos

Gelificagéo

Regulacéo das propriedades reoldgicas,
emulsificacao,

estabilizacdo de espumas e capacidade
de ligacdo a agua.

Proporcionam solugdes viscosas em
meio aquoso;

Proteinas de alta qualidade, &cidos
graxos insaturados essenciais, altas
concentracoes de vitaminas e
antioxidantes.

Proteinas de alta qualidade, &cidos
graxos insaturados essenciais, altas
concentracdes de vitaminas e
antioxidantes.
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A viscosidade da mucilagem esté relacionada a um dos principais parametros

da reologia do fruto, pois esta ligada ao diagnostico de resisténcia dos extratos ou

fluidos presentes nos vegetais. Ha alteracées continuas no decorrer das etapas de

uma mistura, que vao desde sua composicao a temperatura, textura, fermentacéo,

cicatrizagéo, entre outros que alteram a viscosidade (BHATTACHARYA, 1997).

Desta maneira o Brasil configura-se como um grande produtor de mucilagem

de alta qualidade. Sendo que, o estudo de novas fontes € bastante relevante, visto

gue ha plantas nativas que podem apresentar potencial industrial de baixo custo e

de 6tima qualidade.
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3.7 Caracterizagcdo quimica

A caracterizacdo quimica € uma forma importante de obtencao de informacdes
a respeito da composicdo de materiais bioldgicos. Diante da ampla gama de
compostos quimicos existentes em uma matéria organica, hd necessidade de
selecionar entre os variados métodos de andlises quimicas, o mais eficiente. Desta
forma, destacamos a espectrometria de massas, devido ao fato de ela ser € uma
ferramenta eficiente e por apresentar alta sensibilidade e seletividade se
sobressaindo em relacdo a outras técnicas. Esse método vem sendo utilizado desde
0 século XX (THOMPSON, 1913) seu desenvolvimento baseia-se na formacao de
ions na fase gasosa, onde sdo carregados positivamente ou negativamente, dessa

forma podem ser identificados com base na sua razdo massa/carga (m/z).

3.7.1 Espectrometria de massas

Espectrometria de massas conceitua-se como a técnica que realiza a ionizagao
por eletrospray, que foi desenvolvida para ser utilizar na deteccdo dos componentes
de sistemas biolégicos. (FENN et al., 1989). E nos ultimos anos passou por grandes
avancos tecnolégicos, modernizando e ampliando sua utilizacdo para um extenso
espectro de classes moleculares. (HAM, 2008).

A ionizacdo por eletrospray com ionizacdo branda foi o método em que a
espectrometria de massas pb6de ampliar significativamente sua aplicabilidade,
permitindo andalises de macromoléculas com niveis reduzidos de fragmentacao.
(YAMASHITA e FENN, 1984). Foi através dessa técnica que se tornaram possiveis
as analises em alta massa molecular e em massas néo volateis, como é o caso dos
polipeptideos, carboidratos e as proteinas (COLE, 1997).

Para realizar as andlises, as amostras devem ser dissolvidas em um tampao
ou em um solvente, em seguida deverao ser bombeadas em por¢des de fluxos de
microlitros por minuto por meio de uma agulha hipodérmica em alta voltagem, dessa
forma pode dispersar eletrostaticamente ou por eletrospray, gotas micrométricas que
por sua vez sao instantaneamente evaporadas, transmitindo sua carga para o analito

(GASKELL, 1997). Ou seja, ao a ioniza¢ao é adquirida por meio da protonagéo ou
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desprotonacdo ou até mesmo pela adicdo de alguns ions, como Na+, K+, NH4+ e
Cl-, resultando em adultos. As espécies observadas passam a se chamar
protonadas.

Por ser um processo que ocorre em condigdes ambiente, € delicado e néo
oferece riscos de fragmentacdo dos ions do analito na fase gasosa. (MANN;
HENDRICKSON; PANDEY, 2001).
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4. METODOLOGIA

4. 1 Delineamento experimental

O projeto foi desenvolvido em quatro etapas. Inicialmente, realizou-se um
levantamento das principais localidades onde o fruto poderia ser encontrado em
abundancia. Foi realizado a investigacao para identificar a idade dos pepineiros e
realizar a coleta dos frutos.

Na segunda parte foi realizada pesquisa de campo, afim de obter os dados
botanicos e parte dos dados fisicos do pepino do mato, devido a escassez de
informagdes sobre o fruto.

Posteriormente foram realizadas as extracdes hidroalcoolica e aquosa para o
desenvolvimento dos estudos espectrométricos e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia da mucilagem presente no fruto do pepino do mato.

A guarta etapa foi realizacdo das andlises, afim de caracterizar quimicamente
a mucilagem do fruto. O esquema do procedimento experimental pode ser verificado

no fluxograma 1.

| - PARTE | |- PARTE

Revisao Pesquisa de
Bibliografica Ll

|dentificacdo

(aracterizatao
Do local. fisica
LS s _l—

Dbtenﬁp it Higienizagao e halze e i
material armazenamenta relacionadas a relacionadas ao relacionadas ao
vegetal. arvore fruto frurto e a fruteir.

N, s , s A% s A% s N, s

Fluxograma 1: Delineamento experimental do projeto. (Parte 1 e 2)
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Il - PARTE IV - PARTE

)

Extracoes

J Caracterizagdo

Quimica

Limpeza,
Lecagem e I l
trituracdo

TPC, FRAP, AL
ORAC, DPPH, e Espectrometria
ABTS de massas

Fluxograma 1: Delineamento experimental do projeto. (Parte 3 e 4)

4.2 Local da pesquisa

O trabalho foi realizado na Universidade Federal do Amazonas — UFAM, ISB/
Coari, no laboratério de Quimica de Biomoléculas do Amazonas (Q-Bioma), na
Universidade Federal do Amazonas — UFAM, na cidade de Manaus. Houve a
parceria com o Instituto Militar de Engenharia- IME e do Laboratério de Apoio ao
Desenvolvimento Tecnolégico- LADETEC na Universidade Federal do Rio de
Janeiro-UFRJ.

A pesquisa de campo se deu no municipio de Coari — Amazonas, em quatro
comunidades rurais localizadas nas proximidades da cidade, denominadas Boan,

Amazonino Mendes, Barro Alto e Laranjal.

4.3 Obtencéao e preparo da matéria-prima

A coleta dos frutos que foram utilizados para a producéo dos extratos, ocorreu
em uma mata nas proximidades da estrada do Aeroporto, AM-343, localizacéo -
4.116836, -63.141486.
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Figura 03: Localizacao do ponto de coleta dos frutos

—
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Fonte: Google Mapas, 2023

A coleta dos frutos foi realizada no més de outubro do ano de 2022, no periodo
da tarde por um mateiro, 0 mesmo utilizou uma vara com uma lamina na ponta para
facilitar a retirada do fruto dos galhos da arvore, pois 0s mesmos sdo bem rigidos.
(Figura 4 A e B).

