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RESUMO GERAL

LIMA, Annete de Jesus Boari. Caracterizacido e atividade antioxidante da
jabuticaba, [Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg]l. 2009. 159p. Tese
(Doutorado em Agroquimica) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.'

A jabuticabeira, [Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg], é uma planta
nativa do Brasil, pertencente a familia Myrtaceae e pouco se conhece sobre a
composi¢cdo quimica de seu fruto. O fruto inteiro e as fracdes (casca, polpa e
sementes) de duas variedades de jabuticaba, Paulista e Sabard, foram analisados
quanto aos seus constituintes quimicos e atividade antioxidante. A casca e a
semente juntas representam 50% da fruta. Os teores de proteina bruta e extrato
etéreo foram relativamente baixos em todas as fracdes. O teor de cinzas nio
variou entre fragdes, exceto para a casca de frutos da variedade Sabard, que
apresentou o maior nivel. As fibras diferiram muito entre fra¢des, ndo havendo
diferencas entre as variedades. Quanto aos compostos bioativos, apenas o0s
polifendis nas cascas apresentaram teores elevados. A polpa apresentou a maior
quantidade de acucares totais, principalmente frutose e glicose, seguida pela
sacarose, também encontrada na casca, sementes e no fruto inteiro. Cinco acidos
orginicos foram encontrados na polpa e no fruto inteiro, na seguinte ordem
decrescente de concentragdo: dcido citrico > 4cido succinico > dcido madlico >
acido oxalico > acido acético. Nas cascas e sementes, 0os acidos succinico e
citrico sdo os majoritdrios. Os 4cidos mdlico e acético estdo presentes em
quantidades muito reduzidas em todas as fragdes de ambas as variedades.
Maiores quantidades de vitamina C foram encontradas na casca e sementes de
ambas as variedades. Entre os minerais, o potdssio foi o elemento mais
abundante. A quantidade de ferro na polpa representa duas vezes as necessidades
diarias recomendadas para alimentacdo humana. Esse fruto também se mostrou
rico em magnésio, fésforo, célcio e cobre. O o6leo da fracdo semente,
caracterizado por cromatografia CGAR-EM, tem constituicdo muito parecida
com o 6leo da casca em ambas as variedades. Os principais compostos foram um
fitoesterol, ndo identificado, seguido dos 4cidos palmitico, linoleico e oleico,
além de esqualeno. Vidrios solventes foram testados para a extracdo de
pigmentos antocidnicos, para a avaliacdo da estabilidade dos pigmentos,
quantificacdo das antocianinas totais, andlise das antocianinas por CLAE e
realizagdo de testes antioxidantes. A melhor extracdo de antocianinas foi obtida
por maceracdo da amostra com etanol 95% e/ou etanol 50%, acidificados com

! Comité Orientador: Dra. Angelita Duarte Corréa- UFLA (orientadora), Dra. Ana Maria
Dantas Barros-UFMG e Celeste Maria Patto de Abreu-UFLA
(coorientadoras)



HCI 1,5 mol L', na proporcio 85:15, usando a propor¢io 1:15 (1g amostra: 15
mL de solvente). A fracdo casca mostrou ser rica em antocianinas e teve o
cianidina-3-glicosideo como principal pigmento, seguido por delfinidina-3-
glicosideo, também presente na polpa. A fruta mostrou atividade antioxidante
pelo teste de captura de radicais livres (ABTS), capacidade antioxidante
(Método do fosfomolibdénio) e retardo no processo de oxidagdo de gordura
(Ensaio de auto-oxidacdo utilizando 4cido linoleico ou método B-caroteno/acido
linoleico). Pelos resultados dos testes verificou-se que a fruta apresenta elevada
atividade antioxidante, principalmente as cascas, que sdo ricas em polifendis e
antocianinas. A melhor correlagdo ocorreu entre os polifendis e o teste ABTS. O
estudo demonstrou que as fracdes da jabuticaba podem ser utilizadas como
aditivo na industria alimenticia e cosmética, com possiveis beneficios a satide do
consumidor.
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GENERAL ABSTRACT

LIMA, Annete de Jesus Boari. Chemical characterization and antioxidant
activity of jabuticaba’s fruit and its fraction [Myrciaria cauliflora (Mart.) O.
Berg. 2009. 159p. Thesis (Doctor in Agrochemistry) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.?

The Jabuticaba tree, [Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg], is a native
plant of Brazil, belonging to Myrtaceae family of which very little is known
about the chemical composition of its fruit. In this work, the whole fruit and
fractions (skin, pulp and seeds), of two varieties, Paulista and Sabard, were
analyzed as to the chemical constituents and the antioxidant activity. The skin
and seed together represent approximately 50% of the fruit. Protein and ether
extracts were found at low levels in all fractions. Ash content did not vary
among fractions, except for the Sabard fruit skin, which presented the highest
amount. Dietary fiber differed widely among fractions, with no differences
between varieties. Regarding the bioactive compounds, only polyphenols in the
skin presented high levels. Pulp fractions presented the highest amounts of total
sugar, mainly fructose and glucose followed by sucrose, which are also found in
the skin, seed fractions and in the whole fruit. Five organic acids were found in
the pulp fractions and in the whole fruit: citric acid > succinic acid > malic acid
> oxalic acid > acetic acid. In skins and seeds, the succinic and citric acids
appeared as majority acids. The malic and acetic acids are present in very low
quantities in all the fractions of both varieties. Larger quantities of vitamin C
were found in the skin and seed fractions of both varieties. Among the minerals,
potassium was the most abundant element. The amount of iron in the pulp was
twice the daily recommended dose for human nutrition. This fruit also showed to
be rich in magnesium, phosphorus, calcium, and copper. The seed-fraction oil,
characterized by GC-MS chromatography, presents almost the same
composition in the skin fractions of both varieties. The majority compound was
a non-identified phytosterol, followed by the palmitic, linoleic, oleic acids and
squalene. Several solvents were tested for anthocyanic-pigment extraction in
order to evaluate the pigment stability, to quantify total anthocyanins, HPLC
anthocyanins analysis and antioxidant tests. The best extractability was achieved
by the maceration of the sample with 95 % ethanol and/or 50 % ethanol,

% Guidance Committee: Dra. Angelita Duarte Corréa- UFLA (adviser), Dra. Ana Maria
Dantas Barros-UFMG e Celeste Maria Patto de Abreu-UFLA
(co-advisers)
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acidified with HCI 1.5 mol L'; using a proportion of 1:15 (1g of sample to 15
mL of solvent). The skin fraction showed to be rich in anthocyanins and had the
cyaniding-3-glucoside as the principal pigment, followed by delphinidin-3-
glucoside, which was also present in pulp fractions. The fruit showed to have
antioxidant activity, by the free-radical capture test (ABTS) antioxidant capacity
(phosphomolibdenium-test) and  delayed-fat  oxidation process  (j-
caroten/linoleic-acid bleaching assay). According to these results the fruit has
high antioxidant activity, specially the skins that are rich in polyphenols and
anthocyanins. The best correlation occurs between polyphenols and the ABTS
test. The study demonstrated that the jabuticaba fractions can be utilized in the
food industry as additives, as well as in the cosmetic industry, with possible
benefit to consumer health.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

A natureza tem fornecido um numero expressivo de substincias
organicas, sendo os organismos do reino vegetal os principais contribuintes. O
potencial de fornecimento de novas substincias se deve a capacidade de esses
organismos biossintetizarem os mais variados tipos de estruturas moleculares.
Essas substincias participam diretamente das interagdes bioquimicas de
convivéncia e comunicacdo entre as plantas € 0s VArios organismos vivos no
sistema ambiental. Ao longo do processo evolutivo, as plantas desenvolveram
mecanismos de defesa quimica para sua sobrevivéncia, como o desenvolvimento
de rotas biossintéticas, hoje conhecidas como metabolismo secundério, para
producdo de substancias nocivas e toxicas aos inimeros parasitas e predadores,
bem como substancias transportadoras de informacdes para a sua protecao.

Metabdlitos secundédrios sdo compostos moleculares evolutivamente
selecionados para conferir vantagens adaptativas as plantas, como atuar nos
papéis de agentes de defesa para combate a organismos patogé€nicos, insetos
fit6fagos e herbivoros predadores e de agentes de competicdo para modificacio
do comportamento germinativo e do crescimento de espécies vegetais estranhas.
A capacidade estimulatoria de tais compostos também € destacada, visto que
podem servir para atrair animais polinizadores e dispersores de sementes,
promovendo, assim a perpetuacdo de uma dada espécie. Alcaloides, terpenos,
esteroides, flavonoides, cumarinas, xantonas, lignanas, fenilpropanoides,
acetofenonas, cromanos, quinonas, derivados do 4cido benzoico e da
acetofenona sio classes representativas de metabolitos secundérios de plantas.

A jabuticabeira é uma darvore frutifera de ocorréncia espontinea em

grande parte do Brasil. De origem sul-americana (brasileira), essa espécie é



encontrada com mais frequéncia nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo,
Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Parand. Embora popular em todo o Pafs, a jabuticaba
ndo chega a ter valor comercial muito alto, por ser muito perecivel. Apesar de
ser grande a producdo de um dnico pé, depois de colhida, a fruta tem uma vida
util de até trés dias, o que prejudica sua comercializagao.

A fruta pode ser consumida ao natural ou em forma de geleias. A polpa
fermentada produz licor, vinho e vinagre. Normalmente, as cascas e sementes
sdo desprezadas na fabricacio de geleias de jabuticaba, sendo as sementes
utilizadas apenas para a formagdo de mudas.

Assim, o conhecimento dos constituintes dessas fracdes leva a um
melhor aproveitamento da fruta, agregando-lhe valor. As cascas, por exemplo,
ricas em pigmentos, poderdo ser utilizadas na industria alimenticia como corante
e antioxidantes, reduzindo o uso de conservantes artificiais. O estudo de frutas
nativas ou tipicas do Brasil representa uma contribuicdo relevante, visto que
contribui para uma melhor exploracdo de espécies nacionais que podem
incentivar novas atividades econdmicas.

Poucos estudos s@o encontrados na literatura quanto aos constituintes
quimicos, sobretudo os compostos bioativos, principalmente em relacdo as
fracdes da fruta; as poucas publicacdes sdo de abrangéncia local. Além disso, a
busca por alimentos funcionais, fontes naturais de substincias antioxidantes e
formas eficientes de extracdo dessas substancias motivam grandes investimentos
por parte da inddstria alimenticia, farmacéutica e cosmética e desperta o
interesse de pesquisadores, principalmente em paises mais desenvolvidos, sendo

hoje objeto de intensa pesquisa.



1.1 Objetivo Geral

Foram estudados neste trabalho o fruto inteiro e as fragdes casca, polpa e
semente de duas variedades de jabuticaba, quanto aos seus constituintes
quimicos, identificando-os e quantificando-os, com a finalidade de assegurar o
seu uso em preparagdes dietéticas, produtos industrializados e formulacdes de
novos produtos, promovendo um maior aproveitamento dessa fruta, agregando-

lhe, assim, valor.

1.2 Objetivos Especificos
. Determinar o peso médio e as respectivas proporcdes das fracdes que
constituem o fruto inteiro, a composi¢do centesimal, os sélidos soltiveis totais, a

acidez total tituldvel e o pH;

. Determinar os antinutrientes ou compostos bioativos;

. Quantificar os acgticares por colorimetria e por técnica cromatografica;

. Identificar os 4cidos orginicos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE);

. Quantificar os minerais e a vitamina C;

. Determinar a composi¢do quimica do dleo extraido da casca e da

semente por Cromatografia gasosa de alta resolucio acoplada a espectrometria
de massas (CGAR-EM);

. Eleger o melhor método de extracdo para quantificar antocianinas totais;
. Verificar a estabilidade das antocianinas na presenca e auséncia de luz e
tempo de armazenamento do extrato;

. Identificar e quantificar antocianinas por CLAE;

. Determinar a atividade antioxidante por diferentes métodos



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Consideracoes gerais

A jabuticabeira é uma d4rvore perene de grande rusticidade e
longevidade. Comumente demora a dar os primeiros frutos, que se formam
diretamente no tronco. Sua madeira apresenta elevada dureza, sendo utilizada no
preparo de vigas, esteios, dormentes e outras obras (Gomes, 1987); apresenta
folhas opostas, lanceoladas e vermelhas quando novas flores brancas e sésseis.
Seus frutos, muito apreciados também por pdssaros e animais silvestres, sdo do
tipo baga globosa de até 3 cm de didmetro, com casca preta-avermelhada,
variedades verde-claras e verde-bronzeadas e com listras roxas ou vermelhas. A
polpa, esbranquicada mucilaginosa, agridoce, apresenta comumente uma unica
semente, podendo, no entanto, apresentar até quatro (Gomes, 1987). A
jabuticaba pode ser consumida ao natural ou como geleias. Sua polpa
fermentada produz licor, vinho e vinagre. Sua casca € adstringente, sendo util
contra diarreia e irritacdes de pele, possuido também indicagdes na medicina
popular contra asma, inflamacgao dos intestinos e hemoptise (Herbario, 2006).

