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RESUMO

Este estudo teve como objetivo determinar as caracteristicas fisicas, fisico-quimicas,
compostos bioativos e a capacidade antioxidante da polpa de camu-camu de trés progénies,
provenientes do Banco Ativo de Germoplasma de camucamuzeiro, da Embrapa Amazonia
Oriental, em trés estadios de maturacdo. Ao logo do amadurecimento, as massas e 0S
didmetros variaram (p < 0,05) somente na progénie 44 e o rendimento em polpa aumentou em
todas as progénies, com valores superiores a 50% no estadio maduro. O estadio de maturacéo
ndo mostrou efeito somente nos teores de umidade, cinzas e pH da progénie 38; cinzas da
progénie 44 e lipidios e fibras insolUveis da progénie 17. Os demais resultados variaram com
0 amadurecimento, porém, com comportamentos diferentes em cada progénie, exceto 0s
teores de acucares totais, solidos soltveis e relacdo SS/ATT, que mostraram tendéncia de
aumento, e a acidez titulavel total, que diminuiu em todas as progénies. No geral, foram
obtidos maiores contetdos de vitamina C no estadio verde, com uma primeira etapa de
degradacdo, ao atingir o estadio semimaduro, seguido de uma etapa de sintese até o final da
maturacdo, exceto na progénie 38, que mostrou somente redugdo. Quanto aos compostos
fendlicos, durante o amadurecimento, as trés progénies foram caracterizadas por processos de
sintese e degradacdo de compostos fendlicos totais; os flavandis totais diminuiram; os
flavondis comportaram-se de maneira distinta entre as progénies, com elevacdo do contetido
nas progénies 17 e 38, e reducdo na progénie 44; devido a limitacdo do método utilizado para
pequenas quantidades, foi possivel quantificar antocianinas somente nas progénies 17 e 44 no
estddio maduro. As capacidades antioxidantes, por meio dos métodos TEAC e DPPH,
diminuiram em todas as progénies. Além do efeito significativo do estadio de maturacéo, 0s
resultados mostraram que a variabilidade genética do camu-camu influenciou de forma
significativa nas caracteristicas fisicas dos frutos e nos conteidos de todos os compostos

estudados, além das capacidades antioxidantes obtidas pelos métodos utilizados.

Palavras-chave: Myrciaria dubia, estddio de maturagdo, progénie, caracterizacdo fisico-

guimica, compostos fendlicos, vitamina C.



ABSTRACT

This study aimed to determine physical and physico-chemical characteristics, bioactive
compounds and antioxidant capacity from camu-camu pulp of three different progenies, came
from Active Germplasm Bank of camucamuzeiro, at Embrapa Amazonia Oriental, in three
ripening stages. Over the ripening, the mass and the diameters varied (p < 0.05) just for
progeny 44 and the pulp yield increased for all the progenies, with results over 50% in the
ripe stage. The ripening stage didn’t show effects in the moisture and ashes content and also
pH for progeny 38; ashes for progeny 44 and fat and insoluble fibers for progeny 17. The
others results varied with the ripening, but, with different behaviors to each progeny, except
for the total sugar, soluble solids contents and the SS/TTA ratio, which showed a tendency to
increase, and the total titratable acidity decreased in all the progenies. Overall, a higher level
of vitamins C were obtained in the green stage, with a first step of degradation, as it reached
the semi-ripe stage, followed by a synthesis step until the end of the ripening stage, except for
the progeny 38, which showed a reduction. As for the phenolic compounds, during the
ripening stage, the three progenies were characterized for synthesis and degradation processes
of the total phenolic compounds; the total flavanols decreased; the flavonols content had a
distinct behavior in each progeny, with an increasing in the progenies 17 and 38, and a
decreasing in the progeny 44; due to a limitation of the method used to determine small
quantities, It was possible to quantify anthocyanins only for progenies 17 and 44 in the
ripening stage. The antioxidant capacity, determinated through the methods TEAC and
DPPH, decreased in all the progenies. Besides the significant effects of the ripening stage, the
results showed that the genetic variability of camu-camu influenced significantly the physical
characteristics of the fruits and the continents of all compounds studied, and still the

antioxidant capacity obtained through the methods mentioned.

Keywords: Myrciaria dubia, ripening stage, progeny, physico-chemical characterization,

phenolic compounds, vitamin C.
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1 INTRODUCAO

O camucamuzeiro (Myrciaria dubia) pertence a familia Myrtaceae. E espécie
arbustiva nativa da regido Amazonica, que ocorre naturalmente as margens de rios e lagos, e
estd em fase de domesticacdo (RODRIGUES et al., 2004; CARVALHO, 2012). A planta
produz frutos com grande potencial para as inddstrias alimenticias, de cosméticos e farmacos.
Apesar da importancia, grande parte do Brasil ainda tem pouco acesso a fruta, além de pouco
conhecimento sobre as suas propriedades (FUJITA et al., 2013).

Pesquisas sobre a domesticacdo do camucamuzeiro vém sendo desenvolvidas por meio
de programas de melhoramento genético da espécie visado o seu cultivo em terra firme. Nesse
sentido, foi implantado pela Embrapa Amazénia Oriental, em Belém, Estado do Para, o Banco
Ativo de Germoplasma (BAG) de camucamuzeiro, formado por acessos provenientes de
populacdes naturais dos estados do Amazonas e Pard, e que relne a rica variabilidade genética
do camu-camu. A preservacdo e a caracterizacdo da diversidade genética encontrada no BAG
sd0 necessarias, visando sua manutencdo e utilizacao sustentavel em pesquisas que resultardo
na identificacdo de gendtipos promissores, atuando assim, como apoio aos programas de
melhoramento genético da espécie.

Devido aos seus altos niveis de compostos bioativos, como a vitamina C e 0s
compostos fendlicos, o camu-camu apresenta elevada capacidade antioxidante, sendo
considerado fruto de alto valor nutricional, podendo ser utilizado para a producdo de
alimentos funcionais. Esses compostos apresentam a capacidade de prevenir doencas
degenerativas e estimular o sistema imunoldgico, e sua presen¢a no fruto do camu-camu foi
evidenciada por varios estudos (ZANATTA et al.,, 2005; ZANATTA; MERCADANTE,
2007; REYNERTSON et al., 2008; CHIRINOS et al., 2010; MYODA et al., 2010).

O é&cido ascorbico tem muitas funcBes bioldgicas e desempenha papel importante
como antioxidante, prevenindo danos celulares causados pela oxidagdo. Os compostos
fendlicos também atuam como antioxidantes, uma vez que sdo conhecidos como
sequestradores de radicais livres (BARRETO; BENASSI; MERCADANTE, 2009).

Nos Gltimos anos, tem havido uma tendéncia mundial em uso de fitoquimicos naturais
como antioxidantes e ingredientes funcionais, que estdo presentes em alimentos como
legumes, frutas, oleaginosas e ervas (AKTER et al., 2011). A importancia dos antioxidantes
na dieta é crucial para a salde devido a sua capacidade de reduzir ou interromper a oxidacdo

de radicais livres, que sdo moléculas que contém um elétron ndo emparelhado (THOMAS,
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2000), sendo responsaveis por muitas doengas degenerativas, como catarata, aterosclerose,
morte celular e cancer (FRIEDMAN, 1997).

No processo de amadurecimento dos frutos de camu-camu, o epicarpo sofre alteracéo
da cor verde para vermelho e roxo, o que ocorre devido a presenca de antocianinas
(ZANATTA et al., 2005). Mudancas no conteudo e perfis de outros fitoquimicos como a
vitamina C e compostos fenolicos também s&o evidentes (CHIRINOS et al., 2010). Portanto,
a gquantidade desses compostos no fruto dependera do seu estadio de maturacdo. Fatores que
também exercem influéncia sdo as caracteristicas ambientais onde os frutos sdo produzidos,
tais como o clima da regido, tipo de solo, entre outros, bem como a varia¢do genética.

Estudos cientificos envolvendo frutos de camu-camu produzidos na regido
Amazonica, especialmente no Estado do Para, sobre o efeito do estddio de maturagdo e das
diferencas genéticas nos seus constituintes ainda séo relativamente escassos, 0 que sugere a
necessidade da avaliacdo desses compostos de acordo com o grau de maturacdo do fruto e

com a variabilidade genética.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Quantificar os principais compostos bioativos e determinar a capacidade antioxidante
na polpa de camu-camu, em funcdo do estddio de maturacdo, em frutos de diferentes
gendtipos, provenientes do Banco Ativo de Germoplasma de camucamuzeiro da Embrapa

Amazobnia Oriental.

2.2 ESPECIFICOS

- Caracterizar fisicamente os frutos de camu-camu, em funcéo do estadio de maturacéo;

- Caracterizar fisico-quimicamente a polpa de camu-camu, em funcdo do estadio de
maturacao;

- Determinar o teor de &cido ascérbico (vitamina C) na polpa de camu-camu, ao longo do
amadurecimento, utilizando métodos titulométricos;

- Determinar o teor das principais familias de compostos fendlicos na polpa de camu-camu,
em funcgdo do estadio de maturacéo, utilizando métodos colorimétricos;

- Determinar a capacidade antioxidante in vitro da polpa de camu-camu, em func¢éo do estadio

de maturacéo.



18

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CAMU-CAMU (Myrciaria dubia)

3.1.1 Caracteristicas boténicas e geogréficas

O camucamuzeiro (Myrciaria dubia) é encontrado naturalmente em toda a Amazonia
brasileira, principalmente em &reas pantanosas ou inundadas, sendo encontrado na estacdo
chuvosa parcial ou totalmente submerso (VIEGAS; FRAZAO; SILVA, 2004; CHIRINOS et
al., 2010). Apresenta porte arbustivo, com 3 a 6 m de altura e pode apresentar varias
ramificacGes. As folhas sdo opostas, simples, sem estipulas, elipticas, ovais ou estreitas, de
4,5 a 10 cm de comprimento e 1,5 a 4,5 cm de largura, base obtusa ou arredondada, apice
longo-acuminado e peciolo de 3 a 6 mm de comprimento. Inflorescéncia mais ou menos
axilar, geralmente formada por flores subsésseis, alvas e perfumadas (FERREIRA; RIBEIRO,
2006).

Geograficamente, 0 camucamuzeiro se distribui desde a regido central do Estado do
Para, passando pelo médio e alto rio Amazonas, até a parte ocidental do Peru e extremo
setentrido brasileiro, no Estado de Roraima, e no rio Casiquiare e grande parte da alta e média
Bacia do Orinoco. Ao sul, no Estado de Rond6nia, ocorre as margens dos rios Ji-Parana e
Candeias (RIBEIRO; MOTA; CORREA, 2002).

A planta consegue adaptar-se desde solos férteis, como os da varzea do Peru, onde ha
influéncia direta dos Andes, até solos pobres, como o da praia de areia branca no rio Negro, o
que influencia o sistema radicular da planta. Esse fato pode influenciar diretamente na
producdo de fruto, onde a planta bem nutrida produz todos os anos, e as plantas em solos
pobres produzem a cada dois ou trés anos, acumulando a reserva para poder produzir o fruto
(YUYAMA, 2011).

Apesar de sua ocorréncia natural em regides inundadas, 0 camucamuzeiro também
pode ser cultivado em condicdes de terra firme, em solos com pH &cido de baixa fertilidade,
em regides que apresentam precipitacdes anuais variando de 1.700 a 3.000 mm (RIBEIRO;
MOTA; CORREA, 2002). Em solos de terra firme, onde os nutrientes e a 4gua podem ser
controlados, a planta pode produzir mais de duas safras anuais (YUYAMA, 2011). As Figuras
1A e 1B apresentam camucamuzeiros no habitat original (solos inundados) e em terra firme,
no campo experimental da Embrapa Amazénia Oriental, localizada em Belém, no Estado do

Pard, respectivamente.
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Figura 1. (A) Camucamuzeiros em solo inundado (Fonte: CARVALHO, 2012); (B) camucamuzeiros

em terra firme (Foto: Aline Souza).

O camucamuzeiro € planta tipica do clima tropical quente e imido, onde a temperatura
média oscila entre 22 a 28 °C, suportando temperaturas minima e maxima em torno de 17 e 35
°C e umidade relativa (UR) de 70% a até 95% (RIBEIRO; MOTA; CORREA, 2002).

Em terra firme, o camucamuzeiro inicia a floracdo entre 2,5 a 3 anos ap6s o plantio.
Nas condi¢bes edafo-climaticas de Belém, a planta demonstrou boa adaptacdo e
desenvolvimento, florindo praticamente o ano inteiro, com a vantagem do ciclo de produgéo
se estender durante todo o ano. O pico de producdo vai de novembro a margo, sendo
verificados também indices menores de producdo nos meses de julho e agosto (RIBEIRO;
MOTA; CORREA, 2002). No estado silvestre o camu-camu tem apenas um periodo de safra,
que vai de dezembro a margo (PINEDO, 2002).

A producgéo das populacdes naturais em ambientes alagados na Regido Amazoénica
varia de 3 a até 25 kg de frutos por planta (ZAMUDIO, 2007). De acordo com Ribeiro, Mota
e Corréa (2002), em pomares de camucamuzeiro implantados em condicdes de terra firme
podem ser obtidas producgdes iniciais de até 6 kg de frutos frescos por planta/safra, que

corresponde a 6,7 toneladas de frutos frescos por hectare/safra.
3.1.2 Variabilidade genética e germoplasma
O camucamuzeiro ocorre naturalmente em toda a bacia amazonica, o que significa que

existem diferentes ecossistemas onde a planta se desenvolve e, dessa forma, havera variacéo

genética nas plantas originarias de diferentes regides (YUYAMA, 2011). A manutenc¢do dessa



20

variabilidade genética pode ocorrer por meio do estabelecimento de areas de protecdo
ambiental e pela coleta e manutencdo desses materiais, que passam entdo a ser denominados
germoplasma (KOSHIKENE, 2009).

A preservacao de germoplasma, sua avaliacdo e caracterizacdo sdo necessarias visando
a manutencdo e utilizacdo sustentavel dos recursos genéticos em programas de melhoramento
e pesquisas, que resultardo na identificacdo de gendtipos promissores. Esta avaliagdo contribui
para a prevencao de possiveis perdas genéticas, como as que podem acontecer durante as
multiplicacGes dos acessos coletados, e possibilita o estabelecimento dos sitios ou areas de
coletas que contenham maior variabilidade, auxiliando assim na planificagéo de novas coletas
(HOSBINO et al., 2002).

A variacdo genética foi comprovada quando camucamuzeiros oriundos de diferentes
regibes foram instalados em terra firme no Campo Experimental do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (INPA), compondo a colecdo de germoplasma de camu-camu, por
meio da verificacdo da arquitetura da planta, andlises fisico-quimicas dos frutos, tipo de
plantula, morfologia foliar e outros (YUYAMA, 2011).

Em 1994 foi implantado o Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de Camucamuzeiro,
com credenciamento 035/2010-SECEX-CGEN, na Embrapa Amazonia Oriental localizada no
municipio de Belém, Estado do Par4, com coordenadas geograficas de 48°26°45”W e
1°26°31’S. Os acessos foram provenientes de coletas realizadas as margens dos rios Javari e
Jandiatuba, afluentes do rio Solimdes, Estado do Amazonas, e dos rios Trombetas e Tapajos,
Estado do Pard (GURGEL et al., 2012).

A espécie Myrciaria dubia é planta alogama de polinizacdo cruzada, apresentando
baixa taxa de geitonogamia (polinizacdo por flores vizinhas, porém do mesmo individuo).
Portanto, como 0 BAG é formado por plantas provenientes de sementes cada planta pode ser
considerada uma progénie geneticamente diferente da outra (GURGEL et al., 2013).

A identificacdo adequada da espécie Myrciaria dubia, tanto em nivel morfolédgico
quanto em nivel genético-molecular, atua no sentido de contribuir de modo decisivo para 0s
programas de conservacdo e melhoramento genético da espécie (TEIXEIRA; CHAVES;
YUYAMA, 2004).

3.1.3 Caracteristicas do fruto

O fruto do camucamuzeiro é do tipo baga esférica com média de 2,5 cm de diametro,

apresentando de 1 a 4 sementes por fruto, com formato reniforme e com fibrilas na superficie.
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O epicarpo é liso e brilhante, de cor vermelho escuro até parpura, ao amadurecer, devido a
presenca de antocianinas (Figura 2A). Possui mesocarpo carnoso (gelatinoso) e esbranquicado
(Figura 2B). Os frutos sdo conhecidos no Brasil como camu-camu, cacgari ou araca-de-agua,
sendo conhecidos por serem ricos em vitamina C (ALVES et al., 2002; RIBEIRO; MOTA,;
CORREA, 2002; DIB TAXI et al., 2003; ZANATTA; MERCADANTE, 2007; YUYAMA,
2011).

Figura 2. Aspectos do fruto camu-camu (Myrciaria dubia). (A) Frutos na planta (Fonte: SMIDERLE
SOUSA, 2008); (B) Visualizagéo interna do fruto maduro (Fonte: KOSHIKENE, 2009).

Os pigmentos do camu-camu estdo concentrados, predominantemente, no epicarpo
(casca). Com a despolpa, esses pigmentos, bem como o &cido ascorbico, podem migrar para a
polpa. Dessa forma, o método utilizado para o despolpamento contribui de maneira
significativa para as quantidades desses compostos nas partes constituintes do fruto
(PINEDO, 2002; MAEDA et al., 2006).

A polpa do camu-camu apresenta sabor citrico e a casca é amarga, devido a presenca
de taninos, o que dificulta o consumo do fruto na forma in natura, levando a necessidade de
pesquisas para o seu melhor aproveitamento. Devido ao seu teor particularmente elevado de
vitamina C, o camu-camu é excelente alternativa para a mistura com outras matérias-primas,
aumentando assim a qualidade vitaminica de produtos como sucos de frutas, néctares, doces,
sorvetes, iogurtes e bebidas isotbnicas (FRANCO; SHIBAMOTO, 2000; RODRIGUES et al.,
2004; MAEDA et al., 2006). Na Amazdnia peruana, os frutos sdo utilizados no preparo de
refrescos, sorvetes, picolés, geleias, doces e licor; no Brasil para o preparo de cosméticos e,
artesanalmente, em refrescos e licores, enquanto que nos Estados Unidos, Japédo e Francga, as
industrias farmacéuticas os transformam em tabletes de vitamina C (VIEGAS; FRAZAO;
SILVA, 2004).
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A fruta também é considerada excelente fonte de outros compostos bioativos, como 0s
compostos fendlicos, tais como flavanois, flavonois, flavanonas e antocianinas, podendo,
dessa forma, ser utilizada como alimento funcional (ALVES et al., 2002). Esses compostos
tém sido relatados na literatura como substancias importantes para a prevencdo de diversas
doengas humanas (INOUE et al., 2008; CHIRINOS et al., 2010; GONCALVES; LAJOLO;
GENOVESE, 2010; MYODA et al., 2010; RUFINO et al., 2010; AKTER et al., 2011).

De acordo com alguns autores, o camu-camu é fruto ndo-climatérico e, portanto, deve
permanecer na planta até atingir a fase de maturacgéo, visto que, como ndo apresenta elevacéo
na taxa respiratoria proximo ao final do periodo de maturacéo, ndo ocorrem modificagdes nos
pardmetros fisicos e quimicos apds a colheita (ANDRADE, 1991; PINEDO, 2002; PINTO,
2011). No entanto, Pinto et al. (2013) mostraram que 0 camu-camu apresenta comportamento
tipico de frutos climatéricos, que tém seus processos de amadurecimento continuados apds a
colheita do fruto fisiologicamente maduro. Além do aumento na atividade respiratoria e na
producdo de etileno, os frutos evoluiram na qualidade, tanto em atributos fisicos quanto em
quimicos. Segundo os autores, a provavel colheita dos frutos de camu-camu antes da sua
maturidade fisiologica pode ter contribuido para 0 comportamento ndo climatérico observado
em alguns estudos.

Segundo Chitarra e Chitarra (2005), a maturidade fisioldgica corresponde ao momento
em que o fruto acumulou a maior parte das reservas. Em frutos de padrdo respiratério
climatérico, quando esse estadio do desenvolvimento é atingido na planta, estes podem ser
colhidos visando o armazenamento, podendo amadurecer normalmente fora da planta, sem

que isso venha interferir na qualidade final do fruto.