Apos a coleta, os frutos foram conduzidos em um saco plastico até o laboratoério
de quimica organica da Universidade federal do Amazonas /ISB Coari.

Os pepinos foram previamente higienizados com agua corrente e secos
naturalmente. Foi separado uma unidade do fruto para fazer os primeiros testes para
identificar o melhor solvente para a extracdo da mucilagem. Em seguida os frutos
foram pesados em balanca de precisdo e medidos, em seguida foram separados por

tamanho e grau de maturacao. (Figura 4 C e D).

Figura 04: Pepino do mato ainda na arvore. A) Coleta do pepino do mato realizada pelo
agricultor. B) Processo de pesagem individual dos frutos. C) Medi¢&o dos frutos. D.

V ’.v R J. ‘ta’ 4

e @) . .
o s ©

Fonte: Autora, 2022.
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Apbs esses procedimentos os frutos foram congelados em freezer afim de
manter a integridade de todos os seus componentes e para que nao ocorra a
oxidacdo até momento adequado para a manipulacdo e estudos da espécie.
Permaneceram congelados por oito (8) dias, apos esse periodo, foram conduzidos
ao laboratéorio de Quimica de Biomoléculas do Amazonas (Q-Bioma), na
Universidade Federal do Amazonas — UFAM, na cidade de Manaus.

A pesquisa foi cadastrada no SisGen, sob o niumero de cadastro AB7C955. Foi
realizado também, o deposito no herbario EAFM, do IFAM de Manaus, Sob o nimero
de inscricdo 18854, o fruto foi seco em estufa a 40°.

4.4 Medidas fisicas

Os frutos foram pesados em balanca de preciséo e os resultados expressos em
gramas (g) (Figura 4, C). O comprimento e o diametro foram medidos e os resultados
foram expressos em centimetros (cm). (Figura 4, D).

4.5 Caracterizacédo botanica.

As observacOes relacionadas a parte botanica foram realizadas nas
comunidades rurais descritas anteriormente, sendo que, foram estudadas 10 arvores
de Ambelalina em cada comunidade, totalizando quarenta (40) arvores. Os estudos
se iniciaram no més de abril do ano 2021. Foram realizadas as descri¢cdes fenotipicas
das arvores e dos frutos. Os pepinos do mato foram contabilizados e medidos
diariamente por professores de ciéncias naturais voluntarios que residiam nas quatro
comunidades, afim de estimar a producdo anual de frutos, esses procedimentos
ocorreram no periodo de 12 meses, e foi repetido por mais 12 meses do ano de 2022
para que as informagdes fossem precisas. Com isso, foi possivel coletar dados sobre
o periodo de floracéo e frutificacdo, numero de frutos nascido a cada més, tempo de
crescimentos dos frutos e as caracteristicas fenotipicas.

Realizou-se a observacdo de trés formas de germinacdo, sendo o0 processo
natural, realizamos o plantio manual da semente e deixamos unidades do fruto

protegidos de umidade e em temperatura ambiente, afim de seccionarmos
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manualmente para observar o surgimento da radicula. Dessa forma, foi possivel
comparar o tempo de germinacéao de cada método.

No processo natural, observamos em cada comunidade dez (10) unidades do
fruto de cada arvore, que haviam caido diretamente no solo sem interferéncia
humana e repetimos esse processo em triplicata, concomitantemente realizamos a
observacdo do segundo método nas quatro localidades, onde foram plantados a
mesma quantidade de sementes em sementeiras com substrato e regamos
diariamente e repetimos 0 processo trés vezes. Para finalizar, coletou-se dez (10)
unidades do fruto que foram abrigados em temperatura ambiente e apés 10 dias,
foram sendo abertos manualmente e diariamente afim de verificar o tempo que a

radicula surge dentro do fruto.

4.6 Material vegetal e extracdes

4.6.1 Selecao do solvente

Antes de realizar qualquer procedimento foram feitos testes para verificar qual
o melhor solvente para a extragdo da mucilagem presente na polpa fruto de pepino
do mato com etanol/agua. Para isso foram depositadas quatro fatias finas de pepino
do mato em quatro Becker de 50ml. No primeiro foi adicionado 10ml de etanol,
totalizando 100% do mesmo solvente. No segundo Becker a proporcéo foi (5:5)
etanol/agua. No terceiro, a proporcao foi (7:3) etanol/agua e no quarto Becker foi
100% agua destilada. Sendo que em todos o volume foi de 10ml. Apés 24h de
maceracgdo, verificamos que em 100% de &4gua e na propor¢cdo 7:3 de solvente
hidroalcoolico apresentaram uma extracdo maior da mucilagem. (Figura 05, A). Com

isso, decidimos realizar a extracdo do extrato aquoso e hidroalcodlico.
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Figura 05: Teste para escolher o0 melhor solvente extrator. A) Descasque do pepino do mato. B)
Separacao das sementes. C) Processamento da polpa através do ralador. D.

A

Fonte: Autora, 2022

4.6.2 Extracdes

Os pepinos do mato foram novamente higienizados com agua destilada e
descascados ainda congelados; as sementes foram separadas, a polpa foi ralada
com o auxilio de um ralador com laminas de material inoxidavel para aumentar o
contato de superficie da polpa do pepino do mato com o solvente. (Figura 05, B, C e
D).

4.6.2.1 Extrato aquoso

O extrato aquoso foi obtido através de maceragdo por 24h. Em 5009 de polpa
de pepino do mato foi adicionado 200ml de 4gua destilada, essa quantidade cobriu
a massa e foi o suficiente para facilitar a filtracdo. O material filtrado foi congelado e
liofilizado para que em seguida, seja realizada a caracterizacdo quimica da

Ambelania acida. (Figura 06)
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4.6.2.2 Extrato hidroalcoodlico

A extracdo foi realizada por maceracéo, no periodo de 72 horas, utilizando
etanol e 4gua destilada na proporcéo (8:2). Em 500g da polpa de pepino do mato
foram adicionados 800ml de etanol e 200ml de &gua. Apos o periodo de maceracéo
o extrato foi filtrado, passou pelo processo de rotaevaporacdo para a retirada do

alcool e em seguida congelado e liofilizado. (Figura 06)

Figura 06: Maceracé@o com agua. A) Filtracao do extrato aquoso. B) Extrato aquoso. C) Maceracgéo
hidroalcodlica. D. Rotaevaporagdo do extrato hidroalcodlico. E. Liofilizagao do extrato hidroalcodlico.