Os nomes vulgares e a classificacio botdnica ainda ndo sdo bem
elucidados, havendo divergéncias entre autores. Segundo Mattos (1983), Berg
(1857) classificou como Myrciaria cauliflora (DC) Berg as jabuticabeiras
encontradas em Minas Gerais e no Rio de Janeiro. Seus nomes vulgares sio
“jabuticaba paulista”, “jabuticaba ponhema” e “jabuticaba-acu”. M. jaboticaba
(Vell) Berg seriam as frutas nativas nas regides do Rio de Janeiro e Sao Paulo,
cujos nomes vulgares sdo “jabuticaba Sabard” ou ainda “jabuticaba-de-cabinho”,
tendo sido este ultimo atribuido por Rodrigues (1894). H4, ainda, a M.

trunciflora e outras, como mostrado na Tabela 1. J4 Gomes (1987) prefere seguir

o Guia do Fruticultor Brasileiro da Editora Dierberger Agricola Ltda., que



classifica como M. cauliflora as espécies mais difundidas no Brasil,
reconhecendo cinco variedades adaptadas as regides de maior ocorréncia:

e Jabuticaba Sabara: a mais apreciada doce e mais intensamente cultivada.
Apresenta crescimento médio, muito produtiva, com frutos pequenos, epicarpo
fino, maturac¢do precoce e muito saborosa;

® Jabuticaba Paulista: apresenta maior porte e produtividade, fruto grande
e coridceo e maturacgdo tardia;

e Jabuticaba Rajada: assemelha-se as outras em crescimento e producio,
apresentando frutos grandes e muito saborosos. A casca € verde- bronzeada e de
maturacdo mediana;

e Jabuticaba Ponhema: tem uma drvore de grande porte e producdo, com
frutos grandes e casca um tanto coridcea, devendo ser consumida quando bem
madura.

e Jabuticabeira Branca: Porte médio. Produz fartamente, frutas grandes e
saborosas de coloragdo verde-clara.

Neste trabalho, foram estudadas as variedades Paulista e Sabard, que
correspondem, respectivamente, as espécies M. cauliflora (DC) Berg e M.

Jjaboticaba (Vell) Berg, segundo Mattos (1983) e Berg (1857).



TABELA 1 Principais espécies de jabuticabas, nomes vulgares e origem e/ou

ocorréncia
Espécie Nome vulgar ;ﬁgfgizadistribuigﬁo
Mpyrciaria jaboticaba Sabar4 lgl’raguii},) Arg_entingraSiL
M. cauliflora (DC) Berg Paulista, Ponhema, Acu MG, RJ — Brasil
M. spirito-santensis Mattos ~— ---- ES — Brasil

Jabuticaba de  coroa

M. coronata Mattos
coroada

Ignorada — SP

M. oblongata Mattos Jabuticaba azeda Ignorada — SP

Ignorada — (MG até 1

M. peruviana var. trunciflora Jabuticaba de cabinho . )
Paraguai, Argentina

M. aureana Mattos Jabuticaba branca Ignorada — SP

Fonte: Mattos (1983).

2.2 Nutrientes

Os constituintes dos alimentos fundamentais a sobrevivéncia dos seres
humanos e animais estdo divididos em macronutrientes (carboidratos, proteinas
e lipidios) e micronutrientes (vitaminas, minerais), além de conterem &dgua e
fibras alimentares, as quais apesar de ndo serem consideradas nutrientes, sio
essenciais & manutencdo da boa satde.

Para que a populacdo consuma equilibradamente esses componentes de
acordo com a ingestdo didria recomendada (IDR), sdo necessarios dados sobre a
composicdo dos alimentos. Essa composicdo € importante para inimeras
atividades, como para avaliar o suprimento e o consumo alimentar de um pais,
verificar a adequacdo nutricional da dieta de individuos e de populagdes, avaliar

o estado nutricional, desenvolver pesquisas sobre as relagdes entre dieta e

doencas, em planejamento agropecudrio, na inddstria de alimentos, no



aproveitamento de vegetais que, normalmente, ndo sdo consumiveis pela
industria alimenticia, além de outras.

As necessidades dos seres humanos de carboidratos, proteinas, lipidios,
vitaminas, minerais e fibra alimentar precisam estar em equilibrio. Esses
elementos t€ém como principal func@o a formac@o e regeneracdo de tecidos,
assim como desempenham fungdes estruturais e energéticas e fungdes nobres,
como as de catalisadores bioldgicos, transportadores de nutrientes e metabdlitos,
defensores do organismo (anticorpos) e controladores do metabolismo

(hormonios), entre outras (Tavares, 2001).

2.2.1 Composicao centesimal

A obtencdo de dados referentes a composi¢do de alimentos brasileiros
tem sido estimulada com o objetivo de reunir informagdes atualizadas,
confidveis e adequadas a realidade nacional.

A composi¢do centesimal corresponde a proporcdo dos grupos
homogéneos de substancias, presentes em 100 g de um alimento, exprimindo de
forma grosseira o seu valor nutritivo. Os grupos homogéneos de substancias sdo
aqueles compostos que se encontram em praticamente todos os alimentos, como:
umidade, lipidios ou extrato etéreo, proteina bruta, fibra bruta, cinzas ou

residuos minerais fixos, fragdo glicidica ou ENN (extrato ndo nitrogenado)

(Vilas Boas, 2004).

a) Proteinas

As proteinas exercem fungdes vitais ao organismo, sendo alguns
aminodcidos considerados essenciais, por ndo serem sintetizados pelo
organismo, devendo ser obtidos por meio da alimentag@o.

De modo geral, as frutas ndo sdo ricas em proteinas, apresentam em

média 1%, sendo as cascas mais ricas que as partes comestiveis (Gondim et al.,



2005). Ascheri et al. (2006) encontraram 4,17 g de protefnas em 100 g de
farinha de bagaco de jabuticaba (matéria seca) e a Tabela Brasileira de

Alimentos, TACO (2006) apresenta um valor de 0,6 g 100 g para a polpa.

b) Extrato etéreo

O extrato etéreo inclui, além das gorduras, substincias soliveis em éter.
A fracdo lipidica inclui os acidos graxos livres, mono, di e triacilglicerdis,
algumas substincias mais polares, como os glicolipideos e fosfolipideos.
Esterdis, pigmentos lipossoldveis, ceras, resinas e vitaminas também podem ser
extraidos (Cecchi, 2001).

Nas frutas, os maiores teores de lipideos sdo encontrados nas cascas e
sementes. O abacate é um fruto rico em lipideos, apresentando 8 g 100 g' na
polpa e 11 g 100 g na casca (Gondim et al., 2005). A jabuticaba, como a
maioria das frutas, tem teor de lipideos abaixo de 1%, em todas as fracdes do
fruto (TACO, 2006).

De modo geral, entre os dcidos graxos saturados mais importantes
obtidos pela hidrélise de gorduras e Odleos, encontram-se o &4cido ldurico,
palmitico e o estedrico. Dos dcidos graxos insaturados, os mais importantes sao
os 4cidos oleico, linoleico, linolénico e araquidonico. Nao foram encontrados na

literatura estudos sobre os constituintes da fracio lipidica da jabuticaba.

¢) Fibra alimentar

A fibra alimentar tem sido amplamente estudada nos dltimos anos em
razdo dos seus efeitos benéficos sobre o organismo humano. A American
Association of Cereal Chemists, AACC (1995) descreve fibra alimentar como
sendo o “remanescente da parte comestivel de plantas e carboidratos andlogos,
que sdo resistentes a digestdo e a absor¢do no intestino delgado de humanos,

com completa ou parcial fermentacdo no intestino grosso”. Isso inclui



polissacarideos, oligossacarideos, lignina e substincias associadas. A fibra
alimentar exibe pelo menos um dos seguintes efeitos: laxativo (formagdo e
amaciamento da massa fecal); frequéncia de transito regulada, atenuante do
colesterol sanguineo e/ou atenuante da glicose sanguinea (Prosky, 1999).

A fibra alimentar € dividida em fracdo insolivel (celulose, hemicelulose,
lignina e amido resistente) e solivel (hemiceluloses soldveis, pectinas, gomas e
mucilagens), as quais exercem diferentes funcdes no organismo humano. Fibras
insoldveis como a celulose, encontrada nas paredes celulares de plantas, ajudam
a dissipar e remover toxinas, por meio de véarios mecanismos (American
Dietetic Association, ADA, 2008). A fibra insoldvel, por ter capacidade de reter
dgua, causa aumento no volume fecal e na pressdo osmética, diminuindo o
tempo de passagem do alimento pelo trato gastrointestinal. A fibra solivel tem
alta capacidade de fixar substancias orginicas e inorgénicas, sequestrando os
sais biliares, o que acarreta um aumento de sua excrec¢do e, consequentemente,
uma reducdo na sua circulacio enteropatica. Com isso, 0 organismo tenta suprir
o déficit de sais biliares, sintetizando-os a partir de suas reservas de colesterol
(Marques, 2001).

A fermentabilidade da fibra alimentar no intestino grosso € de grande
importancia. Nessa etapa, as moléculas sdo quebradas por bactérias intestinais
em hexoses, pentoses e dlcoois, que ndo sdo absorvidos nessa regido do
intestino, sendo utilizados como substrato para outras bactérias, produzindo
dgua, gases hidrogénio e metano, 4cidos lactico, acético, propidnico e butirico,
com producdo de energia. Desse modo, a massa bacteriana é consideravelmente
aumentada, bem como a massa fecal. O butirato apresenta um efeito tréfico
sobre a membrana intestinal, visto que estimula a proliferacdo de enterdcitos
tanto no jejuno, quanto no ileo e no célon, exercendo um efeito preventivo no

desenvolvimento de cancer (Marques, 2001).



A ingestdo didria de baixos teores de fibra alimentar leva a constipacio
intestinal, aumento do risco de doencas coronarianas e aumento dos niveis
sanguineos de glicose e insulina.

A ingestdo de frutas e vegetais ricos em fibras sdo benéficos a saide
humana. O Food and Drug Administration (FDA) determinou um valor didrio
de 25 g de fibras para uma dieta de 2.000 calorias, sendo considerado
satisfatério o consumo de 5 g de fibras em cada refeicdo (ADA, 2008).

Muitas frutas sdo consideradas boas fontes de fibras, por apresentarem
de 2% a 3% de fibras totais. A jabuticaba apresenta teor de fibra alimentar de

2,42100g" (TACO, 2006).

d) Cinzas

As cinzas correspondem a fra¢do inorginica ou mineral de um alimento.

Todas as formas de matéria viva precisam de vérios elementos
inorgadnicos para seus processos vitais normais. Os elementos minerais
reconhecidos como essenciais sdo comumente divididos entre macrominerais
(célcio, fésforo, potassio, sddio, cloro, magnésio, enxofre) e microminerais
(ferro, cobre, cobalto, manganés, zinco, iodo, flior, molibdénio, selénio, cromo,
silicio), de acordo com as quantidades maiores ou menores em que Sao
encontrados no organismo humano. A importancia de sua inclusdo na dieta tem
sido amplamente discutida em textos sobre nutri¢do (Sgarbieri, 1987).

Os minerais regulam a atividade de diversas enzimas, o equilibrio
acido-base, a pressdo osmdtica, a atividade muscular e nervosa, facilitam a
transferéncia de compostos essenciais através das membranas e, em alguns
casos, fazem parte dos elementos constituintes dos tecidos do organismo (Shils
et al., 1994).

Os nutrientes minerais ou inorganicos encontram-se inter-relacionados e

em mutuo equilibrio na fisiologia humana, ndo podendo ser considerados como
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elementos isolados com fung¢des circunscritas. Assim como as proteinas,
carboidratos, lipidios e vitaminas ndo desempenham papéis independentes e
autossuficientes no funcionamento geral do organismo. Célcio, magnésio e
fosforo, por exemplo, estdo em relacdo definida na formagao de ossos e dentes,
coagulacdo do sangue e manutencdo do ritmo cardiaco normal. Ferro, cobre e
cobalto (na vitamina B12) acham-se interligados na sintese de hemoglobina e na
formacdo das células vermelhas do sangue. Sédio, potdssio, cdlcio, fosforo e
cloro servem a propdsitos individuais e coletivos nos fluidos organicos. Calcio e
magnésio sdo necessdrios para a funcdo normal das partes moles e
funcionamento nervoso e muscular. lodo é um componente essencial do
hormdnio da tiredide, enquanto zinco, molibdénio e manganés servem como
ativadores essenciais de uma série de reagdes metabdlicas catalisadas por
enzimas (Burton, 1979).

Segundo Gondim et al. (2005), as frutas sdo consideradas as principais
fontes de minerais na dieta humana, sendo nas cascas encontrados teores mais
elevados que nas partes comestiveis. Sato & Cunha (2007) encontraram 0,34%
de cinzas, estudando o comportamento reoldgico da polpa de jabuticaba Sabara.
Ja Ascheri et al. (2006) encontraram 1,35% de cinzas na farinha de bagaco de
jabuticaba, sendo o potdssio o mineral mais abundante, seguido por ferro,

fésforo, magnésio, célcio e zinco.

e) Fracio glicidica

A fragdo glicidica ou ENN (extrato ndo nitrogenado) constitui a fracdo
de carboidratos do alimento, com excegdo da fracdo fibra. E a fonte de energia
mais prontamente disponivel dos alimentos, constituida principalmente por
amido, nos cereais e legumes, por acticares como a glicose, frutose e sacarose
nos frutos e lactose no leite. E calculada da soma das outras fracdes, subtraidas

de cem (Vilas Boas, 2004).
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2.2.2 Vitaminas

As vitaminas constituem um grupo de compostos orginicos essenciais
para o metabolismo normal de outros nutrientes e a manutengcdo do bem-estar
fisiologico, sendo indispensdveis ao crescimento e as fung¢des normais dos
animais superiores.

Esses compostos ndo sdo sintetizados pelo organismo, devendo ser
obtidos pela alimentacdo. S3o encontrados em quantidades variadas em
alimentos diferentes; porém, nenhum alimento contém todas elas em
quantidades suficientes para satisfazer os requisitos humanos em condig¢des
normais de alimentacio (Burton, 1979).

O termo vitamina derivou de experimentos realizados por Casimir Funk,
da Polonia, que sugeriu que quatro doengas — escorbuto, pelagra, beribéri e
raquitismo — desenvolviam-se na deficiéncia de “aminas vitais” da dieta. Com
base nessa expressdo, se cunhou-se o termo vitamina (Marzzoco & Torres,
2007).

Uma importante vitamina para a nutricdo humana € a vitamina C, cuja
necessidade € suprida por frutas e vegetais. O L-acido ascérbico (AA) € a
principal forma biologicamente ativa da vitamina C. AA € reversivelmente
oxidado a 4cido L-dehidroascérbico (DHA), que também exibe atividade
bioldgica.