3.1.4 Composicédo e valor nutricional

Caracteristica importante que vem despertando crescente interesse pelos frutos de
camu-camu € o elevado teor de vitamina C (&cido ascérbico), superior ao encontrado em
frutos de acerola, espécie conhecida por ser 6tima fonte dessa vitamina (ALVES et al., 2002;
RODRIGUES; MARX, 2006; INOUE et al., 2008). De acordo com Yuyama (2011), o teor de
vitamina C no camu-camu varia de 800 a 6.100 mg/100 g de polpa e apresenta boa
estabilidade.

O camu-camu também é considerado fonte de minerais, como sédio, potassio, célcio,
zinco, magnésio, manganés e cobre, além de possuir pequena quantidade de pectina e amido

(AKTER et al., 2011). Glicose e frutose constituem os principais carboidratos presentes na
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fruta. S8o encontrados diferentes tipos de aminoacidos, tais como serina, valina, leucina,
glutamato, 4-aminobutanoato, prolina, fenilalanina, treonina e alanina, além de acidos
organicos, como o acido citrico, o acido isocitrico e o acido malico (ZAPATA; DUFOUR,
1993). Essas caracteristicas, bem como a presenca de carotenoides e antocianinas, fazem do
camu-camu fruta de elevado valor nutricional (ZANATTA; MERCADANTE, 2007). Valores
de composicdo centesimal e propriedades fisicas, fisico-quimicas e quimicas de frutos de

camu-camu, obtidos por diferentes autores, sdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Composicao centesimal e propriedades fisicas, fisico-quimicas e quimicas de frutos

de camu-camu de acordo com diferentes autores.

Componentes Justi et al. Alves et al. Chirinos et
(2000) (2002) al. (2010)

Peso fresco total (g) - 7,05 -
Polpa + casca (%) - 81,24 -
Semente (%) - 18,75 -
Comprimento (mm) - 22,11 -
Diametro (mm) - 23,06 -
Umidade (g/100 g) 941+0,1 - -
Proteina (g/100 g) 04+0,0 - -
Cinzas (g/100 g) 0,3+0,0 - -
Fibra bruta (g/100 g) 0,1+0,0 - -
Lipideos (g/100 g) 0,2+0,0 - -
Carboidrato (g/100 g) 3,5 - -
Sélidos sollveis totais (°Brix) - 6,36 -
Acidez total titulavel (%) - 2,63 -
°Brix/Acidez - 2,42 -
pH - 2,54 -
Acucares totais (%) - 1,48 -
Sédio (mg/kg) 111,3+4,3 - -
Potassio (mg/kg) 838,8 + 36,2 - -
Caélcio (mg/kq) 157,3+4,4 - -
Ferro (mg/kQg) 53+04 - -
Magnésio (mg/kg) 123,8 +8,7 - -
Manganés (mg/kg) 21,1+11 - -
Zinco (mg/kg) 36+0,1 - -
Cobre (mg/kg) 2,0+0,2 - -
Vitamina C (mg/100 g) 1410 + 20 2061,04 2010 + 65
Polifendis totais (mg AGE*/100 g) - - 1320 + 102

! Acido galico equivalente

Rufino et al. (2010), avaliando o teor de vitamina C em dezoito frutas tropicais,

observaram 0s maiores teores em camu-camu (1.882,0 mg/100 g de fruta) e acerola (1.357,0
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mg/100 g de fruta). Diferentes pesquisas mostraram que o contetdo dos compostos bioativos,
tais como a vitamina C e os compostos fenolicos, presentes no fruto do camu-camu, depende
do seu estadio de maturacdo (ZAPATA; DUFOUR, 1993; JUSTI et al., 2000; CHIRINOS et
al., 2010; YUYAMA, 2011), o que contribui para as diferentes capacidades antioxidantes
apresentadas pelo fruto em cada estadio.

Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya (2004) identificaram por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) os principais carotenoides presentes em polpa de camu-
camu obtida de frutos maduros, onde a luteina foi encontrada como o carotenoide principal,
seguida do B-caroteno e da zeaxantina. Picos correspondentes a neoxantina, 3-criptoxantina,
[-caroteno-5,6-epoxido e cis- B-caroteno também foram identificados, porém, em niveis
muito baixos. Segundo os autores, a quantidade dos carotenoides encontrados na polpa foi
pequena, o que inviabilizou a analise por HPLC acoplado a espectrometria de massas (HPLC-
MS). Em estudo recente, Silva (2012) mostrou que o teor de carotenoides é mais evidente na

casca de frutos de camu-camu, em detrimento da polpa.

3.2 COMPOSTOS BIOATIVOS

Os compostos bioativos ou fitoquimicos sdo substancias ndo nutrientes presentes em
frutas, vegetais, grdos e outros alimentos do reino vegetal, responsaveis por modular
processos do metabolismo, estresse oxidativo e inflamacéo, e tém sido associados a reducéo
do risco de doencas cronicas. Essas substancias podem ser classificadas como carotenoides,
compostos fendlicos, alcaloides, compostos que contém nitrogénio e compostos organicos de
enxofre. Dentre esses compostos, 0s mais estudados sdo os compostos fendlicos, a vitamina C
e os carotenoides (LIU, 2003; LIU, 2004; BURTON-FREEMAN, 2010; GHASEMZADEH,;
GHASEMZADEH, 2011).

Muitos alimentos ja receberam o titulo de “alimentos funcionais” que, além de
atenderem 0s requisitos basicos de nutricdo, devem possuir a capacidade de proporcionar
beneficios fisiolégicos adicionais, como evitar ou retardar o aparecimento de doencas
cronicas (KAUR; KAPOOR, 2001). As frutas sdo alimentos essenciais para a manutencao da
salide e seu consumo vem aumentando, o que se deve ao elevado teor de compostos bioativos.
Essas substancias tém atraido a atencdo dos cientistas, concentrada principalmente sobre a
capacidade de proteger o organismo dos danos causados pelos radicais livres atuando, dessa
forma, na prevencdo de doengas causadas como resultado do estresse oxidativo (NERI-

NUMA et al., 2013). O estresse oxidativo, que liberta radicais livres no organismo, tem sido
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responsabilizado pelas desordens, incluindo disfungéo cardiovascular, cataratas, cancer,
reumatismo e muitas outras doencas autoimunes, além de envelhecimento (KAUR;
KAPOOR, 2001; AKTER et al., 2011).

3.2.1 Compostos fenolicos

Além de fibras, vitaminas, fitoesterois, compostos de enxofre, carotenoides e acidos
organicos, 0s vegetais contém uma grande variedade de compostos fenodlicos, também
conhecidos como polifendis. Esses compostos contribuem para a promocéao da satde, sendo
cada vez mais considerados como agentes eficazes de protecdo (MANACH et al., 2005),
quando consumidos como parte de uma dieta equilibrada (TOMAS-BARBERAN; ANDRES-
LACUEVA, 2012).

Os polifendis sdo produzidos como resultado do metabolismo secundario das plantas
(LIU, 2004; GALLEANO et al., 2012), proporcionando funcGes essenciais na reproducao e
crescimento vegetal, agindo como mecanismo de defesa contra a radiacdo ultravioleta e
agentes patogénicos, parasitas e predadores, bem como contribuem para a coloracdo das
plantas (MANACH et al., 2004). Além de suas func¢Bes nos vegetais, os compostos fendlicos
presentes na dieta podem fornecer beneficios & salde associados com o risco reduzido de
doengas cronicas (LIU, 2004; GHASEMZADEH; GHASEMZADEH, 2011).

Existe uma ampla variedade de moléculas com estrutura fendlica, tendo um ou mais
grupos hidroxila no anel aromatico, podendo variar desde moléculas simples, que contém
somente um anel de fenol, como os &cidos fendlicos e os alcoois fendlicos, a compostos
altamente polimerizados, como os taninos (BRAVO, 1998; KRIS-ETHERTON et al., 2002;
D'ARCHIVIO et al., 2007; HAN; SHEN; LOU, 2007; MARTEL; MONTEIRO; CALHAU,
2010). A estrutura dos compostos fendlicos € um fator determinante da sua atividade como
sequestradores de radicais livres e como agentes quelantes de metais contribuindo, dessa
forma, para as diferentes capacidades antioxidantes apresentadas por cada composto
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Mais de 8.000 compostos fendlicos ja foram relatados e estdo amplamente dispersos
em todo o reino vegetal (WILLIAMSON; CLIFFORD, 2010). Primariamente, eles ocorrem
na forma conjugada, com um ou mais residuos de agucar ligados a grupos hidroxila, embora
também existam ligacGes diretas de acUcar unido a um atomo de carbono aromatico. Os
acucares ligados podem ser monossacarideos, dissacarideos ou ainda oligossacarideos. A

glicose € o residuo de agucar mais comum, embora a galactose, a ramnose, a xilose e a



27

arabinose também possam ser encontradas, bem como os acidos glucurénicos, galacturdnicos
e muitos outros. Essas associagdes com agucares fazem dos polifendis moléculas sollveis em
agua. Os polifendis podem ser encontrados na natureza como agliconas, apenas
ocasionalmente. Associa¢fes com outros compostos, como 0s acidos carboxilicos e acidos
organicos, aminas e lipideos, e ligagdes com outros fendis também sdo comuns (BRAVO,
1998; ROSS; KASUM, 2002).

Os efeitos benéficos dos polifendis na saide humana dependem da sua absor¢édo no
intestino e da sua biodisponibilidade. Estas, por sua vez, sdo determinadas pela sua estrutura,
incluindo a conjugacdo com outros fendlicos, o grau de glicosilagdo/acilacdo, tamanho da
molécula e sua solubilidade (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; SAURA-
CALIXTO; SERRANO; GONI, 2007).

Os polifenois sdo divididos em varias classes, de acordo com o numero de anéis
fendlicos que contém e os elementos estruturais que ligam esses anéis entre si (MANACH et
al., 2004). Os principais grupos de polifendis s&o: flavonoides, acidos fenolicos, alcoois
fenolicos, estilbenos e lignanas (D'ARCHIVIO et al., 2007; WELCH; WU; SIMON, 2008;
SINGH; HOLVOET; MERCENIER, 2011). Suas estruturas quimicas estdo apresentadas na
Figura 3.
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Figura 3. Estrutura quimica dos principais grupos de compostos fenélicos.
Fonte: D'Archivio et al. (2007); Singh, Holvoet e Mercenier (2011).

Como antioxidantes, os polifendis podem proteger as células contra danos oxidativos
limitando, dessa forma, o risco de vérias doencas degenerativas associadas ao estresse
oxidativo (D'ARCHIVIO et al., 2007). Um polifenol pode ser definido como antioxidante se
cumprir duas condi¢des. Primeiramente, quando presente em baixas concentracfes em relacédo
ao substrato a ser oxidado pode atrasar, retardar ou evitar a oxidacdo mediada por radicais
livres e, em segundo lugar, os radicais resultantes formados ap6s a limpeza devem ser
estaveis. Os polifendis podem ser estabilizados através de ligacdo de hidrogénio
intramolecular ou pela oxidacédo adicional (KAUR; KAPOOR, 2001).

3.2.1.1 Flavonoides
O grupo dos flavonoides compreende uma variedade de compostos bioativos que sao

0s mais abundantes nas plantas e frutas e, como resultado, constitui a maioria dos polifendis
que sdo consumidos diariamente na dieta (KRIS-ETHERTON et al., 2002; KOSMIDER,;
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OSIECKA, 2004; SINGH; HOLVOET; MERCENIER, 2011; HUI et al., 2013). Pertence a
uma grande classe de metabolitos secundarios envolvendo mais de 10.000 estruturas (AGATI
et al., 2012). Eles sdo sintetizados pela via polipropanoide tendo como componente de partida
a molécula fenilalanina (GHASEMZADEH; GHASEMZADEH, 2011).

Os flavonoides sdo compostos fendlicos de baixo peso molecular, constituidos por 15
atomos de carbono, dispostos numa configuragdo Cs-C3-Cs, cOM um ou mais substituintes
hidroxila (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; PEREIRA et al., 2009;
NEMA et al., 2012) e apresentam potenciais beneficios a saude (CAO et al., 2010;
GALLEANO et al., 2012; PADAYACHEE et al., 2012). Nas plantas, normalmente esses
compostos sdo encontrados como glicosideos (HOFFMANN-RIBANI; HUBER,;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2009; GHASEMZADEH; GHASEMZADEH, 2011). Além de
glicosilacdo, a estrutura dos flavonoides pode possuir substitui¢Ges, tais como hidrogenacéo,
hidroxilagcdo, malonilacdo, metilacdo e sulfatacdo, sendo a primeira a mais frequente entre
este grupo de moléculas (SANTOS et al., 2011).

Os flavonoides representam um importante grupo de compostos bioativos obtidos de
fontes vegetais, atuando como removedores de radicais livres, em virtude do seu potencial
redutor, promovendo a protecdo do corpo contra reagOes oxidativas que possam ocorrer
(ROUTRAY; ORSAT, 2012). Sdo compostos antioxidantes altamente potentes que tém sido
associados a reducdo da incidéncia de acidente vascular cerebral, insuficiéncia cardiaca,
diabetes, cancer e doencas neurodegenerativas (WILLIAMS; SPENCER; RICE-EVANS,
2004; GHASEMZADEH; GHASEMZADEH, 2011). Eles tém uma estrutura genérica que
consiste em dois anéis aromaticos (anéis A e B) ligados por trés &tomos de carbono, que estdo
geralmente em um anel heterociclico oxigenado, ou um anel C (Figura 3) (WELCH; WU,
SIMON, 2008; GALLEANO et al., 2012).

Os flavonoides podem ainda ser classificados em diferentes subgrupos, tais como 0s
flavondis, flavonas, flavanonas, isoflavonas, antocianidinas e flavandis, dependendo do
posicionamento dos grupos hidroxila nas estruturas do anel aromatico. As diferentes
estruturas quimicas dos flavonoides podem causar impactos importantes sobre os seus efeitos
bioldgicos (BIRT; HENDRICH; WANG, 2001; D'ARCHIVIO et al., 2007; HOOPER et al.,
2008; SANTOS et al., 2011). As estruturas quimicas de algumas destas substancias estdo

apresentadas na Figura 4.
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Figura 4. Estrutura quimica dos flavonoides.
Fonte: D'Archivio et al. (2007).

3.2.1.2 Flavonois

Os flavonois possuem uma dupla ligacdo entre C2 e C3, com um grupo hidroxila na
posicdo Cs (Figura 4). Eles representam os flavonoides mais comuns em alimentos e o0s
exemplos incluem a quercetina, o kaempferol e a miricetina, sendo a quercetina o composto
mais representativo (D'ARCHIVIO et al., 2007). As maiores fontes desses compostos sdo as
cebolas, a couve, o alho-pord, o brécolis, os mirtilos assim como o vinho tinto e o cha. Os
flavondis sdo muitas vezes encontrados como glicosideos na natureza, possuem tendéncia de
acumular-se na casca de frutas e nas folhas das plantas e sua biossintese é estimulada pela luz
(WELCH; WU; SIMON, 2008).

3.2.1.3 Antocianinas

Antocianinas (do grego: anthos = flores; kianos = azul) sdo pigmentos sollveis em

agua responsaveis, em grande parte, pelas cores atrativas de flores, frutos e folhas, variando
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do vermelho ao violeta e azul (TIMBERLAKE, 1980). Esse grupo de flavonoides é
encontrado em ampla variedade de alimentos, tais como uvas, amoras, framboesas, cerejas,
ameixas, berinjelas, entre outros (VALLS et al., 2009).

Quimicamente, as antocianinas sdo glicosideos (ligados a uma porcdo de agucar) de
antocianidinas (agliconas), que correspondem as estruturas basicas desses compostos, sendo
derivadas do cation flavilium (2-fenilbenzopirilium) (KERIO et al., 2012), cuja estrutura
quimica esta apresentada na Figura 5. Os acUcares mais comuns sdo a glicose, a galactose, a
ramnose e a arabinose. Estes sdo geralmente ligados na posicdo 3 do anel C ou nas posicdes 5
e 7 do anel B, ocorrendo como monossacarideo, dissacarideo ou trissacarideo (PEREIRA et
al., 2009).

Vérias antocianidinas estdo presentes na natureza, porém, entre elas, as mais comuns
em frutas e vegetais sdo: pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e
malvidina. Devido a sua natureza polar, as antocianinas sdo solUveis em solventes polares,
tais como metanol, etanol e agua (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009; MARTEL;
MONTEIRO; CALHAU, 2010; KERIO et al., 2012).

e S
S R,
C
06

OH
OH

Figura 5. Estrutura basica do pigmento antocianidina, o cation flavilium.
Fonte: Kerio et al. (2012).

Dependendo do pH, as antocianinas podem apresentar-se nas cores vermelha, roxa ou
azul e sdo sintetizadas pela via fenilpropanoide (WELCH; WU; SIMON, 2008; IGNAT,;
VOLF; POPA, 2011). As antocianinas sdo amplamente distribuidas na dieta humana, sendo
encontradas no vinho tinto, certas variedades de cereais e alguns vegetais (repolho, feijéo,
cebola, rabanetes), porém, sdo encontradas com maior abundéancia nas frutas (WANG; CAO;
PRIOR, 1997; D'ARCHIVIO et al., 2007). Cianidina-3-glicosideo foi identificada como a
principal antocianina presente em frutos de camu-camu, seguida de delfinidina-3-glicosideo
(ZANATTA et al., 2005; CHIRINOS et al., 2010).
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As diferentes estruturas de antocianinas influenciam suas propriedades quimicas, que,
por sua vez, tém implica¢fes importantes para a sua estabilidade, o seu equilibrio aquoso, sua
cor, seus efeitos de copigmentacdo, sua reatividade e suas propriedades antioxidantes
(VALLS et al., 2009).

As antocianinas podem ser quantificadas espectrofotometricamente por meio de
métodos que consideram o comportamento estrutural dessa classe de flavonoides em funcéo
do pH. O método do pH diferencial tem sido amplamente utilizado para avaliacdo da
qualidade de frutas e vegetais frescos e processados. Possibilita a quantificacdo do contetido
de antocianinas totais e monomericas, baseado na mudanca estrutural desses compostos em
diferentes condicdes de pH (LEE; DURST; WROLSTAD, 2005).

3.2.1.4 Flavanais

Os flavandis constituem outro importante grupo de flavonoides. Eles contém uma
cadeia de trés carbonos saturada com um grupo hidroxila no Cs (Figura 4). Os flavandis
existem nas formas monoméricas e poliméricas (catequinas e proantocianidinas,
respectivamente). As proantocianidinas também sdo conhecidas como taninos condensados
(GARCIA-ALONSO et al., 2004; D'ARCHIVIO et al., 2007; WELCH; WU; SIMON, 2008;
MARTEL; MONTEIRO; CALHAU, 2010). Essa denominagdo ocorre porque as
proantocianidinas sdo decompostas em antocianidinas por ruptura da ligacdo C-O quando
aquecidas em solugbes alcoodlicas fortemente acidas. Quando o produto desta reacdo for
apenas cianidina, estas moléculas recebem o nome de procianidinas que constituem o maior
grupo de proantocianidinas e sdo formadas pela polimerizacdo de catequinas e epicatequinas
ligadas covalentemente (WILLIAMSON; MANACH, 2005; KOLECKAR et al., 2008;
NASCIMENTO, 2011). Os taninos sdo divididos em dois grandes grupos: taninos
hidrolisaveis e taninos condensados (proantocianidinas).

Os taninos hidrolisaveis incluem os gallotaninos e os ellagitaninos, polimeros
derivados dos &cidos galico e elagico, respectivamente (MUELLER-HARVEY, 2001). Esse
grupo de taninos pode ocorrer em madeira, casca, folhas, frutas e galhos (MUELLER-
HARVEY, 2001).

As proantocianidinas (Figura 6) séo oligdmeros e polimeros de duas ou mais unidades
monomeéricas de flavan-3-ol, geralmente catequina e epicatequina, unidas principalmente por
ligagBes interflavanicas C4-Cs e em menores quantidades por ligagdes C4-Cs (SCHOFIELD;
MBUGUA,; PELL, 2001; BARBEHENN; CONSTABEL, 2011; VALLS et al., 2009). Séo
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compostos fendlicos polimerizados em moléculas maiores possuindo alto peso molecular, que
varia de 500 a 3000-4000 Da (BRAVO, 1998; GHASEMZADEH; GHASEMZADEH, 2011,
AOUF et al., 2013) e tém uma grande variedade de estruturas. Devido ao seu peso molecular
e grau de hidroxilagdo dos anéis aromaticos elevados, os taninos apresentam alto potencial
antioxidante, tendo sido associados com Vérios beneficios potenciais para a saude
(KOLECKAR et al., 2008; TSAO, 2010).

OH

Flavan-3-ol
Unidades de

OH extensdo

W@o d S
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i partida

Figura 6. Estrutura geral de proantocianidinas (R = OH: prodelfinidinas; R = H: procianidinas).
Fonte: Stringano et al. (2012).

As proantocianidinas sdo encontradas em muitas espécies de plantas e sdo importantes
componentes da alimentacdo humana (KOLECKAR et al., 2008). Sdo responsaveis pelo
caracter adstringente das frutas (uvas, macas, etc.) e bebidas (vinho, cidra, ch, cerveja, etc.),
e pelo gosto amargo do chocolate. E importante ressaltar que esta adstringéncia sofre
mudancas ao longo do amadurecimento dos frutos e, muitas vezes, desaparece quando o fruto
atinge a maturidade (D'ARCHIVIO et al., 2007). A adstringéncia atribuida aos taninos ocorre
porque essas moléculas sdo altamente hidroxiladas, podendo formar complexos insoltveis
com carboidratos e proteinas. Dessa forma, os alimentos ricos em taninos possuem essa
caracteristica por conta da precipitacdo de proteinas salivares (BRAVO, 1998).

A disponibilidade de uma diversidade de métodos colorimétricos simples utilizados
para a quantificacdo de taninos tem possibilitado o estudo desses compostos e, devido a sua
relativa facilidade, os procedimentos comumente mais utilizados sdo ensaios colorimétricos
da vanilina-HCl e butanol-HCI (WOLFE; TERRIL; MUIR, 2008; BARBEHENN;
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CONSTABEL, 2011). Por outro lado, a anélise de taninos torna-se complexa devido a
diversidade de estruturas existentes dentro desse grupo de compostos (SCHOFIELD;
MBUGUA,; PELL, 2001; AWIKA; ROONEY, 2004; AOUF et al., 2013).

Os métodos normalmente utilizados incluem despolimerizagdo oxidativa de
proantocianidinas, reacbes do anel A com um aldeido aromatico e reacBes de oxidacéo-
reducdo (SCHOFIELD; MBUGUA; PELL, 2001). Esses testes diferem quanto a sua
especificidade para determinados compostos, sendo o método do butanol-HCI o mais
especifico para os taninos condensados (BARBEHENN; CONSTABEL, 2011).

Os flavan-3-6is podem sofrer reacGes de substituicdo eletrofilica com aldeidos, em
meio acido. Quando essa reacdo ocorre com a vanilina forma-se um produto intermediario
que se desidrata rapidamente para formar o produto final da rea¢do, um composto corado,
usado para a analise espectrofotométrica dos flavan-3-06is e seus derivados, nomeadamente as
proantocianidinas (MARQUES, 2008).

O método da vanilina-HCI detecta tanto flavan6is monoméricos quanto poliméricos,
porém, ele é especifico para uma classe limitada de compostos que apresentam uma ligacao
simples na posicdo 2,3 e grupos hidroxila em posicdes alternadas no anel A (AGOSTINI-
COSTA; LIMA; LIMA, 2003). O teste depende da reagédo de catequinas e proantocianidinas
com vanilina na presenca de HCI ocorrendo a formagdo de um produto de condensacdo
vermelho. A catequina comercial € empregada como padrdo (SCHOFIELD; MBUGUA,;
PELL, 2001; AGOSTINI-COSTA; LIMA; LIMA, 2003). A reacao basica esta apresentada na
Figura 7.
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: : R
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Vanilina Cor vermelha
Figura 7. Quimica do método da vanilina para taninos condensados. A seta aponta para um segundo
local potencialmente reativo.
Fonte: Schofield, Mbugua e Pell (2001).
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3.2.2 Vitamina C (acido ascorbico)

A vitamina C, composto hidrossolivel, € um agente redutor com propriedades
antioxidantes importantes para a saide humana (BARRETO; BENASSI; MERCADANTE,
2009; HUCK et al., 2013). Ela é sintetizada a partir da glicose, no figado de muitas espécies
de mamiferos, mas ndo pelos seres humanos, por ndo possuirem a enzima gulonolactona
oxidase, essencial para a sintese da 2-ceto-l-gulonolactona, precursor imediato na sintese de
acido ascorbico (PADAYATTY, 2003). Dessa forma, 0os humanos devem obter a vitamina C
por meio de uma dieta diaria e seus requisitos variam muito entre os individuos (BOWIE;
O’NEILL, 2000; NAGAPPAN et al., 2012). Quando essa ingestdo ndo ocorre, 0 organismo
assume um estado de deficiéncia, apresentando varias manifestacfes clinicas. A expressao
clinica da deficiéncia de vitamina C, o escorbuto, € uma condicdo letal, a menos que
devidamente tratada, o que torna essa vitamina um nutriente essencial (PADAYATTY, 2003).

A vitamina C € um dos compostos bioativos mais comumente encontrados em frutas,
como acerola e camu-camu, gque representam importantes fontes dentre o grupo de frutas
tropicais (AKTER et al., 2011). O acido L-ascérbico, principal forma biologicamente ativa da
vitamina C, estd amplamente distribuido nas plantas desempenhando papel importante no
metabolismo e crescimento destas (ALBERTINO et al., 2009). Estruturalmente, o &cido L-
ascorbico € uma das mais simples vitaminas. Ele est4 relacionado com acucares Ce, sendo a
aldona-1,4-lactona de um &cido hexdnico (L-galactdnico ou acido L-gulbnico), e contém um
grupo enediol nos carbonos 2 e 3. O estereoisbmero do &cido L-ascérbico, acido D-
isoascarbico (isoacido D-ascorbico, acido D-arabosacérbico, acido D-aritorbico), tém pouca
ou nenhuma atividade antiescorbitica e ndo deve ser confundido com D-4cido
eritroascorbico, que é o analogo Cs de acido L-ascorbico, encontrado em muitas leveduras e
fungos (Figura 8) (DAVEY et al., 2000).
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Figura 8. Quimica do acido L-ascorbico.
Fonte: Davey (2000).

3.3 BIOSSINTESE DE COMPOSTOS BIOATIVOS

3.3.1 Biossintese dos compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo sintetizados principalmente pela via da pentose fosfato
(PPP), chiquimato e vias fenilpropanoide (Figura 9). A PPP oxidativa fornece o precursor
eritrose-4-fosfato para a via do chiquimato. A via do chiquimato converte esse agucar fosfato
para aminoacidos aromaticos que passam a ser 0s precursores para a via fenilpropanoide. Os
aminoacidos aromaticos que originam a maioria dos compostos fendlicos em vegetais sdo
fenilalanina ou tirosina (RANDHIR; LIN; SHETTY, 2004; PEREIRA et al., 2009).

Esses aminoacidos sdo desaminados a 4&cidos cindmicos, que entram na via
fenilpropanoide. Um passo chave nessa via biossintética é a introducao de um ou mais grupos
hidroxila no anel de fenil. Como resultado, esses compostos sdo derivados a partir de um
esqueleto carbdnico comum: o Ce-C3 unidade fenilpropanoide. A biossintese, de acordo com
essa via, produz uma grande variedade de fendis vegetais: 0s acidos cindmicos (Ce-Csz), acidos
benzoicos (Cs-C1), flavonoides (Cs-C3-Cs), proantocianidinas [(Cs-C3-Cg)n], cumarinas (Ce-
Cs), estilbenos (Ce-C2-Ce), lignanas (Ce-Cs-C3-Ce) e ligninas [(Ce-C3)n] (PEREIRA et al.,
2009).
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Figura 9. Via pentose fosfato para a sintese de compostos fenélicos.
Fonte: Randhir, Lin e Shetty (2004).

3.3.2 Biossintese da vitamina C

Plantas, algas e a maioria dos animais sdo capazes de sintetizar a vitamina C. Porém,
0s seres humanos ndo possuem essa capacidade devido a falta da L-gulono-1,4-lactona
oxidase, a Ultima enzima da via da vitamina C nos animais e necessitam de acido L-ascorbico
como um micronutriente essencial (WOLUCKA; MONTAGU, 2003).

A via biossintética da vitamina C difere entre as plantas e os animais. A biossintese do

acido ascorbico se da a partir da D-glicose. Nos animais, o intermediario final da sintese € o
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L-glucono-1,4-lactona, j& nos vegetais o ultimo intermediario é L-galactono-1,4-lactona
(Figura 10). As enzimas que catalisam as reac¢des estdo numeradas e sdo as seguintes: 1, myo-
inositol oxigenase, 2, fosfoglucomutase, 3, UDP-glicose pirofosforilase, 4, UDP-glicose
desidrogenase, 5, glucuronato-1-fosfato uridililtransferase, 6, glucuronoquinase, 7,
glucuronato redutase; 8, aldonolactonase; 9, gulono-1,4-lactona desidrogenase, 10, glicose-6-
fosfato isomerase, 11, manose-6-fosfato isomerase, 12, fosfomannomutase, 13, GDP-manose
pirofosforilase, 14, GDP-manose-3,5-epimerase, 15, fosfodiesterase, 16, acucar fosfatase, 17,
L-galactose-1-desidrogenase, 18, L-galactono-1,4-lactona desidrogenase, 19, metil-esterase,
20, D-galacturonato redutase, 21, aldono-lactonase (RADZIO et al., 2003).
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34 du
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Figura 10. Vias propostas para a biossintese do &cido L-ascorbico nas plantas (reacdes 10-18) e nos
animais (reacdes 2-9). S&o apresentadas duas vias que operam nas plantas, as vias do acido
galacturdnico e a via de myo-inositol. Setas duplas indicam reacGes enzimaticas reversiveis. Setas
tracejadas indicam a possivel via de myo-inositol para o acido ascérbico e as atividades das epimerases
putativos. Fonte menor e italico em parte da via manose indicam intermediarios limitantes para a
producdo de acido ascérbico em vitamina C.

Fonte: Radzio et al. (2003).

Nos vegetais, a parte externa exposta a luz solar contém uma quantidade mais elevada
de vitamina C do que a regido interna, visto que o acido ascérbico é sintetizado a partir dos
acucares pela fotossintese das plantas. Em geral, quanto menor a intensidade de luz durante o
crescimento, menor sera o teor de 4cido ascorbico nos tecidos da planta (PINEDO, 2007).

Radzio et al. (2003) citaram que as vias de sintese da vitamina C nos vegetais ainda ndo estéo
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bem estabelecidas. Os autores mencionaram que sdo conhecidas duas vias biossintéticas para
a sintese de vitamina C nos vegetais: a via da D-manose, que parece prevalecer no tecido da

folha, e a via do acido D-galacturdnico que opera em frutos em desenvolvimento.

3.4 RADICAIS LIVRES E ANTIOXIDANTES

E contraditorio que o oxigénio, molécula considerada essencial para a vida, também
seja relatado por ser toxico. Dessa forma, a molécula apresenta efeitos benéficos e também
prejudiciais aos sistemas biologicos. Sua toxicidade é resultado do processo que libera os
radicais livres (KAUR; KAPOOR, 2001; BURTON; JAUNIAUX, 2011).

Os radicais livres sdo subprodutos naturais de muitos processos bioldgicos das células
(REYNERTSON et al.,, 2008; BANSAL et al.,, 2012) surgindo normalmente durante o
metabolismo oxidativo (CAO; PRIOR, 1998). Assim, € importante destacar os papéis
benéficos desses radicais, tais como geracdo de adenosina-5-trifosfato (ATP), desintoxicacdo
de xenobidticos pelas enzimas do citocromo P450 (enzimas oxidativas), apoptose de células
defeituosas, eliminacdo de microrganismos e de células cancerosas por macrofagos e
linfocitos citotoxicos e oxigenases (por exemplo, COX: ciclo-oxigenases, LOX:
lipoxigenases) para a producdo de prostaglandinas e leucotrienos, que possuem muitas
funcdes reguladoras (DEVASAGAYAM et al., 2004). Consequentemente, 0 N0SSO COrpo esta
sob ataque oxidativo constante por espécies reativas de oxigénio (ROS), que sdo uma familia
de moléculas ativas, contendo radicais livres, estando envolvidas na modulacdo da funcéo
bioldgica da célula (CHEN et al., 2012).

Contudo, fatores ambientais, tais como o fumo, a poluicdo do ar, as radiacfes e 0S
herbicidas também podem produzir radicais livres. Assim, por um lado, esses radicais podem
produzir efeitos benéficos, porém, se gerados em excesso, também podem induzir a oxidacao
prejudicial e causar sérios danos celulares (BIANCHI; ANTUNES, 1999; KAUR; KAPOOR,
2001; BLOMHOFF, 2005).

Os radicais livres sdo moléculas instaveis, altamente reativas e energizadas que sao
caracterizadas por possuir elétrons desemparelhados (McCORD, 2000; KAUR; KAPOOR,
2001). Podem ser gerados a partir de muitos elementos, porém, nos sistemas biologicos,
aqueles que envolvem oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) sdo o0s mais importantes
(BURTON; JAUNIAUX, 2011). Em geral, os radicais livres possuem meia vida curtissima,
de mili, micro ou nano segundos (DEVASAGAYAM et al., 2004). Sendo assim, eles reagem

rapidamente com outros compostos na tentativa de capturar os elétrons necessarios para
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adquirir estabilidade. Geralmente, eles atacam as moléculas estaveis mais proximas, para
“roubar” seus elétrons. Quando a molécula atacada perde o seu elétron, ela se torna um novo
radical livre, dando inicio a uma reacdo em cadeia. Uma vez que 0 processo € iniciado, a
reacdo pode ocorrer como cascata, iniciando a peroxidacdo lipidica que resulta na
desestabilizacdo e desintegracdo das membranas celulares, ou na oxidagdo de outros
componentes celulares, tais como proteinas e DNA, resultando finalmente na ruptura das
células (HALLIWELL et al., 1995; KAUR; KAPOOR, 2001). Os danos as membranas
celulares e ao DNA podem provocar mutagdes cancerosas e a peroxidacdo lipidica esta
associada com a promocdo de doengas cardiacas (REYNERTSON et al., 2008).

Em um corpo humano normal e saudavel, a geracdo de pré-oxidantes, na forma de
ROS e RNS sdo efetivamente mantidos sob controle pelos variados niveis de defesa
antioxidante (DEVASAGAYAM et al., 2004) que incluem varias enzimas e antioxidantes de
alto e baixo peso molecular (KAUR; KAPOOR, 2001). Os antioxidantes sintetizados no
nosso corpo incluem as defesas enzimaticas e as defesas ndo enzimaticas (PIETTA, 2000).

Antioxidantes sdo definidos como substancias que, quando presentes em baixas
concentracdes em relacdo a um substrato oxidavel, retardam ou impedem significativamente a
oxidacdo deste (KOLECKAR et al., 2008). Os antioxidantes neutralizam a ac¢éo dos radicais
livres doando um de seus elétrons, encerrando assim a rea¢do de “roubo” de elétrons. Ao doar
seus elétrons, os antioxidantes ndo se convertem em novos radicais livres porque eles sdo
estaveis nas duas formas. Estes agem como limpadores de radicais livres antes que eles
possam causar danos ao organismo. Assim, eles podem também ser definidos como
substancias capazes de cessar ou estabilizar a acdo dos radicais livres (KAUR; KAPOOR,
2001) evitando ou retardando a oxidacao de lipideos, proteinas e DNA (ADIL et al., 2007).
Os processos envolvidos na antioxidacdo incluem: eliminacdo de radicais livres para prevenir
sua propagacao (esse processo define como os antioxidantes funcionam); hidrélise enzimatica
de ligacGes éster para remover acidos graxos peroxidados por lipideos; sequestro de ions de
metais de transicdo e reducdo de perdxidos catalisada por enzimas. Os trés Gltimos processos
ndo cessam a acgdo dos radicais, porém, previnem a acumulacdo de moléculas capazes de
promover reacdes de radicais livres (THOMAS, 2000).

Os niveis dos antioxidantes normalmente produzidos pelo organismo ndo podem ser
manipulados por meios simples. Por outro lado, os niveis dos compostos antioxidantes como
vitaminas, tais como o acido ascorbico, a-tocoferol, e B-caroteno, podem ser aumentados
facilmente por meio da dieta ou suplementacdo (FREI; ENGLAND; AMES, 1989).
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E importante para o organismo a manutencio do equilibrio entre compostos oxidantes
e compostos antioxidantes para estabelecer melhores condic@es fisiologicas no corpo (LIU,
2003). Em uma célula normal, existe um equilibrio apropriado entre a producdo de
substancias pré-oxidantes e antioxidantes. No entanto, este equilibrio pode ser deslocado na
direcdo dos pro-oxidantes, o que ocorre quando a producao de espécies reativas de oxigénio é
aumentada grandemente ou, quando os niveis de antioxidantes s&o diminuidos. Este estado de
desequilibrio leva ao estresse oxidativo (CHING et al., 2006; BURTON-FREEMAN, 2010;
GULCIN, 2012). O estresse oxidativo tem sido implicado na etiologia de diversas doengas
humanas e no processo de envelhecimento (DEVASAGAYAM et al., 2004).

Para prevenir ou retardar o estresse oxidativo induzido por radicais livres, quantidades
suficientes de antioxidantes devem ser consumidos na dieta (LI1U, 2003). Muitos nutrientes
presentes em frutas e vegetais, tais como fibras, acido folico, potéssio, flavonoides e
vitaminas antioxidantes tém sido associados com a reducdo do risco de doencas
cardiovasculares (DCV), por isso, acredita-se que um maior consumo desses alimentos atua
na protecdo do organismo contra esse tipo de doencas (HU, 2003). Os efeitos de protegéo de
frutas e vegetais estdo associados ndo apenas com a presenca de antioxidantes como as
vitaminas A, C e E, mas também com outras substancias naturais, tais como os carotenoides e
varios compostos fenolicos, que mostram a capacidade de agir como antioxidantes
(BARRETO; BENASSI; MERCADANTE, 2009; OLIVEIRA et al., 2009). Esses compostos
sdo capazes de atuar como inibidores de radicais livres, decompositores de perdxidos,
supressores de oxigénio singlete, inibidores de enzimas e agentes sinérgicos (RUFINO et al.,
2011).

3.4.1 Métodos in vitro de determinacéo da capacidade antioxidante

Evidéncias epidemioldgicas crescentes do papel dos antioxidantes dos alimentos na
prevencdo de certas doencas tém conduzido ao desenvolvimento de um grande numero de
métodos para determinar a capacidade antioxidante (PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO,
2006).

Existem varios métodos analiticos descritos na literatura para a determinacdo da
capacidade antioxidante de uma grande variedade de compostos, tanto na sua forma pura
como em uma mistura complexa como ervas, especiarias, frutas e extratos de sementes
(BORTOLOMEAZZI et al., 2010). Estes métodos sdo basicamente classificados em dois

grupos, dependendo do mecanismo de reacdo: métodos baseados na transferéncia de &tomo de
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hidrogénio e métodos baseados na transferéncia de elétrons (HUANG; OU; PRIOR, 2005;
ALVAREZ-SUAREZ et al., 2009; ZULUETA; ESTEVE; FRIGOLA, 2009). Entre eles, 0s
ensaios que envolvem reacdo de transferéncia de elétrons incluem o teste FRAP que mede a
redu¢do do Fe(Ill) a Fe(Il) (BLOMHOFF, 2005), o teste “Trolox equivalent antioxidant
capacity” (TEAC), a reducdo de cobre (teste CUPRAC) e o 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) que possui a habilidade de sequestrar radicais livres (TABART et al., 2009). Estes
testes se baseiam na seguinte reacdo de transferéncia de elétrons (ALVAREZ-SUAREZ et al.,
2009):

Composto oxidante + e (do antioxidante) — Oxidante reduzido + Antioxidante oxidado

O composto oxidante extrai um elétron do antioxidante provocando uma mudanca de
coloracdo no oxidante. O grau de mudanca de cor é proporcional a capacidade antioxidante. A
mudanca de absorbancia é representada graficamente em funcdo da concentracdo de
antioxidante, dando uma curva linear em que o declive da curva reflete a capacidade de
reduzir (expresso como equivalente Trolox ou sulfato de aménio ferroso - no caso do teste
FRAP) (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2009; ZULUETA; ESTEVE; FRIGOLA, 2009).

Os testes que se baseiam na reagdo de transferéncia de hidrogénio incluem o “total
peroxyl radical-trapping antioxidant parameter” (TRAP) e o “oxygen radical absorbance
capacity” (ORAC) (TABART et al., 2009). Eles medem a capacidade do substrato em doar
atomos de hidrogénio (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2009).

Alguns dos métodos mais utilizados atualmente sdo TEAC, FRAP, DPPH e ORAC
(PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2006; PEREZ-JIMENEZ et al, 2008;
BORTOLOMEAZZI et al., 2010; RUFINO et al., 2010), no entanto, ainda ndo existe nenhum
método oficial padronizado (FRANKEL; MEYER, 2000). De acordo com Pérez-Jiménez et
al. (2008), é recomendada a utilizagdo de no minimo dois dos métodos citados anteriormente,
mas de preferéncia recomenda-se a utilizacdo de todos (quando possivel), de modo a
proporcionar uma informagédo completa sobre a capacidade antioxidante total de um produto
alimentar, tendo em conta as vantagens e desvantagens de cada ensaio, bem como a sua

aplicabilidade.



43

3.4.1.1 Método TEAC

O teste TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) ou ABTS baseia-se na
capacidade dos antioxidantes em sequestrar o radical cation ABTS"". Este radical é produzido
pela reacdo do ABTS com persulfato de potassio e possui coloracdo azul esverdeado. Ao
adicionar compostos antioxidantes a esta solugdo, o radical ABTS™" volta a sua forma estavel
original ABTS, que € incolor. A descoloracdo indica a decomposicao das espécies radicais
pela sua reducdo apdés a adicdo de um antioxidante (TAFULO et al., 2010). Esta
decomposi¢éo produz uma diminuicdo da absorbancia, a um determinado comprimento de
onda, 0 que corresponde quantitativamente a concentracdo de antioxidantes presentes
(ZULUETA; ESTEVE; FRIGOLA, 2009). As leituras de absorbancia da mistura do radical e
do antioxidante em momentos diferentes sdo representadas graficamente juntamente com as
leituras do branco. Entdo, a area sob a curva gerada por esta inibicdo da absorbancia é
calculada. Os resultados sdo interpolados em uma curva de calibracdo de Trolox e expressos
como equivalentes de Trolox (PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2006).

O método TEAC é comumente aplicado a matrizes alimentares devido a sua
simplicidade e rapidez (DURMAZ, 2012). Ele monitora o decaimento do radical ABTS™
causado pela adi¢do de antioxidante (TAFULO et al., 2010). Esse radical é solivel em &gua e
solventes organicos, 0 que permite a determinacdo da capacidade antioxidante de compostos
hidrofilicos e lipofilicos, representando uma vantagem em relacdo aos demais métodos
(ALVAREZ-SUAREZ et al., 2009; GULCIN, 2012). A Figura 11 apresenta a reacdo de
formacédo do radical ABTS™ pela adicdo de persulfato de potassio e sua estabilizacdo pela
adicédo do antioxidante.
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Figura 11. Estabilizagdo do radical ABTS* por antioxidante e sua formacéo pelo persulfato de
potassio.
Fonte: Huang, Ou e Prior (2005).

3.4.1.2 Método DPPH

Para avaliar a atividade antioxidante de compostos ou extratos especificos, esses
ultimos podem reagir com um radical estavel, 2,2-diphenyil-1-picrylhydrazyl (DPPHe), em
uma solucdo de metanol. A reducdo do DPPHe, tal como indicado abaixo, é seguida pela
monitorizagdo da diminuicdo da sua absorbancia a um comprimento de onda caracteristico,
até que a racao atinja um estado estavel. Na sua forma de radical, o DPPH* absorve a 515 nm
e apresenta coloracdo violeta-intenso, mas com a reducdo provocada por um antioxidante
(AH) ou uma espécie radical (R+), a absorcao desaparece (Equacdo 1) (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995).

DPPHe + AH — DPPH-H + A- 1)
DPPHe + Re — DPPH-R

A evolucdo de diferentes cinéticas de reacdo depende da natureza do antioxidante a ser
testado (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). Assim, dependendo do
composto, a reacdo com o DPPHe pode ocorrer lenta ou rapidamente.

O DPPH é um radical livre que pode ser obtido diretamente por dissolucdo do reagente
em meio organico (RUFINO et al., 2007a). Considerando o radical DPPHe ¢ o doador de
molécula RH (antioxidante), a reacdo primaria (Figura 12) ¢ a formagado do radical Re ¢ a

redug@o da forma DPPHe. O radical livre produzido pode ser submetido a outras reagdes que
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controlam o numero de moléculas de DPPH reduzidas por uma molécula do redutor
(PAIXAO et al., 2007).

SWe SWe

Ne NH
+ RH — 3 + R
O,N NO, ON NO,
NO, NO,
Difenilpicrilidrazil (radical livre) Difenilpicrilidrazina (néo radical)

Figura 12. Estrutura do DPPH e sua redugdo por um antioxidante (RH).
Fonte: Paix&o et al. (2007).

O método DPPH é amplamente utilizado devido a sua estabilidade, simplicidade e o
seu sistema de reacdo simples, que envolve somente a reacdo direta entre o radical e um
antioxidante (NOIPA et al., 2011). Ele apresenta como vantagem a disponibilidade de se obter
comercialmente o radical DPPH, facilitando seu uso, pois ndo ha a necessidade de geracdo do
radical (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Matéria-prima

Os frutos de camu-camu foram coletados de plantas estabelecidas no Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) de camucamuzeiro da Embrapa Amazonia Oriental, localizado na
cidade de Belém, Estado do Pard, com coordenadas geogréficas de 48°26°45”W e 1°26°31”’S.

Foram selecionados frutos de trés progénies. Tomando-se como referéncia a coloragéo
da casca, foram definidos trés estadios de maturacdo dos frutos (Figura 13), conforme

caracteristicas descritas na Tabela 2.

Figura 13. Frutos de camu-camu utilizados nas analises.

Foto: Aline Ozana.

Tabela 2. Caracteristicas visuais utilizadas para diferenciacao dos trés estadios de maturagédo

dos frutos de camu-camu.

Estadios de maturacéo Coloracéao da casca
Verde Totalmente verde

Semimaduro Vermelho-esverdeada

Maduro Totalmente vermelha

Fonte: O autor.
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4.1.2 Tratamento e conservacao das amostras

Os frutos inteiros foram selecionados, fazendo-se o descarte daqueles que
apresentaram sinais de deterioracdo ou que tivessem sofrido danos fisicos. Apos a selecdo, 0s
frutos foram lavados em &gua corrente e submetidos a sanitizacdo, feita por imersdo em
solucdo sanitizante a base de cloro, na concentracdo de 100 ppm (100 mg/L) de cloro ativo
durante 15 minutos. Em seguida, visando evitar a transferéncia de compostos (por exemplo,
0s pigmentos) da casca para a polpa, os frutos foram despolpados manualmente um a um,
onde foi realizada a separacdo da polpa, da casca e das sementes. A polpa foi homogeneizada,
acondicionada em embalagens plasticas e armazenada em temperatura de congelamento (-20

°C) até a realizacdo das analises quimicas.

4.2 METODOS

4.2.1 Caracterizacao fisica dos frutos de camu-camu

Para a caracterizacdo fisica foram utilizados aproximadamente 50 unidades de frutos
de cada progénie, nos trés estddios de maturacdo. As dimensdes (didmetro longitudinal e
diametro transversal) foram determinadas com o auxilio de um paquimetro e os resultados
expressos em centimetros (cm). A massa fresca dos frutos foi determinada com o auxilio de
balanca analitica e os resultados expressos em gramas (g). A separacao das sementes, polpa e
casca foi realizada manualmente para o calculo do rendimento em polpa do fruto, expresso em
percentual (%), a partir da diferenca entre o peso dos frutos inteiros e 0 peso das sementes e
das cascas. A determinacdo do peso para o calculo do rendimento foi realizada com o auxilio
de balanca digital semianalitica. As avaliacGes fisicas foram realizadas no dia da colheita dos

frutos.

4.2.2 Caracterizagao fisico-quimica da polpa de camu-camu

Para determinacdo da caracterizagdo fisico-quimica da polpa de camu-camu foram

realizadas as seguintes analises, em triplicata:
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4.2.2.1 Umidade

Foi determinada via método gravimétrico, por secagem em estufa a 105°C, até peso
constante, sendo os resultados expressos em porcentagem (%), de acordo com o método
920.151 da AOAC (2002).

4.2.2.2 Cinzas

Foram determinadas gravimetricamente, por calcinagdo da amostra a 550°C, de acordo
com o0 método 940.26 da AOAC (2002). Os resultados foram expressos em % (b.s.).

4.2.2.3 Proteinas

Foram determinadas a partir do nitrogénio total contido na amostra, de acordo com o
método Kjeldahl, nimero 920.152 da AOAC (2002). Na conversdo nitrogénio em proteina foi
utilizado o fator 6,25. Os resultados foram expressos em % (b.s.).

4.2.2.4 Lipidios

Foram determinados por extracdo com mistura de solventes a frio, de acordo com o

método de Bligh e Dyer (1959). Os resultados foram expressos em % (b.s.).

4.2.2.5 Fibra insoltvel

Foi determinada por meio do método detergente-acido, numero 973.18 da AOAC

(1997). Os resultados foram expressos em % (b.s.).

4.2.2.6 Acucares redutores

Foram determinados pelo método de Lane e Eynon (titulacdo de oxirreducdo),
segundo 0 método 31.034-6 da AOAC (1984). Os resultados foram expressos em % (b.s.).
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4.2.2.7 Acidez titulavel total (ATT)

Foi determinada por titulagio com NaOH 0,1 N, com o auxilio de um pHMETRO,
sendo os resultados expressos em mg de acido citrico/100 g (b.u.), segundo método 942.15 da
AOAC (2002).

4.2.2.8 Potencial hidrogenionico (pH)

Foi determinado em potencidmetro da marca Hanna Instruments, modelo H19321,
previamente calibrado com solugdes tampéo pH 4,0 e 7,0, de acordo com o método 943.15 da
AOAC (2002).

4.2.2.9 Solidos soluveis (SS)

Foi obtido pela leitura direta em refratdmetro digital, sendo os resultados expressos em
°Brix, de acordo com 0 método n°® 932.12 da AOAC (2002).

4.2.2.10 Relagdo SS/ATT

A relacdo foi determinada pelo quociente entre o teor de sélidos soluveis e a acidez

titulavel total.

4.2.3 Compostos bioativos da polpa de camu-camu

4.2.3.1 Vitamina C

Foi quantificada de acordo com o método titulométrico n° 43.065 da AOAC (1984),
modificado por Benassi (1990), que se baseia na oxidacdo do &cido ascorbico a &cido
deidroascérbico. O ensaio utiliza o 2,6-dicloro-fenol-indofenol (DCFI), conhecido como
reativo de Tillmans, que é reduzido pela solucdo acida do &cido ascorbico. Os resultados
foram expressos em g/100 g (b.s.).
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4.2.3.2 Compostos fenolicos totais

O teor de compostos fenolicos totais foi determinado pelo método descrito por
Singleton e Rossi (1965) e modificado por Georgé et al. (2005), que se baseia na reacdo com
0 reagente de Folin-Ciocalteau. Este método baseia-se na reducdo dos 4cidos
fosfomolibdénico (H3PMo012040) e fosfotungistico (HsPW12040), presentes no reagente de
Folin-Ciocalteau, a 6xido de tungsténio (WgO23) e dxido de molibdénio (MogOzs), pelos
compostos fendlicos em meio alcalino, produzindo um complexo de coloracdo azul. Segundo
Naczk e Shahidi (2004), além dos compostos fendlicos, o reagente Folin-Ciocalteau também é
capaz de reduzir substancias como o &cido ascérbico, aclcares e alguns aminoacidos. Dessa
forma, esses compostos atuam como interferentes nos resultados.

A extracdo dos compostos fenolicos da polpa foi realizada com solucdo aquosa de
acetona 70% (v/v). A mistura foi mantida sob agitacdo magnética por 30 minutos (na auséncia
de luz). O extrato obtido foi filtrado e, posteriormente, diluido em &gua destilada a fim de
corrigir a concentracdo de acetona para 7%, obtendo-se o extrato bruto.

Para a remocdo de compostos interferentes na analise, uma aliquota de 2 mL do
extrato bruto foi eluida em um cartucho de separacdo OASIS® HLB 3cc (Waters Corporation,
EUA), previamente ativado com metanol puro e agua destilada. Os compostos fendlicos
foram absorvidos na coluna e o extrato composto somente por substancias redutoras (acido
ascorbico e/ou acucares redutores) foi eluido por meio da passagem de duas aliquotas de 2 mL
de &gua destilada. Os filtrados foram recolhidos em uma proveta e homogeneizados,
resultando no extrato lavado.

Uma aliquota de 0,5 mL dos diferentes extratos (bruto e lavado) foi submetida a
reacdo com 2,5 mL de Folin-Ciocalteau e, ap6s 2 minutos de repouso em temperatura
ambiente, foram adicionados 2,0 mL de solucdo aquosa de carbonato de sodio (Na.COs3) 7,5%
(m/v). A mistura foi levada ao banho-maria a 50 °C por 15 minutos e, em seguida, ao banho
de gelo por 15 segundos. Para o branco, a aliquota de extrato foi substituida pela mesma
quantidade de acetona 7%. A quantificacédo foi feita por leitura espectrofotométrica a 760 nm.

Acido galico foi utilizado para obtencio da curva padrdo. O teor de compostos
fenolicos totais, expresso em mg de &cido galico equivalente/100 g (b.s.), foi calculado pela
diferenca entre os valores obtidos para o extrato bruto e para o extrato lavado.
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4.2.3.3 Flavandis totais

Para determinacdo do teor de flavanois totais foi utilizado o procedimento proposto
por Julkunen-Tiitto (1985).

Para a extracdo dos flavandis da polpa utilizou-se solu¢do aquosa de acetona 80%
(v/v). Uma aliquota de amostra foi homogeneizada com 30 mL da solugdo de extracdo, sendo
a mistura mantida sob agitacdo magnética por 20 minutos a temperatura ambiente. O
conteudo foi centrifugado e, em seguida, o sobrenadante filtrado para um baldo volumeétrico
de 100 mL. Adicionou-se 30 mL de acetona 80% ao residuo da extracdo submetendo-se a
mistura a agitacdo magnética por 20 minutos. Em seguida, o contetdo foi centrifugado e o
sobrenadante filtrado para o baldo volumétrico de 100 mL contendo o primeiro filtrado. O
procedimento foi repetido mais uma vez e, ao final das trés extracdes, o baldo foi aferido com
0 mesmo solvente.

Para um tubo de ensaio previamente revestido com papel aluminio, foi transferido 0,5
mL do extrato obtido. Em seguida, foram adicionados 3,0 mL da solu¢do metanodlica de
vanilina 4% (m/v) e a mistura agitada vigorosamente em agitador de tubos. Apos a agitacéo,
foi adicionada aliquota de 1,5 mL de HCI concentrado e a mistura novamente submetida a
agitacdo. Os tubos foram mantidos em repouso por 20 minutos a temperatura ambiente.
Decorrido esse tempo, procedeu-se a leitura em espectrofotdbmetro em comprimento de onda
de 500 nm. Para obtencdo da curva padrdo utilizou-se uma solugdo estoque na concentracdo
de 2500 mg/L, com posterior diluicdo, variando sua concentracdo de 100 até 500 mg de
catequina equivalente por litro de solugédo. Os resultados foram expressos em mg de catequina
equivalente/100 g (b.s.).

4.2.3.4 Flavonois

A quantificacdo de flavonois foi realizada de acordo com o procedimento descrito por
Meda et al. (2005).

A extracdo dos flavondis da polpa integral de camu-camu foi feita pesando-se
quantidade suficiente de amostra e adicionando-se solucdo aquosa de metanol 50% (Vv/v).
Uma aliquota de 5 mL de solugéo de cloreto de aluminio (AICI3) 2% (m/v), em metanol, foi
transferida para um tubo de ensaio e misturada com o mesmo volume do extrato. Apds
incubacdo a temperatura ambiente por 10 minutos, a absorbancia da mistura foi medida em

espectrofotbmetro a 415 nm. Para o branco, a quantidade de cloreto de aluminio 2% foi



52

substituida pela mesma quantidade de metanol, sem AICls. Quercetina foi utilizada para
obtengdo da curva padrdo. Os resultados foram expressos em mg de quercetina

equivalente/100 g (b.s.).

4.2.3.5 Antocianinas totais

A quantificacdo de antocianinas totais foi realizada de acordo com o método
espectrofotométrico do pH diferencial, que utiliza solucdo tampdo pH 1,0 e 4,5, conforme
descrito por Fuleki e Francis (1968).

Uma aliquota de amostra foi pipetada para 2 tubos de ensaio e, em seguida, adicionou-
se 10 mL de solucdo tampéo pH 1,0 (HCI/KCI) ao primeiro tubo e 10 mL de tampé&o pH 4,5
(HCI/CH3COONa) ao segundo tubo. A mistura foi homogeneizada em vortex e filtrada em
papel filtro fibra de vidro. A absorbancia das solucGes foi determinada em espectrofotometro,
em comprimentos de onda de 510 e 700 nm, utilizando agua destilada como branco. Para o

calculo das antocianinas totais foi utilizada a Equacéo 2.

C (mg/L) = [(Abss1onm - AbS700nm)pH1,0 - (AbS510nm - AbS700nm)pH4,5] X MM X FD x 1000 @)
AM

Onde C é igual a concentracdo de antocianinas presentes na amostra e a diferenca dos
valores de absorbancia em pH 1,0 e 4,5 é diretamente proporcional a concentracdo de
antocianinas. O calculo foi baseado na cianidina-3-glucosideo, antocianina predominante na
amostra (ZANATTA et al, 2005), com massa molecular (MM) de 449,2 g/mol e
absortividade molar de 26.900 L/mol/cm (AM). Para o célculo do fator de diluicdo (FD)
dividiu-se o volume final da solucédo, apds a adicdo do tampao, pelo volume da aliquota de
amostra utilizada. Os resultados foram expressos em mg de cianidina-3-glicosideo
equivalente/100 g (b.s.).

4.2.4 Capacidade antioxidante in vitro

4.2.4.1 Obtencéo do extrato

Para obtencdo dos extratos, a amostra foi pesada em béquer e homogeneizada com 40

mL de metanol/agua (50:50 v/v) permanecendo em repouso por 1 hora a temperatura
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ambiente. A mistura foi centrifugada a 11.000 rpm durante 20 minutos e o sobrenadante
transferido para um baldo volumétrico &mbar de 100 mL. Em seguida, adicionou-se 40 mL de
acetona/agua (70:30 v/v) ao residuo da primeira extragdo permanecendo em repouso por 1
hora a temperatura ambiente, seguido de centrifugacdo a 11.000 rpm durante 20 minutos. O
sobrenadante foi transferido para o baldo volumétrico contendo o primeiro sobrenadante e o
volume aferido para 100 mL com &gua destilada. Os extratos foram filtrados com o auxilio de

papel de filtro Whatman n° 6 e acondicionados em frascos de vidro ambar.

4.2.4.2 Método TEAC

A capacidade antioxidante pelo método TEAC foi determinada de acordo com o
procedimento proposto por Rufino et al. (2007b). O radical ABTS™* foi obtido a partir da
reacdo da solucdo aquosa de ABTS (2,2’-azino-bis (3-ethilbenzo-thiazoline-6-acido
sulfénico)) 7 mM com a solucdo de persulfato de potassio 140 mM. A mistura foi mantida ao
abrigo da luz, a temperatura ambiente (x 25°C), durante 16 horas. Uma vez formado, o radical
ABTS™" foi diluido em etanol P.A. a fim de obter um valor de absorbancia de 0,7 £ 0,05, em
comprimento de onda de 734 nm.

A partir do extrato obtido no item 4.2.4.1 foram preparadas cinco dilui¢des diferentes
em triplicata. Em ambiente protegido da luz, transferiu-se uma aliquota de 30 uL de cada
diluicdo do extrato para tubos de ensaio e adicionou-se 3,0 mL do radical ABTS™". Ap6s 6
minutos foi realizada a leitura da absorbancia a 734 nm, utilizando etanol como branco para
calibrar o espectrofotdmetro. Obteve-se uma curva a partir dos valores das absorbancias e das
concentracdes das amostras. Como referéncia foi obtida uma curva padrdo com o Trolox (6-
Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico), um antioxidante sintético analogo a
vitamina E. Os resultados da capacidade antioxidante total foram expressos em UM Trolox/g

(b.s.) (capacidade antioxidante equivalente ao Trolox).

4.2.4.3 Método DPPH

A capacidade antioxidante pelo método DPPH (2,2-Difenil-1-picril-hidrazil) foi
determinada de acordo com o procedimento proposto por Rufino et al. (2007a). No ensaio
ocorre a captura do radical DPPH pelos antioxidantes presentes na amostra, produzindo
decréscimo da absorbancia a 515 nm. Esse método foi idealizado por Brand-Williams,

Cuvelier e Berset (1995) e modificado por Sanchez-Moreno et al. (1998), introduzindo os
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pardmetros cinéticos: ECso (quantidade de antioxidante necessaria para reduzir em 50% a
concentragéo inicial do radical DPPHe) e tecso (tempo que essa concentragdo necessita para
reduzir em 50% a quantidade inicial do radical) e a eficiéncia antirradical (AE) = 1/(ECso *
tecso).

A partir da solucdo inicial de DPPH (60 pM) foram preparadas em baldes
volumeétricos de 10 mL solucGes variando a concentracdo de 10 a 60 pM. Posteriormente,
foram utilizadas todas as concentracdes para geracao da curva, obtendo-se suas absorbancias
no espectrofotébmetro a 515 nm, utilizando metanol como branco.

Foi gerada uma cinética para determinar o tempo de estabilizacdo da absorbancia para
cada amostra. Nessa etapa, foram preparadas em tubos de ensaio cinco dilui¢cbes diferentes
(10, 7, 6, 5 e 4 mg/mL) do extrato obtido para as amostras em trés estadios de maturacéao
adicionando-se, em seguida, 3,9 mL do radical DPPH. O decréscimo da absorbancia foi
monitorado a cada minuto, a 515 nm, até sua estabilizacdo. As absorbancias obtidas foram
comparadas com um controle em branco, sem antioxidantes.

Determinado o tempo de estabilizacdo, foram preparadas cinco diluicdes diferentes em
triplicata, a partir do extrato obtido no item 4.2.4.1. Uma aliquota de 100 uL de cada diluicédo
foi adicionada a 3,9 mL de solu¢do metandlica contendo 0,06 mM de DPPH. Todas as
determinag6es foram acompanhadas de um controle feito substituindo-se o volume do extrato
por igual volume do solvente utilizado na extracdo. A leitura da absorbancia final para o
calculo do ECsq foi feita ap6s a estabilizacdo da absorbancia (tempo ECso).

A capacidade antioxidante foi expressa como a concentracdo de antioxidante
necessaria para reduzir em 50% a concentragdo inicial do radical DPPH (ECso). O decréscimo
da absorbancia do DPPH foi expresso como g de polpa/g de DPPH (b.s).

4.3 TRATAMENTO ESTATISTICO DOS RESULTADOS

Para verificar a existéncia de diferenca significativa entre as progénies e os estadios de
maturagdo, as médias foram submetidas a analise de variancia e comparadas pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade, com auxilio do programa STATISTICA® versio 7.0. Para
avaliar a associacdo entre pares de variaveis, ao longo do amadurecimento, foram calculados

os coeficientes de correlagéo de Pearson, aos niveis de 1% e 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO FISICA DOS FRUTOS DE CAMU-CAMU
Os valores obtidos para a massa fresca, o diametro longitudinal e o didmetro

transversal dos frutos de camu-camu das trés progénies, em fungdo do estadio de maturacéo,

estdo apresentados nas Figuras 14, 15 e 16, respectivamente, e no Apéndice A.
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Figura 14. Massa fresca (g) dos frutos de camu-camu das trés progénies, em funcao do estadio de
maturacdo. Os valores representam a média de cinquenta repeti¢des. Barras verticais representam o

desvio padréo.
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Figura 15. Didmetro longitudinal (cm) dos frutos de camu-camu das trés progénies, em funcdo do
estadio de maturagdo. Os valores representam a média de cinquenta repeti¢fes. Barras verticais

representam o desvio padréo.
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Figura 16. Didmetro transversal (cm) dos frutos de camu-camu das trés progénies, em fungéo do
estadio de maturagdo. Os valores representam a média de cinquenta repeti¢des. Barras verticais

representam o desvio padréo.

Os frutos das trés progénies estudadas mostraram-se irregulares, independente do
estadio de maturacdo, considerando-se os coeficientes de variacdo observados na massa dos
frutos e nos didmetros longitudinal e transversal, conforme Apéndice A, o gque indica que em
uma mesma planta sdo encontrados frutos com massas e dimensées muito diferentes.
Smiderle e Sousa (2008) também observaram grande variacdo para a massa de frutos de
camu-camu, oriundos de Roraima, com valores que variaram de 3,70 a 17,60 g. Em estudo
com frutos de camu-camu cultivados em dois municipios, localizados no Estado de Sao Paulo,
Pinedo (2007) observou diametros que variaram de 1,27 a 3,41 cm e massas que variaram de
3,75 a 21,70 g, o que ocorreu em funcdo das diferentes regibes de procedéncia dos frutos,
além dos periodos de safra.

No estadio de maturacdo verde, as massas frescas obtidas foram 6,22 e 5,58 g, 0s
didametros longitudinais 2,24 e 2,12 cm e os diametros transversais 2,17 e 1,98 cm para as
progénies 17 e 38, respectivamente, e ndo variaram (p < 0,05) com o avanco do
amadurecimento. Por outro lado, na progénie 44 houve aumento da massa fresca e do
didmetro transversal quando os frutos passaram do estadio semimaduro (6,80 g e 2,20 cm)
para 0 maduro (7,92 g e 2,38 cm) e diminui¢do do diametro longitudinal quando os frutos
passaram do estadio verde (2,42 cm) para o semimaduro (2,30 cm), com posterior aumento ao
atingir o estadio maduro (2,48 cm). As menores massas e didmetros observados nesta
progénie no estadio intermediério de maturacdo podem ter ocorrido devido a uma diferenga de

amostragem, uma vez que os frutos sdo irregulares, conforme ja comentado anteriormente.
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Um estudo conduzido por Alves et al. (2002), com frutos de camu-camu provenientes
de Belém, Estado do Pard, ndo mostrou diferenca estatistica para as caracteristicas fisicas
obtidas ao longo do amadurecimento, com valores médios para a massa de 6,58 e 7,05 g,
diametros de 2,23 e 2,31 cm e comprimentos de 2,14 e 2,21 cm para 0s estadios de maturagédo
verde e maduro, respectivamente. Massas superiores as obtidas nas trés progénies estudadas
foram encontradas por Smiderle e Sousa (2008), com valores médios de 9,00 e 11,80 g nos
estadios de maturacdo verde e maduro, respectivamente. Para frutos de camu-camu maduros,
provenientes do Estado do Amazonas, Maeda et al. (2006) obtiveram massa média, diametro
e comprimento superiores aos observados no presente trabalho, no mesmo estadio de
maturacdo, com valores de 9,21 g, 2,57 cm e 2,59 cm, respectivamente. Valores superiores
também foram observados por Alves et al. (2012), em estudo com duas populacdes de camu-
camu, provenientes do Estado de Roraima, que obtiveram massas de 11,90 e 8,99 g, diametros
de 2,63 e 2,46 cm e alturas de 2,50 e 2,30 cm para frutos maduros das populagdes coletadas
em Corredeiras do Bem Querer e Lago do Rei, respectivamente.

As caracteristicas fisicas dos frutos podem variar devido a diferentes fatores como a
regido produtora, formas de cultivo, material genético, estadios de maturacdo, entre outros, o
que justifica as diferencas entre os valores encontrados na literatura quando comparados aos
obtidos no presente trabalho.

As massas frescas obtidas na progénie 44 foram maiores (p < 0,05), quando
comparadas as demais, em todos os estadios de maturacdo. Os diametros longitudinal e
transversal de todas as progénies, no estadio verde, foram diferentes entre si. No estadio
semimaduro, o didmetro longitudinal diferiu na progénie 38 e o didmetro transversal diferiu
entre as progénies 38 e 44. Ao final do amadurecimento, as caracteristicas fisicas avaliadas
foram diferentes em todas as progénies, com maiores valores observados na progénie 44, que
apresentou massa fresca, diametro longitudinal e diametro transversal 22%, 6% e 7%,
respectivamente, superior a progénie 17 e 50%, 18% e 18%, respectivamente, superior a
progénie 38. Esses resultados confirmaram que a variabilidade genética do camu-camu
influencia significativamente nas caracteristicas fisicas dos frutos.

Os valores obtidos para o rendimento em polpa dos frutos de camu-camu das trés
progénies, em funcdo do estadio de maturacdo, estdo apresentados na Figura 17 e no
Apéndice B.
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Figura 17. Rendimento (%) em polpa dos frutos de camu-camu das trés progénies, em funcéo do
estadio de maturacao.

Em todas as progénies estudadas, a porcentagem em polpa aumentou, em funcéo do
estadio de maturacdo, mostrando que frutos maduros obtém maior rendimento, o que indica o
acumulo de matéria fresca durante seu amadurecimento nessa parte dos frutos.
Comportamento semelhante foi observado por Araujo et al. (2010), em estudo com frutos de
jabuticaba, também pertencente ao género Myrciaria, e observaram acimulo de matéria fresca
na polpa dos frutos durante o seu amadurecimento.

No estadio de maturacdo maduro, os rendimentos em polpa das trés progénies foram
superiores a 50%, e assemelharam-se aos obtidos por Alves et al. (2012) em frutos maduros,
oriundos das populacdes coletadas em Corredeiras do Bem Querer e Lago do Rei, com
valores iguais a 53,39 e 54,75%, respectivamente.

Baixos rendimentos em polpa, em relagdo aos encontrados no presente trabalho, foram
obtidos por Smiderle e Sousa (2008), que realizaram o despolpamento dos frutos com o
auxilio de liquidificador, seguido de peneiramento para retirada das cascas e sementes, e
encontraram rendimento de 27,34% no estadio de maturacdo maduro e 19,00% para o estadio
verde, indicando que o método de despolpamento utilizado também influencia no rendimento

em polpa dos frutos, alem do local de producéo e época de colheita.
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5.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA POLPA DE CAMU-CAMU

5.2.1 Umidade

Os valores obtidos nas determinagdes do teor de umidade da polpa de camu-camu das
trés progénies, em funcdo do estddio de maturacdo, estdo apresentados na Figura 18 e no
Apéndice C.
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Figura 18. Teor de umidade (%) da polpa de camu-camu das trés progénies, em funcdo do estadio de
maturacgdo. Os valores representam a média de trés repeti¢des. Barras verticais representam o desvio

padréo.

Para a progénie 17, o teor de umidade obtido no estadio de maturacdo verde foi
93,87%, com diminui¢ao (p < 0,05) de 1,5% ao longo do amadurecimento. Para a progénie
38, 0 conteddo de umidade obtido no estadio verde foi 94,61% e ndo variou ao longo do
amadurecimento. Na progénie 44 foi obtido teor de 94,02% no estadio verde e, ao longo do
amadurecimento, houve reducao de 2,4%, sem diferenca estatistica nos dois Gltimos estadios
de maturacéo.

A diminui¢cdo da umidade pode ter ocorrido devido a perda de &gua pela respiracéo
(PINTO, 2013) ou pela forte insolacéo e alta demanda evaporativa que predominam na regido
amazonica (SILVA, 2012).

Ribeiro (2012) observou teores de umidade estatisticamente iguais entre si, ao longo
do amadurecimento, com valores de 92,21 e 91,79% nos estadios verde e maduro,

respectivamente, para a parte comestivel de frutos de camu-camu, oriundos do Estado do
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Amazonas, conforme observado na progénie 38. Para frutos de camu-camu, oriundos de
Manaus, Andrade (1991) observou acumulo de agua no decorrer da maturacéo, com reducdo
no periodo de senescéncia.

Os teores de umidade descritos na literatura para a polpa obtida de frutos de camu-
camu maduros situaram-se na faixa de 82,82 a 94,10% (JUSTI et al., 2000; PINEDO, 2002;
SILVA; PINEDO; KIECKBUSCH, 2005; MAEDA et al.,, 2006; SILVA; SOBRAL,;
KIECKBUSCH, 2006a; MAEDA et al., 2007; PEUCKERT et al., 2010; RUFINO et al.,
2010; FUJITA et al., 2013). A grande variacdo observada pode ser explicada pelas diferencas
genéticas, local e épocas de cultivo, além do método de despolpamento utilizado.

Analisando as diferencas genéticas foi observado que a progénie 38 apresentou a
maior (p < 0,05) umidade, em todos os estadios de maturagdo. Nos estadios verde e maduro as
progénies 17 e 44 apresentaram teores estatisticamente iguais entre si. No estadio
semimaduro, todas as progénies apresentaram teores de umidade diferentes, com menor valor
obtido na progénie 44. Os resultados indicaram que os teores de umidade da polpa de camu-

camu sofrem influéncia significativa de fatores genéticos.

5.2.2 Cinzas

Os valores obtidos nas determinagdes do teor de cinzas da polpa de camu-camu das
trés progénies, em funcdo do estaddio de maturacdo, estdo apresentados na Figura 19 e no
Apéndice C.
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Figura 19. Teor de cinzas (%) da polpa de camu-camu das trés progénies, em fungéo do estadio de
maturacgdo. Os valores representam a média de trés repeticOes (base seca). Linhas verticais

representam o desvio padréo.

Para as progénies 38 e 44, os teores de cinzas obtidos no estadio de maturagdo verde
foram 4,97 ¢ 4,25%, respectivamente, e ndo variaram (p < 0,05) ao longo do amadurecimento.
Por outro lado, na progénie 17, o teor de cinzas obtido no estadio verde (4,99%) manteve-se
estatisticamente igual quando a polpa atingiu o estadio semimaduro e, posteriormente, houve
diminuicdo ao atingir o estadio maduro (3,66%), 0 que correspondeu a uma reducdo de 26,7%
ao longo do amadurecimento. N&o foram encontrados na literatura estudos sobre as variagdes
nos conteudos de cinzas da polpa do camu-camu, em fungdo do estadio de maturacdo, nao
sendo possivel, dessa forma, fazer comparacdo de resultados.

Nos alimentos, as cinzas relacionam-se ao residuo inorganico remanescente da queima
da matéria organica, e sua composi¢cdo corresponde a quantidade de substancias minerais
presentes, devido as perdas por volatilizacdo ou mesmo pela reacdo entre 0s componentes. As
cinzas sdo consideradas como medida geral de qualidade e frequentemente sdo utilizadas
como critério na identificacdo dos alimentos (CHAVES et al., 2004).

A variabilidade genética do camu-camu exerceu influéncia significativa (p < 0,05) nos
teores de cinzas da polpa nos dois ultimos estadios de maturacdo. No estadio semimaduro, a
progénie 44 apresentou teor inferior as demais e, no estadio maduro, as progénies 38 e 44

foram diferentes entre si, com menor teor obtido na progénie 44.
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5.2.3 Proteinas

Os valores obtidos nas determinagdes do teor de proteinas da polpa de camu-camu das
trés progénies, em funcdo do estaddio de maturacdo, estdo apresentados na Figura 20 e no
Apéndice C.
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Figura 20. Teor de proteinas (%) da polpa de camu-camu das trés progénies, em funcao do estadio de
maturacdo. Os valores representam a média de trés repeticOes (base seca). Linhas verticais

representam o desvio padrao.

Para a progénie 17 houve aumento (p < 0,05) do conteudo de proteinas quando a polpa
passou do estadio de maturacdo verde (3,96%) para o semimaduro (4,77%), com posterior
diminuicdo quando atingiu a maturidade, correspondendo a uma reducgédo de 22,0% ao longo
do amadurecimento. Na progénie 38 houve aumento do contetdo de proteinas quando a polpa
passou do estadio verde (3,01%) para o semimaduro (4,25%), mantendo-se estatisticamente
igual ao atingir o estadio maduro, correspondendo a uma elevacdo de 61,8% ao longo do
amadurecimento. Para a progénie 44 houve diminui¢cdo quando a polpa passou do estadio
verde (6,72%) para o semimaduro (3,19%), mantendo-se estatisticamente igual ao atingir a
maturidade. A reducdo do teor de proteinas observada nessa progénie foi de 38,8% ao longo
do amadurecimento.

Né&o foram encontrados estudos sobre as variagdes dos teores de proteinas da polpa de
camu-camu, ao longo do amadurecimento. Para a parte comestivel dos frutos, oriundos de

Manaus, Andrade (1991) observou diminuicdo dos teores de proteinas, ao longo da
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maturacdo. Porém, os valores apresentados pelo autor referem-se a base Umida. Em estudo
com frutos de acerola (Malpighia punicifolia L.), Vendramini e Trugo (2000) observaram
reducdo do conteudo de proteinas ao longo do amadurecimento, passando de 13,33% (b.s.) no
estddio verde para 11,84% (b.s.) no estddio maduro. Os autores atribuiram esse
comportamento a utilizacdo de aminoacidos para formacdo de compostos volateis durante a
maturacdo dos frutos. Em estudo com polpa de camu-camu maduro, Maeda et al. (2006)
obtiveram teor de proteinas de 3,95% (b.s.), valor proximo aos obtidos no presente trabalho
no mesmo estadio de maturacéo.

Em todos os estadios de maturacdo os teores de proteinas da polpa de camu-camu
sofreram influéncia significativa de fatores genéticos. No estadio verde, todas as progénies
apresentaram teores diferentes (p < 0,05). No estadio semimaduro, somente a progénie 44
diferiu das demais e, no estadio maduro, as progénies 17 e 38 apresentaram conteddos
diferentes.

5.2.4 Lipidios

Os valores obtidos nas determinacdes do teor de lipidios da polpa de camu-camu das
trés progénies, em funcdo do estddio de maturacdo, estdo apresentados na Figura 21 e no
Apéndice C.
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Figura 21. Teor de lipidios (%) da polpa de camu-camu das trés progénies, em funcéo do estadio de
maturacgdo. Os valores representam a média de trés repeticdes (base seca). Linhas verticais

representam o desvio padréo.
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Para a progénie 17, o teor de lipidios obtido no estadio de maturacgdo verde foi 2,09%,
ndo sendo observada variacdo (p < 0,05) ao longo do amadurecimento. Para a progénie 38
houve aumento quando a polpa passou do estadio semimaduro (2,84%) para 0 maduro
(4,23%). A progénie 44 mostrou conteudo de 2,54% no estadio verde, chegando ao final do
amadurecimento com teor 42,5% superior.

Para fins de comparacdo, ndo ha estudos publicados que relatem as variagdes nos
conteudos de lipidios da polpa do camu-camu, em func¢édo do estadio de maturacdo. Os baixos
teores encontrados nas trés progénies estudadas, independente do estadio de maturacéo,
indicaram que a polpa de camu-camu ndo representa fonte consideravel do macronutriente.
Para a polpa obtida de frutos de camu-camu maduros, coletados no Amazonas, Maeda et al.
(2006) obtiveram contetdo de 0,68% (b.s.) de lipidios, estando inferior aos obtidos no
presente trabalho no mesmo estadio de maturacao.

A variabilidade genética do camu-camu contribuiu para os teores de lipidios da polpa,
visto que, no estadio de maturacdo verde, a progénie 38 apresentou diferenca (p < 0,05) das
demais e, nos estadios semimaduro e maduro, a progénie 17 mostrou diferenca, com valores

inferiores as demais.
5.2.5 Fibra insolavel
Os valores obtidos nas determinacBes do teor de fibra insolivel da polpa de camu-

camu das trés progénies, em funcdo do estadio de maturacdo, estdo apresentados na Figura 22

e no Apéndice C.
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Figura 22. Teor de fibra insolavel (%) da polpa de camu-camu das trés progénies, em funcdo do
estadio de maturacdo. Os valores representam a média de trés repeti¢Ges (base seca). Linhas verticais

representam o desvio padréo.

Os teores de fibras insolGveis obtidos, em funcdo do estddio de maturacdo,
apresentaram comportamentos divergentes para cada progénie. Para a progénie 17, o teor
obtido no estadio de maturacao verde foi 4,94% e ndo houve variacao (p < 0,05) ao longo do
amadurecimento. Para a progénie 38 houve diminuicdo quando a polpa passou do estadio
verde (5,23%) para o semimaduro (2,79%), com posterior aumento quando atingiu a
maturidade (4,45%). Na progénie 44, o teor obtido no estadio verde (4,18%) ndo variou ao
atingir o estadio semimaduro, e, ao final do amadurecimento, houve aumento para 5,27%.

Nédo foram encontrados na literatura estudos sobre as variacdes nos conteudos de
fibras insollveis da polpa do camu-camu, em funcdo do estadio de maturacdo. Dessa forma,
ndo foi possivel fazer comparacéo de resultados. Para a polpa obtida de frutos de camu-camu
maduros, coletados no Amazonas, Nascimento et al. (2013) obtiveram conteldo de 6,53%
(b.s.) de fibras insolUveis, teor superior aos obtidos no presente trabalho no mesmo estadio de
maturacgéo.

Em todos os estadios de maturacdo, os teores de fibras insollveis da polpa de camu-
camu sofreram influéncia significativa de fatores genéticos. No estadio verde, todas as
progénies apresentaram teores diferentes (p < 0,05) entre si. No estadio semimaduro, as
progénies 17 e 38 obtiveram conteldos diferentes entre si €, no estadio maduro, a progénie 38

apresentou 0 menor conteudo.
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5.2.6 AcUcares redutores

Os valores obtidos nas determinag6es do teor de agucares redutores da polpa de camu-
camu das trés progénies, em funcéo do estadio de maturacdo, estdo apresentados na Figura 23
e no Apéndice C.
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Figura 23. Teor de agucares redutores (%) da polpa de camu-camu das trés progénies, em funcéo do
estadio de maturacdo. Os valores representam a média de trés repeti¢Ges (base seca). Linhas verticais

representam o desvio padrao.

Para a progénie 17 houve diminui¢@o (p < 0,05) do teor de agucares redutores quando
a polpa passou do estadio de maturacdo verde (40,81%) para o semimaduro (32,53%),
seguido de aumento quando atingiu a maturidade (41,97%). Nessa progénie houve acumulo
de somente 2,8% de acgUcares redutores ao longo da maturagdo. Para as progénies 38 e 44, 0s
teores obtidos no estadio verde (39,39% e 42,74%, respectivamente) ndo variaram ao atingir o
estadio semimaduro e, quando a polpa atingiu o estddio maduro, houve aumento do teor para
46,13% e 47,66%, respectivamente, o que correspondeu a um acumulo de 17,1% e 11,5% nas
respectivas progeénies.

De acordo com Chitarra e Chitarra (2005), o teor de acUcares das frutas atinge o valor
méaximo ao final da maturacdo, corroborando com os resultados obtidos no presente trabalho.
Para a polpa obtida de frutos de camu-camu maduros, provenientes de S&o Paulo, Silva,
Sobral e Kieckbusch (2006) obtiveram conteudo de agUcares redutores de 48,87% (b.s.),
estando proximo aos obtidos no presente estudo para a polpa madura. Em estudo com polpa

de camu-camu maduro, proveniente do Amazonas, Nascimento et al. (2013) obtiveram
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contetdo de 59,86% (b.s.), teor superior aos observados no presente trabalho no mesmo
estadio de maturac&o.

A variabilidade genética do camu-camu influenciou os contetdos de agUcares
redutores da polpa nos trés estadios de maturacdo. No estadio verde, a progénie 44 apresentou
contetdo diferente (p < 0,05) das demais. Nos estadios semimaduro e maduro, a progénie 17

apresentou diferenca em relacdo as demais.
5.2.7 Acidez titulavel total (ATT) e potencial hidrogenidnico (pH)
Os valores obtidos nas determina¢des do teor de acidez titulavel total e pH da polpa de

camu-camu das trés progénies, em funcdo do estadio de maturacdo, estdo apresentados na

Figura 24 e no Apéndice C.
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Figura 24. Acidez titulavel total (g &cido citrico/100 g) e potencial hidrogeni6nico (pH) da polpa de

camu-camu das trés progénies, em funcdo do estadio de maturacéo. (A) Progénie 17, (B) Progénie 38

e (C) Progénie 44. Os valores representam a média de trés repeti¢des. Linhas verticais representam o

desvio padréo.
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As trés progénies apresentaram decréscimo (p < 0,05) dos teores de acidez titulavel em
funcdo do estadio de maturacdo. Na progénie 17 houve reducdo de 18,9% de acidez, ao longo
do amadurecimento, em relacdo ao contetddo obtido no estadio verde (3,02 g acido citrico/100
0). Na progénie 38 foi obtido teor de 2,54 g acido citrico/100 g no estadio verde e, ao longo
do amadurecimento, houve reducdo de 6,3%, sem diferenca estatistica nos dois Ultimos
estadios de maturacdo. A progénie 44 apresentou diminuicdo de 15,6% de acidez ao final do
amadurecimento, em relacdo ao contetido obtido no estadio verde (3,46 g acido citrico/100 g).

Os teores de acidez das frutas normalmente diminuem com o amadurecimento, o que
ocorre em virtude do consumo de &cidos organicos na respiracdo ou de sua conversdo em
acucares (FENNEMA, 2010). Chitarra e Chitarra (2005) afirmaram que, durante a maturacéo,
o0s acidos organicos sdo utilizados como fonte de energia pelos frutos, sofrendo oxidacdo no
ciclo de Krebs para a geracdo de compostos intermediarios importantes para 0 metabolismo
secundario.

Alves et al. (2002) e Pinto et al. (2013), estudando o efeito do estddio de maturacao
sobre os teores de acidez da polpa de camu-camu também observaram reducdo do teor de
acidos organicos ao longo do amadurecimento. Aradjo et al. (2010) também observaram
decréscimos nos teores de acidez titulavel com o amadurecimento de jabuticaba, fruto que
pertence a mesma familia botanica do camu-camu.

Houve efeito significativo das diferencas genéticas do camu-camu nos teores de acidez
da polpa, visto que, nos estadios de maturacdo verde e semimaduro, todas as progénies
mostraram-se diferentes (p < 0,05) entre si e, no estadio maduro, a progénie 44 apresentou
conteddo diferente das demais.

Para a progénie 17, o pH obtido no estadio verde (1,78) ndo variou (p < 0,05) ao
atingir o estadio semimaduro e, ao final do amadurecimento, houve aumento para 2,25.
Conforme a Tabela 3, para essa progénie foi obtido coeficiente de correlacdo negativo e
significativo entre as variaveis acidez e pH, indicando que o aumento do pH correspondeu a
diminuicdo da acidez, j& que os valores sdo inversamente proporcionais. Por outro lado, na
progénie 38, o pH obtido no estddio verde foi 2,10, mantendo-se estavel ao longo do
amadurecimento. Para essa progénie foi obtido coeficiente de correlacdo positivo e néo
significativo entre o pH e a acidez, indicando que os valores de pH obtidos ao longo do
amadurecimento ndo corresponderam a diminuicdo da acidez. A progénie 44 mostrou
diminuicdo do pH quando a polpa passou do estadio verde (2,51) para o semimaduro (1,65),
mantendo-se estatisticamente igual ao atingir o estadio maduro, o que resultou em correlacdo

positiva e significativa entre as variaveis pH e acidez, ja que em ambas houve diminuicdo ao
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longo do amadurecimento. Tal comportamento indica que a variagdo observada no pH néo

correspondeu a diminuicdo da acidez.

Tabela 3. Coeficientes de correlacdo de Pearson (r) entre as variaveis pH e acidez titulavel

total da polpa de camu-camu de trés progénies, em funcdo do estadio de maturacao.

Progénie Coeficiente de correlacéo de Pearson (r)
17 -0,88"
38 0,13"
44 0,72™

* Significativo a p < 0,01.
** Significativo a p < 0,05.
ns N&o significativo.

O pH representa o inverso da concentracdo de ions hidrogénio (H") e, normalmente,
apresenta comportamento oposto ao da acidez. Dessa forma, a medida que a acidez diminui,
com o avanco da maturacdo, o pH se eleva. No entanto, Andrade (1991) relata que alguns
frutos possuem acdo tamponante, ou seja, permitem a ocorréncia de grandes variagdes de
acidez sem levar a grandes variacbes no pH. Em seu estudo, o autor observou este
comportamento em frutos de camu-camu, provenientes de Manaus. Silva (2012) observou
pouca variacdo no pH do camu-camu, oriundo de Roraima, correspondendo a variacdo da
acidez somente nos ultimos estddios de maturacdo. Alves et al. (2002) ndo observaram
diferenca no pH da polpa de camu-camu, oriundo de Belém, em funcdo do estadio de
maturacao, apesar da diminuicdo na acidez.

No estadio de maturacdo verde, os valores de pH obtidos para as trés progénies foram
diferentes (p < 0,05) entre si. Nos demais estadios, a progénie 44 apresentou valor diferente
das demais. Dessa forma, a variabilidade genética do camu-camu contribuiu

significativamente para o pH da polpa.
5.2.8 Solidos soluveis (SS) e Relacdo SS/ATT
Os valores obtidos nas determinacdes do teor de solidos soltveis (°Brix) e a relagdo

SS/ATT da polpa de camu-camu das trés progénies, em funcdo do estadio de maturagéo, estéo

apresentados na Figura 25 e no Apéndice C.
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padréo.



72

A trés progénies apresentaram elevacéo (p < 0,05) dos teores de solidos soluveis totais
nos trés estadios de maturacdo. Na progénie 17 houve aumento de 32,6% de sélidos soluveis,
ao longo do amadurecimento, em relacdo ao contetdo obtido no estadio verde (4,6 °Brix). Na
progénie 38, 0 aumento observado correspondeu a 24,5% do conteudo obtido no estadio verde
(4,9 °Brix). A progénie 44 apresentou aumento de 46,8% de solidos sollveis ao final do
amadurecimento, em relacdo ao contetido obtido no estadio verde (4,7 °Brix).

O teor de solidos soluveis é indicativo da quantidade de agucares presente nos frutos,
embora outras substancias também estejam dissolvidas, como vitaminas, acidos, aminoacidos
e algumas pectinas. Durante a maturagdo, a biossintese de agucares sollveis ou a degradacao
de polissacarideos resulta na elevacdo do teor de solidos sollveis totais (CHITARRA,;
CHITARRA, 2005), o que o torna um parametro estimativo do grau de maturidade das frutas.

De forma semelhante a observada no presente trabalho, Andrade (1991) mostrou
elevacdo dos teores de sélidos sollveis da parte comestivel de camu-camu, oriundo de
Manaus, no decorrer do amadurecimento. Do mesmo modo, Pinto et al. (2013) observaram
aumento do teor de solidos sollveis da polpa de camu-camu, coletado em S&o Paulo, em
funcdo do estddio de maturacdo. Em contrapartida, Alves et al. (2002) ndo observaram
diferenca estatistica nos teores de solidos solUveis da polpa de camu-camu, proveniente de
Belém, ao longo do amadurecimento.

Por conta da variacdo inversa observada entre o teor de solidos soltveis (SS) e a
acidez titulavel total (ATT) durante a maturacdo do camu-camu, a relacdo SS/ATT aumentou
(p < 0,05), com 0 avango da maturagéo, nas trés progénies. Dessa forma, baixos teores de SS
e elevada ATT no estadio verde resultaram em menores indices de palatabilidade (SS/ATT)
nesse estadio, com valores de 1,51, 1,94 e 1,36 para as progénies 17, 38 e 44,
respectivamente. Com o avango da maturacdo, os teores de SS elevaram-se e a ATT diminuiu,
0 que resultou em maiores indices de palatabilidade nos frutos maduros, sendo que esse
aumento correspondeu a 65,6%, 32% e 75% para as progénies 17, 38 e 44, respectivamente.

Segundo Chitarra e Chitarra (2005), a relagdo SS/ATT constitui um importante
atributo qualitativo, pois indica o sabor inerente ao produto, o qual é resultado da contribuicéo
dos componentes responsaveis pela acidez e pela dogura. Para as polpas de camu-camu aqui
estudadas, apesar do significativo aumento, o parametro continuou muito baixo, mesmo na
polpa madura, o que contribui significativamente para a restricdo do seu consumo na forma in
natura.

Em polpa de frutos de umbu-caja, Santos et al. (2010) encontraram relacdo SS/ATT de

7,57. Malgarim et al. (2007) obtiveram relacdo de 12,13 para ameixas maduras. Entretanto,
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para a polpa de camu-camu, a literatura consultada mostra valores bem inferiores, conforme
observado no presente trabalho. Alves et al. (2002) mostraram relagdo SS/ATT de 2,24 para a
polpa obtida de frutos verdes e 2,42 para a polpa madura, valores estatisticamente iguais entre
si. Para o estadio verde, o valor obtido pelos autores foi superior aos encontrados no presente
trabalho, em todas as progénies, e no estddio maduro o valor foi proximo. Villanueva-
Tiburcio, Condezo-Hoyos e Asquieri (2010) observaram elevacdo da relagdo SS/ATT da
polpa de camu-camu peruano, em funcéo do avango da maturacéo, com valores de 1,31, 1,90
e 2,41 para os estadios de maturacdo verde, semimaduro e maduro, respectivamente. Zapata e
Dufour (1993) obtiveram relacdo SS/ATT de 1,6, 1,8 e 2,2 para a polpa obtida de frutos
verdes, semimaduros e maduros, respectivamente.

Analisando o efeito das diferencas genéticas, observou-se que nos estadios de
maturacdo verde e semimaduro todas as progénies apresentaram teores de solidos soluveis e
relacdo SS/ATT diferentes (p < 0,05) entre si. No estadio maduro, a progénie 44 diferiu das
demais. Os resultados indicaram que a variabilidade genética dos frutos de camu-camu
influencia de forma significativa nos teores de sélidos solUveis totais e na relacdo SS/ATT

encontrados na polpa.

5.3 COMPOSTOS BIOATIVOS DA POLPA DE CAMU-CAMU

5.3.1 Vitamina C

Os resultados obtidos para o teor de vitamina C da polpa de camu-camu das trés

progénies, em funcdo do estadio de maturacdo, estdo apresentados na Figura 26 e no
Apéndice D.
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Figura 26. Teor de vitamina C (g/100 g) da polpa de camu-camu das trés progénies, em funcéo do
estadio de maturacdo. Os valores representam a média de trés repeti¢Ges (base seca). Linhas verticais

representam o desvio padréo.

Os teores de vitamina C obtidos para as trés progénies foram maiores (p < 0,05) no
estddio de maturacdo verde. Dessa forma, caso o destino pretendido seja a extracdo desse
composto bioativo, por exemplo, pela industria farmacéutica, 0 momento mais adequado para
a colheita dos frutos é no estddio de maturacdo verde. Além disso, a colheita no estadio
imaturo evita perdas ocorridas pela queda dos frutos no pomar e facilita o seu transporte, visto
que havera diminuicdo de perdas por danos fisicos, pois os frutos verdes apresentam maior
rigidez. Maior conteudo de vitamina C no estadio de maturacdo verde também foi observado
em frutos de acerola (VENDRAMINI; TRUGO, 2000; BATISTA; FIGUEIREDO;
QUEIROZ, 2002; NOGUEIRA et al., 2002; FERREIRA et |., 2009) e goiaba (BASHIR;
ABU-GOUKH, 2003).

Ao longo do amadurecimento, as progénies 17 e 44 foram caracterizadas por
processos de sintese e degradacdo de vitamina C, jA que houve decréscimo do teor da
vitamina quando a polpa passou do estadio de maturacdo verde (33,30 e 34,38 g/100 g,
respectivamente) para o semimaduro (26,16 e 28,96 g/100 g, respectivamente), com posterior
elevacdo no ultimo estadio (27,78 e 32,03 g/100 g, respectivamente). Os percentuais de
reducdo de vitamina C, ao final do amadurecimento, foram 16,6 e 6,8% para as progénies 17 e
44, respectivamente, com relacdo aos teores maximos observados no estadio verde. A
progénie 38 apresentou diminuigdo do teor de vitamina C durante o amadurecimento, com
contetdo de 25,27 g/100 g no estddio maduro. Nesta progénie, o percentual de reducéo da

vitamina ao longo do amadurecimento foi 18,1%. Os conteddos de vitamina C obtidos,
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independente do estadio de maturacdo, foram superiores aos observados em frutos
considerados fontes desse composto bioativo, como a acerola (15,08 g/100 g b.s.) e o caju
(1,45 g/100 g b.s.) (RUFINO et al., 2010), o que confirma a importancia do camu-camu como
fonte de vitamina C.

Vaérios estudos descreveram o efeito do estadio de maturacdo nos teores de vitamina C
do camu-camu, e apresentaram comportamentos divergentes. No entanto, os resultados
apresentados pelos autores sdo frequentemente expressos em base Umida, ndo levando em
conta as variagcOes do teor de umidade da amostra, em fungdo do avanco da maturacdo. Nesse
contexto, Justi et al. (2000) observaram diminuigéo do teor de vitamina C da polpa de camu-
camu, proveniente do Parang, ao longo do amadurecimento, e atribuiram isso as possiveis
transformacdes bioquimicas do acido ascorbico durante o processo de maturacdo. Zamudio
(2007) também observou diminuicdo do teor de vitamina C da polpa de camu-camu, oriundo
de Belém, com o avanco da maturacdo, e relatou que a concentragdo de acido ascérbico
decresce a medida que o fruto amadurece, independente da matriz estudada e do clima da
regido, sendo esse comportamento atribuido a atuacdo de enzimas como a ascorbato oxidase,
fenolase, citocromo oxidase e peroxidase. Chirinos et al. (2010) avaliando a influéncia do
estadio de maturacdo da parte comestivel de frutos de camu-camu peruanos, observaram que
os frutos maduros apresentaram 12% menos vitamina C que os verdes.

Outros estudos mostraram aumento no contetdo de &cido ascérbico, em funcdo do
amadurecimento dos frutos. Pinto et al. (2013), em estudo com frutos de camu-camu,
provenientes de Sdo Paulo, observaram que a polpa no estddio de maturacdo maduro
apresentou 41% mais vitamina C que a polpa no estddio verde, e associaram esse
comportamento ao aumento da sintese de intermedidrios metabdlicos, ao longo do
amadurecimento, 0s quais sdo precursores do acido ascorbico. Alves et al. (2002) também
observaram elevagdo do conteido de acido ascorbico da polpa do camu-camu, oriundo de
Belém, em funcdo do estadio de maturagdo. Para a parte comestivel de camu-camu, oriundo
de Manaus, Andrade (1991) observou acumulo de é&cido ascérbico ao longo do
amadurecimento dos frutos.

De forma contréria, Ribeiro (2012), em estudo com frutos de camu-camu cultivados
no Estado do Amazonas, ndo observou diferenca estatistica entre os teores de vitamina C
obtidos em funcdo do estadio de maturacdo. Smiderle e Sousa (2008) também obtiveram
teores de vitamina C estatisticamente iguais entre si para a polpa de camu-camu, proveniente

de Roraima, ao longo do amadurecimento.
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Estudos mostraram que a concentracdo de acido ascorbico no camu-camu é maior na
casca do que na polpa (MAEDA et al., 2006; PINEDO, 2007). Isso ocorre devido a regido
externa dos frutos estar mais exposta a luz solar do que a regido interna, ja& que o acido
ascorbico é sintetizado a partir de acucares pela fotossintese das plantas (PINEDO, 2007).
Dessa forma, o contetudo de vitamina C obtido para a polpa do fruto dependera do método
utilizado para sua obtencdo. Outros fatores que também influenciam significativamente nos
teores sdo as diferencas genéticas, a epoca e o local de cultivo, bem como o estadio de
maturacgéo.

Analisando o efeito das diferencas genéticas, nos estddios de maturacdo verde e
maduro, todas as progénies apresentaram conteudos de vitamina C diferentes (p < 0,05) entre
si. No estadio semimaduro, a progénie 44 mostrou teor diferente das demais. A progénie 44 se
destacou com teores de vitamina C significativamente superiores, em todos os estadios de
maturagdo. Esses resultados confirmaram que a variagdo genética dos frutos de camu-camu
influencia de forma significativa os teores de vitamina C encontrados, 0 que torna importante

a elaboracéo de estudos envolvendo progénies.
5.3.2 Compostos fendlicos totais
Os contetdos de compostos fendlicos totais da polpa de camu-camu das trés

progénies, em funcdo do estddio de maturacdo, estdo apresentados na Figura 27 e no
Apéndice D.
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Figura 27. Teor de compostos fendlicos totais (mg AGE/100 g) da polpa de camu-camu das trés
progénies, em funcdo do estadio de maturagéo. Os valores representam a média de trés repeticdes

(base seca). Linhas verticais representam o desvio padréo.

Nas trés progénies foi observado comportamento irregular dos teores de compostos
fenolicos totais, ao longo da maturacdo, ocorrendo processos de sintese e degradacdo. Para a
progénie 17, o teor obtido no estadio de maturacdo verde foi 2757,82 mg AGE/100 g e,
quando a polpa atingiu o estadio semimaduro, houve reducdo (p < 0,05) acentuada do teor,
sendo que somente 36,6% do contetdo obtido no estadio verde foi encontrado nesse estadio.
Quando a polpa atingiu o estadio maduro houve aumento da sintese de compostos fenolicos
totais, com contetdo de 3898,66 mg AGE/100 g. A mesma tendéncia foi observada na
progénie 38, em que o contetido obtido no estadio verde foi 3937,74 mg AGE/100 g e, ao
atingir o estadio semimaduro, 54,2% desse teor manteve-se presente. Ao atingir a maturidade
houve aumento da sintese dos compostos fendlicos totais, com contetdo de 4166,31 mg
AGE/100 g. Com valores expressos em base Umida, Andrade (1991) mostrou que, ao longo
da maturacdo de frutos de camu-camu, oriundos de Manaus, houve decréscimo nos teores de
compostos fendlicos totais e elevacdo nos estadios finais, comportamento semelhante ao
observado nas progénies 17 e 38. O autor relaciona o maior contetdo dos compostos no final
da maturagcdo com a sintese de antocianinas, mais acentuada nesse periodo.

Na progénie 44 ocorreu aumento (p < 0,05) da sintese de compostos fendlicos totais
quando a polpa passou do estadio de maturacdo verde (1349,36 mg AGE/100 g) para o
semimaduro (1943,85 mg AGE/100 g), que apresentou 0 maior conteddo. Ao atingir o estadio
maduro houve decréscimo do teor de compostos fendlicos totais, sendo que 69,8% do

conteldo obtido no estadio semimaduro manteve-se presente na polpa ao final do
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amadurecimento. A mesma tendéncia foi observada por Silva (2012) em polpa de camu-
camu, oriundo de Roraima, com aumento dos teores de compostos fendlicos totais no periodo
inicial até os 88 dias ap0s a antese, que correspondeu ao inicio do amadurecimento, quando
apresentaram valores maximos. No final da maturacdo, o autor observou decréscimo dos
teores de fendlicos totais.

Chirinos et al. (2010), em estudo sobre o efeito do estadio de maturacdo sobre os
teores de compostos fendlicos totais da parte comestivel de frutos de camu-camu, oriundos do
Peru, porém expressando seus resultados em base Umida, observaram que o contetdo obtido
no estadio maduro foi 18% superior ao obtido no estadio verde. Um estudo conduzido por
Grigio (2013), com frutos de camu-camu oriundos de Roraima, mostrou conteddo de
compostos fendlicos totais no estadio de maturacdo maduro 183% superior ao obtido no
estadio verde.

Os compostos fendlicos sdo produzidos pelo metabolismo secundario, atuando como
mecanismo de defesa dos vegetais. Dessa forma, alteracfes na sintese desses metabdlitos
ocorrem, em grande parte, devido as condi¢des de estresse em que a planta é submetida, como
por exemplo, o ataque de predadores e de microrganismos patogénicos, que induzem o
metabolismo secundario a uma maior producdo de compostos secundarios (TAIZ; ZEIGER,
2004). Ja a diminuicéo do contetudo de compostos fendlicos ao longo do amadurecimento dos
frutos pode ser atribuida a atuacdo de enzimas, como a polifenol oxidase (GULL et al., 2012)
e a conversdo de compostos fendlicos soltveis em compostos fendlicos insollveis, que estdo
ligados a polissacarideos na parede celular (BENCHIKH et al., 2014).

Rufino et al. (2010) obtiveram teor de compostos fendlicos totais de 11615,00 mg
AGE/100 g de matéria seca para 0 camu-camu maduro, proveniente de Belém, Estado do
Pard, valor muito superior aos obtidos no presente estudo no mesmo estadio de maturacéo. No
entanto, a diferenca pode ser explicada por meio do método utilizado para a quantificacdo dos
compostos, j& que os autores citados ndo levaram em consideracdo a interferéncia dos
compostos (acido ascorbico e/ou aglcares redutores) que também sofrem reducdo pelo Folin-
Ciocalteau e estdo presentes em grandes quantidades no camu-camu, principalmente a
vitamina C, o que pode ter levado a uma superestimacao do teor de compostos fendlicos totais
do material em estudo. Além disso, os resultados apresentados pelos autores referem-se a
parte comestivel dos frutos, o que contribui para teores superiores aos reportados somente
para a polpa, ja que na casca do camu-camu sdo obtidos teores superiores dos compostos
mencionados, conforme observado por Maeda et al. (2006), Cohen et al. (2010) e Silva
(2012).
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A influéncia da quantificacdo de compostos fendlicos totais no camu-camu, com e sem
a remocgdo de interferentes, foi estudada por Ribeiro (2012), com frutos provenientes do
Estado do Amazonas, em dois estadios de maturacdo. Os teores dos compostos obtidos na
amostra bruta, ou seja, sem a remocdo de interferentes, foram 1145,70 e 1426,27 mg
AGE/100 g de matéria fresca para os estadios verde e maduro, respectivamente. Apés a
purificacdo do extrato, ou seja, fracdo livre de interferentes, os teores sofreram reducdo, com
conteudos de 900,22 e 1180,42 mg AGE/100 g de matéria fresca nos estadios verde e maduro,
respectivamente. Os percentuais de reducdo, em relacdo a amostra bruta, foram 21% para 0s
frutos verdes e 17% para os frutos maduros.

Analisando o efeito das diferencas genéticas, observou-se que no estadio de maturacéo
verde todas as progénies apresentaram diferenca (p < 0,05) entre si. No estadio semimaduro, a
progénie 17 mostrou teor inferior as demais e, no estadio maduro, a progénie 44 mostrou teor
inferior as demais. Dessa forma, a variabilidade genética do camu-camu contribuiu

significativamente para os contetdos de compostos fenolicos totais da polpa.
5.3.3 Flavandis totais
Os resultados obtidos para o teor de flavandis totais da polpa de camu-camu das trés

progénies, em funcdo do estadio de maturacdo, estdo apresentados na Figura 28 e no
Apéndice D.
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Figura 28. Teor de flavandis totais (mg CE/100 g) da polpa de camu-camu das trés progénies, em
funcgdo do estadio de maturagdo. Os valores representam a média de trés repeticdes (base seca). Linhas

verticais representam o desvio padréo.

Os teores de flavanois totais obtidos para as trés progénies reduziram (p < 0,05) com o
avanco da maturacdo. A progénie 17 apresentou diminuicdo de 57,1% de flavandis ao final do
amadurecimento, em relagdo ao contetdo obtido no estadio verde (1180,69 mg CE/100 g). Na
progénie 38 houve reducao de 54,8% de flavandis, ao longo do amadurecimento, em relacéo
ao conteudo obtido no estadio verde (1068,91 mg CE/100 g). Para a progénie 44, a reducdo
observada correspondeu a 58,8% do conteudo obtido no estadio verde (636,41 mg CE/100 g).

Segundo D’Archivio et al. (2007), os flavandis presentes nas frutas sao compostos
fenolicos que estdo associados a sua adstringéncia, caracteristica que diminui ao longo do
amadurecimento. Dessa forma, o conteddo desses compostos sofre reducdo com o avanco da
maturacao, corroborando com os resultados obtidos no presente estudo.

Para fins de comparacdo, ndo ha estudos publicados que relatem as variagdes nos
conteddos de flavandis totais da polpa do camu-camu, em funcdo do estaddio de maturacéo.
Para a parte comestivel de frutos de camu-camu, provenientes do Peru, com valores expressos
em base Umida, Chirinos et al. (2010), por meio de analise cromatografica (HPLC),
reportaram os grupos de flavan-3-ol e acido elagico como os principais compostos fendlicos
presentes. Os autores observaram aumento dos teores de flavandis ao longo do
amadurecimento do camu-camu, comportamento ndo observado para as polpas aqui
estudadas.
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As polpas de camu-camu das trés progénies estudadas foram consideradas boas fontes
de flavanois totais, j& que o conteddo dos compostos, ao longo do amadurecimento,
perfizeram, em média, 32%, 22% e 25% dos compostos fendlicos totais obtidos nas progénies
17, 38 e 44, respectivamente.

Os contetdos de flavandis totais da polpa de camu-camu foram influenciados
significativamente pelas diferencas genéticas, visto que, nos estadios de maturacdo verde e
semimaduro, todas as progénies diferiram (p < 0,05) entre si e, no estadio maduro, a progénie

44 apresentou teor diferente das demais.
5.3.4 Flavonois
Os resultados obtidos para o teor de flavonois da polpa de camu-camu das trés

progénies, em funcdo do estddio de maturagdo, estdo apresentados na Figura 29 e no
Apéndice D.
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Figura 29. Teor de flavonodis (mg QE/100 g) da polpa de camu-camu das trés progénies, em funcéo do
estadio de maturacdo. Os valores representam a média de trés repeti¢Ges (base seca). Linhas verticais

representam o desvio padréo.

Para a progénie 17 houve aumento (p < 0,05) acentuado da sintese de flavonois nos
trés estadios de maturagcdo. Esse aumento correspondeu a 166%, em relagdo ao contetdo
obtido no estadio verde (9,41 mg QE/100 g). Na progénie 38 houve aumento da sintese dos
compostos quando a polpa passou do estadio verde (17,09 mg QE/100 g) para o semimaduro

(22,39 mg QE/100 g) mantendo-se estatisticamente igual quando atingiu o estadio maduro.
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Nessa progénie, o aumento observado ao longo do amadurecimento foi de 33,9%. Para a
progénie 44, o comportamento observado foi oposto as demais, com diminuigdo dos teores
em funcdo do grau de maturacao, correspondendo a uma reducdo de 55,5% em relacdo ao
conteudo obtido no estadio verde (24,40 mg QE/100 g).

Em estudo sobre o efeito do grau de maturacdo nos teores de flavonois do camu-camu,
Grigio (2013) e Chirinos et al. (2010), com valores expressos em base Umida, observaram
menor conteudo de flavonois no estadio de maturacao verde, quando comparado aos obtidos
no estadio maduro, conforme observado no presente trabalho para as progénies 17 e 38.

Silva (2012), em estudo com casca e polpa de camu-camu, em diferentes estadios de
maturacdo, mostrou que o ajuste polinomial para os flavonois foi possivel somente para os
valores da casca, ndo sendo possivel qualquer ajuste significativo para os valores da polpa. O
autor relata que esse comportamento retrata a maior producéo e concentragdo desse grupo de
flavonoides na casca de camu-camu, onde foi observado maior contetdo no estddio maduro.

Na parte comestivel de frutos maduros, Gongalves, Lajolo e Genovese (2010)
observaram, por meio de analise cromatografica, maior quantidade de quercetina e seus
derivados em camu-camu, dentre os dezesseis frutos nativos brasileiros estudados, com teor
de 42 mg/100 g de matéria seca, valor superior aos obtidos no presente trabalho para frutos
maduros, o que ressalta a grande contribuicdo da casca do camu-camu para maiores teores
desse grupo de compostos. As diferencas observadas também podem ter ocorrido devido as
caracteristicas proprias de cada regido onde os frutos foram cultivados, além de fatores
genéticos.

As polpas de camu-camu aqui estudadas ndo foram consideradas boas fontes de
flavondis, visto que os teores obtidos corresponderam, em média, a somente 0,6% dos
compostos fenolicos totais nas progénies 17 e 38, e 1,1% na progénie 44.

O contetdo de flavondis da polpa de camu-camu sofreu influéncia significativa de
fatores genéticos, ja que, nos estadios de maturacdo verde e semimaduro, todas as progénies
apresentaram diferenca (p < 0,05) entre si e, no estadio maduro, a progénie 44 mostrou menor

contetdo de flavonois.
5.3.5 Antocianinas totais
Os resultados obtidos para o teor de antocianinas totais da polpa de camu-camu das

trés progénies, em funcdo do estadio de maturacdo, estdo apresentados na Tabela 4 e no
Apéndice D.
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Tabela 4. Teor de antocianinas totais (mg CGE/100 g) da polpa de camu-camu das trés

progénies, em funcgdo do estadio de maturacéo.

Estadio de maturacao

Progénie
Verde Semimaduro Maduro
17 N.D. Q.N.D. 23,48 £ 0,018
38 N.D. Q.N.D. Q.N.D.
44 N.D. Q.N.D. 24,74 + 0,017

CGE: Cianidina-3-glicosideo equivalente. N. D.: N&o determinado. Q.N.D.: quantidade néo
detectdvel. Os valores representam a média de trés repeticbes + desvio padrdo (base seca).
Comparag0es entre as diferentes progénies (coluna) séo representadas por letra maiuscula. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade.

A sintese das antocianinas ocorre naturalmente pelo metabolismo da planta com a
evolugédo da maturacdo dos frutos. Segundo Chitarra e Chitarra (2005), nessa fase, uma das
principais mudancas € a da coloracdo da casca, quando a clorofila presente nos cloroplastos é
quebrada pela enzima clorofilase, resultando na perda da coloracéo verde e desenvolvimento
de coloracdo caracteristica de cada espécie, dando origem aos cromoplastos. Sendo assim,
para as trés progénies estudadas, no estddio de maturacdo verde, ndo foi realizada a
quantificacdo do pigmento. No estadio semimaduro foi observada, visualmente, coloracdo
levemente rosada na polpa, 0 que é indicativo da presenca dos pigmentos antocianicos.
Porém, as quantidades do pigmento ndo foram suficientes para serem detectadas pelo método
utilizado. No estadio de maturacdo maduro, somente nas progénies 17 e 44 foi possivel
quantificar teor de antocianinas. Estes foram diferentes entre si (p < 0,05), com maior teor
obtido na progénie 44.

Algumas consideracdes devem ser levantadas para justificar os resultados obtidos no
presente trabalho para o conteldo de antocianinas. Como o estudo objetivou quantificar os
compostos presentes somente na polpa, o despolpamento foi realizado manualmente, fruto por
fruto, para que se pudesse evitar a transferéncia de compostos da casca para a polpa,
principalmente os pigmentos, ja que nos frutos de camu-camu, esses estdo concentrados
predominantemente na casca. Devido a grande quantidade de amostra coletada, ndo foi
possivel realizar o despolpamento dos frutos logo apos a coleta fazendo-se necessario manté-
los congelados até a realizagdo do despolpamento. Tal situagdo ndo ocorreu com a progénie

38 no estadio de maturacdo maduro, que foi despolpada no dia da coleta. Foi observado,
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visualmente, que com o congelamento houve a migragéo de pigmentos da casca para a polpa,
0 que provocou aumento do teor de antocianinas na polpa de frutos maduros.

O alto teor de antocianinas na casca de camu-camu em detrimento da polpa foi
observado por Maeda et al. (2006), em estudo com frutos maduros provenientes do Estado do
Amazonas, que observaram contelido de 138,38 mg/100 g de matéria fresca na casca e
somente 0,14 mg/100 g de matéria fresca na polpa. Os autores relataram a influéncia do tipo
de despolpamento no contetdo de pigmentos da polpa de camu-camu. Silva (2013) relatou em
seu estudo a migracdo dos pigmentos da casca para a polpa dos frutos de camu-camu
submetidos a refrigeracdo. O autor comparou, por meio de fotografia, um corte dos frutos no
primeiro dia de refrigeragdo com frutos mantidos nessa condigdo apds treze dias e constatou a
perda de cor do epicarpo e 0 aumento no mesocarpo, no decorrer do armazenamento. Ele
sugere o estudo sobre essa migracdo para trabalhos futuros, ja que ndo foi encontrado na

literatura qualquer estudo referenciando esse fendmeno.

5.4 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

5.4.1 Método TEAC

Os resultados obtidos para a capacidade antioxidante pelo método TEAC dos extratos

de polpa de camu-camu das trés progénies, em funcdo do estddio de maturacdo, estdo

apresentados na Figura 30 e no Apéndice E.
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Figura 30. Capacidade antioxidante total pelo método TEAC (UM Trolox equivalente/g) da polpa de
camu-camu das trés progénies, em funcéo do estadio de maturacao. Os valores representam a média de

trés repetigdes (base seca). Linhas verticais representam o desvio padréo.

O método TEAC pode medir a capacidade antioxidante equivalente em compostos de
natureza lipofilica e hidrofilica. As trés progénies apresentaram maior capacidade
antioxidante no estadio de maturacdo verde. Para as progénies 17 e 44, os valores de TEAC
obtidos no estadio verde foram 2101,95 e 2145,78 uM Trolox equivalente/g, respectivamente,
e reduziram (p < 0,05) nos trés estadios de maturacdo, correspondendo a uma diminuicdo de
25% e 12% nas respectivas progénies. A progénie 38 também apresentou reducdo da
capacidade antioxidante, ao longo do amadurecimento, porém, sem diferenca estatistica nos
dois altimos estadios. Nessa progénie houve reducao de 20%, em relacdo ao valor obtido no
estadio verde (1987,45 uM Trolox equivalente/g).

Ribeiro (2012), estudando a parte comestivel de frutos de camu-camu, oriundos de
Roraima, observou aumento da capacidade antioxidante, obtida por meio do método TEAC,
em funcdo do amadurecimento, com valores de 1058,54 e 1418,25 uM Trolox equivalente/g
de matéria seca para os estadios de verde e maduro, respectivamente, comportamento nao
observado nas polpas aqui estudadas. O autor atribuiu a menor capacidade antioxidante
observada no estadio verde a menor quantidade de compostos fendlicos totais obtida por ele
nesse estadio.

Rufino et al. (2010), estudando a capacidade antioxidante de dezoito frutas tropicais
ndo tradicionais, mostraram que a polpa de camu-camu maduro obteve a maior capacidade
antioxidante, dentre os frutos estudados, pelos métodos TEAC e FRAP. O valor obtido pelos

autores para o método TEAC foi de 1237,00 uM Trolox equivalente/g de matéria seca,
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estando, portanto, inferior aos obtidos para as trés progénies estudadas, no estadio de
maturacdo maduro.

Por meio da comparacao entre as progénies observou-se que, no estadio de maturacéo
verde, a progénie 38 apresentou capacidade antioxidante diferente (p < 0,05) das demais. Nos
estadios semimaduro e maduro, a progénie 44 mostrou a maior capacidade antioxidante. Os
resultados confirmaram a influéncia de fatores genéticos para as diferentes capacidades

antioxidantes apresentadas pela polpa do camu-camu.

5.4.2 Método DPPH

Na avaliacdo da capacidade antioxidante estimada pelo método DPPH, ocorre a
captura do radical livre DPPH pelos antioxidantes contidos na amostra. A solucdo metandlica
de DPPH apresenta inicialmente coloracdo violeta e sofre descoloragéo, tornando-se amarela,
a medida que ocorre a reagdo com o antioxidante. Essa descoloracdo provoca diminuigdo da
absorbancia, monitorada por espectrofotémetro, indicando o potencial antioxidante do extrato.
No presente trabalho os resultados foram expressos por meio do célculo da quantidade de
antioxidante necessaria para consumir metade do radical DPPH contido na solucgdo, parametro
denominado ECso. O potencial antioxidante do extrato € inversamente proporcional ao valor
do ECsp, ou seja, quanto menor o valor de ECsp apresentado pelo extrato, menor quantidade de
amostra no extrato € necessaria para reduzir em 50% a concentracao inicial do DPPH e, dessa
forma, maior sua capacidade antioxidante.

Na Figura 31 podem ser visualizadas as curvas cinéticas de degradacdo do radical
DPPH pelos extratos obtidos da polpa de camu-camu, nos trés estadios de maturacdo, em
cinco concentracdes diferentes, monitorado por 10 minutos. Para obtencdo destas, as
absorbancias obtidas de diferentes diluicdes do extrato foram comparadas a absorbancia do

controle, sem antioxidantes (tempo zero).
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Figura 31. Cinética de reacdo do radical DPPH da polpa de camu-camu, nos trés estadios de
maturacdo: (A) Verde; (B) Semimaduro; (C) Maduro.
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Observou-se que as diferentes concentragdes testadas comportaram-se de maneiras
distintas, apresentado maior capacidade de sequestro do radical DPPH quanto mais
concentrado foi o extrato, obtendo-se, dessa forma, menor valor de absorbancia. A polpa de
camu-camu nos trés estadios de maturacdo estudados, bem como em diferentes concentracdes,
apresentou elevada capacidade antioxidante no primeiro minuto de reacdo, percebendo-se um
decréscimo acentuado da absorbancia nesse periodo. Posteriormente, ocorreu pequeno
decréscimo até o terceiro minuto de reacdo, onde a partir de entdo, o valor obtido permaneceu
inalterado. Dessa forma, o tempo necessario para estabilizacdo da absorbancia foi de 3
minutos, independente do estadio de maturagdo, indicando que os antioxidantes contidos na
polpa de camu-camu estudada possuem acdo rapida de combate aos radicais livres.

Os resultados obtidos para a capacidade antioxidante (ECso em g polpa/g DPPH) dos
extratos da polpa de camu-camu das trés progénies, em funcao do estadio de maturagéo, por

meio do método DPPH, estéo apresentados na Figura 32 e no Apéndice E.

45,00
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o
o
= 35,00 L
%_” ’ - —o—Progeénie 17
g 20,00 —i#—Progénie 38
= k’x —a—Progénie 44
) 25,00

20,00 . . .

Verde Semimaduro Maduro

Figura 32. Capacidade antioxidante total pelo método DPPH (ECso expresso em g polpa/g DPPH) da
polpa de camu-camu das trés progénies, em funcgdo do estadio de maturagdo. Os valores representam a

média de trés repeticBes (base seca). Linhas verticais representam o desvio padrao.

Amostras que apresentam alto potencial em sequestrar radicais livres DPPH possuem
baixo valor de ECso. Sendo assim, quanto menor o valor de ECsp maior a capacidade
antioxidante do material em estudo. Na progénie 17, a capacidade antioxidante total, obtida
por meio do método DPPH, diminuiu (p < 0,05) quando a polpa passou do estadio de
maturacdo verde para o semimaduro, fato observado pelo aumento do ECso, mantendo-se

estatisticamente igual quando atingiu a maturidade. Para as progénies 38 e 44 foi observada
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uma tendéncia regressiva da capacidade antioxidante ao longo da maturagéo, mostrando que a
polpa no estadio verde apresenta maior capacidade de sequestro dos radicais DPPH. Esses
resultados estdo de acordo com os observados por Alezandro et al. (2013), que obtiveram
reducdo da capacidade antioxidante por DPPH ao longo do amadurecimento de jabuticaba.

Chirinos et al. (2010), em estudo com frutos de camu-camu provenientes do Peru, em
trés estadios de maturacdo, observaram aumento da capacidade antioxidante pelo método
DPPH quando os frutos passaram do estadio totalmente verde para o verde-avermelhado,
mantendo-se estatisticamente igual ao atingirem a maturidade, comportamento nao observado
para as polpas de camu-camu aqui estudadas. Porém, os resultados mostrados pelos autores
referem-se & base Umida.

Ao analisar a capacidade antioxidante da polpa de camu-camu, em base seca, por meio
do método DPPH, em funcdo da maturacdo, Silva (2012) observou aumento nos periodos
iniciais até atingir um maximo aos 88 dias apds a antese, periodo que correspondeu ao inicio
do amadurecimento, onde, a partir de entdo, houve diminuicao até a completa maturidade.

Os frutos de camu-camu apresentam alto potencial antioxidante, conforme observado
por Gongalves, Lajolo e Genovese (2010), em estudo com dezesseis frutos nativos do Brasil,
onde 0 camu-camu apresentou a maior capacidade antioxidante, pelo método DPPH, dentre os
frutos estudados. Rufino et al. (2010) obtiveram valor de 42,6 g de polpa seca/g de DPPH
para 0 camu-camu maduro, estando proximo ao encontrado na progénie 44 no mesmo estadio
de maturacdo. A capacidade antioxidante observada pelos autores para a polpa de camu-camu
foi a maior, dentre as dezoito frutas estudadas, seguida da acerola, que apresentou valor igual
a 49,2 g de polpa seca/g de DPPH.

Por meio da comparagdo entre as progénies observou-se que, no estadio de maturagéo
verde, as progénies 38 e 44 apresentaram diferenca (p < 0,05) entre si. Nos estadios
semimaduro e maduro, a progénie 44 apresentou capacidade antioxidante diferente das
demais. Os resultados confirmaram a influéncia de fatores genéticos para as diferentes
capacidades de sequestro dos radicais livres DPPH apresentadas pela polpa do camu-camu.

5.5 CORRELACAO ENTRE OS COMPOSTOS BIOATIVOS E A CAPACIDADE
ANTIOXIDANTE IN VITRO

Os coeficientes de correlagdo de Pearson obtidos entre os teores de vitamina C,

compostos fendlicos totais, flavanois totais, flavonois e a capacidade antioxidante avaliada
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pelos métodos TEAC e DPPH da polpa de camu-camu das trés progénies, em funcdo do
estadio de maturacdo, estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Coeficientes de correlacdo de Pearson (r) entre os compostos bioativos e a
capacidade antioxidante (base seca) da polpa de camu-camu das trés progénies, em fungéo do

estadio de maturacao.

Progénie r Vitamina C Cor-npostos- Flavanois totais  Flavonois
fendlicos totais
TEAC 0,91" -0,07™ 0,98 -0,90"
. DPPH 0,77 0,26M™ -0,94" 0,90
TEAC 0,95 0,41™ 0,91" -0,87"
% DPPH -0,87" 0,007 -0,84" 0,71
TEAC 0,17™ 0,25M™ 0,70™ 0,85
“ DPPH -0,04" -0,35™ -0,63" 0,80

* Significativo a p < 0,01.
** Significativo a p < 0,05.
ns N&o significativo.

Para as progénies 17 e 38 foi encontrada correlacdo positiva e significativa entre os
conteddos de vitamina C e a capacidade antioxidante por TEAC, bem como entre os teores de
flavanodis totais e TEAC, indicando que os dois compostos contribuiram de maneira
significativa para a capacidade antioxidante da polpa de camu-camu, obtida por meio do
método em questdo. Nessas progénies foi encontrada correlacdo negativa e significativa entre
os teores de vitamina C e a capacidade antioxidante por DPPH e flavandis totais e DPPH,
indicando que esses compostos atuam diretamente na reacdo de sequestro dos radicais livres
DPPH. Isso ocorre devido ao método citado produzir uma relacdo inversa entre o valor de
ECso e a capacidade antioxidante da amostra. Dessa forma, quanto maior o teor dos dois
compostos mencionados maior a capacidade antioxidante por DPPH. Os coeficientes de
correlagéo obtidos indicaram que, nesses genoétipos, a maior contribuicdo para as capacidades
antioxidantes encontradas pelos dois métodos utilizados foi da vitamina C e dos flavanois
totais.

Para a progénie 44, os compostos que contribuiram significativamente para a
capacidade antioxidante obtida por meio do método TEAC foram os flavanois totais e 0s

flavonois, visto que houve correlacdo positiva e significativa entre os dois compostos
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mencionados e a capacidade antioxidante por TEAC. Nesse gendtipo, a capacidade
antioxidante testada pelo método DPPH ndo se correlacionou negativa e significativamente
com nenhum composto bioativo estudado, sugerindo que outros compostos podem ter
contribuido para a reacéo de inibicdo frente ao radical DPPH.

Chirinos et al. (2010) mostraram correlacéo linear significativa entre o conteido de
compostos fendlicos totais e a capacidade antioxidante por DPPH (r? = 0,931) para a parte
comestivel de camu-camu em trés estadios de maturacdo, e ndo obtiveram correlacdo linear
significativa para os teores de vitamina C e DPPH (r> = 0,190), sugerindo que a capacidade
antioxidante do fruto deriva dos compostos fenolicos totais, o que ndo ocorreu com as polpas
de camu-camu aqui estudadas.

No entanto, em estudo com casca de camu-camu maduro, Villanueva-Tiburcio,
Condezo-Hoyos e Asquieri (2010) obtiveram correlacdo significativa entre o teor de vitamina
C e DPPH (r = 0,999), conforme observado para as progénies 17 e 38. Os autores também
mostraram correlacdo significativa entre o teor de compostos fendlicos totais e DPPH (r =
0,999). Resultados semelhantes foram obtidos por Silva (2012), que encontrou alta correlagdo

entre compostos fendlicos totais e DPPH (r = 0,991) e &cido ascérbico e DPPH (r = 0,979).
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6 CONCLUSAO

As progénies apresentam comportamento semelhante para as caracteristicas fisicas
avaliadas (massa fresca, diametro longitudinal e didmetro transversal) nos trés estadios de
maturacao.

Com o avan¢o da maturacdo, a sintese de constituintes da polpa de camu-camu néo
mostrou comportamento similar para todas as progénies avaliadas e 0s parametros que nao
apresentaram variacao significativa foram: umidade, cinzas e pH da progénie 38; cinzas da
progénie 44 e lipidios e fibras insollveis da progénie 17.

No estadio de maturacdo verde ocorre o apice da sintese de vitamina C, no entanto,
mesmo no estadio maduro os teores de vitamina C encontrados sdo consideravelmente
elevados (25 a 32 g/100g) e, dependendo da aplicacdo dada a esta polpa, a colheita dos frutos
no estadio maduro pode ser economicamente viavel e rentavel.

No estadio de maturacdo verde foram observados os maiores valores para a capacidade
antioxidante mensurada pelos métodos TEAC e DPPH.

A variabilidade genética do camu-camu influenciou de forma significativa nas
caracteristicas fisicas dos frutos e nos contetudos de todos os compostos avaliados, além das
capacidades antioxidantes obtidas pelos métodos utilizados.

As progénies de camu-camu avaliadas apresentam elevados teores de flavandis totais,
diferentemente dos teores encontrados para os flavonais.

Ha elevada correlagédo entre os valores de TEAC e DPPH para as progénies 17 e 38
com os teores de flavandis totais e com a vitamina C. Na progénie 44, apesar dos altos
contelidos de vitamina C, os flavanois totais e os flavonodis foram responsaveis pela
capacidade antioxidante por TEAC, e nenhum composto estudado foi responsavel pela
capacidade antioxidante obtida por DPPH, indicando que algum outro composto ndo estudado
pode ter contribuido para a capacidade antioxidante apresentada por essa progénie.

Neste estudo, a progénie 44 apresenta rendimento em polpa ligeiramente inferior em
relacdo as demais. Apesar disso, pode ser considerado o genétipo mais promissor, devido aos
maiores contedos de vitamina C, em todos os estadios de maturacdo, e maiores capacidades

antioxidantes pelo método TEAC.
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APENDICES

APENDICE A - Caracteristicas fisicas dos frutos de camu-camu das trés progénies, em

funcdo do estadio de maturacéo.

Estadios de maturacéo

Determinacdes Progénies

Verde Semimaduro Maduro
6,22 +1,61% 5,90 + 1,62% 6,48 + 1,76%

o (25,81%)" (27,42%)" (27,13%)"
5,58 + 1,35%8 5,38 + 1,29% 5,33 +1,53%

Massa (g) 38 . . .

(24,29%) (23,91%) (28,72%)
" 7,46+1,76®A  680+187""  7,92+1,65%

(23,53%)" (27,53%)" (20,85%)"
2,24 +0,22% 2,24 +0,20% 2,33 +£0,26%

Y (9,74%)" (8,94%)" (11,05%)"
Diametro 2,12 +0,19%¢ 2,14 +0,17%8 2,11 + 0,20%¢

longitudinal (cm) % (9,03%)" (8,15%)" (9,39%)"
2,42 + 0,227 2,30 + 0,36 2,48 + 0,233

“ (9,20%)" (15,50%)" (9,43%)"
2,17 +0,18% 2,15 + 0,22%8 2,23 +0,27%

Y (8,28%)" (10,07%)" (11,87%)"
Diametro 1,98 +0,18% 1,98 +0,20% 2,02 +0,18%

transversal (cm) 3 (9,32%)" (10,14%)" (9,06%)"
24 2,29 + 0,20%A 2,20 +0,2204 2,38 + 0,15

(8,67%)" (9,96%)" (6,30%)"

Os valores representam a média de cinquenta repeti¢cfes + desvio padrdo. *Coeficiente de variacao.
Comparac0es entre os frutos em diferentes estadios de maturacdo (linha) séo representadas por letra
mindscula e comparacBes entre as diferentes progénies em cada determinacdo (coluna) estdo
representadas por letra maitscula. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente

entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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APENDICE B - Rendimento (%) em polpa dos frutos de camu-camu das trés progénies, em
funcéo do estadio de maturacéo.

_ Estadio de maturagéo
Progénie i
Verde Semimaduro Maduro
17 45,00 49,93 53,05
38 46,00 47,30 54,50
44

45,58 45,95 52,43
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APENDICE C - Caracteristicas fisico-quimicas da polpa de camu-camu das trés progénies,

em funcdo do estadio de maturacgéo.

Estadios de maturacao

Determinagdes Progénies
Verde Semimaduro Maduro
17 93,87 £0,03°®  9279+0,12°® 92,47 £0,12°®
Umidade (%) 38 94,61 £0,04*A 94,27 +0,16* 93,90 + 0,50*
44 94,02 +0,19%® 92,27 +0,09°° 91,78 + 0,288
17 4,99 +0,31%A 4,51+0,34%  3,66+0,16"8
Cinzas (%) 38 4,97 +0,30% 4,88 + 0,29 4,55 + 0,43
44 4,25 + 0,69 3,50 + 0,16 2,96 + 0,64
17 3,96 + 0,108 4,77 +0,55% 3,09 + 0,048
Proteinas (%) 38 3,01 +0,05°¢ 4,25 + 0,094 4,87 +0,71%A
44 6,72 + 0,32%A 3,19+ 0,04°® 4,11 +0,53°8
17 2,09 +0,22% 1,72 +£0,14%® 2,03 £ 0,26
Lipidios (%) 38 3,60 £0,62%A 284 +0,22°4 4,23 +£ 0,35
44 2,54 + 0,138 3,09 + 0,124 3,62 + 0,428
17 4,94 +0,01%8 5,70 + 1,424 5,24 + 0,074
Fibra insoltvel (%) 38 5,23 + 0,032 2,79 + 0,668 4,45 + 0,478
44 418 +0,26°C 4,31 +0,23°8 5,27 +0,08%A
Acticares redutores 17 40,81 +£0,31°®  3253+0,12°® 41,97 + 0,64
%) 38 39,39+0,90°®  3941+0,99°A 46,13+ 0,07
44 42,74 +0,89°A 39,92+ 151" 47,66 + 1,16

Os valores representam a média de trés repeti¢des + desvio padrdo (base seca). Comparacdes entre as
polpas em diferentes estadios de maturacdo (linha) sdo representadas por letra minlscula e
comparag0es entre as diferentes progénies (coluna) estdo representadas por letra maitscula. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade.
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Continuacdo APENDICE C - Caracterizacdo fisico-quimica da polpa de camu-camu das trés

progénies, em funcéo do estadio de maturacéo.

Estadios de maturacao

Determinacodes Progénies i
Verde Semimaduro Maduro
Acidez titulavel 17 3,02 + 0,05% 2,94 + 0,018 2,45+ 0,018
total (g de &cido 38 2,54 +0,01%¢ 2,33 £0,01°¢ 2,38 + 0,058
citrico/100 g) 44 3,46 + 0,02%A 3,32+ 0,054 2,92 +0,01°A
Potencial 17 1,78 + 0,01°¢ 1,90 + 0,09°A 2,25 + 0,20%A
hidrogenidnico 38 2,10 +0,03%® 2,02 + 0,028 2,26 + 0,228
(pH) 44 2,51 +£0,10*4 1,65 + 0,088 1,58 + 0,01°8
_ _ 17 4,6+0,1 5,9 + 0,0 6,1 +£0,1%
Solidos sollveis
_ 38 49+0,1%4 5,4 +0,1°¢ 6,1 +0,1%®
(°Brix)
44 4,7 +0,0® 6,0 £ 0,1°A 6,9 £ 0,134
17 1,51 + 0,028 2,01+ 0,018 2,50 + 0,04%A
Relacéo
38 1,94 + 0,034 2,30 £ 0,02°A 2,56 + 0,05
SSIATT
44 1,36 + 0,01¢¢ 1,82 +0,03°¢ 2,38 +0,01%

Os valores representam a média de trés repeticdes + desvio padrdo (base Umida). Comparagdes entre
as polpas em diferentes estddios de maturacdo (linha) sdo representadas por letra mindscula e
comparac0es entre as diferentes progénies (coluna) estdo representadas por letra maitscula. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade.
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Determinacdes

Progénies

Estadios de maturacao

Verde Semimaduro Maduro
17 33,30 + 0,13% 26,16 +0,11°8 27,78 + 0,00°8
Vitamina C (g/100 g) 38 30,85 + 0,14 26,87 + 0,148 25,27 +0,13°C
44 34,38 £ 0,13* 28,96 + 0,57°A 32,03+0,11°A
N _ 17 2757,82 + 183,988 1008,57 + 99,58 3898,66 + 186,024
Compostos fendlicos totais
38 3937,74 + 295 59%A 2133,72 + 198,410A 4166,31 + 323,794
(mg AGE/100 g)
44 1349,36 + 144,25°C 1943,85 + 208,113 1357,21 + 136,488
_ 17 1180,69 + 17,2134 747,90 + 27,454 506,06 + 10,69°A
Flavanéis
38 1068,91 + 53,5238 687,63 + 23,818 483,39 + 16,76~
(mg CE/100 g)
44 636,41 + 35,473 280,81 + 14,12°C 261,98 + 13,108
_ 17 9,41 + 0,80°¢ 16,01 + 0,158 25,01 + 0,05%A
Flavonois
(Mg OE/100 g 38 17,09 + 1,4108 22,39 + 0,24%A 23,56 + 1,99%A
m
g J 44 24,40 + 0,81%A 14,83 + 0,03 10,87 + 0,07¢B

AGE: Acido galico equivalente. CE: Catequina equivalente. QE: Quercetina equivalente. Os valores representam a média de trés repeticdes + desvio padréo (base

seca). Comparacdes entre as polpas em diferentes estadios de maturacéo (linha) séo representadas por letra miniscula e comparages entre as diferentes progénies

(coluna) estdo representadas por letra mailscula. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade.
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APENDICE E - Capacidade antioxidante pelos métodos TEAC e DPPH da polpa de camu-camu das trés progénies, em funcio do estadio de

maturacao.

Determinacodes

Progénies

Estadios de maturacao

Verde Semimaduro Maduro
17 2101,95 + 26,04 1686,39 + 18,228 1583,34 + 39,848
TEAC (UM de Trolox
) 38 1987,45 + 39,59%® 1583,64 + 17,72¢ 1583,70 + 34,558
equivalente/q)

44 2145,78 + 19,05% 2085,04 + 35,18 1896,81 + 8,87°A

17 29,97 + 1,39PAB 33,66 + 0,392 35,95 + 1,30%

ECso (g de polpa/g de DPPH) 38 31,49 + 1,724 34,21 + 1,48%A 36,24 + 0,64%®

44 27,70 + 0,488 29,38 + 0,418 40,61 + 0,694

Os valores representam a média de trés repeticdes + desvio padrdo (base seca). Comparacdes entre as polpas em diferentes estadios de maturacdo (linha) sdo

representadas por letra mintscula e comparacdes entre as diferentes progénies (coluna) estdo representadas por letra maitscula. Médias seguidas pela mesma letra

ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.