Fonte: Autora, 2022.

Durante o processo de rotaevaporacéo, observamos que o estrato precipitou
bastante, o que dificultou essa etapa, pois, 0 material colava nas paredes do balédo
causando atrasos devido a necessidade da constante manutencdo do mesmo

através da agitacdo em ultrassom, afim de ndo perder material bioldgico. (Figura 07).
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Figura 07: Precipitagdo do extrato.

Fonte: Autora, 2022.

4.7Anédlise quimica

4.7.1 Determinacao de compostos fendlicos totais.

A andlise de fendlicos totais foi realizada de acordo com o ensaio de Folin-
Ciocalteu, (SINGLETON et. al., 1965). As aliquotas dos extratos (30, 20 e 10 uL)
foram pipetadas e repousaram ao abrigo da luz por duas horas e ap6s esse periodo,
foi realizada a leitura em espectrofotdmetro na absorbancia de 750nm. Os resultados
foram comparados com a reac¢éo do padrao acido gélico e expresso em mg de acido
galico (GAE)/100g de amostra.

4.7.2 Ensaio do poder antioxidante redutor férrico (FRAP)

A atividade antioxidante pelo método de FRAP foi determinada de acordo com
Rufino et al (2006). Este método baseia-se na quantificagdo da capacidade de
reducéo do complexo Fe(lll)-TPTZ (cor azul clara) para o complexo Fe(ll)-TPTZ (cor
azul escura) em meio acido, reacdo esta que é desencadeada pelo antioxidante
presente na amostra. O método consiste em adicionar a 100 yL da amostra e

quantificar, em 2,7 mL de reagente FRAP somado a 270uL de agua destilada. Apds
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30 minutos em banho maria foi efetuada a leitura de absorbancia a 595 nm. A curva
padrdo foi produzida com uma solucdo de sulfato ferroso com quatro diluicdes
diferentes. Os resultados foram expressos em uM de sulfato ferroso por grama de

amostra.

4.7.3 DPPH

A medida da atividade sequestrante do radical DPPH foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Brand-Williams, CuvelierBerset (1995). Para
avaliacao da atividade antioxidante, as amostras em trés concentracdes em triplicata
foram adicionadas para reacdo com o radical estavel DPPH em uma solucdo de
metanol. A reducéo do radical do DPPH foi medida através da leitura da absorbancia
a 515nm em 30 min de reacdo. Foi utilizado padrdo de trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-4acido carboxilico) e a atividade antioxidante foi expressa em umol

de trolox por grama de amostra.

4.7.4 ORAC

Este método, mede a capacidade do antioxidante em sequestrar radicais
peroxil que foram gerados por uma fonte radicalar, AAPH (2,2 -azobis(2-
amidinopropano) dihidroclorado), a 37°C (OU et. al., 2001; HUANG et. al., 2002). O
radical peroxil, gerado pela reacdo do com oxigénio atmosférico, reage com a
fluoresceina para formar um produto néao fluorescente, que pode ser medido por
espectrofotometria com maxima emissédo de fluorescéncia em 575 nm e 578 nm.
Concentragfes conhecidas de trolox foram usadas para gerar uma curva padrao. A
atividade antioxidante das substancias foi determinada através da diferenca entre a
area abaixo da curva (AUC) da amostra subtraida pela AUC do branco, medida pelo
decaimento da fluorescéncia com a adicdo da substancia antioxidante no decorrer

do tempo. Este ensaio expressa o resultado em umol de trolox equivalentes.
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4.7.5 ABTS

No método ABTS (&cido 2,2'-azino-bis 3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico) foi
utilizado como descrito por Rufino et al. (2007), onde radical ABTS é formado por
uma reacao quimica com persulfato de potassio. O radical ABTS foi diluido em etanol
para obter uma medida de absorbancia de 0,70 (x0,02) a um comprimento de onda
de 734 nm. O calculo foi baseado em trés diferentes volumes em triplicata das
amostras que reagiram com o radical ABTS por 6 min. A atividade antioxidante foi

expressa em umol equivalente de trolox por grama de amostra.

4.7.6 Andlise de estatistica

A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada em excel e no Programa
BioStar 5.0. Foi feito o teste de variancia (ANOVA) com pos-teste de Tukey para

comparacao de meédias, ao nivel de significancia de 5%.

4.7.7 HPLC e Espectrometria de massas

As andlises de HPLC foram realizadas no LADETEC na UFRJ. O
processamento dos dados foi realizado utilizado o software Xcalibur 3.0.1. As
amostras foram preparadas na concentracdo de 1 mg/mL em metanol grau CLAE e
filtradas com filtro PTFE de 13 mm com poro 0,45 um.

Os extratos foram analisados a um cromatografo Dionex Ultimate 3000 UHPLC
(Thermo Scientific, Bremen, Germany) acomplado a um espectrometro de alta
resolucdo Q-Exactive (Thermo Scientific, Bremen, Germany). Foi usada como fase
estacionaria uma coluna Syncronis C18 (2.1 x 50 mm, 100 A — Thermofisher

Scientific, Waltham, United States), que foi mantida na temperatura de 40 °C.



Quadro 04 — Solventes usados na dilui¢cdo para analise de HPLC.

Amostra Diluicéo

Extrato etandlico de Ambelania  Metanol grau HPLC

acida (pepino do mato)

Extrato aquoso de Ambelania Metanol grau HPLC: Agua Milli-

acida (pepino do mato) Q (5:1)

Fonte: Autora, 2023

Tabela 01 — Dados da analise de HPLC.
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ANALISE: FULL SCAN E MS?

MODOS DE positivo e negativo;

IONIZACAO:

FAIXA DE 150-800 m/z

DETECCAO:

SOLVENTE A: acido férmico 0,1% em agua deionizada: formiato de
amonio 5 mM;

SOLVENTE B: Solvente B: Metanol acidificado com 0,1 % de &cido
férmico;

FLUXO = 0,4 mL min-1

DURACAO: o método durou 11 min;

Fonte: Autora, 2023




Tabela 02 — Gradiente utilizado na analise das amostras de pepino do mato.

Gradiente
Tempo (min) % Solvente A % Solvente B
0,0 95
5
0,3 95
5
0,5 90
10
1,0 75
25
6,0 10
90
8,0 0
100
9,0 0
100
9,1 95
5
11,1 95
5

Fonte: Autora, 2023
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5. RESULTADOS E DISCURSOES

Destacamos que os resultados da presente pesquisa foram separados em
guatro partes que estao expostas no fluxograma abaixo.

Fluxograma 02: Etapas de discursfes dos resultados obtidos.

| - PARTE | I- PARTE

Caracterizagdo
Botanica

Caracterizagdo

fisicos

Resultados
relacionadas
ao fruto.