A vitamina C estd envolvida na formagdo dos hormonios esteroides, na
hidroxilac¢do do triptofano e na sintese da serotonina, sendo necessdria também
no processo de inducdo ao sono e relaxamento. A vitamina C participa da
regulacdo da sintese de coldgeno, carnitina e colesterol, aumenta a absorcdo de
ferro dos alimentos de origem vegetal, melhora a funcdo imunoldgica, tem
atividade antioxidante, protege a vitamina E recupera a vitamina, quando

oxidada entre outras (Fett, 2002).
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Esse nutriente € um dos mais sensiveis as condi¢des de processamento e
de armazenagem, e a sua degradagdo estd relacionada com diversos fatores,
como: oxigénio, pH, luz, temperatura e conteido de umidade ou atividade de
dgua (aw) e tem sido tema de diversos trabalhos (Gabas et al., 2003).

Vérios métodos para determinagdo de vitamina C t€m sido usados. Nos
métodos oficiais (Association of Official Agricultural Chemists, AOAC, 2005),
a determinacdo baseia-se na titulagdo do AA com 2,6-diclorofenolindofenol em
solugdes dcidas, o que ndo € aplicdvel em todas as matrizes, pois substincias
como taninos, betainas e compostos sulfidrilicos sdo oxidados pelo corante
(Hernandez et al., 2006).

As técnicas por separacdo sdo as mais utilizadas: eletroforese capilar e
cromatografia gasosa e liquida. Para aumentar a sensibilidade para DHA,
derivatizacdo antes ou depois da separacdo cromatografica € necessdria. A
extracdo da amostra € muito importante na determina¢do de vitamina C.
Enzimas podem destruir a vitamina durante a extracdo, além de impedir o
equilibrio redox AA/DHA.

Como as frutas contém grande quantidade de compostos interferentes,
cuidados devem ser tomados no desenvolvimento de métodos para tipos
especificos de plantas.

O AA ¢ rapidamente oxidado em condi¢des alcalinas; assim, a utiliza¢do
de solventes acidificados € necessdria na prevengao da oxidac¢do, mas, por outro
lado, pode causar sérias interacdes analiticas em colunas a base de silica (RP-
C18 ou NH; em fase ligada), podendo resultar em flutuagdes da linha-base e
tempo de retencdo (Herndndez et al., 2006).

Segundo a TACO (2006), a polpa de jabuticaba apresenta um teor de
vitamina C de 16,2 mg 100g™"; de tiamina de 0,06 mg 100g" e de apenas tracos

de riboflavina, niacina e piridoxina.
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2.3 Antinutrientes ou compostos bioativos

Sdo chamadas de antinutritivas aquelas substincias que, de alguma
forma, provocam a destruicdo de nutrientes essenciais ou prejudicam o
organismo alterando a digestdo, a absor¢do e o metabolismo (Aradjo, 2004).
Alguns vegetais tém a capacidade de sintetizar uma extensdo de produtos
quimicos que originam reagdes toxicas quando ingeridas pelo homem e por
animais. No decorrer do tempo, o homem aprendeu por experiéncia a evitar
plantas causadoras de envenenamento agudo e, assim, desenvolveu métodos
para reduzir ou eliminar a toxicidade (Tavares, 2001).

Essas substincias hoje sdo chamadas de compostos bioativos, porque,
apesar de poderem provocar danos a sauide, algumas apresentam capacidade
antioxidante ou terapéutica. Podem estar presentes naturalmente em alimentos
crus e nos inadequadamente processados, como inibidores de tripsina, lectinas,
bociogénicos, dcido oxdlico, etc., ¢ mesmo presentes nos alimentos cozidos e
inadequadamente processados, como os nitratos, fitatos, estrogénicos e outros

(Barcelos, 2004).

2.3.1 Inibidor de tripsina

Inibidores de enzimas digestivas sdo substdncias quimicas (a maioria
proteinas) presentes nos tecidos vegetais, como sementes, raizes e outros e em
animais como, por exemplo, na clara de ovo, cuja funcdo bésica é de defesa do
tecido contra agentes prejudiciais ao desenvolvimento normal do vegetal ou
animal (insetos predadores e micro-organismos). Essas substincias, quando
ingeridas, inibem a acdo de enzimas importantes para o metabolismo normal do
organismo do homem (Genovese & Lajolo, 2000).

Inibidores de tripsina sdo encontrados em toda a familia Fabaceae (soja,
amendoim, feijoes), cereais (trigo, cevada, centeio) e também na familia

Solanaceae (batata) (Liener, 1989).
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Os inibidores de proteases sdo, na sua maioria, proteinas que inibem as
enzimas que digerem proteinas e as transformam em aminodcidos. Sdo capazes
de inibir as atividades da tripsina, quimotripsina e carboxipeptidase e também a
amilase, que degrada o amido. Tripsina, quimotripsina e carboxipeptidase sdo
enzimas digestivas produzidas pelo pancreas na forma de seus zimogénios
enzimaticamente inativos: tripsinogénio, quimotripsinogénio e
procarboxipeptidase e levados até o intestino, quando se tornam ativas e
realizam a digestao das proteinas (Barcelos, 2004).

A estabilidade térmica dos inibidores de proteases depende de seu peso
molecular e do grau de estabilizagdo da conformagdo ativa por pontes de
dissulfeto. O inibidor de Bowman-Birk da soja é mais estdvel ao calor e as
variacdes de pH do que o inibidor de Kunitz, devido as diferencas de tamanho e
nimero de ligacdes dissulfeto.

O inibidor de Kunitz combina estequiometricamente com a tripsina,
formando um complexo enzima-inibidor andlogo ao complexo enzima-substrato,
bloqueando a acdo das enzimas tripsina e quimotripsina, resultando em aumento
excessivo da concentracdo plasmdtica do horménio colecistoquinina. Dessa
forma, o péancreas € continuamente estimulado a liberar mais enzimas,
provocando a hipertrofia pancredtica e a redugcdo da taxa de crescimento do
animal ou homem por perdas endégenas de aminodcidos essenciais que sdo
eliminados nas fezes.

Na nutricio humana, entretanto, tais fatores antinutricionais tém
pequena consequéncia, visto que esses inibidores sdo termoldbeis e geralmente
sdo destruidos nas condi¢des normais de preparo dos alimentos (doméstico ou
industrial). Com o aquecimento, a inativacdo dos inibidores provavelmente
ocorre por desnaturacdo, com rearranjo de pontes de dissulfeto, importantes na

manutencao da integridade dos sitios de ligacdo (Burns, 1987).
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2.3.2 Saponinas

Quimicamente, saponinas sdo glicosideos de triterpenos e esteroides.
Apresentam estrutura com uma parte lipofilica (aglicona ou sapogenina),
constituida por triterpenos ou esteroides, e outra parte hidrofilica, composta por
actucares. Tém alto peso molecular, entre 600 e 2.000, e de modo geral, ocorrem
em misturas complexas devido a presenga simultanea de estruturas com nimero
variado de acucares ou, ainda, devido a presenga de diversas agliconas
(Schenkel et al., 2007 b). O termo saponina € aplicado a um grupo de
substincias naturais que apresentam em comum 0 gosto amargo e a propriedade
de formar espumas quando agitadas com dgua. A espuma formada ¢ estivel a
acdo de 4cidos minerais diluidos, diferenciando-a daquela dos sabdes comuns.
Essa propriedade é a mais caracteristica desse grupo de compostos, da qual
deriva seu nome (do latim sapone = sabao) (Schenkel et al., 2007 b).

Por apresentarem diversas propriedades bioldgicas, saponinas também
sdo substancias de interesse farmacéutico. Tem acdo sobre a redugdo do
colesterol do plasma humano, por formar miscelas no intestino delgado com
acidos biliares, evitando, assim, sua reabsor¢ao (Stark & Madar, 1993).

Saponinas t&ém a propriedade de baixar a tensdo superficial da dgua,
sendo extremamente toxicas para animais de sangue frio, como peixes e
anfibios, por promoverem uma desorganizacdo das células das branquias (a¢do
ictiotéxica) e das membranas das células sanguineas (acdo hemolitica). Sua acdo
lipofilica facilita a complexacdo com esteroides, proteinas e fosfolipidios das
membranas celulares, alterando a permeabilidade das membranas e causando sua
destruicdo. Apresentam acdo antifiingica e hipocolesterolemiante, por induzir
uma adsor¢do dos &cidos biliares, o que diminui o nivel do colesterol sérico
(Schenkel et al., 2007b). As saponinas presentes em legumes atuam sobre
determinadas células, aumentando a producdo de anticorpos contra determinadas

doengas virais (Mendoza, 2009).
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Sdo componentes importantes para a acdo de muitas drogas vegetais,
destacando-se aquelas utilizadas como expectorantes e diuréticas. As saponinas
esteroidais tém sido utilizadas h4d muito tempo como precursores de
medicamentos esteroidais, tais como hormoOnios sexuais, corticoides e
contraceptivos orais. Outros empregos farmacéuticos destacados sd@o como
adjuvantes para aumentar a absor¢do de outros medicamentos através do
aumento da solubilidade ou interferéncia nos mecanismos de absor¢do e como
adjuvante para aumentar a resposta imunoldgica. A fervura prolongada pode

diminuir ou destruir a eficdcia das saponinas (Martins et al., 1995).

2.3.3 Lectinas

Lectinas (hemaglutininas) sdo definidas como proteinas de natureza nio
imune, ou seja, ndo pertencem ao sistema imunolégico. No entanto, sdo capazes
de reconhecer sitios especificos em moléculas e se ligarem reversivelmente a
carboidratos especificos na superficie de membranas (sacaridicos ou
glicoproteicos) sem alterar a estrutura covalente das ligacdes glicosidicas dos
sitios. Devido a essa propriedade, as lectinas podem se ligar a certos
componentes da membrana das células sanguineas, provocando hemaglutinagao.
Dai serem denominadas hemaglutininas. Posteriormente, descobriu-se que essas
interagdes ocorrem também com glébulos brancos ou com outros tipos de
células. Tem ainda a capacidade de estimular a divisao de alguns tipos de células
(mitogénese).

A especificidade das lectinas com relacdo a diferentes carboidratos
possibilita sua utilizacdo em pesquisas na drea bioldgica e médica, tais como
investigacdo da superficie de células, caracterizacdo de eritrdcitos, como agentes
mitogénicos, caracterizacdo de estigios de desenvolvimento de micro-
organismos diversos, purificacdo de glicoproteinas, morfologia de neurdnios e

identificacdo de conexdes neurais no sistema nervoso central.
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Lectinas estdo presentes principalmente em leguminosas e gramineas,
podendo ser encontradas também em animais. Suas funcdes nas plantas podem
ser variadas e parecem ter relacdo com os estdgios de maturacio e germinacao
das sementes, assim como nos mecanismos de defesa da planta contra ataques de
fungos (Sgarbieri, 1996).

A toxidade das lectinas estd na sua habilidade de ligacdo a certos
acucares de superficies de determinadas células, acarretando efeitos danosos
quando certos alimentos sdo ingeridos crus, o que é confirmado por ensaios com
animais de laboratorio, tais como:

° Perda de peso e inibi¢do do crescimento pela diminuicdo da

absor¢do de nutrientes nos intestinos;

. Hiperplasia celular;

. Inibicdo de dissacaridases e proteases no intestino;

. Mudancas degenerativas no figado e rins;

. M4 absorg¢ao de ferro e lipidios da dieta devido a ligagcdes dessas

toxinas a membranas das microvilosidades intestinais, provocando a degradacio
de células, vilosidades e outros.

Alteracdes frequentes surgidas em animais experimentais sdo:
aparecimento de inflamacgdo intensa com destruicdo das células do epitélio,
edema, hiperemia, hemorragia em tecidos linfaticos, degeneracdo gordurosa e
necrose do figado e lesdes do miocdrdio e sistema vascular. Entretanto, nem
todas as lectinas sdo téxicas ou possuem efeito inibitério sobre o crescimento de
animais. A toxicidade e a resisténcia térmica das lectinas s3o bastante varidveis
entre espécies de leguminosas e mesmo entre variedades de uma mesma espécie
(Sgarbieri, 1996). Os efeitos toxicos podem ser eliminados por tratamento
térmico umido, promovendo a desnaturacdo da proteina (calor seco é pouco
efetivo), pela germinag¢do do grdo e pela alteracdo genética da planta (algumas

cultivares apresentam teores muito menores).
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2.3.4 Polifenois

Os polifenois abrangem uma classe de compostos que inclui uma grande
diversidade de estruturas simples e complexas. Sdo metabdlitos secundarios,
largamente distribuidos na natureza, que participam do mecanismo de defesa da
planta, protegendo-a contra ataques de bactérias, virus, fungos e outros,
semelhante ao sistema imunolégico dos animais. Sdo substancias que ndo podem
ser sintetizadas por animais e humanos, sendo consumidos através de dieta
alimentar. Sdo descritos como fenois, acidos fendlicos e derivados, ligninas,
taninos e flavonoides e estdo presentes nos alimentos de origem vegetal, como
folhas, cereais, leguminosas e frutas em geral e bebidas, como chés, café e vinho
tinto (Schenkel et al., 2007 a).

Compostos fendlicos s@o sintetizados via dcido chiquimico e acetil CoA,

constituindo varios caminhos metabdlicos a partir da D-glicose.

2.3.4.1 Taninos

Taninos sdo substancias fendlicas soliveis em dgua com massa
molecular entre 500 e cerca de 3.000 Dalton, com capacidade de formar
complexos insoliveis em dgua com alcaloides, gelatina e outras proteinas. Sdo
importantes componentes gustativos, responsdveis pela adstringéncia de muitos
frutos, vinhos e produtos vegetais (Deshpande et al., 1986). A complexacdo
entre taninos e proteinas € a responsdvel pelo controle de insetos, fungos e
bactérias, bem como pelas suas atividades farmacoldgicas e pelos seus usos
industriais, como na manufatura do couro. Os taninos encontram-se amplamente
distribuidos nas plantas superiores, ocorrendo em aproximadamente 30% das
familias. Seus efeitos prejudiciais na dieta parecem estar relacionados com suas

interagdes com proteinas alimentares, formando complexos responsaveis pelo

comprometimento do crescimento, baixa digestibilidade proteica e aumento do
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nitrogénio fecal. Os taninos também inibem enzimas, como a tripsina e amilases
e participam de reacdes de escurecimento enzimatico (Sgarbieri, 1996).

Os taninos sdo classificados segundo sua estrutura quimica em dois
grupos: hidrolisdveis e condensados. Os primeiros sdo sintetizados a partir do
acido gdlico (rota do 4cido chiquimico), enquanto os condensados, juntamente
com os flavonoides, sdo sintetizados a partir de duas rotas biossintéticas: a do
acido chiquimico e a do acetil CoA, via dcido maldnico e estdo presentes na
fracdo fibra alimentar de diferentes alimentos, podendo ser considerados
indigeriveis ou pobremente digeriveis (Sgarbieri, 1996).

Os taninos tém acdo negativa no valor nutritivo de certos vegetais, em
particular a reducdo de digestibilidade de proteinas, a inibicdo da acdo de
enzimas digestivas e a interferéncia na absor¢do de ferro. Seus efeitos na satide
humana ainda sdo questiondveis devido a limitacdo de estudos nesta drea. Mas é
interessante considerar que o tanino também apresenta uma forte agdo
antioxidante que provavelmente poderd ser mais explorada em relacdo aos

estudos na drea de conservacio de alimentos e a¢do no organismo humano.

2.3.4.2 Flavonoides

Os flavonoides constituem uma enorme classe de substancias fendlicas.
Estdo presentes na maioria dos tecidos vegetais, frequentemente nos vacuolos,
podendo ocorrer como mondmeros, dimeros e oligdmeros superiores (Kuskoski
et al., 2004). Constituem um grupo de pigmentos vegetais amplamente
distribuidos na natureza que dao cor a folhas, flores e frutos e desempenham
funcdes de defesa, protegendo contra irradiacdo UV e outras (Volp et al., 2008).

Os flavonoides sdo subclassificados em seis subgrupos principais:
flavonas (como exemplos apigenina e luteolina), flavondis (quercetina e
miricetina), catequinas ou flavandis (epicatequina e galocatequina), flavanonas

(naringenina e hesperitina), antocianinas (cianina e pelargonina) e isoflavonas
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(genisteina e daidzeina). Entre esses, os flavondis glicosidicos predominam em
frutas e verduras (Volp et al., 2008).

Os flavonoides podem estar na forma livre ou como glicosideos. A
estrutura de suas agliconas consiste de dois anéis aromaticos conectados por um
anel pirano (C¢-C5-Cs). Sua estrutura quimica permite a ocorréncia de um grande
nimero de transformac¢des quimicas, como hidroxilacdo, metilacdo, acilacio,
glicosilacdo, entre outras, o que justifica a grande diversidade estrutural desses
compostos (Lopes et al., 2000). A natureza e posi¢do dos substituintes e as
insaturagdes presentes no anel C influenciam a solubilidade desses compostos.
Assim, as antocianinas s@o moléculas polares devido a presenca de grupos
hidroxilas, carboxilas, metoxilas e glicosilas residuais ligados aos seus anéis
aromadticos, sendo mais soliveis em dgua do que em solventes ndo polares, o que
auxilia na extracdo e separagdo das antocianinas, conforme descrito por
Harborne & Grayer (1988).

As agliconas, parte da molécula destituida de acticares, sdo soliveis em
solventes organicos apolares e em solugdes alcalinas diluidas. Na Figura 1 a

estrutura basica de um flavonoide.

FIGURA 1 Nicleo basico dos flavonoides e sua numeragao
Fonte: Lopes et al. (2000).
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2.3.4.3 Antocianinas

Antocianinas sdo pigmentos que estdo presentes predominantemente em
flores e frutos e dao coloragdes que variam entre azul, vermelho e violeta.

Nas plantas alimenticias, as antocianinas sdo bastante difundidas,
ocorrendo ao menos em 27 familias, 73 géneros e em indmeras espécies (Bridle
& Timberlake, 1997). Os principais papéis bioldgicos das antocianinas incluem
atracdo de insetos, fotoprotecdo, modulagdo da fotoinibicdo, potencializagdo da
fotossintese, além de atuarem como antioxidantes enddgenos (Malacrida &
Motta, 2006).

Antocianinas possuem a interessante propriedade de apresentarem cores
diferentes, dependendo do pH do meio em que se encontram e, por isso, sao
usadas como indicadores de pH. As mudangas estruturais das moléculas
ocorridas mediante a variacdo do pH permitem a obtengdo de solugdes incolores
ou coloridas, podendo ser vermelhas, violetas, azuis ou amarelas (Terci & Rossi,
2002).

As antocianinas s@o glicosideos de antocianidina. Apresentam como
estrutura bdsica o cdtion 2-fenilbenzopirilium ou cdtion flavilio. Dentre as
antocianidinas encontradas na natureza, apenas seis estdo presentes nos
alimentos: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e
malvidina, que diferem entre si quanto ao nimero de hidroxilas e grau de
metilacdo, presentes no anel A e B (Lima & Guerra, 2003). Pelargonidinas dao
cor laranja, salmon, rosa e vermelho. As cianidinas ddo colora¢do vermelha e
azulada e as delfinidinas, ptrpura. Outros tipos de flavonoides relacionados, tais
como flavondis, flavonas, chalconas e auronas também contribuem para a
definicdo de cor.

O numero de hidroxilas, de grupos metoxi e glicosidicos influenciam na
colorag@o das antocianinas. Maiores quantidades de grupos metoxila aumentam

a intensidade da cor vermelha, enquanto mais hidroxilas e grupos glicosidicos
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intensificam a cor azul (Harborne, 1958). As antocianidinas livres sdo raramente
encontradas em plantas, ocorrendo comumente glicosiladas com agicares que
estabilizam a molécula (Francis, 2000). Glicose, galactose, arabinose, ramnose e
xilose sdo o0s acticares mais comumente ligados as antocianidinas (Figura 2),
estando localizados nas posi¢des C-3 e C-5 do niticleo flavilio, podendo também
ocorrer glicosilacdo nas posi¢des 7, 3°, 4’ e 5’°, ocorrendo como mono, di e
triglicosidios. Antocianidinas livres podem fazer parte de grandes complexos
coloridos com outros compostos e frequentemente com diferentes metais
(Brouillard, 1982). Muitas vezes, os acticares das antocianinas sao acilados pelos
dcidos p-cumdrico, ferulico, cafeico, p-hidroxibenzéico, sindpico, maldnico,
acético, mdlico, succinico, oxdlico, usualmente ligados a hidroxila do acgicar na
posicdo 3 e com menor frequéncia nas posicdes 4 e 6 do cétion flavilio (Francis,
1989).

As antocianidinas, suas colorag¢des caracteristicas e fontes naturais sao
mostradas na Tabela 2, em que R; corresponde a posicdo 3’, Ry, a4, R3, 2 5,
R4, a3 e Rs, Rg e R; as posigdes 5, 6 e 7, respectivamente.

A metoxilac@o é mais frequente nas posi¢des 3’ e 5’ do que nas posicoes
5 e 7, sendo importante salientar que antocianina natural nunca apresenta as
hidroxilas das posicdes 5, 7 e 4’ substituidas ao mesmo tempo, devendo ficar
livie em uma dessas posi¢des para a formagdo da estrutura quinoidal,
responsdvel pela cor (Brouillard, 1982).

Evidéncias recentes t€m demonstrado que dietas com elevado conteido

de vegetais, frutas e graos podem reduzir o risco de intimeras doengas.
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OH

OH 9 CH,OH
Aglicona Substituigdo glicosidica Acilagdo
(Estrutura do anel B) (substituicdo nas posigbes 3 {esterificacdo das hidroxilas do
e ) aclcar)
R,=R.=H Pelargonidina D-glicose Acidos cinamicos
R,=0H,R;=H Cianidina D-galactose p-cumarico
Ri=R;=0H Delfinidina D-xilose Ferdlico
R,;=0CHs;, R; =H Peonidina L-ramnose Caféico
R,=0CH, R,=0OH  Petunidina L-arabinose
R:=R;= 0CH; Malvidina Ruiinose Acidos alifaticos
Soforose Acético
Sambubiose Maldnico
Gentiobiose Succinico

FIGURA 2 Estruturas quimicas das antocianinas.
Fonte: Malacrida & Motta (2006).

Virios autores tém associado os efeitos benéficos desses alimentos a
presenca de substincias antioxidantes. A importancia do estudo de agentes
antioxidantes estd relacionada a frequente associacdo entre danos teciduais e
liberagdo de radicais livres (Rodrigues et al., 2003).

Na literatura pesquisada, ndo foram encontrados trabalhos relativos aos

compostos bioativos do fruto jabuticaba.
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Y4

TABELA 2 Antocianidinas, substituintes, coloragdo, caracteristica e fontes

Antocianidina R, R, R; R, R; Rg R; Coloracao Fonte
cereja, uva, cacau,
Cianidina -OH OH H OH OH H -OH Vermelha morango, amora, figo,
acail
Delfinidina -OH OH OH OH OH H -OH Pdrpura beringela, maracuji
‘ Vermelha- morango, acerola,
Pelargonidina -H OH H OH OH H -OH alaranjada pitanga, geranio, amora,
umbigo da bananeira
Malvidina OCH; OH OCH, OH OH H -OH Violeta uva, feijdo, acerola
Peonidina -OCH; OH H OH OH H -OH Pdrpura cereja, uva
Petunidina -OCH; OH H OH OH H -OCH; Violeta uva, petunia

Fonte: Brouillard (1982).

Ri-3,R,=4",R3=5", Ry, =3 e Rs, Rg € R; = as posi¢des 5, 6 e 7, respectivamente.



a) Antocianinas como corantes naturais com atividade antioxidante

Antioxidantes sdo amplamente utilizados nos alimentos processados,
protegendo-os da autoxidacdo de lipidios, que pode levar ao desenvolvimento de
sabores e odores desagraddveis, tornando os alimentos impréprios para consumo
e eventualmente dando origem a compostos toxicos (Martins Neto, 1988). Eles
podem ser sintéticos, como hidroxianisol de butila (BHA), hidroxitolueno de
butila (BHT) e terci-butil-hidroquinona (TBHQ), ou naturais, como d4cido
ascorbico (vitamina C), o<-tocoferol (vitamina E) e [B-caroteno, devendo ser
seguros para a saude para serem utilizados nos alimentos. Os conservantes sao
aplicados em o6leos e alimentos gordurosos para prevenir a deterioracdo
oxidativa. A atividade dos antioxidantes, por sua vez, depende de sua estrutura
quimica, podendo ser determinada pela acdo da molécula como agente redutor
(velocidade de inativacdo do radical livre, reatividade com outros antioxidantes
e potencial de quelacdo de metais) (Volp et al., 2008).

A substituicdo de corantes artificiais por corantes naturais com atividade
antioxidante traria grandes beneficios a saide humana. A principal desvantagem
das antocianinas frente aos corantes sintéticos deve-se a mudanca de coloracio
decorrente de reagdes quimicas com os produtos alimenticios. Durante a
estocagem, antocianinas sofrem modifica¢des devido a sua estabilidade. Existe
um grande campo para pesquisa e desenvolvimento de corantes alimenticios a
partir de fontes naturais, com o objetivo de diminuir (ou eliminar),
gradativamente, a dependéncia do uso de corantes alimenticios sintéticos no
processamento de alimentos. Os corantes naturais sdo considerados aditivos
eficazes e seguros na industria alimentar, ndo sendo empregados em grande
escala em razdo de sua instabilidade decorrente de diferentes fatores fisicos (luz,
temperatura), pH, oxigénio, acdo enzimdtica, dificuldade de purificagdo e de
sintese e as possiveis reacdes com o didéxido de enxofre, muito empregado como

conservante de alimentos (Zuanazzi & Montanha, 2007).
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O pH particularmente influencia na colora¢do das antocianinas, devido
as diferentes estruturas que elas apresentam em equilibrio aquoso (Francis,
1989). Assim, mais estudos s@o necessdrios até que se consiga a estabilizacdo da
cor e a preservacdo da atividade antioxidante dos pigmentos naturais, para sua
maior utilizacio nas industrias alimenticia, farmacé€utica e cosmética.

A utilizacdo de fracdes de frutos ndo consumiveis ricos em nutrientes
tem levado muitos pesquisadores a desenvolver formulagdes que agregam valor
a esses frutos. Ascheri et al. (2006), com o intuito de minimizar perdas
econdmicas significativas, estudaram o processo de producdo de bebidas
alcodlicas e desenvolveram vinho branco utilizando polpa e vinho tinto
utilizando polpa e casca de jabuticaba. Posteriormente, com a finalidade de
aproveitar o bagaco obtido da prensagem das massas vinicas, produziram
farinhas pré-gelatinizadas misturando o bagaco a farinha de arroz polido, usando
um processo de extrusdo termopldstica visando a utilizacdo desse produto, que
segundo os autores € rico em fibras, sais minerais e proteinas, para o preparo de
pudins, purés, bolos, bolachas, macarrio e até mesmo bebidas isotdnicas.

Objetivando obter antocianinas como corantes na forma de pd, a partir
do bagaco de uva da cultivar Isabel (Vitis labrusca), Valduga et al. (2008)
promoveram o encapsulamento do pigmento utilizando maltodextrinas e goma
ardbica em iguais propor¢cdes e secagem em spray dryer, apresentando o
encapsulado 95 mg de antocianinas por 100 g de cascas. Segundo os autores,
esse procedimento foi realizado por outros pesquisadores para carotenos,
utilizando encapsulamento de suco de cenoura com amidos hidrolisados e
mesma forma de secagem. Esse procedimento demonstrou aumentar a retencio e
estabilidade dos pigmentos.

Considerando ainda o aspecto analitico, na literatura ha propostas do uso
de antocianinas como reagentes analiticos na determinagdo de sulfito em vinho

branco e na determinacdo visual e espectrofotométrica de cloro livre em
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amostras de produtos higienizadores, além de indicadores de pH (Terci & Rossi,

2002).

b) Processos de extracao das antocianinas

O crescente interesse na utilizacdo de antocianinas como corantes
alimenticios e em formulacdes farmacéuticas e cosméticos tem gerado uma
necessidade de desenvolver e/ou aprimorar métodos analiticos para a extracio,
purificacdo, identificacdo e quantificagdo desses pigmentos a partir de espécies
vegetais. O método de extragdo, bem como a escolha do solvente a ser utilizado
na extracdo de antocianinas, tornam-se extremamente importantes em sua
quantificagdo.

Na literatura sdo encontradas vérias formas de extragcdo, com diferentes
solventes. Os vegetais vermelhos sdo extraidos por diferentes solventes, mas
sempre acrescidos de um 4cido para manter o pH inferior a 2.

Um estudo feito por Jing & Giusti (2007), para verificar os efeitos das
condicdes de extracdo no rendimento e qualidade de antocianinas no milho roxo,
mostrou que o aquecimento até 50°C promoveu um maior rendimento de
antocianinas, usando dgua como solvente sob agitacdo. J4 Lees & Francis (1972)
padronizaram a extracdo de pigmentos em cranberry com maceracdo por 12
horas em etanol 95% acidificado com HCI 1,5 N (85:15) como ideal e valido
para outros tipos de frutas. Na literatura é ainda encontrado o uso de outros
solventes, como metanol em diferentes propor¢des e solu¢des de acetona, bem
como diferentes métodos e tempos de extracdo. As antocianinas sdo muito
soliiveis em solventes polares, sendo facilmente extraidas com 4gua, metanol e
etanol. Geralmente a extragdo ¢é realizada em meio 4dcido para prevenir a
oxidagao desses pigmentos.

Usualmente, apds a extracdo, os extratos brutos s@o concentrados

utilizando evaporadores rotativos a vdcuo em temperaturas inferiores a 40°C até
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massa constante. Os extratos antocidnicos obtidos a partir de frutos e flores sio
quase sempre encontrados como uma mistura de antocianinas e também podem
conter clorofila e pigmentos pertencentes ao grupo dos carotendides. Dessa
forma, muitas vezes € necessdrio purificar, isolar e identificar os pigmentos que

compdem os extratos brutos (Harborne & Willians, 2000).

¢) Purificacdo das antocianinas

Virios métodos tém sido utilizados com sucesso para a purificagdo dos
extratos brutos de antocianinas, entre eles a precipitagdo com acetato de chumbo
(Bockian et al., 1955), extracdo liquido-liquido (Einbond et al., 2004), extragdo
com resina de troca idnica (Shrikhande & Francis, 1973) e extracdo em fase
solida (Wilkinson et al., 1977). Atualmente, o mais utilizado é a extracdo em
fase sdlida (SPE — Solid Phase Extraction), o que se deve a relativa simplicidade
para a eliminacdo de outras substancias polares e ndo fendlicas. Os cartuchos
C18 e Sephadex C18 sdo os mais usados (Costa et al., 2000), sendo bastante
utilizadas também as fases sélidas RP Silica gel 60, Amberlite XAD-7 (um
adsorvente acrilico polimérico e ndo i6nico), Serdolit PAD IV e Fractogel TSK
CM 650 (Terci, 2004).

A purifica¢do das antocianinas por SPE fundamenta-se na aplicagcdo do
extrato antocianico bruto no cartucho contendo um material sorvente, seguido da
eluicilo dos componentes individuais com solventes apropriados. As
antocianinas s@o fortemente adsorvidas na fase estaciondria por suas hidroxilas
ndo substituidas (Costa et al., 2000). Dessa forma, primeiro sdo eluidas as
substancias mais polares que as antocianinas, tais como acucares e &cidos
orginicos, com a percolacdo de dgua, e posteriormente, sdo eluidos os pigmentos

antocianicos mediante percolacdo de solventes menos polares (Terci, 2004).
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d) Separacao de antocianinas

Os primeiros estudos de separacdo cromatografica de antocianinas
foram realizados utilizando-se cromatografia de papel (CP). Harborne (1958)
estabeleceu valores de fatores de retencdo (Rf) em diferentes solventes para um
grande ndmero de antocianinas. Desde entdo, hd na literatura vdrios trabalhos
que utilizam CP para a separacdo e identificacdo de antocianinas em extratos
vegetais (Fuleki & Francis, 1968; Shrinkhande & Francis, 1973).

A cromatografia de camada delgada também é bastante empregada.
Diferentes fases estaciondrias podem ser utilizadas, com possibilidade de novos
mecanismos de separacdo e aprimoramento técnico. Contudo, os valores de Rf
ndo sdo tdo confidveis quanto os da CP, devido as diferencas das espessuras das
camadas de adsorventes, além de, muitas vezes, ser necessario o uso de
pigmento de referéncia para a identificacdo de antocianinas.

Atualmente a técnica mais usada para a separacdo de antocianina € a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), especialmente em fase reversa.
Excelentes separacdes sdo possiveis por CLAE, por oferecer alta sensibilidade,
baixo tempo de andlise e a possibilidade de utilizagdo de extratos brutos (Terci,
2004).

Nao hd um método analitico padrdo para as separagdes, mas alguns
pardmetros sao comuns nos diferentes métodos, como:

° utilizacdo de detector de UV, com selecdo de comprimentos de

onda entre 520 e 546 nm;

. utilizagdo de colunas C18;
° os eluentes mais utilizados sao acetonitrila e metanol;
. o pH da fase mével normalmente € abaixo de 2, sendo obtido

pela adi¢@o de dcido férmico, acético ou trifluoroacético.
A eletroforese capilar também pode ser utilizada para separacdo das

antocianinas. Apresenta alta sensibilidade e resolugdo, baixo consumo de
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amostra e geragdo minima de solvente residual, mas tem menor eficiéncia na
separacdo de antocianinas em amostras complexas, quando comparadas com a
CLAE, podendo ser essa a causa da pequena quantidade de trabalhos publicados
com o uso de eletroforese capilar (Fernandez-Lopez et al., 1998). Outras
técnicas como cromatografia contra-corrente, cromatografia de coluna aberta e

cromatografia gasosa também foram empregadas.

e) Identificacio e quantificacio das antocianinas

As técnicas mais utilizadas para a identificacdo de antocianinas sio
espectroscopia ultravioleta e visivel (UV-Vis), espectrometria de massas (MS) e
CLAE.

A identificagdo de antocianinas em alimentos e plantas pode ser por
comparagdo direta quando hd disponibilidade de material padrdo ou comparagdo
indireta, com dados da literatura, quando niao houver material padrdo. Essa
dltima € aceitdvel, embora sujeita a erros (Terci, 2004).

CLAE pode ser usada com um detector ultravioleta (UV) para andlises
de rotina e desenvolvimento de métodos ou de espectrometria de massas (MS),
para a identificac@o das estruturas das antocianinas (Costa et al., 2000). Gldssgen
et al. (1992) descreveram o uso de cromatografia liquida acoplada a
espectroscopia de massas com ionizagdo eletrospray (LC-ESI-MS) para a
identificacdo de antocianinas em cenouras pretas.

A quantidade de antocianinas presentes em frutas estd relacionada a
fatores climdticos, como luz e temperatura, e a espécie, entre outros (Macheix et
al., 1990). Uma comparacdo da quantidade de antocianinas entre uma mesma
espécie ¢é dificil, sendo mais dificil ainda a comparacio entre culturas e frutas
diferentes. Varios métodos para a quantificacdo das antocianinas sdo utilizados,

entre eles densitometria, polarografia, colorimetria, espectrofotometria,
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branqueamento com diéxido de enxofre ou bissulfito de sédio e CLAE
(Harborne & Willian, 2000).

A quantidade total de antocianinas em extratos brutos contendo outros
materiais fendlicos tem sido determinada principalmente por espectrofotometria,
medindo-se a absorbancia da solucdo num dado comprimento de onda. Isso €
possivel porque as antocianinas t€m uma banda de absor¢do tipica na regido do
visivel entre 490 e 550 nm. Essa banda esta distante das bandas de absor¢do de
outros compostos fendlicos, que apresentam uma absor¢do maxima em outras
regides do espectro ultravioleta (Fuleki & Francis, 1968).

O método do pH diferencial envolve medidas da absorbancia referente
ao céation flavilio (forma predominante em pH 1) e ao carbinol (forma
predominante em pH 4,5). Esse método foi introduzido por Sondheimer &
Kertsz (1948) citado por Terci (2004).

Petri et al. (1997) propuseram um método espectrofotométrico para a
quantificacio de antocianinas em extratos de blueberry que utiliza uma
antocianina na forma de cloreto como padrao, para a constru¢do de uma curva
analitica em meio 4cido, em que as antocianinas apresentam-se como cdtion
flavilio, absorvendo na regido do visivel entre 465 e 550 nm.

Outro método descrito na literatura, contudo pouco usual, € o método
subtrativo, que é fundamentado no uso de agentes oxidantes, tais como
metabissulfito de sdédio ou peréxido de hidrogénio, que provocam a
descoloracdo das antocianinas. A medida da absorbancia da solugcdo de
antocianinas € realizada, seguida da medida da absorbancia de outra solucio
contendo o agente descolorante. Por diferenca, a absorbancia da antocianina
pode ser determinada e convertida em concentracdo por meio de uma curva
analitica previamente preparada com pigmentos purificados (Terci, 2004).

Recentemente, métodos desenvolvidos para CLAE t€m sido mais

utilizados e s@o considerados mais precisos. A limitagdo dessa técnica estd
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relacionada com a dificuldade da obtencdo e o elevado custo dos padrdes

comerciais (Chandra et al., 2001).

2.4 Antioxidantes e radicais livres

Antioxidantes sdo substancias capazes de prevenir ou retardar os efeitos
deletérios da oxidagdo, inibindo o inicio da lipoperoxidagdo, sequestrando
radicais livres e/ou quelando fons metdlicos. Eles protegem organismos
aerdbicos do estresse oxidativo, definido como a elevacdo na formacgdo de
espécies reativas de oxigénio que podem levar a doengas como cancer,
desordens neurodegenerativas, doencas cardiovasculares e outras doengas
cronicas (Wang et al., 1997). As espécies reativas de oxigé€nio (ERO) sdo
subprodutos do metabolismo aerébio, sendo os principais o anion superéxido, o
perdxido de hidrogénio, o radical hidroxila e o radical peréxido.

O efeito deletério desses compostos € controlado por enzimas endégenas
(catalases, superéxido dismutases e glutationa peroxidase) e por antioxidantes
dietéticos (4cido ascorbico, a-tocoferol, B-caroteno e isoflavonas). As ERO sado
necessdrias para vdrias reacdes do organismo, tais como: fagocitose, apoptose e
reacOes de detoxificacdo promovidas pelo sistema citocromo P-450. Por isso,
mesmo com um complexo sistema de antioxidantes celulares, eles aparentam
remover somente o excesso de ERO, mantendo os niveis necessdrios para as
funcdes acima citadas. O equilibrio entre ERO e antioxidantes € necessério para
o funcionamento adequado das células (Gouvéa, 2004; Volp et al., 2008).

Fendlicos como flavonoides e taninos, apresentam atividade
antioxidante, visto que atuam na captura e neutralizacdo de espécies oxidantes,
como o anion superéxido (O,”), o radical hidroxila (OH") e peréxido de
hidrogénio (H,0O,). Podem atuar também por sinergismo com outros
antioxidantes como as vitaminas C e E da dieta. Alguns flavonoides sdo capazes

de ligar-se a fons metélicos, impedindo-os de atuarem como catalisadores na
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producdo de radicais livres. Essa atividade € o resultado de um conjunto de
propriedades, tais como atividade quelante de ferro, sequestrante de radicais
livres, inibicdo de enzimas cicloxigenase, lipoxigenase, NADPH-oxidase,
xantina-oxidase e fosfolipase e estimulacdo de enzimas com atividade
antioxidante, como a catalase e a superéxido-dismutase, podendo interferir nas
reagdes de propagacdo e formacdo de radicais livres (Trueba & Sanches, 2001).
Por possuirem largo espectro de atividades bioldgicas e farmacoldgicas, tém
recebido ampla ateng@o dos pesquisadores desde a década de 90, do século XX,
sendo considerados principios ativos em muitas plantas (Rodrigues et al., 2003).

Flavonoides, como doadores efetivos de hidrogénio, tém a capacidade
de captura de radical livre devido a alta reatividade de hidroxilas substituintes

que participam da seguinte reacdo:

F-OH+R' —-FO + RH

A presenca de hidroxilas do anel B € o determinante mais significativo
da captura de ERO e de espécies reativas de nitrogénio (ERN). Os grupos
hidroxilas do anel B doam hidrogénio e um elétron para radicais hidroxil,
peroxil e peroxinitritos, estabilizando-os e criando um radical flavonoide estdvel
(Heim et al., 2002).

Portanto, seu potencial antioxidante depende do nimero e da posi¢ao
dos grupos hidroxilas e sua conjugacdo, assim como da presenca de elétrons
doadores nos anéis arométicos. A presenca de hidroxilas nas posicoes 3’ e 4’ do
anel B contribuem para a elevada capacidade antioxidante também encontrada
nas flavonas e confere uma elevada estabilidade ao radical formado. Por outro
lado, os flavonoides com um maior nimero de grupos hidroxila tém maior
atividade antioxidante, o que foi comprovado para as antocianinas com grupos

hidroxilas nas posi¢des 4, 5 e 6, que apresentaram atividade antioxidante de
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1,50, 1,85 e 2,45 mM de TEAC com o método ABTS, como pelargonidina,
cianidina e delfinidina, respectivamente. Como a eficicia dos flavonoides esta
relacionada ao grau de hidroxilagdo, ela também diminui com a substitui¢do por
acucares, apresentando os glicosideos menor atividade antioxidante do que suas
agliconas correspondentes (Kuskoski et al., 2004). Do ponto de vista estrutural,
sabe-se que isoflavonas, sdo muitas vezes, mais ativas que flavonas, devido ao

efeito estabilizante da carbonila em C, e hidroxila em Cs (Haraguchi, 2001).

2.4.1 Antioxidantes na cura e prevencao de doencas

Wang et al. (1997) analisaram uma série de trabalhos feitos com
substancias naturais com capacidade antioxidante e demonstraram que elas tém
efeito sobre vdrias doengas, como Diabetes mellitus, alergias, inflamagdes,
cardiopatias, ulceras pépticas, retinopatias diabéticas (Scharrer & Ober, 1981),
doencas circulatérias provocadas por fragilidade capilar (Mian et al., 1977),
sobre a manutencdo da permeabilidade capilar (Robert et al., 1977; Miskulin et
al., 1980; Detre et al., 1986) e a prevenc¢ao de aterosclerose em coelhos (Kadar et
al., 1979), além de atuarem como agentes vasoprotetor e anti-inflamatdrio (Lietti
et al., 1976), agente quimioprotetor contra a toxicidade da platina no tratamento
contra o cancer (Karaivanova et al., 1990), agente hepatoprotetor contra danos
de tetracloreto de carbono (Mitcheva et al., 1993), diversas agdes de vdrias
enzimas e processos metabdlicos (Carpenter et al., 1967; Wheeler et al., 1967;
Ferrell Junior et al., 1979; Saija et al., 1990).

Virios estudos demonstram que os compostos polifendlicos inibem os
processos de inflamacdo vascular, que contribuem para o aparecimento de
doencas cardiovasculares. Rechner & Kroner (2005) demonstraram que as
antocianinas e metabdlitos de polifenois in vivo apresentam propriedades

antitrombdticas, por inibir a agregacao plaquetaria.
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A atuacdo de flavonoides e, em especial, de antocianinas nos diferentes
estdgios da carcinogénese pode estar relacionada a sua acdo antioxidante, ao
aumento da resposta imune ou ainda a modulacdo da expressdo do gene
supressor tumoral. Entretanto, os estdgios da carcinogénese em que oS
flavonoides podem agir ainda nao foram estabelecidos.

A mais conhecida atividade antioxidante dos flavonoides é a sua
habilidade de desativar moléculas reativas de oxigénio singlete. Podem ainda
proteger as membranas celulares da peroxidagdo lipidica, garantindo, dessa
forma, a integridade e fluidez da membrana, diminuindo a formacgdo de
perdéxidos imunossupressores e impedindo alteracdes na sinalizagdo intracelular
e funcdo celular. As antocianinas atuam ainda na apoptose celular e
angiogénese, ndo havendo, assim, um tinico mecanismo. A a¢io na angiogénese
e na apoptose celular € interessante e pode explicar a a¢do antitumoral in vitro
dessas substincias. Durante o seu desenvolvimento, as células tumorais
produzem substancias que irdo estimular o desenvolvimento de vasos que, por
sua vez, servirdo para alimentd-las. Substancias que impedem esses processos,
em suas diversas etapas, podem ser, portanto, muito Uteis para controlar a
multiplicacdo da célula tumoral, além de ajudarem a restringir a formacao de
nitrosaminas e outros compostos nitrosos encontrados em alimentos. Além
disso, tais agentes protegem as células dos efeitos maléficos das nitrosaminas e
adicionam efeitos redutores na formacdo de compostos nitrosos do dcido
ascorbico (Volp et al., 2008).

Estudo in vitro, realizado por Zhang et al. (2005), para avaliar o efeito
inibitério no crescimento de células cancerigenas de diferentes linhagens, de
cinco antocianidinas e quatro antocianinas, mostrou que na concentracdo de
200 ug mL’, a malvidina e a pelargonidina inibiram, em mais de 60%, o
crescimento de células cancerigenas do estdmago, célon, pulmiao e mama. Em

relacdo as células cancerigenas do sistema nervoso central, a malvidina inibiu
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seu crescimento em 40,5%, e a pelargonidina, em 34%. Nessa mesma
concentragdo, cianidina, delfinidina e petunidina inibiram o crescimento de
células cancerigenas mamadrias em 47%, 66% e 53%, respectivamente. Nesse

estudo, as antocianinas ndo apresentaram atividade anticancerigena.
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CAPITULO 2

CONSTITUINTES QUIMICOS DO FRUTO JABUTICABA E SUAS
FRACOES: I - COMPOSICAO CENTESIMAL E COMPOSTOS
BIOATIVOS

1 RESUMO

A jabuticabeira [Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg] é uma planta
nativa brasileira e muito pouco estudada quanto a composicao quimica dos seus
frutos, principalmente em relacdo aos compostos bioativos. Objetivou-se com
este trabalho determinar a composicao centesimal e alguns compostos bioativos
no fruto inteiro e nas fracdes de duas variedades de jabuticaba: Paulista e Sabara.
Quatro fracdes foram consideradas para este ensaio: fruto inteiro, casca, polpa e
semente, que foram analisadas em triplicata. Cada uma das fracdes foi triturada,
congelada e liofilizada até peso constante. Analisaram-se a proporcido que cada
fracdo representa no fruto inteiro, a composi¢do centesimal e compostos
bioativos (saponinas, inibidor de tripsina, polifendis e lectinas). Os teores de
proteina bruta e extrato etéreo foram baixos. Os teores de cinzas ndo variaram
entre as fragcdes, exceto para as cascas da variedade Sabard, que apresentaram 0s
maiores. As fibras alimentares apresentaram diferenca significativa entre as
fracdes, ndo variando entre as duas variedades. As cascas apresentaram 0s
maiores teores de fibra alimentar, com 33,80 g 100 g"' de matéria seca (MS) na
variedade Paulista e 33,23 g 100g" (MS) na variedade Sabar4, sendo o maior
percentual de fibras insoliveis. O maior teor de extrato ndo nitrogenado foi
encontrado na polpa € o menor na casca, ndo havendo diferencas entre as
variedades. Quanto aos compostos bioativos, apenas polifendis nas cascas foram
encontrados em elevados teores, sendo necessdria sua caracterizacdo, a fim de se
verificar se o fruto € seguro para ser usado na industria alimenticia.

Palavras-chave: jabuticaba, Myrciaria cauliflora, fragcdes do fruto, nutrientes,
compostos bioativos.

47



CHEMICAL CONSTITUENTS AND FRACTIONS OF TWO VARIETIES
OF JABUTICABA: I- CENTESIMAL COMPOSITION AND BIOACTIVE
COMPOUNDS

2 ABSTRACT

The Jabuticaba tree, [Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg], is a native
plant of Brazil and very little is known about the chemical composition of its
fruit, especially bioactive compounds. The purpose of this research was to
determine the centesimal composition and some bioactive compounds of the
whole fruit and its fractions from two varieties of jabuticaba, Paulista and
Sabard. Four fractions were considered for this essay: whole fruit, skin, pulp and
seeds, which were analyzed in triplicate. Each of these fractions was ground,
frozen and lyophilized to a constant weight. They were analyzed as to the
proportion that each fraction represents in the whole fruit, centesimal
composition and bioactive compounds (saponin, tripsin inhibitor, polyphenols,
and lectins). Protein and ether extract content were found low for all these
fractions. The ash content did not vary among these fractions, except for the
Sabara fruit skin, which presented the highest content. The dietary fiber content
differed widely among fractions, with no differences between varieties. The skin
fraction presented the highest levels of dietary fiber with 33.80 g 100 g in
Paulista varieties and 33.23 g 100 g in Sabard, most being insoluble fiber. The
highest amount of non-nitrogenated extract was found in the pulp fraction,
whereas the lowest amount was found in the skin fraction, with no difference
between both varieties. Regarding the bioactive compounds, only polyphenols in
the skin presented high levels, been necessary to characterize them, to verify if it
is safe to use this fruit in the food industry.

Keywords: jabuticaba, Myrciaria cauliflora, fruit fractions, nutrients, bioactive
compounds.
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3 INTRODUCAO

A jabuticabeira é uma arvore frutifera pertencente a familia Myrtaceae,
de ocorréncia espontinea em grande parte do Brasil. Seus frutos sdo do tipo baga
globosa de até 3 cm de didmetro, com casca preto-avermelhada, polpa
esbranquicada mucilaginosa, agridoce, muito saborosa; apresenta comumente
uma dnica semente, mas pode apresentar até 4 sementes (Gomes, 1987).

A espécie mais difundida no Brasil é a M. cauliflora, sendo as
principais variedades: a) Sabard, a mais apreciada e doce das jabuticabas e a
mais intensamente plantada; apresenta crescimento médio, mas ¢é muito
produtiva. O fruto é middo e muito saboroso, de epicarpo fino quase preto, com
maturacdo precoce; b) Paulista, de maior porte do que a Sabard e de grande
produgdo. O fruto é grande e coridceo, com maturacdo mais tardia (Gomes,
1987).

A jabuticaba pode ser consumida ao natural ou em geléias. A polpa
fermentada produz licor, vinho e vinagre. A casca é adstringente, ttil contra
diarreia e irritagdes da pele. Também tem indicacdes na medicina popular como
antiasmaticas, na inflamac@o dos intestinos e hemoptise (Herbario, 2006).

A jabuticaba, embora popular em todo o Pafs, ndo chega a ter valor
comercial muito alto, por ser muito perecivel, mas tem sua venda assegurada.
Apesar de ser grande a produg@o de um tnico pé, depois de colhida, a fruta tem
uma vida util de até trés dias, o que prejudica a sua comercializagao.

Na fabricacdo de geleias dessa fruta, normalmente as cascas e
sementes sdo desprezadas. Um maior aproveitamento dessas fracdes agregaria
mais valor a essa fruta. Tomando como exemplo a uva, que tem 6leo muito
apreciado na industria cosmética, extraido de suas pequenas sementes, a semente

da jabuticaba também deve ser analisada. As cascas ricas em pigmentos
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provavelmente possam ser utilizadas na inddstria alimenticia como corante.
Escassos estudos sdo encontrados na literatura quanto aos constituintes
quimicos, sobretudo os compostos bioativos, principalmente em relacdo as
fracdes da fruta; as poucas em publicacdes s@o de abrangéncia nacional (Pereira
et al., 2000); (Oliveira et al., 2003).

Compostos bioativos que agem como substincias antinutritivas s@o
aquelas que, de alguma forma, provocam a destrui¢do de nutrientes essenciais ou
prejudicam o organismo, alterando a digestdo, a absorcdo e o metabolismo
(Aradjo, 2004). Podem estar presentes naturalmente em alimentos crus € nos
inadequadamente processados, como os inibidores de tripsina, lectinas,
bociogénicos, 4cido oxdlico, etc, e mesmo em alimentos cozidos e
inadequadamente processados, como os nitratos, fitatos, estrogénicos e outros.

Neste trabalho, objetivou-se determinar a composi¢do centesimal e
alguns compostos bioativos no fruto inteiro e nas fragdes casca, polpa e
sementes de duas variedades de jabuticaba, com a finalidade de assegurar o seu
uso em preparacdes dietéticas, produtos industrializados e formulagdes de novos

produtos, promovendo um maior aproveitamento da fruta, agregando-lhe valor.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras

Jabuticabas maduras de duas variedades, Paulista e Sabara, foram
colhidas pela manha na fazenda Sdo José do Ismeril, municipio de Coqueiral,
MG. Os frutos foram selecionados, lavados, sanificados com hipoclorito de
sédio (200 mg L) por imersdo de 10 minutos, pesados e separados em fruto
inteiro e em fracdes (casca, polpa e semente) e cada uma dessas partes foram
pesadas e separadas para se obter trés repeticdes. A parte destinada a andlise de
frutos inteiros foi triturada em liquidificador por 2 minutos, congelada em
por¢des de peso conhecido e liofilizadas até peso constante. Os frutos foram
esmagados sobre uma peneira grossa, separando-se as cascas, sementes e polpa,
que foram embaladas, pesadas, congeladas e liofilizadas até peso constante.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 4 x 2, sendo 4 as fracdes fruto inteiro, casca,
polpa e semente e 2 variedades de jabuticabas com 3 repeticdes. A andlise
estatistica foi feita empregando-se o programa SISVAR (Ferreira, 2003), sendo

as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

4.2 Analises
4.2.1 Peso médio e proporcio das fracées no fruto

As amostras foram pesadas ap6s higienizagdo e ap6s serem separadas
em fruto inteiro e fracdes casca, polpa e semente, para verificacdo de quanto

cada fracdo correspondia em relacdo ao fruto inteiro.
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4.2.2 Composicao centesimal

Os teores de lipideos (extrato etéreo), proteina bruta (N x 6,25), cinzas
e fibras alimentares foram quantificados utilizando os métodos descritos pela
Association of Official Agricultural Chemists, AOAC (2005). O extrato nio
nitrogenado (fracdo glicidica) foi determinado pela diferenca entre 100 e os
teores de extrato etéreo, proteina bruta, cinzas e fibra alimentar. A umidade das
fragdes e do fruto inteiro foi calculada por gravimetria, pela diferenca de peso da

amostra fresca e ap0s liofilizagao até peso constante.

4.2.3 Solidos soltiveis, acidez titulavel e pH

Os teores de soélidos soliveis nas fracdes e fruto inteiro foram
determinados de acordo com metodologia da AOAC (2005), restituindo as
amostras o percentual de umidade perdido na liofilizacdo. Fez-se uma
homogeneizacdo em politron, filtracdo das amostras e realizagdo de leitura em
refratdmetro digital da marca Homis, ref. 121. Os resultados foram expressos em
°Brix.

Para a determinacdo da acidez tituldvel (ATT) e pH, apds a restitui¢dao
da umidade, foram acrescidos 40 mL de 4gua destilada, homogeneizacdo em
politron e filtracdo em tecido de organza. Apds a determinacdo do pH em
peagimetro digital, as amostras foram tituladas com NaOH 0,1 mol L, usando
fenolftaleina como indicador, até as mostras alcancarem o pH de 8,1. Os
célculos foram feitos levando-se em consideracio o peso de amostra utilizada, o
volume de NaOH 0,1 mol L gasto e considerando-se do 4cido citrico como

referéncia.
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4.2.4 Compostos bioativos
a) Saponinas

Fez-se a extracdo das saponinas das amostras com etanol, em agitacao
por 1 hora, a temperatura ambiente. O teor de saponinas foi determinado pela
reacdo da saponina com o anisaldeido e a digitonina utilizada como padrio

(Baccou et al., 1977).

b) Inibidor de tripsina

Foi utilizada metodologia desenvolvida por Kakade et al. (1974), que
consiste na determinagdo da atividade do inibidor de tripsina, utilizando como
substrato o benzoil-DL-arginina-p-nitriloanilida (BApNA). A presenca de
inibidor na amostra inibe a acdo da tripsina sobre 0 BApNA. Uma unidade de
tripsina (UT) foi definida arbitrariamente como o aumento de 0,01 unidade de
absorbancia a 410 nm por 10 mL do meio de reagcdo. Os resultados foram

expressos como unidades de tripsina inibida (UTI) por mg de amostra.

¢) Polifenois

A dosagem de polifendis em extrato metandlico 50% foi feita segundo
metodologia de Folin-Denis, em que a reducdo do reagente pelos compostos
fendlicos das amostras com intensa cor azul € medida espectrofotometricamente
a 760 nm, usando 4cido tanico como padrio (AOAC, 2005; Deshpande et al.,
1986).

d) Lectinas

As lectinas foram extraidas com uma solugdo salina (NaCl 0,85 g 100
mL™") tamponada com tampdo fostato pH 7,4, com agitacio a temperatura
ambiente por trés horas. Foi utilizada uma placa de microtitulagdo, a qual se

adicionaram dilui¢des na base 2 do extrato, em seguida adicionou-se uma
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suspensdo de eritrdcitos a 2% de sangue humano tipo A Rh*. Apés 1 hora,
verificou-se qual a maior diluicdo capaz de promover hemaglutinacdo (Barca et
al., 1985). Os resultados foram expressos em nuimero de unidades
hemaglutinantes (UH), que é calculado a partir do inverso do titulo da maior
dilui¢do, na base 2, que ainda apresentou aglutinacdo visivel. Por exemplo:
considerando uma diluigio 2°, o seu titulo igual a 1/8, e o volume de amostra
utilizado no ensaio de 100 pL, a atividade hemaglutinante (AH) é de § UH
100uL".
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de umidade (em g 100 g") do fruto inteiro, casca, polpa e
semente, respectivamente, foram de: 80,35 £+ 0,28; 75,84 + 1,67; 83,91 £ 0,87 e
70,43 £ 2,98 para a variedade Paulista, e de: 79,41 + 0,55; 84,24 + 0,01; 84,95 +
0,80 e 71,48 + 0,96 para a Sabard, observando-se alto teor de d4gua tanto no fruto

inteiro quanto nas fragdes de ambas as variedades.

5.1 Peso médio e proporcao das fracées no fruto

Na Tabela 1 verificam-se o peso médio das fragdes e a proporcdo de
cada fragdo. Observa-se que casca e semente juntas representam mais de 50% do
peso do fruto.

Esse percentual € muito grande para ser desperdicado, quando
considerado residuo na fabricacdo de geleias artesanais ou industriais. Na
fabricacdo de vinhos e licores, sdo utilizadas a polpa e casca; as sementes
somente sdo utilizadas para a formagdo de novas mudas.

Geralmente a variedade Paulista apresenta frutos maiores que a Sabara.
Nessa safra, excepcionalmente, os frutos da variedade Sabard estavam ainda
mais middos, justificando a proporcao da fracdo casca estar superior e a fragdo
polpa inferior a da Paulista.

As perdas representam a diferenca entre o peso inicial das amostras e o
peso apés o preparo, considerando problemas em decorréncia de separacgdo,

embalagem e de perdas na liofilizacao.
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TABELA 1 Peso médio de amostras de frutos inteiros e das fragdes* e

respectivas proporcdes de duas variedades de jabuticaba.

Amostra Variedade

Fruto inteiro Paulista Sabara

g 9.166,89 + 276,92 8.266,83 + 189,07
Casca

g 2.766,38 + 155,54 3.255,26 £ 285,60
% 32,93+ 1,19 42,76 + 2,79
Polpa

g 4.123,04 + 147,91 2.705,26 + 66,35
% 49,12 +1,92 35,59 +1,34
Sementes

g 1.508,37 £ 111,46 1.644,14 75,39
% 17,95 £0,82 21,65+ 1,53
Perdas

g 769,1 £ 3,02 662,17 £2,29
% 8,39 + 3,02 8,01 £2,29

* Os dados representam a média de trés repeti¢des + desvio padrao.

5.2 Composicao centesimal

A composi¢do centesimal das duas variedades de jabuticaba consta na
Tabela 2. Os teores de proteina bruta e extrato etéreo (EE) foram relativamente
baixos, mesmo nas sementes. Comparando-se as variedades Paulista e Sabard,
nenhuma diferenca foi notada, quanto a proteinas totais. A casca e a polpa da
variedade Sabard apresentaram os mais baixos teores de EE, em matéria seca
(MS), em comparagdo com a variedade Paulista. Independentemente da
variedade, o teor de proteinas e EE na polpa foi sempre inferior ao observado na

casca e semente.
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A maioria das frutas apresenta baixos niveis de proteinas e lipidios.
Elias et al. (2008), analisando caqui desidratado, encontraram niveis de proteinas
de 1,68 g 100 g MS e de lipidios 0,40 g 100 g MS (EE).

Destacaram-se os glicideos (ENN) e cinzas, principalmente nas cascas
da variedade Sabara, bem como os teores de fibras alimentares.

Os teores de cinzas ndo variaram entre as fracdes e fruto inteiro na
variedade Paulista. J4 na variedade Sabara, os teores de cinzas da casca foram
superiores aos da polpa e semente.

Fibras alimentares sdo constituidas pela fracdo insolivel, que contém
celulose, algumas hemiceluloses e a lignina, e pela fracdo soldvel, que contém
pectinas, gomas, mucilagens e algumas hemiceluloses (Pourchet-Campos,
1988). Os teores de fibras alimentares ndo apresentaram diferenga significativa
entre as variedades, exceto o fruto inteiro da variedade Paulista, que apresentou
o maior nivel de fibra solivel. As cascas e sementes apresentaram 0s maiores
teores de fibras insolaveis, ndo se diferenciando entre as variedades. Também
nas cascas estdo os maiores niveis de fibras soldveis, que também nao se
diferenciaram entre as variedades. As polpas apresentaram os menores teores de
fibra alimentar: 4,34 g 100 g para a variedade Paulista e 5,23 g 100 g para a
variedade Sabard, mas foram superiores aos de outros frutos, como a uva-preta,
que apresentou 1,12 g 100 g ' MS, e a acerola, 1,85 g 100 g MS (Salgado et al.,
1999). Os resultados de fibras encontrados foram inferiores aos apresentados na
Tabela Brasileira de Composi¢ao de Alimentos, TACO (2006), para jabuticaba,
quando transformados em frutos frescos. Entretanto, os teores dos demais
constituintes foram semelhantes.

O extrato ndo nitrogenado ou fracdo glicidica constitui-se
principalmente de agucares. Assim, o maior teor foi encontrado na polpa,

seguido pelo fruto inteiro, semente e casca.
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TABELA 2 Composi¢io centesimal, em g 100g™ de matéria seca, do fruto inteiro e fragdes de duas variedades de jabuticaba.

Fibra alimentar

Proteina Extrato

Variedade bruta etéreo Cinzas Soluvel Insolavel ENN*
Paulista
Casca 1,10 £ 0,04 cA 0,68 +£0,05 dB 2,80 +£0,29 aA 6,77 +0,35dA 27,03+ 1,23 cA 61,60 1,02 aA
Polpa 0,44 +0,03 aA 0,21 +£0,02aB 290 +0,11 aA 1,77 £ 0,38 bA 2,57 +0,55 aA 92,11 +£ 0,96 dA
Semente

1,12 +0,03cA 0,53 +£0,04cA 2,84 +0,22 aA 0,57 +0,12aA 27,16 2,58 cA 67,66 2,81 bA
Fr.inteiro 0,88 +0,01bA 0,44 + 0,05 bA 2,80 +0,13 aA 3,57+0,10cB 14,27 + 1,24 bA 77,14 £ 1,51 cA
Sabara
Casca 1,16 +0,04cA 0,57 £0,10 cA 4,39 +0,12 cB 6,80+0,10cA 26,43 +0,45cA 60,64 +0,27 aA
Polpa 0,47 +0,01aA 0,06 £0,02 aA 2,71 £0,19 aA 1,93 £0,31 bA 3,30 £0,50 aA 90,32 + 1,58 dA
Semente 1,17 £0,11cA 0,58 £0,02 cA 2,68 £0,17 aA 1,40 £0,10 aA 26,93 £2,29 cA 67,64 +£2.,79 bA
Fr.inteiro 0,92 +0,06bA 0,42 +0,02 bA 3,82 +0,15 bA 223+0,12bA 16,63 0,75 bA 75,97 +£ 0,81 aA
CV (%) 5,57 10,82 5,59 7,20 791 2.43

Os dados sdo a média de 3 repeti¢des + desvio-padrao.

Letras mindsculas comparam fruto inteiro e fracdes dentro de cada variedade e letras maidsculas comparam as variedades. Letras
iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05).
*ENN: Extrato nio nitrogenado.



Semente e casca mantém uma pequena por¢ao de polpa agarradas a elas,
sendo, portanto, parte desses agucares provenientes dela. Ndo houve diferenca

significativa entre as variedades.

5.3 Sdlidos solaveis, acidez titulavel e pH

Os soélidos soldveis (SS) representam o conteido de agicares soluveis,
dcidos organicos e outros constituintes menores (Robson & Grierson, 1993). A
concentracdo desses sélidos constitui- se em uma das varidveis mais importantes
para medir a qualidade de frutos.

Os teores de SS, da acidez tituldvel (AT), expressos em g de 4cido

citrico por 100 g de polpa fresca e pH, sao mostrados na Tabela 3.

TABELA 3 Sélidos soltveis totais (SS), acidez total tituldvel (AT) e pH do fruto
inteiro e das fragdes de duas variedades de jabuticabas.

Variedade SS (°Brix) AT (g 100g™) pH
Paulista

Casca 12,40 £0,52 aB 325+ 024cB 3,47 0,03 aB
Polpa 1490+ 0,79 bA 099 £0,02 aA 3,50 £0,00 aA
Semente 1250+0,62 aB 1,38 £0,09 bA 4,01 £0,06 cA

Fruto inteiro 12,60+ 0,75 a A 1,37+ 0,06 bA 359+ 0,02 bA

Sabara

Casca 9,30 £0,79 a A 2,12+0,06 dA 3,39+ 0,04 aA
Polpa 14,13+ 0,90 c A 0,97 £0,01 aA 3,50+0,00 bA
Semente 11,20£0,35 bA 141 £0,11 bA 3,97+ 0,02 dA
Fruto inteiro 11,60 0,62 b A 1,67 +0,03 cB 3,55+ 0,02 cA
CV (%) 5,67 6,33 0,78

Os dados sdo média de 3 repeti¢des + desvio-padrdo.

Letras mindsculas comparam fruto inteiro e fragdes dentro de cada variedade e letras
maidsculas comparam entre as variedades. Letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste
de Scott-Knott (P <0,05).
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A polpa da variedade Paulista apresentou o maior teor de SS, (14,90°
Brix), ndo havendo diferenca estatistica entre o fruto inteiro, casca e semente.
Na variedade Sabard, também a polpa destacou-se (14,13° Brix), seguida pelo
fruto inteiro e pela semente e a casca, que apresentou o menor teor. Entre as
variedades, houve diferenca significativa apenas nas cascas e sementes, as quais
foram superiores na variedade Paulista. Os resultados sdao semelhantes aos
encontrados por Brunini et al. (2004), com varia¢do de 12 a 15,5° Brix, e por
Pereira et al. (2000), que encontraram variacéo entre 9 e 14°Brix, para polpas de
jabuticabas Sabard, ambas da regido de S@o Paulo. Teores acima de 15° Brix
podem sugerir uma menor conservacdo pds-colheita para jabuticaba, pois
segundo Barros et al. (1996), excesso de acucares no fruto pode levar a uma
rdpida deterioracdo e fermentagdo e consequente reducao da vida util.

A AT variou entre as fragdes, sendo estatisticamente diferente em todas
as fracdes da variedade Sabard, na qual a casca apresentou os maiores teores, € a
polpa, os menores. Também na variedade Paulista a polpa obteve os menores
teores, € a casca, os maiores, nao variando entre semente e fruto inteiro. Entre as
variedades, houve diferenca apenas entre as cascas e fruto inteiro.

Os valores de pH apresentaram pequena oscilagdo entre as fracdes e
entre as variedades, variando entre 3,39 e 3,97 na variedade Sabara e entre 3,47

e 4,01 na Paulista.

5.4 Compostos bioativos

Os compostos bioativos e a atividade hemaglutinante no fruto inteiro e
nas fragdes da jabuticaba s@o mostrados na Tabela 4. A semente apresentou os
niveis mais baixos de saponinas, ndo havendo diferenca significativa entre as
duas variedades. A casca da variedade Paulista mostrou os teores mais elevados
de saponinas, enquanto na Sabard, a polpa e o fruto inteiro destacaram-se. Os

niveis de saponinas da jabuticaba encontram-se na faixa de variacdo descrita
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para sementes de soja: 0,07 a 5,1 g 100 g' MS (Fenwick & Oakenfull, 1981;
Shiraiwa et al., 1991).
A variedade Sabard apresentou teores de inibidor de tripsina mais

elevados na casca, semente e fruto inteiro, comparado a Paulista.

TABELA 4 Teores de antinutrientes e atividade hemaglutinante, em matéria
seca, no fruto inteiro e fracdes de duas variedades de jabuticaba.

. Saponina L.Tripsina Polifenois Lectina
Variedade (g 100g™) (UTI mg " )MS* (g 100g™) (UH)**

Paulista

Casca 0,78 +0,03 dB 3,22+0,05 bA 11,18+0,22d A 2
Polpa 0,66 +0,03 cA 1,58+0,23 aA 0,45+0,02 aA ND*
Semente 0,35+0,01 aA 523+0,13 cA 7,54+035cA ND
F.Inteiro 0,620,011 bA 290+022 bA 6,49+034 bA 1
Sabara

Casca 0,63+0,01 bA 6,42+0,75 cB 11,99+0,76 ¢ B 2
Polpa 0,67+0,01 cA 1,68+0,11 aA 0,49+0,01 aA ND
Semente 0,34+0,01 aA 620+£0,18 cB 8,56+0,02 bB ND
F.Inteiro 0,68+0,02 ¢cB 4,15+0,05 bB 851+0,10 bB 2
CV (%) 2,96 7,66 4,79

Os dados sdo a média de 3 repeti¢des + desvio-padrdo. Letras mindsculas comparam
fruto inteiro e fragdes dentro de cada variedade e letras maitisculas comparam entre as
variedades. Letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05).

*UTI: Unidade de tripsina inibida.

**0 valor expressa o inverso do titulo da maior dilui¢do na base 2 que ainda produziu
aglutinacdo visivel em nimero de unidades hemaglutinantes (UH) em cada 100 pL de
amostra utilizados no ensaio com sangue humano tipo A Rh +.

# ND: Nio detectado.
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Os menores teores foram encontrados na polpa, ndo se diferenciando
entre as variedades. Inibidores de tripsina sdo usualmente encontrados em
leguminosas, sendo a soja o melhor exemplo. Nela, encontram-se teores que
variam de 37,73 a 51,68 UTI mg'1 MS (Hafez, 1983; Barcelos et al., 1999). Os
niveis de inibidor de tripsina da jabuticaba foram bem inferiores (1,58 a 6,42
UTI mg™" MS). Nio foi encontrada na literatura dosagem de inibidor de tripsina
em frutas, para comparagao.

As cascas apresentaram os maiores teores de polifenéis, ndo havendo
diferenga entre as variedades. Semente e fruto inteiro também apresentaram
teores aprecidveis de polifendis. Como na uva, esses s30 mais intensos nas
cascas e sementes. Na polpa, ndo houve diferenca entre as variedades e
apresentaram-se mais baixos que as demais amostras.

Kuskoski et al. (2006) encontraram 0,58 g de polifendis totais em 100 g
de acerola congelada e 0,14 e 0,13 g 100 g' no acai, e morango,
respectivamente. Transformando-se os dados do presente trabalho em matéria
fresca, tém-se, no fruto inteiro e na polpa, respectivamente, 1,27 e 0,07 g 100 g'1
na variedade Paulista e 1,75 e 0,07g 100 g na variedade Sabard. As cascas com
os maiores teores de polifendis tém 2,70 g 100 g na variedade Paulista e 1,89 g
100 g™ na Sabard, podendo, entdo, concluir que a jabuticaba é rica em compostos
polifendlicos, sendo na polpa encontradas as menores quantidades.

Entre os compostos fendlicos encontrados nos vegetais, estdo as
antocianinas, que s@o pigmentos soliveis na dgua, que dao cores as flores, frutos
e folhas, variando entre laranja, vermelho e azul. Sendo a casca da jabuticaba
altamente pigmentada, jd se esperavam altos teores desses compostos.

Para as antocianinas, s@o atribuidos apenas efeitos benéficos como
atividade antioxidante, por exemplo. J4 quanto aos taninos, sabe-se que podem
interagir com proteinas alimentares e formar complexos insoliveis, podendo

provocar danos a saude, como baixa digestibilidade proteica, inibicdo de
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enzimas, comprometimento do crescimento e outros, apesar de também serem
conferidos a eles vdrios efeitos benéficos. Por isso € de extrema importancia a
caracterizacdo desse constituinte, a fim de dar seguranca ao uso tanto do fruto
inteiro como de suas fragdes a inddstria alimenticia.

Nao se detectou atividade hemaglutinante na polpa e semente das duas
variedades de jabuticabas. Entretanto, a casca mostrou atividade hemaglutinante
de 2UH e, no fruto inteiro, variou de 1 na variedade Sabara, a 2UH na Paulista.
Esses valores sdo inferiores aos encontrados por Del-Vechio et al. (2005) em
sementes de abdbora, que variaram entre 2 ¢ 8 UH. Entretanto, a toxicidade da
lectina ndo estd relacionada apenas com a atividade hemaglutinante, devendo,

assim, ser mais investigada.
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6 CONCLUSAO

As cascas e sementes do fruto jabuticaba, juntos, representam mais de
50% do peso do fruto. Os teores de cinzas encontrados mostram que a
jabuticaba é uma fruta rica em minerais. O fruto também € rico em fibras,
glicideos e polifendis. Quanto a saponinas, inibidor de tripsina e lectina, tanto o
fruto inteiro quanto as suas fragdes apresentaram niveis inferiores ou
semelhantes aos de alimentos convencionais.

Portanto, o conhecimento desses constituintes quimicos do fruto e de

suas fracdes contribui para um melhor aproveitamento do fruto, seja na industria

alimenticia, seja na cosmética, promovendo a sua valoriza¢do econdmica.
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CAPITULO 3

CONSTITUINTES QUIMICOS DO FRUTO JABUTICABA E SUAS
FRACOES: II - ACUCARES, ACIDOS ORGANICOS, MINERALIS,
VITAMINA C E LIPIDEOS

1 RESUMO

O fruto inteiro e suas fracdes de duas variedades de jabuticaba
[Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg] foram analisados quanto aos teores de
acucares, acidos organicos, vitamina C e minerais, assim como a composi¢do do
6leo das cascas e sementes. As polpas apresentaram elevados teores de actcares
totais, destacando-se a frutose, seguida de glicose e sacarose, que também foram
encontradas nas cascas, sementes e consequentemente, no fruto inteiro. Foram
encontrados 5 dcidos organicos nas polpas e nos frutos inteiros, estando eles na
seguinte ordem quantitativa: 4cido citrico > 4cido succinico > 4cido malico >
acido oxalico > acido acético. Nas cascas € sementes, o acido succinico € citrico
apareceram como majoritdrios. Os dcidos mélico e acético estdo presentes em
quantidades muito baixas. Foram encontrados maiores teores de vitamina C nas
cascas e sementes de ambas as variedades. Para os minerais, o potdssio foi o
elemento mais abundante. A fruta mostrou ser rica em magnésio, fésforo, célcio
e cobre. Utilizando-se a cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de
massas, foi caracterizado o dleo de sementes que, por cromatografia de camada
delgada, mostrou ter praticamente a mesma constituicdo do dleo extraido das
cascas. O composto majoritdrio foi um fitosterol, que nao foi identificado,
seguido pelos dcidos palmitico, linoleico e oleico e o esqualeno, que foram
identificados com probabilidade superior a 98%.

Palavras-chave: Myrciaria cauliflora, acticares, dcidos organicos, minerais,
Vitamina C, composi¢do do dleo.
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CHEMICAL CONSTITUENTS OF JABUTICABA AND ITS
FRACTIONS: II- SUGAR, ORGANIC ACIDS, MINERALS, VITAMIN C,
AND LIPIDS

2 ABSTRACT

The whole fruit and its fractions (skin, seeds, and pulp) of two varieties
of jabuticaba [Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg] were analyzed for sugars,
organic acids, vitamin C, and mineral composition, as well as the composition of
the skin and seed oil. The pulp fraction of both varieties presented the highest
amount of total sugar, with emphasis on fructose, followed by glucose and
sucrose that were also found in the skin fraction, seed and the whole fruit. Five
organic acids were found in the pulp fractions and in the whole fruit: citric acid
> succinic acid > malic acid > oxalic acid > acetic acid. Higher amounts of
succinic and citric acids were found in the skin and seed fractions, as compared
to the other acids. The malic and acetic acids are present in very low quantities
in all the fractions and both varieties. Higher quantities of vitamin C were found
in the skin and seed fractions of both varieties. For the minerals, potassium was
the most abundant element found. This fruit also showed to be rich in
magnesium, phosphorus, calcium and copper. The seed fraction oil, which was
characterized by GC-MS chromatography, has the same constitution in the skin
fraction of both varieties, as confirmed by thin layer chromatography. The
majority compound was a phytosterol, that was not identified, followed by the
palmitic, linoleic, oleic acid, and squalene, identified with probability superior to
98%.

Keywords: Myrciaria cauliflora , sugar, organic acids, vitamin C, minerals, oil
composition.
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3 INTRODUCAO

A jabuticaba é uma fruta de origem brasileira, com a maioria das
espécies pertencentes ao género Myrciaria e familia Myrtaceae, que é composta
por mais de 100 géneros e 3.600 espécies. E cultivada de norte a sul do Brasil,
principalmente nos estados da regido Sudeste. Sdo plantas perenes de grande
rusticidade e altamente produtivas, podendo frutificar duas vezes ao ano e a fase
reprodutiva tem durag@o de 30 a 50 anos (Gomes, 1983). Os frutos podem ser
consumidos in natura ou em licores e geleias.

Em todo o mundo observa-se um aumento crescente no consumo de
frutas tropicais, devido ao seu valor nutricional, em alguns casos medicinais e
ainda pelo sabor exético que possuem. O comércio de frutas é estimado em
milhdes de ddlares e o Brasil destaca-se nesse cendrio como o terceiro produtor
de frutas tropicais (Kuskoski et al., 2005).

Frutas e vegetais sdo exemplos de importantes fontes de elementos
essenciais. As frutas sdo ricas em acucares, dcidos organicos, sais minerais,
vitaminas e pigmentos. Os acucares e dcidos organicos sao os responsaveis pelo
sabor e aroma dos frutos (Tiitinen et al., 2006), sendo os 4cidos organicos
amplamente utilizados na industria alimenticia como aditivos e antioxidantes.

Os minerais desempenham uma fungdo vital no peculiar
desenvolvimento e boa satde do corpo humano, pois regulam o metabolismo de
diversas enzimas, o equilibrio 4cido-base, a pressdo osmdtica, a atividade
muscular e nervosa, facilitam a transferéncia de compostos essenciais através
das membranas e, em alguns casos, fazem parte dos elementos constituintes dos
tecidos do organismo (Morgano et al., 1999). As frutas sdo consideradas as

principais fontes de minerais necessdrios na dieta humana (Gondim et al., 2005).
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J4 os lipidios desempenham um importante papel no que diz respeito a
qualidade de certos produtos alimentares, particularmente em relacdo as
propriedades sensoriais, que os tornam desejaveis (flavor, cor, textura). Por
outro lado, conferem valor nutritivo aos alimentos, constituindo uma fonte de
energia metabdlica, de 4dcidos graxos essenciais (4cidos linoleico, linolénico) e
de vitaminas lipossoluiveis (A, D, E e K).

Muito pouco se sabe dos constituintes quimicos da jabuticaba,
especialmente relativo as fracdes do fruto, casca e semente. Alguns estudos na
literatura sdo apenas relativos a minerais e actcares da variedade Sabara (Barros
et al., 1996; Sato & Cunha, 2007).

Neste trabalho objetivou-se analisar o fruto inteiro e suas fragdes (casca,
polpa e semente), de 2 variedades (Paulista e Sabard) de jabuticaba (Myrciaria
cauliflora Berg), quanto aos teores de acticares, dcidos orgdnicos, minerais,
vitamina C e a composicao lipidica, a fim de incentivar o reaproveitamento do
fruto, principalmente das fracdes casca e semente, que correspondem a
aproximadamente 50% do fruto (Lima et al., 2008), como alternativa nutritiva de

dieta de baixo custo, na industria alimenticia e cosmética.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras

Jabuticabas maduras de duas variedades, Paulista e Sabara, foram
colhidas pela manha, na fazenda Sdo José do Ismeril, municipio de Coqueiral,
MG. Em seguida, foram selecionadas, lavadas, sanificadas com hipoclorito de
sédio (200 mg L") por imersdo de 10 minutos, pesadas e separadas em fruto
inteiro e em fracdes (casca, polpa e semente) e cada uma dessas partes foram
pesadas e separadas para se obter trés repeticdes. A parte destinada a andlise de
frutos inteiros foi triturada em liquidificador por 2 minutos, congelada em
por¢des de peso conhecido e liofilizadas até peso constante. Os frutos foram
esmagados sobre uma peneira grossa, separando-se as cascas, sementes e polpa,
que foram embaladas, pesadas, congeladas e liofilizadas até peso constante.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial 4 x 2, sendo 4 as fragdes: fruto inteiro, casca, polpa e
semente, e 2 variedades de jabuticabas com 3 repeticdes. A andlise estatistica foi
feita empregando-se o programa SISVAR (Ferreira, 2003), sendo as médias

comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

4.2 Analises
4.2.1 Determinacio colorimétrica de acticares

Os actcares totais foram extraidos pelos métodos de Lane-Enyon
Association of Official Agricultural Chemists, AOAC (1990) e determinados
pelo método de Somogyi, adaptado por Nelson (1944).

72



4.2.2 Preparo de amostras para determinacdo de aciicares e acidos
organicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
A extracdo para determinacdo de acticares e 4cidos organicos por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Foi feita com agitacdo de 3 g
de cada amostra com 20 mL de dgua destilada, centrifugacdo em 10.000 x g por
10 minutos a 30°C. