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RESUMO

A busca por alimentos mais saudaveis, com maior valor nutricional e consequentemente
maiores beneficios a salde a longo prazo é o que impulsionam os consumidores a adotarem um
novo estilo de vida e mudancas de habitos, principalmente na alimentagdo. Estudos apontam
que alimentos ricos em compostos bioativos tém gerado grande interesse de consumo por terem
um elevado teor de compostos antioxidantes, polifendis, antocianinas etc. Sendo estes, agentes
fisiolbégicos como nos mecanismos de acdo, diminuindo o surgimento de doencas cronicas ndo
transmissiveis (como cancer e doengas cardiovasculares), atuando também na estimulagédo do
sistema imune, reduzindo o surgimento de diversas comorbidades. Os frutos amazonicos
apresentam um alto teor desses compostos em sua composic¢ao nutricional, gerando assim um
aumento na procura destes para uma dieta mais saudavel que poderiam fazer parte do consumo
diério, porém a maioria sdo poucos conhecidos e explorados economicamente na regido. Neste
sentido, as plantas alimenticias ndo convencionais (PANC) representam uma importante
alternativa para uma alimentacdo mais equilibrada e mais saudavel alem de fornecer compostos
bioativos que atuam na prevencao e no tratamento de diversas doencas. Portanto, esta pesquisa
teve como objetivo a caracterizagcdo quimica de extratos hidrometandlicos das espécies
Clidemia hirta e Clidemia japurensis, conhecidos popularmente na regido amazdnica como
buxixus, e a Pourouma cecropiifolia Mart, a uva-da-amazénia. Foram analisadas a composicao
centesimal e as propriedades fisico-quimica dos frutos, bem como a avalia¢do das propriedades
antioxidantes e a identificacdo dos compostos fendlicos e oligossacarideos presentes nos
extratos hidrometandlicos. Os resultados obtidos permitiram concluir a caracterizacao fisico-
quimicas dos frutos, a caracterizacdo quimica dos extratos hidrometandlicos dos frutos, bem
como, suas propriedades antioxidantes e a identificacdo de compostos fendlicos, flavonoides,
antocianinas, e a presenca de agUcares redutores e ndo redutores. Com este estudo espera-se
disseminar informagdes que aumentem a valorizagdo da biodiversidade de PANC brasileiras
para o conhecimento do seu potencial tecnoldgico assim também, 0 seu consumo como uma
fonte nutricional mais adequada para incrementar o cardapio alimentar diario e para fornecer
subsidios a pesquisas futuras que visem a sua aplicagdo como ingrediente funcional em

produtos alimenticios.

Palavras-chave: Clidemia hirta, Clidemia japurensis, Pourouma cecropiifolia, caracterizagao

quimica, compostos bioativos, PANC.



ABSTRACT

The search for healthier foods, with greater nutritional value and, consequently, greater long-
term health benefits is what drives consumers to adopt a new lifestyle and changes in habits,
especially in food. Studies indicate that foods rich in bioactive compounds have generated great
interest in consumption because they have a high content of antioxidant compounds,
polyphenols, anthocyanins etc. These are physiological agents as well as mechanisms of action,
reducing the emergence of non-communicable chronic diseases (such as cancer and
cardiovascular diseases), also acting in the stimulation of the immune system, reducing the
emergence of several comorbidities. Amazonian fruits have a high content of these compounds
in their nutritional composition, thus generating an increase in the demand for these for a
healthier diet that could be part of daily consumption, but most are little known and
economically exploited in the region. In this sense, unconventional food plants (PANC)
represent an important alternative for a more balanced and healthier diet, in addition to
providing bioactive compounds that act in the prevention and treatment of various diseases.
Therefore, this research aimed at the chemical characterization of hydromethanolic extracts of
the species Clidemia hirta and Clidemia japurensis, popularly known in the Amazon region as
buxixus, and Pourouma cecropiifolia Mart, the Amazonian grape. The proximate composition
and the physicochemical properties of the fruits were analyzed, as well as the evaluation of the
antioxidant properties and the identification of the phenolic compounds and oligosaccharides
present in the hydromethanolic extracts. The results obtained allowed concluding the
physicochemical characterization of the fruits, the chemical characterization of the methanolic
extracts of the fruits, as well as their antioxidant properties and the identification of phenolic
compounds, flavonoids, anthocyanins, and the presence of reducing and non-reducing sugars.
With this study it is expected to disseminate information that increases the appreciation of the
biodiversity of Brazilian PANC for the knowledge of its technological potential as well as its
consumption as a more adequate nutritional source to increase the daily food menu and to
provide subsidies for future research that aimed at its application as a functional ingredient in

food products.

Keywords: Clidemia hirta, Clidemia japurensis, Pourouma cecropiifolia, chemical

characterization, bioactive compounds, PANC.
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1 INTRODUCAO

As frutas brasileiras tém despertado grande interesse na comunidade cientifica por
serem consideradas boas fontes de compostos bioativose poderem contribuir para a
manutencio da salde (ARAUJO; ALVARENGA, 2011). No Brasil, diversas frutas ricas em
compostos fendlicos podem ser uma fonte promissora para a descoberta de extratos ricos em
compostos bioativos. No entanto, algumas dessas plantas e seu potencial de bioatividade
permanecem desconhecidos e, portanto, raramente sdo incluidas na dieta diaria (INFANTE et
al., 2016).

A regido amazénica é conhecida pela rica biodiversidade de espécies frutiferas
contendo grandes quantidades de compostos bioativos. As propriedades antioxidantes das frutas
tropicais dependem da concentracdo de vitaminas C e E, além de carotenoides, flavonoides e
outros polifenois (BATAGLION et al., 2015; UEKANE et al., 2017).

As Plantas Alimenticias Ndo Convencionais (PANC) sdo muitas vezes chamadas de
matos, ervas daninhas (incos), ou plantas invasoras. Muitas crescem em areas de producao
agricola comercial, podendo causar competicdo com as espécies cultivadas. Muitas possuem
potencial alimenticio ainda desconhecido pela maior parte da populacédo (KINUPP; BARROS,
2010; KINUPP; LORENZI, 2014).

A Clidemia hirta (L.) D. Don e Clidemia japurensis DC. (popularmente conhecidas
como buxixus no Brasil) sdo arbustos da familia Melastomataceae com bagas ovais de tamanho
de 4-5 mm (KINUPP; LORENZI, 2014). Os frutos maduros da familia Melastomataceae sdo
ricos em antocianinas, importantes compostos nutracéuticos. E, ainda, é rica em vitamina A, C,
B1, B2, E e K, além de cobre, cromo, manganés, zinco e ferro (CAMARGO, 2008).

Entre os 12 compostos identificados em Clidemia hirta e C. japurensis destacam-se a
presenca de acidos organicos, agucares, flavanoides e antocianinas (MAR et al., 2020).

O mapati (Pourouma cecropiifolia Mart), € também conhecido como cucurd, puruma
e uva-da-Amazonia, trata-se de uma arvore pertencente a familia Urticaceae (antiga
Cecropiaceae) que apresenta frutos de 2 a 4 cm de diametro, com polpa sucoso-mucilaginosa,
doce ou acidulada. E cultivada na regido amazonica para producéo de frutos consumidos in
natura (KINUPP; LORENZI, 2014).

A avaliacdo do contetdo fendlico de diferentes frutas consumidas no Brasil tem sido
objeto de diversos trabalhos nos dltimos anos (SILVA et al., 2014). Tais estudos empregam
metodologias tradicionais baseadas em abordagens colorimétricas suportadas por medi¢oes
espectroscopicas (ALOTHMAN; BHAT; KARIM, 2009; LIM; LIM; TEE, 2007).


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/bioactive-compound
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Caracterizacdo adicional de quais compostos estdo possivelmente respondendo para as
atividades registradas sdo alcangadas principalmente usando técnicas de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) (BYSTROM et al., 2008; MERTZ et al., 2009).

E as técnicas analiticas modernas, como Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e
Espectrometria de Massa (MS), tém sido empregadas para avaliar perfis quimicos qualitativos
e quantitativos de amostras complexas (por exemplo, sucos e vinhos). Além disso, essas
técnicas tém sido utilizadas para monitorar o processo de fermentacdo (MARSHALL;
POWERS, 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

O objetivo principal deste trabalho € a caracterizagdo quimica de extratos
hidrometandlicos de buxixu (Clidemia hirta, Clidemia japurensis) e mapati (Pourouma

cecropiifolia Mart).

2.2 Especificos

Analisar a composicéo centesimal e as propriedades fisico-quimica dos frutos.

Avaliar as propriedades antioxidantes dos extratos hidrometandlicos.

Identificagdo e quantificacdo dos compostos fenolicos e oligossacarideos presentes nos
extratos.

Caracterizar a quimica de Clidemia hirta, C. japurensis e Pourouma cecropiifolia
Mart, por RMN, HRMS e HPLC.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANC)

A diversidade vegetal colabora na diversidade alimentar, sendo fonte de vitaminas,
sais minerais, diversos acgucares e fibras, composto fendlicos, nutrientes essenciais para a
manutencdo da saude do organismo. Assim, valorizar aquelas espécies vegetais que estdo
préximas das residéncias e propriedades, bem ao seu alcance, € uma 6tima alternativa alimentar
(BIONDO et al., 2018). A definicdo de alimentacdo muda de acordo com o conhecimento da
populacdo sobre alimentacdo saudavel e seus beneficios. A procura por um estilo de vida
saudavel tende a levar as pessoas a buscarem diferentes formas de alimentacdo, levando em
consideracdo a funcionalidade e sustentabilidade. Diante disso, sdo perceptiveis mudancas
profundas nas ultimas décadas, levando o individuo ao retorno a vida natural (FERREIRA et
al., 2012). Neste contexto inclui-se as plantas alimenticias ndo convencionais (PANC), recursos
alimentares ndo convencionais que, quando presentes na alimentacdo, contribuem para a
autonomia das familias e garantem soberania e seguranca alimentar e nutricional (DE
OLIVEIRA; LUDWIG, 2021).

O termo PANC (Planta Alimenticia Ndo Convencional) foi criado em 2008 pelo
Bidlogo e Professor Valdely Ferreira Kinupp (KELEN, 2015). As plantas alimenticias ndo
convencionais (PANC) sdo plantas tipicas de determinadas regides, com crescimento
espontaneo, habitualmente cultivadas na agricultura familiar de povos mais tradicionais, para
consumo proéprio, na maioria das vezes, sem fins comerciais (DA SILVA LIBERATO; DE
LIMA; DA SILVA, 2019). Entre as PANC também se encontram as hortalicas e legumes,
algum cultivo que é tido como comum em uma regidao pode ndo ser em outra, isso significa que
o termo PANC pode ser utilizado para o que € tido como ndo convencional em uma regido
(KINUPP; LORENZI, 2014).

As PANCs poderiam fazer parte do cardapio de consumo diario. Porém, a falta de
conhecimento dos populares leva a caracterizacdo dessas plantas como ervas daninhas, podendo
ser facilmente encontradas na natureza, tidas como mato e ignoradas(DA SILVA LIBERATO,;
DE LIMA,; DA SILVA, 2019).

Por isso, 0 aumento do consumo das PANC pode favorecer a melhora da condicao
nutricional de individuos desfavorecidos economicamente nas areas urbanas e rurais, em
diferentes regides do Brasil (JESUS et al., 2020). Os agricultores podem utilizar as PANC para

aproveitamento de areas consideradas improdutivas, por terem condi¢fes sazonais diferentes,
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0 que ird aumentar a oferta de alimento durante todo o ano. Essas plantas sdo mais resistentes
as condicdes ambientais locais, como excesso de chuvas e ondas de calor ou frio (LUCIANA
etal., 2017; TERRA; VIERA, 2019).

Estudos apontam o possivel desenvolvimento de tecnologias para o consumo de
PANC, como uma forma de desenvolvimento sustentavel, reduzindo o desperdicio de
alimentos, aumentando o combate a fome e ampliando a obtencdo de produtos funcionais
(KINUPP; BARROS, 2010; KINUPP; LORENZI, 2014).

3.2 Buxixus (Clidemia hirta e Clidemia japurensis)

O atual mercado consumidor tem buscado alimentos que contenham gquantidade
significativa de compostos antioxidantes. Frutos com alto teor de substancias bioativas sdo
amplamente encontrados na floresta amaz6nica, e a maioria deles é pouco estudada.

Clidemia hirta e Clidemia japurensis sdo arbustos da familia Melastomataceae com
bagas ovais de cerca de 4-5 mm e seus frutos de coloracdo roxa com polpa suculenta adocicada
sdo comestiveis in natura (ALARA; ABDURAHMAN; UKAEGBU, 2021)(KINUPP;
LORENZI, 2014). As espécies de Melastomataceae possuem uma variedade de compostos
bioativos que incluem compostos fendlicos e polifendis (OCAMPO SERNA,; ISAZA
MARTINEZ, 2015). C. hirta forma um arbusto perene densamente ramificado com até 5 m de
altura, mas normalmente entre 0,5 e 3 m. Em &reas ventosas, ele € escalonado e tem menos de
1 m de altura. As folhas opostas (até 15 cm de comprimento e 8 cm de largura) tém nervuras
proeminentes e sdo verdes escuras. A maioria das partes das plantas, incluindo caules, folhas e
calice, sdo peludas. As flores, com 0,5-1 cm de didmetro, tém pétalas brancas ou rosa e nascem
em pedicelos curtos em cimas axilares ou terminais de 6-20 flores. Os frutos (bagas) nascem
em cachos e mudam de verde para preto-azulado ou purpura profundo a medida que
amadurecem (COLLEN; WICKENS; DANIELE, 1975; FRANCIS, 2004; MUNE; PARHAM,
1967). Foram confirmadas em C. hirta e C. japurensis a presenca de &cidos organicos, agucares,
flavanol, flavan-3-ols e derivados de antocianinas, como o acido galico, a quercitrina,
delfinidina-3-O-rutinosideo-5-pentosideo e cianidina-3-O-rutinosideo-5-glucosideo (MAR et
al., 2020).
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Figura 2. Clidemia japurensis, fonte: Débora Castro (Arquivo pessoal)

3.3 Mapati, a uva-da-amazénia (Pourouma cecropiifolia Mart)

O mapati é a Unica espécie do género Pourouma (Moraceae) cultivada em larga escala,
em diversos paises, para uso dos frutos como alimento.

Trata-se de uma fruteira muito cultivada pelos habitantes da Amazénia Ocidental, nos
Estados do Amazonas (Manaus, Benjamim Constante e Sdo Gabriel da Cachoeira) e Acre, nas
fronteiras com a Colémbia (Leticia) e o Peru, sendo muito abundante nos arredores de lquitos.
Os frutos podem ser encontrados também no sul da Bahia (IIhéus, Itabuna, Mucuri) onde sdo
vendidos em feiras livres como uva-da-mata. De rapido crescimento, essa fruteira inicia a
producdo de frutos com cerca de 3 anos. Em Manaus, é encontrada nas feiras, nos primeiros
meses do ano, sob a designacao popular de mapati. E também comumente cultivada em aldeias
indigenas e sdo varios 0s nomes populares empregados para esta espécie: uva-de-monte e uvilla
na parte amazdnica da Colémbia e Peru; uva-caimarona na area do Putumayo, na Colémbia;

caimaron e caimurro, nos planaltos da Colémbia e Venezuela; cucura, imbaldba-mansa,
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imbalba-de-vinho, puruma e mapati, na Amazonia brasileira (BERG; AKKERMANS; VAN
HEUSDEN, 1990; FALCAO; LLERAS, 1980; SCHULTES, 1977).

O extrato dos frutos de P. cecropiifolia é rico em antocianinas glicopiranosideo como
delfinidina-3-O-B-glicopiranosideo, cianidina-3-O-B-glicopiranosideo e cianidina-3-O-(6” -
malonil) bem como derivados de quercetina (BARRIOS et al., 2010). A polpa dos frutos
apresentou glicose e frutose como agulcares predominantes, pH 4,87 e SST de 10° Brix. Dentre
0s constituintes volateis do fruto do mapati, destacam-se salicilato de metila (6,01%) e
monoterpenos oxigenados (LOPES et al., 1999). O contetdo de polifendis totais foi maior na
casca do que na polpa, sendo que na polpa foi encontrado principalmente o &cido 5-O-
cafeoilquinico e como flavonol principal, a rutina. O mapati € uma espécie pioneira de
crescimento rapido e que mesmo plantada a partir de semente comeca a produzir cerca de

apenas dois apds o plantio a campo (LOPES-LUTZ et al., 2010).

Figura 3. Pourouma cecropiifolia (em estagios diferentes de maturagéo), fonte: Débora Castro

(Arquivo pessoal)
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4 PRINCIPAIS COMPOSTOS BIOATIVOS DE FRUTOS AMAZONICOS

4.1 Carotenoides

Os carotenoides sdo pigmentos naturais com caracteristicas bioativas, encontrados
principalmente na forma de uma cadeia principal de hidrocarbonetos C40. Um total de 850
compostos foram descritos como ocorrendo naturalmente até 2018. Os carotenoides
costumavam ser categorizados em apenas dois grupos principais com base em suas estruturas
quimicas, carotenos ou carotenoides de hidrocarbonetos puros (ou seja, licopeno, a-caroteno e
[-caroteno) e xantofilas ou carotenoides oxigenados, como neoxantina, anteraxantina,
zeaxantina, luteina e violaxantina (NGAMWONGLUMLERT et al., 2020).

Os carotenoides consistem basicamente em um C40-esqueleto de hidrocarbonetos.
Embora mais de 750 formas de carotenoides tenham sido encontradas e isoladas de varias fontes
naturais, os compostos foram divididos em apenas dois grupos principais com base em suas
estruturas: (a) carotenos ou carotenoides de hidrocarbonetos puros, por exemplo, licopeno, -
caroteno e -caroteno e (b) xantofilas ou carotenoides oxigenados, por exemplo, anteraxantina,
luteina, neoxantina, violaxantina e zeaxantina (BRAZAITYTE et al., 2015;
NGAMWONGLUMLERT; DEVAHASTIN; CHIEWCHAN, 2017). Licopeno-caroteno,
luteina e zeaxantina s@o 0s principais carotenoides que sdo encontrados principalmente nos
alimentos. Em alguns paises, os carotenoides extraidos de fontes vegetais também sdo usados
nas industrias alimenticia, nutracéutica e farmacolégica como corantes naturais
(NGAMWONGLUMLERT; DEVAHASTIN; CHIEWCHAN, 2017).

Os carotenoides sdo pigmentos tetraterpénicos naturais com caracteristicas lipofilicas,
compreendendo mais de 750 compostos responsaveis principalmente pela cor laranja, amarela
e/ou vermelha das plantas, mas também podem ser bioacumulados em animais e sintetizados
por microrganismos e alguns artropodes como hemipteros (pulgdes, adelgids, filosxerideos)
(MAOKA, 2020; RODRIGUEZ-CONCEPCION et al., 2018).

4.2 Compostos Fenolicos

Os compostos fendlicos sdo antioxidantes naturais que compreendem uma classe
complexa de mais de 8.000 compostos (DA SILVA; DIAS; KOBLITZ, 2021). O consumo de
compostos fendlicos tem sido associado a varios beneficios para a salde humana, ou seja,

melhora do sistema inflamatorio, menor risco de desenvolver doencas cardiovasculares,
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incluindo doenca cardiaca coronéria, ataques cardiacos, derrames, hipertensdo, diabetes,
obesidade e menores riscos de cancer (DURAZZO et al., 2019).

Os compostos fenolicos sdo metabdlitos secundarios de plantas produzidos a partir da
via do fenil propanoide ou do chiquimato (SIM et al., 2019). Sdo compostos constituidos por
um Unico ou mais anéis aromaticos acoplados a um ou mais grupos hidroxila, conforme
apresentado em (ALARA; ABDURAHMAN; UKAEGBU, 2021).

4.3 Flavonoides

O flavonoide vegetal € uma das subclasses de fendlicos na regulacdo das fungdes
fisioldgicas das plantas. Os flavonoides compreendem um grande grupo de polifendis
caracterizados por uma estrutura benzo-y-pirona, e sdo amplamente encontrados em vegetais e
frutas. Por exemplo, os flavonoides sdo comumente encontrados em frutas como bagas, repolho
roxo, cha, chocolate amargo e outros. Os flavonoides vegetais sdo 0s principais responsaveis
pela cor, sabor, prevencdo da oxidacdo da gordura, protecdo enzimatica e propriedades
fisioldgicas antiestresse (KOPUSTINSKIENE et al., 2020). A propriedade quimica dos
flavonoides depende em grande parte de suas estruturas e do grau de polimerizagdo. A
distribuicdo de flavonoides nas plantas depende de varios fatores, incluindo variacdo e grau de
exposicdo a luz. Existem mais de 5.000 flavonoides identificados até o momento
(BAKOYIANNIS et al., 2019). Os flavonoides sdo encontrados em abundancia nas plantas e
categorizados como fitocompostos de baixo peso molecular (RENGARAJAN,;
MELANATHURU; GOVINDASAMY, 2020). Os flavonoides também sdo o0s principais
fitoquimicos consumidos como suplemento para a saide humana (ALARA; ABDURAHMAN;
UKAEGBU, 2021). Os flavonoides sdo frequentemente relatados em estudos in vivo e in vitro
por exibirem atividades de promocéo a saude. Atividades como antioxidantes (DONG et al.,
2021; NURCHOLIS; NUR; HUSNAWATI, 2021), anti-inflamatdrio (SILVA et al., 2021) e
atividades antimicrobianas (OTHMAN et al., 2021).

4.4 Antocianinas

As antocianinas, de origem grega anthos, uma flor e kyanos, azul escuro, € um
conhecido grupo de corantes vegetais, sendo o mais importante apés a clorofila (BRIDLE;
TIMBERLAKE, 1997). As antocianinas sdo consideradas o maior grupo de pigmentos sollveis
em agua do reino vegetal (TEXEIRA; STRINGHETA,; OLIVEIRA, 2008).
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As antocianinas sdo pigmentos instaveis, por tratar-se de um cation flavinium muito
reativo, com maior estabilidade em condicdes &cidas e capazes de se complexarem com ions
metalicos. Dessa forma, as antocianinas conseguem se aderir a macromoléculas, como as
proteinas e os polissacarideos, e atuar como antioxidante (ARCE SAAVEDRA et al., 2016;
FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010)

As antocianinas sao polifendis que fazem parte do grupo dos flavonoides, constituidas
por duas ou trés fragdes: uma aglicona (antocianidina), uma parte glicosidica e, com certa
frequéncia, um &cido organico. Antocianidinas livres sdo raramente encontradas nos vegetais,
estando comumente glicosilada, o que estabiliza a molécula, o aglcar pode estar ligado em
diferentes posicGes da molécula (EREDIA; ORALES; SORIO, 2010).

Outra caracteristica quimica importante das antocianinas € a sensibilidade ao pH do
meio, que afeta a cor e a estabilidade das antocianinas (FAVARO, 2008). Em meio &cido, as
antocianinas apresentam coloracdo vermelho intenso, que diminui com o aumento do pH. Em
pH neutro apresenta-se incolor, devido a estrutura carbinol. Em meio alcalino, a coloragdo varia
de violeta (pH 6,5-8) a azul (pH 9-12), porém sdo estruturas com menor estabilidade. Em meios
fortemente alcalinos (pH 13-14), as antocianinas assumem a coloracdo amarela, resultante da
ruptura do anel heterociclico e formacgdo das chalconas, sendo um processo irreversivel
(TERCI; ROSSI, 2002).

4.5 Acido Ascorbico

A vitamina C é uma substancia com alta atividade antioxidante que induz a inativacdo
de radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio e nitrogénio que causam danos
oxidativos a moléculas como lipidios e DNA (SILVEIRA, 2019).

A vitamina C é um dos compostos mais importantes presentes nos alimentos. Ambos,
0 &cido ascorbico (L-AA) gue sdo antioxidantes sollveis em &gua e seu produto de oxidagéo, 0
acido desidroascorbico (DHAA), possuem atividade de vitamina C (EITENMILLER; YE;
LANDEN JR, 2008; JOHNSTON; STEINBERG; RUCKER, 2007). Como nutriente, a
vitamina C promove o desenvolvimento e manutengéo do organismo, atuando na producdo de
colageno, cicatrizagdo de feridas, absorcao de ferro, reducdo da suscetibilidade a infecgbes. As
principais fontes de vitamina C sdo frutas e vegetais (CUNHA et al., 2014).

Além disso, participa de muitas fung¢bes bioquimicas, como a absor¢do de ferro, a
sintese de colageno e hormonios (DA FONSECA ANTUNES et al., 2017). Concebe-se que 0
acido ascérbico possui um papel significativo no sistema imunoldgico e na dieta na prevencao

de doencas degenerativas comuns, incluindo céancer, doencas cardiovasculares, catarata
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(CARVALHO et al., 2015), arteriosclerose e a aparéncia do envelhecimento (DA FONSECA
ANTUNES et al., 2017). O corpo humano néo pode sintetizar o &cido ascérbico, portanto, faz-
se necessario obté-lo a partir de alimentos que o possuem (HANAMURA; UCHIDA; AOKI,
2008; MARIANO-NASSER et al., 2017). Por ser encontrado em frutas apresenta melhor
absor¢do pelo organismo em relacdo ao comparado com sua forma sintética (DE ASSIS;
FORATO; BRITTO, 2008).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Coleta do material botanico

As amostras de buxixus e de mapati foram adquiridas no Sitio PANC localizado em:
Estrada do Brasileirinho, n® 4960, km 6, bairro: Distrito Industrial 11, CEP- 69075848, no
municipio de Manaus-Am.

Identificacdo dos frutos no SISGEN: Pourouma cecropiifolia - EAFM 5967, Clidemia
hirta — EAFM 6557, Clidemia japurensis — EAFM 235.

5.2 Analises fisico-quimicas e composicédo centesimal
5.2.1 Andlises de pH, solidos soluveis e acidez total titulavel

pH

Foram pesados cerca de 3 g da amostra em um béquer e diluidos com auxilio de 100
mL de agua. O conteudo foi agitado até as particulas ficarem uniformemente suspensas. O pH
foi determinado com um aparelho previamente calibrado e operado conforme as instrucdes do
manual do fabricante (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Solidos soluveis

Os sélidos soluveis foram determinados por um refratdbmetro digital utilizando 5 gotas
do sumo dos frutos. Essa anélise foi realizada em triplicata e seu resultado expresso em °Brix
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Acidez titulavel

Cerca de 3 g da amostra foram pesadas e diluidas em frasco Erlenmeyer com 100 mL
de agua, em seguida foram adicionadas 3 gotas de solucdo de fenolftaleina. A solucéo foi

titulada com hidroxido de sédio 0,1 M sob agitacdo constante, até atingir coloracdo rdsea
persistente por 30 segundos (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).
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Vxf+M=*100

acidez em mL de solucdo M por cento = >

V = n° de mL da solucdo de hidréxido de sddio gasto na titulacdo; f = fator de correcdo da
solugdo de hidroxido de sodio; P = massa da amostra em g ou volume pipetado em mL; M =

molaridade da solucdo de hidréxido de sédio.

5.2.2 Composicao centesimal

Umidade

Pesou-se cerca de 2 g da amostra fresca em capsula de porcelana, previamente tarada.
Aqueceu-se em estufa a 105°C por 3 horas. Resfriou-se em dessecador até a temperatura
ambiente. Pesou-se e repetiu-se a operacdo de aquecimento e resfriamento até obtencao de peso
constante (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Cinzas por incineragéo

Pesou-se 5 g da amostra em uma capsula, previamente aquecida em mufla a 550°C,
resfriada em dessecador até a temperatura ambiente e pesada. Adicionou-se a amostra na mufla
a 550°C para incineracdo até obtencgdo de cinzas. Resfriou-se em dessecador até a temperatura
ambiente e foi pesada. Repetiu-se as operacOes de aquecimento e resfriamento até peso
constante (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Proteinas (Método de Kjeldahl classico)

Foram pesados cerca de 0,2 g da amostra em vidro de rel6gio. A amostra foi transferida
para o baldo de Kjeldahl e adicionados 5 mL de acido sulfurico e cerca de 1,2 g de mistura
catalitica. A solugdo foi digerida na capela, apos a solucéo se tornar azul-esverdeada e livre de
material ndo digerido aqueceu-se por mais uma hora e em seguida esfriou-se. O material foi
transferido quantitativamente para um frasco de destilacdo. Foram adicionadas 2 gotas de
fenolftaleina e 0,2 g de zinco em pd. O frasco foi ligado imediatamente ao sistema destilador
de nitrogénio. A extremidade afilada do condensador foi mergulhada em 5 mL de acido
sulfarico 0,05 M, contido em frasco Erlenmeyer com 1 gota de vermelho de metila. Foram
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adicionados ao frasco que contém a amostra digerida 5 mL de solugdo de hidroxido de sodio a
30%. A destilacdo prosseguiu até obtencdo de 50 mL do destilado. O excesso de acido sulfrico
0,05 M foi titulado com solucéo de hidroxido de sédio 0,1 M (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
2008).

Lipideos

Pesou-se 2 g da amostra em papel de filtro que posteriormente foi amarrado com fio
de 1& desengordurado. Transferiu-se o papel de filtro amarrado para o aparelho extrator tipo
Soxhlet, acoplado ao bal&o de fundo chato previamente tarado a 105°C. Adicionado hexano em
quantidade suficiente para um Soxhlet. O sistema foi mantido sob aquecimento em chapa
elétrica a extracdo continua por 8 h (quatro a cinco gotas por segundo). Apds este tempo, 0
papel de filtro amarrado foi retirado e o hexano destilado. Transferiu-se o baldo com o residuo
extraido para uma estufa a 105°C, e mantido por cerca de uma hora. Em seguida foi resfriado
em dessecador até a temperatura ambiente. Realizou-se a pesagem. As operacOes de
aquecimento por 30 minutos na estufa e resfriamento foram repetidas até peso constante (no
maximo 2 h) (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Carboidratos

Os carboidratos totais foram determinados por diferenca: Carboidratos = 100 — (%
Umidade + % Cinzas + % Proteinas + % Lipideos).

As analises foram realizadas em triplicata.
5.3 Anélise de cor

A analise de cor foi realizada pela leitura direta das coordenadas L*, a* e b* através
da utilizacdo do espectrofotometro DeltaVista (DeltaColor) usando a escala CIELAB
(CASTRO et al., 2020). As analises foram realizadas em triplicata.

5.4 Obtencao de extratos

Os extratos foram obtidos de acordo com o método descrito por Arruda et al. (2018)

com modificagdes.
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As amostras liofilizadas (2 g) dos frutos (polpa) foram extraidas com 15 mL de uma
mistura de metanol-agua (8:2, v/v) em banho ultrassénico (MYLABOR, modelo SSBuc-6L,
110V, 1000W, Brasil) por 30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, os sobrenadantes
foram coletados e os residuos foram reextraidos mais duas vezes nas mesmas condicdes
(ARRUDA et al., 2018).

5.5 Avaliacéo do potencial antioxidante in vitro

A capacidade antioxidante sera determinada através dos ensaios ABTS® conforme
Leite et al. (2011), DPPH’ com o método proposto por Roesler et al. (2007) com algumas
modificacOes e a capacidade de absorcdo do radical oxigénio (ORAC) conforme Leite et al.,
2011 com algumas modificacdes (LEITE et al., 2011; ROESLER et al., 2007).