Resultados
relacionadas a
fruteira.

Medidas

relacionadas
ao fruto.

Medidas
relacionadas a
fruteira.

Il - PARTE IV - PARTE
l Extratos ‘
_Ii

Rendimento e
aspectos

Caracterizagdo

Quimica

TPC, FRAP, HPLC

ORAC, DPPH, e Espectrometria
ABTS de massas

Hidroalcodlico
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5.1 Caracterizacao botanica

5.1.1 O fruto

Em relacdo as observacdes fenotipicas do fruto podemos confirmar que os
mesmos séo, de fato, bagas oblongas e constatamos que ao serem seccionados ou
até mesmo feridos levemente, expelem um fluido pegajoso e leitoso que coagula em
poucos segundos apds ser exposto ao ar.

Na figura 08, podemos observar um fruto com um pequeno corte feito no

momento da coleta e o fluido escorrendo através dele antes de coagular.

Figura 08: Fruto pepino do mato.

Fonte: Autora, 2022

Neste estudo identificamos que o pepino do mato pode ser dividido em seis
diferentes partes, conforme observamos na figura 09.
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Figura 09: Demonstracao de todas as partes da Ambelania acida Aubl.
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Quando as caracteristicas fenotipicas destacamos que, o epicarpo do fruto

Fonte: Autora, 2022

(casca) possui espessura extremamente fina na cor amarela e levemente laranjada
guando madura e na fase verde os tons vao de verde claro ao escuro e é estriado
longitudinalmente.

O mesocarpo (polpa) representa de aproximadamente 82% do peso total do
fruto, sua textura é macia, suavemente adocicada e sua consisténcia é levemente
rigida, o sabor similar a péra em estado mediano de maturacgao.

Sua mucilagem é o fluido presente na polpa, e, embora tenha sido mencionado
em uma publicacdo que essa secrecdo estaria presente na casca do fruto,
constatamos que é no mesocarpo que a mucilagem se encontra. Apesar desse fluido
ser pegajoso, o fruto o pepino do mato € comestivel, visto que a secre¢do pode ser
extraida apds a imersdo do fruto cortado por duas horas em 4gua fria ou até mesmo
através de pancadas no fruto, ainda com casca. Observamos também, que na fase
em que o fruto esta verde, ha maior concentracado dessa mucilagem.

No interior do fruto ha dois locos longitudinais nos quais encontram-se de 19 a
95 sementes pequenas e secas, variando conforme o tamanho do fruto. O

endocarpo é firme, opaco e com coloragdo marrom-escuro. O endosperma é rigido
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branco amendoado que medem de 4 a 5 milimetros, (Figura 10). Elas séo resistentes

e podem ser armazenadas de 4 a 6 meses apods a coleta.

Figura 10: Sementes retiradas de um Unico pepino do mato. A) Disposi¢do dos locos onde sao
encontradas as sementes. B). Medi¢do da semente. C).
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Fonte: Autora, 2022

Através de nossas pesquisas de campo verificamos que, a germinagao natural
ocorre somente apés 120 dias, que, caso haja o plantio em sementeiras, esse tem
variacdo de 100 a 120 dias para germinar. Porém, través de alguns testes
observamos que ao deixar o fruto em abrigo seco e em temperatura ambiente, a
radicula se desenvolve em apenas dose (12) dias

Esse procedimento foi realizado nas quatro comunidades, lembrando que em
cada uma foram observadas 10 arvores e, por tanto, de cada arvore foram coletadas
dez (10) unidades de frutos, totalizando 400 frutos. O resultado variou de nove (9) a
dose (12) dias para o surgimento da radicula. (Figura 11). Verificamos também, que
neste estagio, se o fruto for aberto manualmente e o broto plantado for no solo ou
em vaso, o desenvolvimento ocorre mais rapidamente e em poucas semanas ja esta
bem estruturado. Porém, se permanecerem no fruto até sua decomposicdo, a

radicula tende a perecer.
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Figura 11: Surgimento da Radicula

Fonte: Autora, 2022

5.1.2 A arvore

De acordo com nossas observacdes, a arvore se adapta melhor em terra firme,
este fato foi corroborado nas comunidades em que houve os estudos, pois nas
mesmas, a espécie é abundante, ja nas areas de varzeas a Ambelania acida nao foi
encontrado. O periodo de maior frutificacdo ocorre a partir do segundo semestre,
porém, frutifica o ano inteiro em menores quantidades. O caule € glabro,
centralizado, é cilindrico e possui varias ramificacdes oposta de tamanhos variados.
Expele latex ao ter sua casca do caule (Ritidoma) cortada e essa por sua vez, possuli
consisténcia dura e aspera, sua coloragdo € marrom acinzentada. (Figura 12, B)

O pepineiro possui folhas espessas, consistentes, rigidas, mas flexiveis
(coriaceas), com disposicfes opostas nos ramos. O formato da folha € oblongo, base
arredondada, margem lisa e apice acuminado. Sua lamina foliar possui coloragao
verde escuro brilhante na superficie superior e verde clara e opaca na inferior, porém
suas nervuras sdo predominantes. Ja as flores pepino do mato sdo pequenas e

constituidas por corola tubulosa de coloracéo branca, o botdo possui 5 lobos torcidos
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e 5 estames inseridos na metade superior do tubo e de acordo com as caracteristicas

observadas sdo hermafroditas. (Figura 12 D).

Figura 12: Arvore de pepino do mato. A) Folhas do pepino do mato. B) Caule do pepino do mato. C).
Flor do pepino do mato. D).

Fonte: Autora, 2022

5.2 Caracteristicas fisicas

5.2.1 Medidas fisicas do fruto

Foi verificado que nos 40 pepineiros observados foram encontrados frutos com
8 tamanhos diferentes na mesma arvore e no mesmo grau de maturacao, medindo
de 7 a 16 cm de comprimento, com diametro de 2 a 5,4cm. Figura 08 A. O peso dos
frutos inteiros variou entre 22 a 129 gramas (Figura 23 B). Contudo, os tamanhos
gue sdo os maiores frutos. Destacando que as arvores pesquisadas eram nativas
sem qualquer manutencdo humana. Os estudos fisicos foram realizados em trés

periodos do ano.
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Figura 13: Medidas fisicas do pepino do mato

Fonte: Autora, 2022

5.2.2 Medidas fisicas da arvore

As arvores podem medir de 1-3 metros ou até 7-10 metros de altura, uma arvore
adulta pode produzir aproximadamente 5.944 unidades de pepino do mato por ano.
(Figura, 07, A). Seu caule mede até 25cm de diametro na extremidade mais grossa
da arvore. As folhas podem medir de 6-17 cm de comprimento por 2,5 4cm. (Figura
14 B). Suas flores medem de 1,5 a 2 cm de diametro e 2,5cm de altura. (Figura 14

A)
Figura 14: Flor de Ambelania acida em meio hidroalcoolico, A; Folha, B
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Fonte: Autora, 2022
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5.3 Extratos

5.3.1 Rendimento da mucilagem extraida do fruto

Conforme mencionado nos procedimentos metodoldgicos, apds o pepino do
mato ter sido descascado e suas sementes retiradas, a polpa foi ralada para que
houvesse as extracdes hidroalcodlica e aquosa da mucilagem, cada extracao foi
realizada em cada 500ml de polpa.

Com relagéo aos extratos, na figura 15A, sdo demostradas as fra¢des solaveis
(sobrenadante) e insoluveis da extracdo hidroalcodlica da polpa do fruto e na figura
15 B, a extracdo aquosa. A separacao das solucdes se deu através da filtracao.

Suas sementes também s&o resistentes e podem ser armazenadas de 4 a 6

meses apoés a coleta.

Figura 15: FragBes soluveis e insoluveis da polpa do fruto Ambelania acida em meio hidroalcoolico
A), Fracdes sollveis e insoluveis da polpa do fruto em meio aquoso B).

—
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N

Fonte: Aurora, 2022

Na figura 16 abaixo, apresentamos os extratos filtrados sendo que o rendimento
da porcao hidroalcoolica foi de 600 ml no primeiro dia de extracdo da triplicata, de
500 ml no segundo dia e de 400ml no terceiro dia de coleta, totalizando 1,5I. Apés a

rotaevaporacdo o rendimento foi de 600ml de extrato. Quanto ao extrato aquoso,



49

verificamos que um rendimento total de 250ml obtido somente uma vez apds o

periodo de 24h maceracéao.

Figura 16: Extrato hidroalcoolico filtrado A). Extrato aquoso filtrado B).
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Fonte: Autora, 2022

Em seguida, foi observado uma redugéo consideravel no volume de ambos
os extratos onde o rendimento total de mucilagem através do extrato hidroalcoolico
por triplicata, apds a rotaevaporacéao e a liofilizacao foi de 2,3g a cada 100ml. Quanto
ao extrato aquoso o rendimento de mucilagem foi de 2,21g de cada 100 ml de extrato.

Com isso destacamos que o extrato hidroalcoolico obteve um rendimento maior
gue o aquoso. Os dados foram expostos na tabela 03 abaixo para melhor

compreensao.

Tabela 03 - Rendimento da mucilagem obtida de extrato hidroalcoolico e extrato aquoso da polpa do
pepino do mato

Peso da Quantidade de extrato Total de mucilagem
polpa obtido obtida
(9) (ml) (9)
EAA 500 250 5,52
EHA 500 600 13,8

Fonte: Autora, 2022
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Vale salientar que os rendimentos de mucilagem poderdo sofrer variacdes de
acordo com suas caracteristicas fisicas, jA que o estagio fisiologico dos frutos
influenciara diretamente na sua composicdo. As proporcdes da agua a temperatura
também séo fatores influenciadores no rendimento total de mucilagem (ANDRADE,
2013).

5.3.2 Aspectos dos extratos

Conforme observamos na figura 16, o extrato hidroalcoolico apresentou um
aspecto cristalino de cor amarelo alaranjado vibrante, enquanto o extrato aquoso é
da cor amarelo opaco e turvo.

Apoés 24h, observamos que o extrato hidroalcoolico iniciou um processo de
precipitacdo. Na figura 17 B, observamos um extrato recém coletado no segundo dia
de triplicata, com aspecto cristalino de cor amarela claro vibrante. Ainda na figura 17
B, vemos o0 extrato coletado no dia anterior apresentando varios granulos

precipitados.

Figura 17: Coagulagéo do extrato hidroalcoolico filtrado.

™~

Fonte: Autora, 2022
Apés a rotaevaporacdo e liofilizacdo do extrato hidroalcodlico, o aspecto

resultante é de um aculcar mascavo, porém, ao ser exposto por alguns minutos ao
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ar livre e com o calor do manuseio ele comeca a derreter levemente e fica

aparentando um mel bem pegajoso. Conforme observamos na figura 18.

Figura 18: Mucilagem de EHA obtida ap06s a liofilizacé@o A). Inicio do processo de derretimento
B)

Fonte: Autora, 2022

O extrato aquoso apresenta aspecto de um mel cristalizado que se liquefaz

levemente com manuseio e a exposi¢ao ao ar. Figura 15.

Figura 19: Mucilagem de EAA obtida ap0s a liofilizagao A). Inicio do processo de derretimento

Fonte: Autora, 2022
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Com isso, enfatizamos que este material biolégico apresenta um derretimento

em ambos 0s extratos ao ser exposto a qualquer grau de calor.

5.4 Caracteristicas quimicas

Estdo sendo analisados os seguintes extratos: Extrato etandlico de Ambelania
acida e Extrato aquoso de Ambelania acida, provenientes da mucilagem presentes
no fruto.

As técnicas escolhidas para avaliar o perfil dos extratos a fim de verificar os
principais compostos presentes nos mesmos foram o TPC, FRAP, ORAC, DPPH,

ABTS e o0 HPLC acoplado a espectrometria de massas.

5.4.1 Analises de TPC, FRAP, ORAC, DPPH e ABTS.

Nos organismos vivos entdo presentes inumeros radicais livres, e cada um atua
de forma diferente. Com isso, se torna muito dificil a utilizacdo de apenas um método
para a quantificacdo de antioxidantes nas espécies. Tendo isso em vista, para
verificar o potencial antioxidante do pepino do mato foram realizados anélises de
TPC, FRAP, ORAC, DPPH e ABTS, e os resultados estdo expressos na tabela 03.

Tabela 04 — Resultados das andlises de TPC, FRAP, ORAC, DPPH e ABTS.

FRAP ORAC DPPH ABTS
Amostra TPC (mg (umol (umol (umol (uM
EAG/ g £dp) | FeSO4/g = | Trolox/g = | Trolox/g £ | Trolox/g
dp) dp) dp) + dp)
Extrato
etandlico 164,59 0,733 123,52 1221,76 3460,00
de + + + + +
Ambelania 9,63 0,011 70,02 71,92 385,75
acida
Extrato
72,64 0,483 110,86 674,17 2880,00
aquoso de
Ambelania * v * * *
. 3,32 0,003 70,31 7,64 261,53
acida

Fonte: Autora, 2022



e TPC

As principais fontes de compostos fendlicos sdo as frutas e as plantas, onde se
encontram 0s principais metabolitos secundarios.
inflamatérias e antioxidante capazes de agir no controle de radicais livres, com isso,
€ capaz de prevenir doencas, uma vez que os radicais livres produzidos pelo
organismo. Esses compostos tém funcéo fisioldgica, mas, podem ser produzidos
desordenadamente devido a alguns fatores externos como raios ultravioletas,

poluicdo ambiental, substancias quimicas presentes os alimentos e até mesmo o

estresse. (BIANCHI e ANTUNES, 1999).

Quanto ao pepino do mato, verificamos os resultados das analises do extrato
etandlico revelaram um ndamero maior de TPC que os analisados com extrato

aguoso. Porém, ao serem comparados aos valores de outras frutas populares,

ambos apresentam nuameros significativos.

Tabela 05— Comparacéo de TPC do pepino do mato com algumas frutas tropicais.

Fruta

Pepino do mato
(extrato etandlico)

Pepino do mato
(extrato aquoso)
Macéa

Pera
Acai
Goiaba
Graviola
Maracuja

Caju

TPC (mg EAG/ g £dp) Referéncias
164,59 + 9,63 mg.100g!
Autora, 2022.
72,64 + 3,32 mg.100g!
321+474 mg.100g™
271+408 mg.100g*
136,8 mg.100g™*
83,0 mg.100g*
84,3 mg.100g*
20,0 mg.100g*
159 + 3¢ mg.100g™*

Kuskoskl, 2006.

Possuem atividades anti-
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e FRAP

Em relacéo a atividades oxidativas, € possivel através do método usado, FRAP,
guantificarmos a capacidade de reducéo do complexo Fe(lll)-TPTZ, e de acordo com
a tabela 03, novamente o extrato hidroalcodlico se apresentou um nimero maior que
0 aquoso. Embora os resultados ndo tenham sido expressivos comparado aos

padrbes, ainda assim possuem acdo oxidativa no organismo.

e ABTS

Os resultados das analises da atividade antioxidante pelo método ABTS foram
expressos como capacidade antioxidante total equivalente ao Trolox (valores TEAC).
Constata-se, a partir da tabela 03, que, assim como no teste antioxidante por outros
métodos, o extrato da polpa de pepino do mato apresentou a mais elevada
capacidade antioxidante, com valores TEAC de 3460,00 + 385,75 mM Trolox/g para
os extratos hidroalcodlicos que o aguoso com TEAC de 2880,00 +261,53 mM
Trolox/g.

e ORAC e DPPH

O ORAC é o método que mede a capacidade do antioxidante em sequestrar
radicais peroxil que foram gerados por uma fonte radicalar. J& o DPPH, realiza a
captura do radical DPPH por antioxidantes e desta forma reduz o composto e
consequentemente diminui a Abs da solugdo. Nas analises dos extratos
hidroalcodlico e aquoso do pepino do mato, esses métodos se mostraram eficientes
na quantificacdo dos resultados. Em comparacdo com algumas frutas tropicais,

tabela 05, esses resultados apresentam um potencial relevante.
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Tabela 06 — Comparacéo dos resultados de ORAC e DPPH do pepino do mato com algumas
frutas tropicais.

AMOSTRA ORAC DPPH

PEPINO-DO-MATO | 123,52 +70,02 1.221,76 +71,92
(EEA)
PEPINO-DO-MATO = 110,86 70,31 674,17 + 7,64
(EAA)
BACURI 119 + 102 15 + 1@
TUCUMA 215 + 10° 131+ 9P
CUPUACU 110 + 3¢ 19 + 12
GRAVIOLA 156 + 74 26 + 12
BURITI 82 + Q¢ 19 + 12
UIXI 137 + 10 141 + 5P
ARACA 159 + 12¢ 16 + 12
TAMARINDO 114 + 102 21 + 22
MARACUJA 172 + 6¢ 22 + 22
CARAMBOLA 173 + 12¢ 53 # 5¢
CAMU-CAMU 790 + 45 1.439 + 259
MANA CUBIU 320 + 149 54 + 5¢
ABIU 136 + 112 69 + 2¢
ARACA-BOI 181 + 19 A7 + 4°

5.4.2 Analise de UHPLC-MS

Os extratos foram analisados no espectrometro de massas nas mesmas
condi¢des, com ionizagdo electrospray no modo negativo e positivo. Os codigos das

amostras estao exibidos no Quadro 05 abaixo.
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Quadro 05 — Cddigo das amostras para analise de HPLC.

Cddigo Amostra

5G Extrato etandlico de Ambelania acida
(pepino do mato)
6G Extrato aquoso de Ambelania acida

(pepino do mato)

Com isso, os espectros apresentam dados sobre a composicdo quimica do
pepino do mato.

Amostra 5G — Modo negativo de ionizagao

Figura 20 : Cromatograma da amostra do extrato etanélico de Ambelania acida.
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Figura 21 — Espectro de massas full scan do extrato etandlico de Ambelania acida no modo negativo
de ionizacao.

5G_NEG #30-4300 RT: 0.08-11.00 AV: 1416 NL: 2.65E6
T: FTMS - p ESI Full ms [150.0000-800.0000]
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70
60

50

40

30

20

Amostra 6G — Modo negativo de ionizagao

Figura 22 — Cromatograma da amostra do extrato aquoso de Ambelania acida.
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50
40
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\ 191.02 353.09 21298 /. 35309 187.10 212,98 293.18 =25 .
O e L M e e Ly e e e e e M o e e e e e ey M e e e et e had s Mt s et Mt et e et s et et
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Time (min)



58

Figura 23 — Espectro de massas full scan do extrato aquoso de Ambelania acida no modo negativo

6G_NEG #25-4241 RT: 0.06-11.00 AV: 1454 NL: 3.28E6

T: FTMS - p ESI Full ms [150.0000-800.0000]
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de ionizacao.

Por meio dos cromatogramas e dos espectros de massa realizados por CLAE-

EM foi possivel identificar as estruturas presentes nas tabelas 1 e 2.

Tabela 07 — lons detectados no extrato etandlico de Ambelania acida no modo negativo de ionizag&o.

[on ESI MS2 modo - Substancia Eﬁﬁ)e do Referéncias
169 125 Acido galico - Sun et al., 2007
L - Silva et al., 2019
191 111, 87 Acido citrico - Bastos et al.. 2007
relatado
nas cascas "
Corréa et al., 2023;
245, 205, 203, . ; ;
289 179 Catequina Sena polpa Llorent-Martinez et
Ambelania al., 2017.
duckaei,
) Chisté &
301 257,229 e 185 | Acido elagico | - Mercadante, 2012).
relatado
Acido gaﬁacasoclaz Willems et al.,
353 191, 179 e 173 N POIPA | 5016: Corréa et al.,
clorogénico de 2023)
Ambelania '
duckei,
) Valgimigli et al.,
387 341,179, 161 Sucrose 2012




Tabela 08 — jons detectados no extrato aquoso de Ambelania acidam no modo negativo de

59

ionizagéo.
lon Parte do
ESI | MS2 modo - Substancia fruto Referéncias
169 | 125 Acido galico - Sun et al., 2007
191 | 111, 87 Acido citrico - Silva et al., 2019
o o Chisté &
301 | 257, 229 e 185 | Acido elagico -
Mercadante, 2012.
relatado nas
cascas e na
. . Willems et al., 2016;
353 | 191, 179 e 173 | Acido clorogénico | polpa de
) Corréa et al., 2023
Ambelania
duckei,
Valgimigli et al.,
387 | 341,179, 161 Sucrose -
2012
e fon 169 m/z

O ion 169 m/z foi detectado em ambos os extratos de Ambelania acida e pode

ser associado ao &cido galico. A estrutura foi confirmada pelo fragmento 125 m/z,

observado no espectro, que pode ser associado a perda de CO:z (44 Da) (Sun et al.,

2007).

Figura 24 — Estrutura do acido gélico.

O§ OH

HO
OH

OH
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Figura 25 — Espectro de massa do ion 169 m/z modo negativo de ionizac&o do extrato etandlico de
Ambelania acida.

5G_NEG #8-4211 RT: 0.03-10.84 AV: 62 NL: 6.89E5
T: Average spectrum MS2 168.99 (8-4211)
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Figura 26 — Espectro de massa do ion 169 m/z modo negativo de ioniza¢cdo do extrato aquoso de
Ambelania acida.

6G_NEG #6-4184 RT: 0.02-10.90 AV: 62 NL: 6.33E5
T: Average spectrum MS2 168.99 (6-4184)
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Os AG sao compostos fenolicos sao derivados do metabolismo secundario das

plantas e podem ser encontrados em varias partes do vegetal, a maior porcentagem
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deriva do metabolismo da glicose por diferentes reacdes bioquimicas (SIMOES et
al., 2003). Caracterizam-se pela presenca de um anel benzénico, um agrupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos hidroxila ou metoxila na molécula. (KERRY &
ABBEY, 1997; BRAVO, 1998; CROFT, 1998).

Sédo atribuidas a esses compostos, algumas atividades biolégicas como as
atividades anti-inflamatorias e antibidtica, a protecdo cardiovascular, anticancer e
antioxidante (SALAS, et al.,, 2013) e pode ser eficiente também, na acdo da
citotoxicidade contra uma variedade de tumores celulares (OHNO et al, 1990;).
Inclusive h& estudos que demostram que alguns derivados de acido galico, como os
galatos, podem inibir a cadeia respiratéria do parasita Trypanossoma cruzi
(LETELIER et al 1990).

As principais aplicacdes dos AG se destacam na industria farmacéutica, com
fabricacdo de antibiéticos de amplo espectro como trimetoprima. Porém, h4 também
um emergente foco na area de alimentacdo, pois, no organismo, 0 Mesmo
apresenta-se como um antioxidante e como aditivo em algumas bebidas e alimentos,
evitando a sua oxidacdo (HOCMAN, 1988).

e jon 191 m/z

O ion 191 m/z foi detectado em ambos o0s extratos de Ambelania acida e pode
ser associado ao acido citrico. A estrutura foi confirmada pelo fragmento 111 e 85
m/z, observado no espectro (Silva et al., 2019).

Figura 27 — Estrutura do &cido citrico.
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Figura 28 — Espectro de massa do ion 191 m/z modo negativo de ionizac&o do extrato etandlico de
Ambelania acida.

5G_NEG #10-1987 RT: 0.03-6.10 AV: 39 NL: 5.80E6
T: Average spectrum MS2 190.93 (10-1987)
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Figura 29 — Espectro de massa do ion 191 m/z modo negativo de ionizacdo do extrato aquoso de
Ambelania acida.
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Trata-se de um acido comumente encontrado em frutas, principalmente nas
citricas. No entanto, a maior parte da sua comercializacdo provém da fermentacéo,

sendo a minoria de extragdo dos citrinos. Ele é o responsavel pela acidez de frutas
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citricas. Na industria, o &cido citrico é fabricado pela fermentacéo aerdbica do agucar
bruto (sacarose) ou agucar de milho (dextrose) por uma casta especial de Aspergillus
niger (FIORUCCI, et al, 2002).

E empregado principalmente no setor alimenticio em bebidas carbonatadas e
como conservante de alimentos, e na prevencdo e a proliferagdo de
microorganismos devido ao seu poder antioxidante. E utilizado como estabilizante
nos laticinios; ajuda na manutencdo do pH ideal de doces; realca o sabor dos
refrigerantes; no campo médico, é empregado na fabricacdo de citratos e de sais
\efervescentes (Shreve e Brink, 1980) (FIORUCCI, et al, 2002).

e ion289m/z

O ion 289 m/z foi detectado apenas no extrato etandlico de Ambelania acida e
pode ser associado ao favonoide catequina. A estrutura foi confirmada pelo
fragmento 245, 205, 203 e 179 m/z (Llorent-Martinez et al., 2017). Essa estrutura ja
foi descrita na polpa e nas cascas dos estratos de Ambelania duckei (CORREA et
al., 2023).

Figura 30 — Estrutura da catequina
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Figura 31 — Espectro de massa do ion 289 m/z modo negativo de ionizagdo do extrato etandlico de
Ambelania acida.
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A catequina é um fitonutriente do grupo dos polifendis e apresenta uma forte
acao antioxidante. Inclui em sua composicdo epicatequinas (EC), epicatequinas
gallate (ECG), epigalocatequina (EGC) e epigalocatequina galato (EGCG)
(LAMARAO E FILHO. 2009).

Ha aplicabilidade de catequina na industria farmacéutica devido a reducgéo de
gordura que a mesma apresenta no organismo, alguns tipos com grande eficacia e

outras com um pouco menos acao (SOUZA, et al, 2002).

e Jon 301 m/z

O ion 301 m/z foi detectado em ambos os extratos de Ambelania acida e pode
ser associado ao acido elagico. O espectro de fragmentacdo do ion 301 m/z gerou
os ions 257, 229 e 185; o ion 257 m/z pode ser relacionado a perda do grupo CO:
(44 Da), o ion 229 m/z pode ser associado a perda de CO (28 Da) e o ion 185 m/z
pode ser associado & perda de CO: (44 Da) (SUN et al., 2007; CHISTE &
MERCADANTE, 2012).
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Figura 32 — Estrutura do Acido elagico

. Figura 33 — Espectro de massa do ion 301 m/z modo negativo de ionizag&o do extrato etandlico
de Ambelania acida.
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Figura 34 — Espectro de massa do ion 301 m/z modo negativo de ionizacdo do extrato etandlico de

Ambelania acida (espectro com zoom).
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Figura 35 — Espectro de massa do ion 301 m/z modo negativo de ionizacéo do extrato aquoso de

Ambelania acida.
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Figura 36 — Espectro de massa do ion 301 m/z modo negativo de ionizagdo do extrato aquoso de

Ambelania acida (espectro com zoom).
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O &cido elagico é um bifenol do grupo dos taninos hidrolisaveis, sendo uma

molécula plana com quatro grupos hidroxila e dois grupos lactona (BARCH et al.,

1996).

O AE e formado espontaneamente da lactonizagdo do &acido
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hexahidroxidifénico liberado através da hidrélise sofrida pelos elagitaninos. (BATE-
SMITH, 1972, HANDIQUE et al., 2002; HAKKINEN et al, 2000).

A acdo do AE foi observada em estudos que apontaram atividades
antimutagénica, anticarcinogénica e antioxidante in vivo e in vitro (TAKAGI et al.,
1995; KHANDUJA et al.,, 1999). Esse acido se mostrou capaz de minimizar
significativamente a inducdo de células cancerigenas, além de possuir efeito

anticarcinogénico e antimutagénico a alguns carcindgenos (SZAEFER et al., 2003).

e Jon 353 m/z

O ion 353 m/z pode ser associado ao acido clorogénico que ja foi relatado nas
cascas e na polpa de Ambelania duckei, sendo encontrada majoritariamente na
polpa. O espectro de fragmentacdo do ion 353 m/z gerou os ions 191, 179 e 173; o
ion 191 m/z pode ser relacionado ao &cido quinico, gerado pela quebra da ligacao
éster, que € o ion mais abundante para os isdbmeros de acido clorogénico. O ion 173
m/z pode ser associado a perda do grupo H20 (18 Da) do acido quinico. O ion 179
m/z pode ser associado ao acido cafeico (WILLEMS et al., 2016; CORREA et al.,
2023).

Figura 37 — Estrutura do acido clorogénico.
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Figura 38 — Espectro de massa do ion 353 m/z modo negativo de ionizac&o do extrato etandlico de
Ambelania acida.
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Figura 39 — Espectro de massa do ion 353 m/z modo negativo de ionizagdo do extrato aquoso de
Ambelania acida.
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O &cido clorogénico, € um composto fitoquimico derivado da interacdo entre o

cloreto férrico e o &cido cafeico. O ACG apresenta beneficios na regulagdo da
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glicemia, do colesterol, no controle da presséao arterial. (GARAMBONE e ROSA,
2007).

De acordo com Caranbone e Rosa (2007), os acidos clorogénicos incluem-se
entre os mais encontrados em alimentos como café, frutas citricas, frutas silvestres,

entre outras. O mais comum dos acidos clorogénicos e o mais estudado dos fendis
dietéticos biologicamente ativos € o 5-cafeolquinico.

e fon 387m/z

O ion 387 m/z pode ser associado ao aduto da sucrose [M+ HCOOQ], que € um
acucar presente nas frutas, destacando-se por ser 0 pico mais abundante nos
cromatogramas do extrato etandlico e aquoso. O espectro de fragmentacdo ms2 do
ion 387 m/z gerou os ions 341, 179 e 161; o ion 341 m/z pode ser relacionado ao

ion da sucrose apods a perda do aduto (46 Da); os ions 179 e 161 s&o caracteristicos
da clivagem da sucrose (VALGIMIGLLI, et al., 2012).

Figura 40 — Estrutura da sucrose.
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Figura 41 — Espectro de massa do ion 387 m/z modo negativo de ionizacdo do extrato etandlico de
Ambelania acida (espectro com zoom).
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Figura 42— Espectro de massa do ion 387 m/z modo negativo de ionizagao do extrato aquoso de
Ambelania acida (espectro com zoom).
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A sucrose ou sacarose, é um dissacarideo hidrossoluvel resultante da ligacao
glicosidica de dois monossacarideos, ele controla alguns processos metabolicos das
plantas. A sacarose pode estimular os genes que codificam a ADP-glicose
pirofosforilase (AGPase), a amido sintase | ligada aos granulos e a UDP-glicose
pirofosforilase e promove a inducéo floral em inUmeras espécies. Influencia varios
processos de crescimento, como a divisdo celular, sinteses ribossémicas, entre
outros. (YOON, et. al, 2020).

Esse dissacarideo, conhecido como agucar de mesa, pode se apresentar como
acucar refinado, cristal, mascavo, acucar de confeiteiro, invertido e liquido. Ele é

extraido principalmente na cana e na beterraba. (CORDEIRO, et. al., 2022).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

E notdrio que os avancgos tecnolégicos se destacam em varios setores da
sociedade, havendo a necessidade acompanha-la as pesquisas na area da ciéncia
vém sendo intensificadas seja na area dos cosméticos, da farmacologia, da medicina
ou até mesmo na industria de alimentos.

Em relacdo a Ambelania acida, enfatizamos que, por meio dos resultados
dessa investigacao, foi possivel obter informac6es sobre as caracteristicas fisicas e
botanicas do mesmo e a partir dos dados analisados neste trabalho concluimos que
0 pepineiro do mato é de facil adaptacdo, podendo ser cultivado em todos 0s
periodos do ano. Sendo a sua primeira frutificacdo dois anos apds o plantio e
permanecendo com sua producao de frutos o ano inteiro, os estudos e exploragéo
do potencial biolégico do pepino do mato podem ser considerados vantajosos.

Quanto a avaliacdo quimica, através da avaliacdo dos resultados conclui-se
gue esse fruto apresenta uma concentracdo de fendis totais com potencial
antioxidante, apresentando valores de substancias relevantes como Acido galico,
Acido citrico, Catequina, Acido elagico, Acido clorogénico, Sucrose, entre outras que
séo considerados bioativos e podendo ser usadas na producdo de cosméticos.

Ha também componentes importantes que, atualmente estdo em foco na area
farmacéutica, podendo ser exploradas como matéria prima. Destacamos inclusive,
gue o consumo da polpa pode ser realizado na forma in natura do fruto ou como
suplemento alimentar, visto que, 0 mesmo possui em sua composi¢cado valor
nutricional.

Enfim, a Ambelania acida apresenta um potencial consideravel que merece
investigacdes mais aprofundadas. Investimentos em pesquisas sao formas
sistematizadas, podem assegurar o futuro da ciéncia, identificando as fontes
emergentes de matéria prima com potencial biotecnolégico que, provavelmente,

produzirdo os maiores beneficios econémicos e sociais.
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