5.5.1 Capacidade antioxidante equivalente a Trolox (TEAC)- captura do radical 2,2-

azino-bis(3-etilbezotiazolina)-6-acido sulfonico (ABTS™)

O ensaio TEAC é baseado na geracdo do radical monocation ABTS (ABTS™),
formado pela reacéo de persulfato de potassio com 2,2-azino-bis(3-etilbezotiazolina)-6-acido
sulfénico (ABTS), produzindo a sua oxidacdo (RE et al., 1999). A atividade antioxidante da
amostra ¢ determinada pela descoloracdo do ABTS<+, medindo-se a redugéo do radical a uma

absorbancia de 734nm (Figura 4).

SOaH + antioridante N SOaH
*@(%«%U sl

CaHs

CzH5 C2Hs
Forma radicalar Forma reduzida
cor azul / verde incolor

Figura 4. Estabilizagdo do ABTS<+ por um antioxidante e sua formac¢do pelo persulfato de

potassio.

Todas as leituras serdo feitas atraves do leitor de microplacas NOVOstar (BMG
Labtech®, Offenburg, Alemanha), acompanhado com o Software de analise de dados MARS
Data Analysis versdo 1.3 (BMG Labtech®, Offenburg, Germany).
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A amostra foi preparada em etanol na concentragdo de 50 mg/mL e homogeneizada
em agitador de tubos por 30 segundos, seguido de ultrassonicac¢do a 10°C durante 10 minutos.
Posteriormente, foram diluidas em diferentes concentracdes até chegar na concentracdo de
60%. A leitura da absorbancia ocorreu com a mistura de reacdo (300uL) contendo 50uL de
amostra e 250uL de solugdo ABTS™ em microplaca, contra o branco 734nm em leitor de

microplacas, sem adi¢do de amostra.

5.5.2 DPPH" (Atividade sequestradora do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

Uma solucéo de DPPH' (0,004% m/v), com intervalo de absorbancia entre 0,8 e 1,2 a
517 nm, foi preparada e estocada em frasco ambar até 0 momento do ensaio.

A amostra foi preparada em etanol na concentragcdo de 50 mg/mL, homogeneizada em
agitador de tubos por 30 segundos, seguido de ultrassonificagédo a 10°C durante 30 minutos.
Posteriormente, sdo diluidas em diferentes concentragdes até chegar na concentracdo de 60%.
A leitura da absorbancia ocorreu com a mistura de reacdo (300uL) contendo 50uL de amostra
e 250uL de solugdo DPPH", contra o branco 734nm em leitor de microplacas, sem adicdo de
amostra.

O etanol foi utilizado para zerar 0 equipamento. A capacidade de sequestrar radicais
livres é calculada com base no decréscimo da absorbéancia observada. A leitura da absorbancia
foi feita a 517nm. Tanto a amostra quanto a curva do padréo séo incubadas durante 30 minutos

ao abrigo da luz e a temperatura ambiente. O padréo utilizado é o Trolox.

5.5.3 ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

O método ORAC verifica a capacidade sequestradora das fracfes hidrofilica e
lipofilica proporcional de um antioxidante frente a formagéo de uma radical peroxila induzido
pelo AAPH (2,2’-azobis(2’-amidinopropano) dihidrocloreto) a 37°C, onde o radical peroxila
reage com a fluoresceina formando um produto ndo fluorescente (DAVALOS; GOMEZ-
CORDOVES; BARTOLOME, 2004; PRIOR et al., 2003).

A amostra antioxidante reage rapidamente com os radicais, doando atomos de
hidrogénio e inibindo a perda da intensidade da fluorescéncia, sendo, portanto, um método
competitivo. A fluoresceina demonstra uma excelente fotoestabilidade, além de n&o interagir
com os antioxidantes (Figura 5) (DAVALOS; GOMEZ-CORDOVES; BARTOLOME, 2004;
PRIOR et al., 2003; WU et al., 2004).
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Figura 5. llustracdo da determinacdo da capacidade antioxidante expressa como area de

decaimento sob a curva (AUC). Fonte: http://blog.biotek.com

As reacdes contendo antioxidantes (padrdo ou amostra) e branco devem
obrigatoriamente acontecer de forma simultanea, usando a mesma concentracdo do agente
oxidante AAPH e da fluoresceina (Figura 7).

As reacdes ocorrem em microplacas de poliestireno, especificas para reaces de
fluorescéncia, contendo 96 compartimentos. Para cada leitura foi preparada uma curva padrédo
de Trolox. As leituras foram feitas em fluorimetro.

O padrédo Trolox 800 uM foi diluido em tampao fosfato de potassio 75 mM, pH 7,4
em diferentes concentragdes, para a construcdo da curva padrdo do ensaio, ja a solucdo de
fluoresceina foi preparada em tampdo fosfato de potassio 75 mM, pH 7,4, na concentracao de
0,00378 mg/mL e mantido ao abrigo da luz até 0 momento de uso. O AAPH [2,2’- azobis (2’-
metilpropionamidine) dihidrocloreto] foi dissolvido em tampdo fosfato de potassio 75 mM, pH
7,4, momentos antes do inicio da leitura da microplaca.

O sistema de reacdo em cada poco da microplaca conteve: 20 uL de amostra, 120 pL
de solucéo de fluoresceina e 60 pL de AAPH a uma temperatura constante de 37°C, durante 80
minutos. O branco da reacédo é preparado conforme descrito acima.

Todas as analises foram realizadas em triplicata.
5.6 Perfil de compostos bioativos
5.6.1 Determinacdo do teor de fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteau

A determinacdo dos compostos fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteu é bem

aceita, simples e reprodutiva. Apesar de ndo ser um ensaio de avaliacdo de atividade
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antioxidante, € um preditivo da quantidade de compostos que podem apresentar acao
antioxidante. No entanto, como ele ndo é especifico para compostos fendlicos, existe a
possibilidade de ser reduzido por outros compostos nao-fenélicos, como agucares redutores e 0
acido ascorbico, superestimando os resultados (MAGALHAES et al., 2008).

O método baseia-se na transferéncia de elétrons, em meio alcalino, dos compostos
fendlicos para complexos fosfotlngsticos/fosfomolibdénicos, formando complexos azuis que
podem ser facilmente identificados por espectrofotometria numa faixa de 750 a 765nm (Figura
7) (AINSWORTH; GILLESPIE, 2007; MAGALHAES et al., 2008).

COOH coo COoO
+ 2 Mo®* 5+ +
Na2COs3 +2Mo>*+2 H
H OH H OH 0] OH

OH OH 0

Figura 6. Reacdo do acido galico com o reagente de Folin-Ciocalteau.

Foram adicionados 30uL da solugdo etandlica dos extratos (dissolvida em etanol P.A.,
concentracdo 50 mg solidos/mL) mais 150mL de solucdo aquosa do reagente de Folin-
Ciocalteau a 10% e 120 mL de carbonato de sddio a 7,5% na microplaca. Entdo a mistura é
incubada durante 6 minutos em banho-maria a 45°C para desenvolvimento de cor.

As leituras de absorbancia s@o realizadas em espectrofotdometro ou leitora de
microplacas a 760 nm, utilizando-se o branco da amostra como referéncia. A quantificacédo de
fenois totais da amostra é realizada por meio de uma curva padrdo preparada com acido galico

e expressa como equivalentes de acido galico (EAG).
5.6.2 Determinacao de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais é determinado de acordo com o método proposto por
Zhishen et al. (1999), através de reacdes das amostras com NaNO2, AICIls e NaOH, seguidas de
leitura de absorbancia em leitora de microplacas a 510 nm.

Em uma microplaca foram adicionados 30uL da amostra diluida em etanol P.A., 8uL
de NaNO:2 apés 5 minutos foram adicionados mais 8uL de AICI3 apés 6 minutos foram

adicionados mais 50uL NaOH e por dltimo 70 pL de agua destilada.
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A quantificagdo de flavonoides totais da amostra ¢ realizada por meio de curva padrao
preparada com catequina e expressa como equivalentes de catequina. O resultado final é

expresso em mg de equivalente de catequina por 100 g de amostra.
5.6.3 Determinagdo das antocianinas monoméricas

A quantificacdo das antocianinas monoméricas é realizada de acordo com o método
proposto por Giusti e Wrolstad (2001).

Inicialmente, foi determinado o fator de diluicdo adequado, através da diluicdo da
amostra em tampdo cloreto de potassio (pH 1,0) de forma a se obter absorbancia proxima de
0,8 a 520 nm. Em seguida, foram preparadas duas dilui¢fes de cada extrato a ser analisado, uma
em tampdo cloreto de potassio (pH 1,0) e outra em tampéo acetato de sodio (pH 4,5). Apds
incubacdo de 15 minutos ao abrigo da luz, realizaram-se as leituras em espectrofotometro a 520
e 700 nm. Para a quantificacdo utiliza-se a equacdo 1. Os resultados sdo expressos em mg de
equivalente de cianidina 3-glicosideo/g de extrato (GIUSTI; WROLSTAD, 2001).

[(As20 - A700)pr1 — (As20 — A700)] X PM X FD X 103

AM (mg/L) = = % 1

Equacéo 1.

Onde:

A520 e A700 = absorbancias a 520 e 700 nm, respectivamente,

PM = peso molecular = 449,2 g/mol (cianidina 3-glicosideo),

FD = fator de diluigéo,

¢ = coeficiente de absortividade molar de 26,900 L/mol.cm (Jurd & Asen, 1966),
1 = caminho 6tico em cm.

Célculo do fator de dilui¢do: Dividir o volume final da amostra pelo volume inicial.

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

5.6.4 Analise cromatografica de agucares

Polpas de frutas frescas foram misturadas com agua ultrapura (1:20, p/v) com o auxilio
de um misturador de alta velocidade (IKA T 25 digital ULTRA-TURRAX®, Staufen,
Alemanha) a 15000rpm por 30s em temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram
extraidas por 10min a temperatura ambiente em banho de ultrassom (UNIQUE, modelo UCS-
2850, 25kHz, 120W, Brasil). Apds a centrifugacdo (4000g, 25 min, 5°C), os sobrenadantes
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foram filtrados através de unidades de membranas de filtro de 0,22 um. A analise dos agucares
e oligossacarideos foi realizada por Cromatografia de Troca Anibnica de Alta Eficiéncia
acoplada ao sistema de Deteccdo Amperométrica Pulsada (HPAEC-PAD) modelo DIONEX
ICS-5000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) conforme Pereira et al. (2018) com
algumas modificagdes. A quantificacdo de acucares (xilitol, manitol, sorbitol, arabinose,
ramnose, glicose, frutose e sacarose) foi separada em uma coluna CarboPac PA1 (250 x 4 mm
i.d., tamanho de particula de 10 um, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) usando
uma fase mavel isocratica (0,12 mol/L NaOH). Os frutooligossacarideos (GF2, GF3 e GF4) e
maltooligossacarideos (G2, G3, G4, G5, G6 e G7) foram separados em uma coluna CarboPac
PA100 (250 x 4 mm i.d., tamanho de particula de 8,5 um, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA) utilizando trés fases mdveis: NaOH 0,2 mol/L (eluente A), agua ultrapura (eluente
B) e acetato de sddio 0,5 mol/L contendo NaOH 0,2 mol/L (eluente C). O gradiente de eluicdo
foi realizado da seguinte forma: 0-2 min, 47% A, 50% B e 3% C; 2-18 min, 47-10% A, 50% B
e 3-40% C; 18-23 min, 100% C; 23-28 min, 47% A, 50% B e 3% C. Em ambas as andlises, a
taxa de fluxo foi de 1,0 mL/min, a temperatura da coluna foi mantida a 30°C e o volume de
injecao foi de 25 pL.. Agucares e oligossacarideos foram identificados nas amostras comparando
0s tempos de retencdo dos padrdes e das amostras. As curvas de calibracdo foram construidas
com padrdes comerciais (0,25-12,50 pg/mL) para quantificar os agucares ¢ oligossacarideos
nas amostras. O teor de compostos individuais foi expresso em mg/g de polpa fresca (PEREIRA
etal., 2018).

5.6.5 Anadlise estatistica

Os dados foram submetidos a ANOVA one-way seguida do teste HSD de Tukey
(p<0,05). Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata, e os valores foram relatados
como médiaxdesvio padrdo. Todas as analises estatisticas foram realizadas no software Minitab
versdo 18.0 (Minitab Inc.®, State College, PA, EUA).

5.6.6 Obtencao dos Perfis quimicos por RMN

Os perfis quimicos das matrizes vegetais e dos produtos foram obtidos com o auxilio
das técnicas de RMN 1D (*H) 2D (HSQC e HMBC) registrados em espectrémetro de 500 MHz.
As amostras foram solubilizadas com solventes deuterados (CD3OD ou D20) e analisadas por
RMN.
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5.6.7 Andlise por UFLC-Q-TOF-MS/MS

As bagas liofilizadas (2 mg) foram submetidas a extracdo ultrassénica usando
acetonitrila/ agua (1:2, v/v) por 5 min. O sobrenadante foi filtrado por membrana e submetido
a0 UFLC-Q-TOF-MS/MS para andlise. O sistema LC-MS/MS consistiu em um UFLC
(Shimadzu®) acoplado a um espectrometro de massa MicroTOF-QII (Bruker Daltonik
GmbH®). Um equipamento UFLC foi utilizado como sistema de separacao, que foi constituido
por uma bomba binaria (LC-20AD), injetor automatico (SIL-20A HT), forno para coluna
(CTO-20AC) e detector DAD (SPD-M20A). Uma Coluna analitica Kinetex C18 (100 mm x
2,1 mm, particula de 2,6 um, 30°C). Agua (eluente A) e acetonitrila (eluente B) foram usados
como fases mdveis, ambas contendo 0,1% de acido férmico. O gradiente programado consistiu
em 2 min (em 3% do eluente B), aumentado linearmente para 100% em 28 min e mantida por
3 min. Em seguida, a coluna foi recondicionada por 3 min. O volume de injecdo e a taxa de
fluxo foram de 6 pL e 0,2 mL min 2, respectivamente. O sistema MS/MS consistia em um ESI
fonte de ionizacdo (nos modos positivo e negativo) operando sobre uma faixa de massa de 100-
1000 m/z. Os seguintes parametros de aquisicdo foram empregados: nebulizador a 4,0 bar, calor
seco de 200°C, tensdo de 2,6 kV para ESI™ e 4,5 kV para ESI*, e vazdo de géas de 9,0 L min2.
Os dados foram adquiridos no modo AUTOMSMS e 4 precursores por ciclo foram selecionados
usando um ciclo total de 3,0 s. Sodio formiato (10 mM) foi usado para calibracéo interna. Os
programas OTOF Control 3.4 e Data Analysis 4.1 foram empregados para adquirir analises e

processamento, respectivamente (MAR et al., 2020).

5.6.8 Analise por HPLC-DAD

Os padrdes para as quantificagdes: acido galico (>99%), acido protocatecuico (97%),
acido cafeico (>98%), cianidina-3-O-glicosideo (>98%)), cloreto de cianidina (>90%), vitexina
(95%), quercitrina (>95%), miricetina (96%), quercetina (>95%), também foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Acido fosforico (AF) e metanol grau HPLC foram
obtidos da Tedia e Chromasolv (Fairfield, OH, EUA) e a 4gua foi purificada usando um sistema
de gradiente Milli-Q (Millipore, Milford, MA, EUA).

Um aparelho de HPLC Shimadzu (Kyoto, Japdo) conectado em série a um detector
DAD (SPD-M20A) foi usado para identificar e quantificar os compostos fenolicos. Foi
realizado um gradiente exploratdrio dos extratos, em seguida, foi desenvolvido um método em

gradiente para separagdo dos analitos. Apds obtencdo do melhor gradiente para separacao dos
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picos presentes nas amostras, 0 mesmo método foi utilizado para a analise dos padrdes
analiticos. Os picos observados nas amostras foram comparados com os picos dos padrdes
analiticos de acordo com os tempos de retencdo e com o perfil das bandas de absor¢do de cada
analito observados no UV-vis.

Uma curva de calibragdo foi preparada utilizando padrdes para quantificacdo das
substancias fenolicas simples e dos polifendis como flavonoides. As solucbes padrdo foram
preparadas nas seguintes concentrac@es: 0.0156,0.0312, 0.0625, 0.125, 0.25 e 0.5, mg/mL.
Todas as soluges de calibracdo e amostras foram analisadas em triplicado. O limite de deteccao
(LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados de acordo com as equagdes LD = 3S/b
e LQ = 10S/b, onde ‘s’ significa Desvio Padrao do nivel de menor concentragdo, ¢ ‘b’ ¢ a
inclinacdo da curva de calibracéo (y=ax + b, 0,91 < R < 0,99) conforme Ramos et al. (2015).

A exatiddo e a precisdo foram determinadas utilizando-se o método de adicdo de
padrdo: uma solucgdo controle foi preparada com um padréo analitico presente na amostra, em
uma concentracdo de 50 ng/mL. Outra amostra controle foi prepara com a amostra real em uma
concentracdo determinada fortificada com a adicdo de padrdo analitico, também em uma
concentragcdo conhecida. A terceira solucdo continha apenas o extrato. As concentragdes dos
analitos nas amostras fortificadas e nao-fortificadas foram comparadas a partir do célculo de
diferenca de area dos picos (area do pico na amostra fortificada-area do pico na amostra real
ndo fortificada deve ser igual a area do pico do padréo). O parametro que avalia a proximidade
entre varias medidas efetuadas na mesma amostra € a precisdo do processo analitico.
Usualmente, é expressa como o desvio-padrdo, variancia ou coeficiente de variacdo (CV) de
diversas medidas. O CV é dado pela seguinte equacdo: CV%=(s/M)x100; Na qual: s = desvio-
padrdo das recuperacdes e M = média das recuperacdes.

As concentragdes foram expressas em pg por g de massa de frutas frescas (ug/g f.f.)

(RAMOS et al., 2015).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Analises fisico-quimicas e obtencéo de extratos

As polpas foram analisadas quanto a propriedades fisicas e composicao centesimal,
conforme apresentado na Tabela 1. D3

Os valores de pH, °Brix e Acidez titulavel como importantes indicadores da qualidade
sensorial das bagas de Clidemia japurensis (CJ) e Clidemia hirta (CH), sdo mostrados na Tabela
1. O valor em °Brix que reflete o teor de solidos soluveis totais nos frutos, foi de 6,50% para
CJ e 6,33% para CH. A acidez titulavel apresentou 0,03% e 0,02% para CH e CJ
respectivamente. Ja os valores médios de pH foram de 4,83-5,13, com a maior acidez observada
para a CJ. Caracterizando-se frutos adocicados, com baixo teor de acidez e uma quantidade
elevada de solidos sollveis. Resultados semelhantes foram observados em mirtilos da espécie
Lycium barbarum L. e L. ruthenicum, onde foram identificados alto teor de agUcar em sua
composicao (ILIC et al., 2020).

Tabela 1. Anélise das propriedades fisico-quimicas e quimicas dos frutos de buxixus (CH e CJ)
e das polpas de mapati verde e maduro (MM e MV) e o rendimento dos extratos

hidrometandélicos.

Parametros CH CJ MV MM
pH 4,83 +£0,37 513+0,11 3,50 £0,32 4,1+0,10
°Brix 6,50 £ 0,17 6,33 £ 0,05 553+0,15 7,67 +0,15
AT (% Acido citrico) 0,03+0,01 0,02 £ 0,00 0,16 £ 0,01 0,13 +£0,00
Umidade (%0) 86,1+0,5 859+1,3 92,0+0,2 90,4+0,0
Cinzas (%) 0,02 £ 0,00 0,02 £ 0,00 0,03 £ 0,00 0,02 £ 0,00
Lipidios (%) 0,10 £ 0,02 0,21+0,01 0,18 £0,01 0,19 £0,02
Proteinas (%) ND 1,35+ 0,04 1,03+0,06 4,60 + 0,57
Carboidratos (%0) 17,37 9,27 6,66 4,74
L* 8,47 £ 0,07 7,75+0,22 31,18+0,38  28,30+0,26
ax 2,21+0,10 0,55+ 0,02 15,01+0,03 14,78 +0,23
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b* 2,73 +0,07 -0,76 £ 0,01 26,12 + 0,54 -0,75+ 0,02
Rendimento do extrato 295+0,1 291+14 49+0,1 78+0,1
(%)

Para o teor de umidade CJ e CH apresentaram 86,1% e 85,9% (Tabela 1)
respectivamente, demonstrando que sdo compostas principalmente por agua, mesmo
comportamento observado em outros mirtilos pertencentes ao mesmo género, como Clidemia
rubra, Clidemia capitellata e Clidemia pustulata, onde o teor de umidade variou de 82-88%
(RODRIGUES et al., 2022).

Em relacdo ao teor de cinzas, as polpas dos frutos de CJ e CH obtiveram um percentual
de 0,02% (Tabela 1), resultado que demonstra que as bagas possuem baixa quantidade de
minerais em sua composi¢do. Quando comparadas com bagas do mesmo género Clidemia’s
apresentam valores semelhantes (RODRIGUES et al., 2022).

As polpas de CH e CJ obtiveram um baixo teor de lipidios com apenas 0,10% e 0,21%
respectivamente (Tabela 1). Se comparados com bagas da mesma espécie demonstram valores
ainda menores do que encontrados para C. rubra, C. capitellata e C. pustulata (RODRIGUES
et al., 2022) e valores semelhantes observados para outras bagas como Lycium barbarum L. e
L. ruthenicum que também apresentam baixo teor lipidico (ILIC et al., 2020). Assim, 0 baixo
teor de lipidios encontrado nessas espécies, aponta que os mirtilos amazénicos podem ter
concentracdes elevadas de fibra alimentar em sua composicdo, 0 que deve ser investigado
futuramente.

A polpa de CH néo apresentou teor detectavel de proteinas, ja CJ apresentou apenas
1,35% (Tabela 1), caracterizando-se frutos de baixo valor proteico, o que é esperado em frutos
pequenos (bagas) (HIRSCH et al., 2012), resultados semelhantes encontrados em bagas de
Clidemia hirta, C. rubra, C. capitellata, C. japuresnsis, e C. pustulata (RODRIGUES et al.,
2022) e em outros mirtilos como framboesa, amora e groselha (YOUSEFI; SHADNOUSH,
2020).

O teor de carboidratos para CH foi de 17,3% e para CJ foi de 9,2% (Tabela 1), sendo
estes os macronutrientes mais encontrados em bagas. Os valores encontrados quando
comparados aos de amoras-pretas do tipo BRS Xingu cultivadas com exposicdo a umidades
diferentes, revelam que os frutos que receberam um periodo de insola¢do maior, aumentaram a
quantidade de carboidratos devido a maior taxa de insolagdo e os frutos com maior teor de
umidade apresentaram menores quantidades de carboidratos (MORAES et al., 2020).
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J& os frutos de mapati verde (MV) e mapati maduro (MM) trazem informacGes
relevantes (Tabela 1), ja que o género ndo fora estudado nos dltimos 5 anos para as analises
aqui realizadas. O pH dos frutos variou de 3,51-4,1 entre os estagios de matura¢do. Com um
total de solidos soluveis de 5,53% e 7,67% e uma acidez titulavel de 0,16% e 0,13% para MV
e MM respectivamente, indicando frutos com baixa acidez e adocicados. Para umidade os teores
chegam a 90% para MM e 92% para MV. O conteldo de cinzas para MV foi de apenas 0,03%
e para MM de 0,02%. O fruto também demonstrou ser baixo em teor de proteinas e lipidios,
com apenas um valor relevante para MM que possui 4,6% de proteinas em sua composicao. O
contetdo de carboidratos totais variou de 4,76-6,66%, é possivel notar que o fruto no estagio
verde contém um nivel maior de carboidratos do que no estagio maduro. Comportamento
semelhante identificado em analises realizadas na polpa do mapati, apresentaram 10°Brix e pH
4,87, com umidade de 90%, também é possivel evidenciar a predominancia da fracdo de
carboidratos nas amostras. Assim como, observam-se baixos teores de cinzas, proteinas e
lipidios (SOUZA; CASTRO, 1999). Esses resultados corroboram com frutos de mapati
analisados (KINUPP; LORENZI, 2014) e apresentam semelhanca com outras espécies da
familia Moraceae (ID et al., 2021), caracterizando assim, frutos de polpa suculenta e adocicada
quando maduros, prontos para serem consumidos in natura.

A analise de cor das amostras foi realizada através do sistema de cores CIELab,
representados pelos parametros L*, a* e b* (Luminosidade, eixo vermelho-verde e eixo
amarelo-azul, respectivamente).

As polpas de CH e CJ apresentaram coloracdo arroxeada-azulada, os valores de L*
estdo relacionados ao eixo da luz, quanto mais baixo indica que os mirtilos possuem tons mais
escuros 0 que possivelmente estd ligado ao alto teor de antocianinas, que sdo compostos
responsaveis pelas cores vermelha e roxa de muitos frutos (MORAES et al., 2020).

J& as polpas de MV e MM demonstraram uma leve tendéncia ao amarelo, mas se
mantiveram translicidas com pequenas particulas amareladas. Sendo assim, correspondente
com a coloracdo transparente e limpido caracteristica da familia Moraceae (DE MENEZES
FILHO; DE OLIVEIRA FILHO; DE SOUZA CASTRO, 2021).

Os extratos hidrometandlicos de CH e CJ tiveram um rendimento de 29,5% e 29,1%
respectivamente, ja os extratos hidrometandélicos de MV e MM tiveram um rendimento de 4,9%

e 7,8% respectivamente. Os extratos foram submetidos as analises de caracterizacdo quimica.

6.2 Capacidade Antioxidante, Compostos Fendlicos e Antocianinas
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Para avaliar a capacidade de sequestro de radicais livres dos mirtilos da Amazonia,
foram utilizados DPPH, ABTS e ORAC como determinacdo da Capacidade antioxidante (CA),
também foram identificados os teores de fendis e flavonoides totais dos extratos dos frutos.

Os extratos de CJ e CH apresentaram potencial antioxidante (Tabela 2), sendo CH o
extrato com maior CA, com 162,25ug/mL e 17,47ug/mL para DPPH e ABTS respectivamente.
Anteriormente, 0s sucos encapsulados ja haviam apresentado boa atividade antioxidante, com
valor de DPPH de 943+15 uM TE para C. japurensis e 994+14 uM TE para C. hirta. Os valores
de ABTS foram encontrados em torno de 1119 + 24 uM TE para C. japurensis e 1273+18 uM
TE para C. hirta (MAR et al., 2020). Comportamento semelhante observado em bagas de goji
berries pretas (Licio ruthenicum) cultivadas na Sérvia, que foram analisadas em relacdo ao seu
potencial antioxidante onde, o extrato hidrometanolico apresentou maior atividade antioxidante
para os ensaios de eliminacéo de radicais (DPPH, ABTS), sendo 1,7 vezes maior do que as goji
berries vermelhas e amarelas (L. barbarum) estudadas (ILIC et al., 2020).

Em relacdo ao valor de fenois e flavonoides totais, o extrato de CH também apresentou
0 maior percentual com 6,77 pg/mL para fenois, em contrapartida o teor de flavonoides se
apresentou baixo, o0 que pode indicar que os extratos de CH e CJ possuem flavonoides em sua
composic¢do, porém estdo abaixo do limite de quantificacdo. Segundo Dominguez et al. (2020),
a diferenca entre o TPC das bagas peruanas de sabugueiro (Sambucus peruviana K.) e mirtilo
(Vaccinium floribundum K.) pode ser devido a varios fatores, um deles é a extracdo, que pode
causar degradacao de compostos fendlicos. Esses resultados mostram que 0s extratos possuem
uma significativa CA que pode estar ligada ao teor de polifendis totais, sugerindo uma ligacéo

entre a acao antioxidante e a presenca desses compostos nas bagas.

Tabela 2. Quantificacdo de Fendis e flavonoides totais, antocianinas e determinacdo do
potencial antioxidante.
Amostra Fenois totais  Flavonoides Antocianinas DPPH ABTS ORACH

totais
ug Equivalente Acido galico /mL ug Equivalente Trolox /mL
de amostra de amostra
CJ 4,98 2,67 ND 94,68 8,50 208,57
CH 6,77 2,30 ND 162,25 17,47 104,80
MM 0,51 0,14 ND 1,81 1,82 48,74

MV 0,52 0,62 ND 5,56 0,55 51,44
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O ensaio ORAC corrobora com os resultados apresentados por DPPH e ABTS, onde
também é possivel observar uma alta CA, por ser um ensaio que mimetiza as condicdes celular,
é possivel indicar que os extratos de CJ e CH possuem propriedades de neutralizar os radicais
livres, inibindo a oxidacao celular.

As frutas vermelhas como Acai (Euterpe oleracea Mart.), Morango (Fragaria x
ananassa ), Amora (Rubus fructicosus), Framboesa (Rubus ideaus), Jaboticaba (Plinia
cauliflora) e Mirtilo (Vaccinium myrtillus) sdo ricas em &cidos fendlicos e esses sdo
subdivididos em &cidos hidroxicinamico e hidroxibenzoico, enquanto os flavonoides sdo
agrupados como flavan-3-ols, flavonois, flavanonas, isoflavonas e antocianinas. Esses
compostos sdo 0s principais responsaveis pela atividade antioxidante in vitro dessas bagas
(MANNINO et al.,, 2020; MARTIN-GOMEZ et al., 2020; STAFUSSA et al., 2018) e,
consequentemente, o consumo regular de frutas ricas em compostos antioxidantes pode
beneficiar a saide humana de diversas formas, devido a inibicdo do estresse oxidativo, o0 que
reduz o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, metabolicas e cancerigenas (LAMAS et
al., 2018; LEITE-LEGATTI et al., 2012).

Nao foi possivel identificar a presenca de antocianinas nos extratos dos frutos. Porém,
em outros trabalhos é possivel identificar a presenca de antocianinas de forma isolada nas
polpas de Clidemia hirta e Clidemia japurensis (MAR et al., 2020). Assim, sugere-se que as
antocianinas presentes nos extratos dos frutos de CH e CJ estiveram abaixo da faixa de deteccéo
na metodologia utilizada.

J& os extratos de MV e MM (Tabela 2) apresentaram informacGes reveladoras da
especie, ndo obtiveram valores significativos, indicando que 0s extratos possuem fenois e
flavonoides em sua composicdo gquimica, porém estdo abaixo do limite para quantificacéo,
mesmo comportamento observado em extratos metanolicos de Pourouma cecropiifolia, onde a
fracdo 2 obtida através fracionamento do extrato rico em antocianinas, era constituida
principalmente por flavonois, com os dados de espectrometria de massa indicaram que dois
compostos identificados nessa fracdo continham quercetina ligada a uma por¢éo de ramnose
(m/z465) e uma fracdo de hexose (m/z303) (EREDIA; ORALES; SORIO, 2010). Néo foi
possivel identificar CA pelos métodos de DPPH e ABTS nos extratos de mapati, independente
do seu estagio de maturacao.

Os extratos também nédo apresentaram CA pelo método de ORAC, caracterizando
assim um fruto sem CA. Nao ha registros sobre a CA dos frutos de Pourouma cecropiifolia,
portanto os dados aqui apresentados trazem informacdes reveladoras sobre o género.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/euterpe-oleracea
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/fragaria
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/rubus
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6.3 Identificacdo de mono, di e oligossacarideos

Para a analise dos acUcares e oligossacarideos, foi realizada uma Cromatografia de
Troca Anibnica de Alta Eficiéncia acoplada ao sistema de Deteccdo Amperométrica Pulsada
(HPAEC-PAD) nas polpas dos frutos.

Na polpa de CJ foi possivel identificar apenas a presenca de acutcares redutores, como
0s monossacarideos glicose e frutose (Tabela 3), com um total de 52,75 mg/g e ndo detectado
para agucares ndo redutores (sacarose).

Nas polpas de MM e MV também foram identificados a presenca de agUcares redutores
(Tabela 3) sendo que para MM foi registrada a maior quantidade de glicose e frutose. Apenas
em MM foi identificado a presenca de sacarose, o que pode estar relacionado com o estagio de
maturacédo do fruto, isso porque alguns frutos ainda verdes apresentam uma grande quantidade
de amido que sdo degradados durante o amadurecimento, apds a colheita, resultando em
quantidades significativas de sacarose no fruto maduro (SIEBENEICHLER et al., 2019). Para
0s agucares que apresentaram apenas tracos, indicam que podem estar na linha de deteccéo,
mas ndo na faixa de quantificacao.

A frutose, glicose e a sacarose sdo 0s principais agucares responsaveis pelo sabor doce
dos frutos, porém, a frutose e a glicose séo originadas da degradacdo da sacarose e dos
polissacarideos de reserva, devido a esse fato ha uma reducéo dos acUlcares totais e 0 aumento
dos redutores (CERQUEIRA et al., 2007; TIMONI et al., 2015). A glicose é a molécula
universal de transporte de energia dentro do corpo. E fundamental para a manutengéo da vida
e, consequentemente, é impactada por muitos mecanismos de controle que regulam sua
absorcdo, armazenamento e utilizacdo. A glicose é armazenada de forma compacta no corpo
(especialmente no figado) como glicogénio em granulos discretos. A frutose (ao contrario da
glicose) em humanos é metabolizada quase completamente no figado. Além disso, pode ser
convertida em glicogénio hepatico e usado para a sintese de triglicerideos (QI; TESTER, 2019).

Tabela 3. Composicéo do agucar (mg/g peso fresco).

AcuUcar CJ MM MV
Xilitol n.d. n.d. n.d.
Manitol n.d. n.d. n.d.
Sorbitol n.d. n.d. n.d.

Ramnose n.d. n.d. n.d.
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Arabinose n.d. n.d. t.r.
Glicose 28.96 +0.51° 30.81+0.35" 13.88+0.23°
Frutose 23.79 £0.49° 3501 +0.33" 0.06 £ 0.00¢
Sacarose n.d. 2.54 +£0.03° n.d.
Maltose (G2) n.d. n.d. t.r.
Monossacarideos e disccarideos totais  52.75+ 1.00°  68.36 £ 0.67°  13.94 +0.23¢
1-cetose (GF2) t.r. t.r t.r
Nistose (GF3) n.d. n.d. n.d.
1-frutofuranosil nistose (GF4) n.d. n.d. n.d.
Maltotriose (G3) n.d. t.r. t.r.
Maltotetraose (G4) t.r. t.r. t.r.
Maltopentose (G5) t.r n.d. t.r.
Maltohexaose (G6) n.d. n.d. n.d.
Maltoheptaose (G7) n.d. n.d. n.d.
Oligossacarideos Totais - - -
Aculcares totais 52.75+1.00° 68.36+0.67°  13.94 +0.23¢

t.r.: Tragos; n.d: ndo detectado.

A negatividade associada ao consumo de agucar, é devido ao custo relativamente baixo
dos acucares e da atratividade sensorial, categorias de produtos inteiros, como confeitaria e
bebidas, aumentaram a demanda de seu consumo, podendo trazer questdes negativas
relacionadas aos dentes, obesidade, diabetes e deficiéncia de outros nutrientes em alimentos e
bebidas ricos em aglcar. (AZAIS-BRAESCO et al., 2017).

Os aclcares fornecem energia/calorias, que representam que representam uma
necessidade nutricional para o corpo. O teor de aglcar nos alimentos esté relacionado ao valor
nutricional, propriedades organolépticas e aceitagdo do consumidor, entre outros. O alto teor de

acucares nas polpas pode também conferir um potencial energético aos frutos.

6.4 Perfis quimicos dos extratos por RMN ‘H

Os espectros de RMN 'H dos extratos hidrometandlicos dos frutos de buxixus
[C. japurensis (CJ) e C. hirta (CH)] e da polpa de mapati verde (MV) e maduro (MM)
mostraram perfis quimicos semelhantes quanto aos compostos majoritarios identificados por

HPAEC-PAD e foram observados os sinais caracteristicos dos agucares: a-glucose [6H 5,13
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ppm (d, J = 3,7 Hz)], B-glucose [+ 4,50 ppm (d, J = 7,8 Hz)] e frutose [d1 4,05 (J = 1,2 Hz)]
(Figura 8).

Os extratos de MV e MM apresentaram o sinal de sacarose [6H 5,41 ppm (d, J = 3,8
Hz)] e os extratos CJ e CH sinais referentes ao acido chiquimico em 61 6,73 (m) e acido galico
em &n 7,00 (s) (Figura 8).

Os resultados obtidos pela analise de RMN *H, corroboram com os dados obtidos pela
analise de HPAEC-PAD. Ressaltando assim, que os extratos de buxixus amazo6nicos e uva-da-

Amazo0nia, sdo ricos em acgucares e alguns compostos fenolicos.
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Figura 7. Espectro de RMN 'H (CD30D, 500 MHz) dos extratos hidrometandlicos e ampliacio
da regiéo de olefinicos e aromaticos (5,3 a 7,7 ppm)

6.5 Perfis quimicos dos extratos por HRMS

Visando identificar com maior precisdo 0S compostos presentes nos extratos
hidrometandlicos dos frutos foi realizada por meio de Espectrometria de Massas de Alta
Resolugdo (HRMS). Os sinais aceitaveis estdo acima de 10% em intensidade de sinal e o erro
aceitavel para a calibracdo deste equipamento € de 10ppm.

Em CJ foi possivel identificar a presenca de acido galico e acido quinico no modo
negativo, ja no modo positivo foram identificados os compostos cianidina-3-O- rutinosideo-5-
pentosideo,  delfinidina-3-O-rutinosideo-5-pentoside e  delfinidina-3-O-rutinosideo-5-
glicosideo (Tabela 4).

Em CH, no modo negativo foram identificados o acido protocatecuico, acido galico,

acido quinico, &cido elégico, 4-glucosil-4-hidroxicinamico e a quercitrina, para 0 modo positivo
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a cianidina-3-O-glicosideo, delfinidina-3-O-glicosideo e delfinidina-3-O-rutinosideo-5-
glicosideo foram identificados (Tabela 4).

Alguns desses compostos, como o0s 4&cidos galico e quinico, cianidina-3-O-
rutinosideo-5-pentosideo, delfinidina-3-O-rutinosideo-5-pentoside, delfinidina-3-O-
rutinosideo-5-glicosideo e a quercitrina ja haviam sido identificados em sucos de polpas de
Clidemia hirta e Clidemia japurensis por Mar, et al., em 2020, usando a mesma metodologia.

Para os extratos de MM e MV, a intensidade dos sinais de HRMS para essas moléculas
ficaram muito abaixo do limite de deteccdo, por isso ndo foi possivel a identificacdo de
compostos por esta anélise.

Dando destaque para alguns dos compostos identificados em CJ e CH, o &cido galico
e 0 acido elagico, ambos possuem alto potencial antioxidante. Além disso, o acido galico esta
envolvido em varias vias de sinalizacdo que regulam a ampla gama de funcGes bioldgicas
(KOBAYASHI et al., 2020) também possui efeitos anticancerigenos, antimutagénicos, anti-
inflamatorios e antioxidante sendo capazes de eliminar radicais livres (KIM et al., 2006),
atuando contra o estresse oxidativo (OYAGBEMI et al., 2015). Ja o &cido elagico demonstrou
ter beneficios convincentes para a saude humana, prevenindo certas doencas crénicas e tratando
doengas malignas ou condi¢fes do organismo humano, como cancer, diabetes, inflamacao
crénica dos tecidos, sindrome metabdlica, complicagcdes metabdlicas mediadas pela obesidade,
doencas cardiovasculares, disturbios gastrointestinais, doenca de Alzheimer e outras doencas
neurodegenerativas (MUTHUKUMARAN et al., 2018).

Acido protocatecuico é um &cido diidroxibenzoico, um tipo de acido fendlico, que
possui efeitos sobre células normais e cancerigenas em estudo in vitro e in vivo. A presenca do
alto teor de acido protocatecuico juntamente com outros acidos pode contribuir para o efeito
citotoxico, contra canceres de diferentes origens (ANANTHARAJU et al., 2016). Um estudo
realizado para realizar a quantificacdo de &cidos fendlicos em Ixora brachiata revelou a
presenca de 4 &cidos hidroxicinamicos que juntos somam uma quantidade total de ~37,6 mg/g
de &cidos fendlicos e 20,19 mg/g de acido p-hidroxibenzoico — acido protocatecuico. Portanto,
pode-se atribuir que os efeitos citotoxicos da amostra podem ser devidos aos compostos que
estdo em maiores concentragbes, sendo este o 4&cido protocatecuico (BHAGYA,
CHANDRASHEKAR, 2020).
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Tabela 4. Compostos identificados por HRMS em extratos de Clidemia hirta e Clidemia

japurensis.
Compostos fon [M-HI'm/z CJ CH
Molecular Padréo [M-H] m/z (Erro em ppm)
Padréo
Acido protocatecuico C7Hs0q4 153,0193 - 153,0193 (0,0)
Acido galico C7Hs0s 169,0142 169,0138 (2,9) 169.0147 (-2,7)
Acido quinico C7H1106 191,0561 191,0543 (-9,4) 191,0570 (4,5)
Acido elagico C14H50s 300,9990 - 300,9995 (-1,8)
4-glucosil-4- Ci5H1708 325,0929 - 325,0926 (1,0)
hidroxicinamico
Quercitrina C21H19011 447,0933 - 447,0899 (7,7)
fon [M+H]* [M+H]* m/z (Erro em ppm)
Molecular m/z
Padréo
Cianidina-3-O- C21H21011 449,1078 - 449,1060 (-4,1)
glicosideo
Delfinidina-3-O- C21H21012 465,1028 - 465,1020 (1,6)
glicosideo
Cianidina-3-O- Css5H35017 727,1869 727,1835(3,3) -
rutinosideo-5-
pentosideo
Delfinidina-3-O- Css5H35018 743,1818 743,1809 (-1,2) -
rutinosideo-5-
pentosideo
Delfinidina-3-0O- CssH37019 773,1924 773,1926 (-0,3) 773,1920 (-0,5)

rutinosideo-5-glicosideo

A quercitrina é conhecida por exibir efeitos biol6gicos como atividades antioxidantes,
anti-inflamatorias e antiapoptoticas (MA et al., 2015; ZHI et al., 2016). Foi demonstrado que a
quercitrina inibe a formacdo de trombos in vivo e in vitro, inibe especificamente a ativacao e
agregacdo plaquetaria induzida pelo peptideo relacionado ao coldgeno (CRP) e, posteriormente,
suprimiu a ativacao do sinalossomo mediado por GPVI (glicoproteina VI) (OH et al., 2021).

A cor das bagas de CH e CJ esté relacionada ao perfil de antocianinas presentes nesses

frutos, assim as cianidinas e delfinidinas sdo responsaveis pelas cores roxo-escuro em CH e
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roxo-azulado em CJ. Outras bagas, como as amoras possuem glicosideos de cianidinas
(responsaveis pela cor vermelha) e pelargonidinas (laranja), as framboesas também possuem
glicosideos de delfinidinas (roxo), que modificam a cor dos frutos (LIMA et al., 2017). Outro
exemplo é a jabuticaba (Plinia cauliflora), onde sua cor pode variar do verde ao roxo escuro,
devido ao acimulo de antocianinas (DANTAS et al., 2019; MANNINO et al., 2020). Os
compostos de antocianinas tém fungdes essenciais, incluindo protecdo contra radiacdo UV
excessiva, antioxidante, quelacdo de metais e acdo contra estressores abidticos. Além disso, as
antocianinas podem retardar o processo de senescéncia em plantas que apresentam deficiéncia
mineral (LANDI; TATTINI; GOULD, 2015). H& relatos de véarios estudos extensivos em
relacdo as antocianinas, devido a sua influéncia na atividade antioxidante e na coloragéo
intensa, 0 que melhora as propriedades sensoriais e tecnologicas dessas frutas na agroindustria
(ALBUQUERQUE et al., 2020; GIUSTI; WROLSTAD, 2001; SANTOS et al., 2019).

6.6 Perfis quimicos por HPLC-DAD

A andlise qualitativa dos extratos hidrometandlico de frutos de CH, CJ, MM e MV foi
testada por HPLC-DAD e seu perfil cromatografico foi comparado com os tempos de retencdo
e espectro de absorcdo de padrdes de referéncia (acido galico, acido protocatecuico, acido
cafeico, quercitrina e miricetina).

A partir de HPLC-DAD observou-se que os extratos hidrometandlicos apresentaram a
presenca de cinco grandes picos em 254 nm. Os picos foram identificados como trés acidos
fenolicos pertencentes ao acido hidroxibenzdico e classes de acido hidroxicinamico e, dois
flavonoides pertencentes a classe dos flavonais.

Os acidos fendlicos testados nos extratos foram representados como acido galico (1),
acido protocatecuico (2) e o acido cafeico (3), e os flavonoides foram a quercitrina (4) e a
miricetina (5).

Os compostos 2, 3, 4 e 5 estiveram presentes em todos os extratos. No entanto, o
composto 1 esteve ausente nos extratos de CJ e MV (<LOQ), mas esteve presente nos extratos
de CH e MM em 105,0 pg/g f.1 e 247,0 pg/g f.1, respectivamente. O acido protocatecuiCco
representou o acido fendlico primario nos extratos de buxixus com 86,0 pg/g f.1 para CJ e 100,0
pg/g f.l para CH, ja o acido galico apresentou o nivel mais alto no extrato de MM com 247,0
pg/g f.l e os flavonoides quercitrina e miricetina representaram maiores niveis no extrato de CH

com 99,0 ng/g f.1 e 89,0 pg/g f.1, respectivamente.



43

Assim também, é possivel visualizar as bandas de absor¢do, dos compostos em seus
tempos de retencdo, nos cromatogramas de cada amostra. Sendo o pico 1 o acido galico, pico 2
0 acido protocatecuico, pico 3 o acido cafeico, pico 4 a quercitrina € 0 pico 5 a miricetina
(Figuras 8-11).

Tabela 5. Identificacdo dos fendis e flavonoides (ug/g f.1) em frutos amazénicos. <LOQ: abaixo

do limite de quantificacéo.

Tempo Compostos CJ CH MM MV Equacao de R R? %RSD

de Regresséo

retencéo

(min)

6,22 Acido galico <LOQ 1050 2470 <LOQ - - - -

8,03 Acido 86,0 100,0 11,0 8,0 Y =1,8561 x 0,996 0,992 33,49

protocatecuico 106X + 778.6

9,73 Acido cafeico 26,0 5,0 3,0 3,0 Y=140982x 0,996 0,992 4538
10%X + 1763.75

12,20 Quercitrina 6,0 99,0 11,0 3,0 Y =419896X + 0,996 0,993 43,23
(-1743.5)

13,35 Miricetina 9,0 89,0 28,0 230 Y =3,68782x 0,996 0,994 4341
10° + (-
6346.55)

Dando destaque para 0os compostos que nao haviam sido identificados anteriormente
pelas outras analises aqui realizadas, temos o acido cafeico e a miricetina.

O écido cafeico pertence ao grupo dos compostos fendlicos simples, sendo também
designado de acido 3,4-dihidrohidroxicindamico (CIZMAROVA et al., 2020). O acido cafeico
¢ constituido por um anel aromatico 3,4-hidroxilado ligado a um acido carboxilico por um
trans-etileno, produzido a partir do metabolismo secundario dos vegetais e frutas
(ESPINDOLA et al., 2019). Constitui o principal acido hidroxicindmico encontrado na dieta
humana, estando presente na alimentacdo em frutas e bebidas de cafe, mirtilos, macés, ameixa,
sidra e em varios medicamentos (ARAUJO, 2017). Possui atividade anticancerigena, que
apresenta associacdo com a sua atividade antioxidante, atuando na inibi¢do de formacao de
espécies reativas de oxigénio e a inducdo da oxidacdo do DNA de células cancerigenas (ASIF;
IMRAN, 2019; ESPINDOLA et al., 2019; HASLINGER; PRATHER, 2020; MAGNANI et al.,

2014; TENG et al., 2020). Outras atividades relacionadas a este acido fendlico ¢é a antiviral
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(HASLINGER; PRATHER, 2020), a capacidade de aumentar a secrecao de insulina e diminuir
a producdo de glicose hepética e atuando também no combate ao stress oxidativo, retardando
ou prevenindo o aparecimento de Diabetes e respetivas complicagdes (ESPINDOLA et al.,
2019; JUNG et al., 2006).

A miricetina é um composto flavonoide originalmente isolado da casca da miricetina,
sua féormula molecular ¢ Cis Hi0Os. A miricetina desempenha um papel importante
nas doencas metabdlicas devido as suas func@es anti-inflamatorias, antioxidantes e redutoras
do conteddo lipidico. Sendo eficaz na reducéo de peso, do apetite, a resisténcia a insulina e o
teor de lipidios no sangue. A miricetina também regula a composi¢do da flora intestinal,
promove o crescimento de microrganismos benéficos intestinais e tem um efeito benéfico na
saude (MIAO etal., 2021; NALLAPPAN etal., 2021; SONG etal., 2021). A miricetina também
tem a capacidade de fortalecer os 0ssos e melhorar a resisténcia ao exercicio, um efeito protetor
contra a osteoporose diabética (YING et al., 2020) e efeito protetor contra danos no figado (LV
et al., 2020). Também foi relatada como em composto abundante em frutas e alimentos, como
frutas vermelhas, vegetais, mel, cha e vinho tinto (ROSS; KASUM, 2002; SEMWAL et al.,
2016; SONG et al., 2021).
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Figura 8. Cromatograma da amostra CH obtido por HPLC-DAD, utilizando uma coluna ODS
C18.
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Figura 9. Cromatograma da amostra CJ obtido por HPLC-DAD, utilizando uma coluna ODS
C18.
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Figura 10. Cromatograma da amostra MM obtido por HPLC-DAD, utilizando uma coluna ODS
C18.
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Figura 11. Cromatograma da amostra MV obtido por HPLC-DAD, utilizando uma coluna ODS
C18.
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7 CONCLUSAO

O trabalho experimental realizado teve como objetivo a caracterizacéo de propriedades
fisicas, quimicas e antioxidantes das polpas e dos extratos hidrometandlicos dos frutos de
Clidemia hirta, Clidemia japurensis e Pourouma cecropiifolia.

Os resultados obtidos permitiram concluir que os frutos de buxixus amazonicos e a
uva-da-amazonia sdo frutos adocicados e de baixa acidez, possuem uma alta taxa de umidade,
porém possuem baixo teor de cinzas, proteinas, lipidios e carboidratos.

As bagas de buxixus possuem coloracao que varia do roxo-escuro ao roxo-azulado, ja
as polpas de uva-da-amaz6nia sdo limpidas e transparentes.

Os extratos dos buxixus possuem em sua composi¢cdo compostos fenodlicos e
flavonoides, como o &cido protocatecuico, acido galico, acido quinico, acido elagico e o acido
cafeico, a quercitrina e miricetina, que podem estar ligados diretamente ao potencial
antioxidante destes frutos, onde os melhores ensaios para detec¢do desta capacidade foram
DPPH e ORAC. Também nos extratos foi possivel identificar antocianinas cianidinas e
delfinidinas que conferem as cores caracteristicas dos frutos.

J& nos extratos de uva-da-amazonia também foi identificado a presenca do acido
galico (apenas nos extratos dos frutos em estagio maduro), acido protocatecuico, acido
cafeico, a quercitrina e miricetina. Porém, sdo frutos com baixos teores de fendis e
flavonoides, 0 que sugere que apesar de terem em sua COMpPOSiCa0 esses compostos, esses
estdo em baixas concentracdes, também se demonstraram frutos com baixa capacidade
antioxidante pelos trés métodos utilizados, sendo estes DPPH, ABTS E ORAC.

Os acuUcares redutores (glicose e frutose) e a sacarose foram identificadas como os
compostos majoritarios nos extratos de buxixus e uva-da-amazonia, conferindo o sabor
adocicado dos frutos, o que os tornam altamente palataveis e de facil consumo in natura.

Este estudo trouxe novas e reveladoras informagdes sobre os géneros de buxixus
amazonicos e uva-da-amazoOnia, aumentando assim, a valorizagdo da biodiversidade de
PANC’s brasileiras, o conhecimento de sua composi¢do quimica e nutricional tornando assim,
0 seu consumo como uma fonte adequada para ser inserida no cardapio alimentar e para fornecer
subsidios a pesquisas futuras que visem a utilizacdo desses frutos com um alto potencial
tecnoldgico, analises como a correlacdo de Pearson, analises de carotenoides e de pigmentos

sdo algumas das analises que podem ser realizadas futuramente.
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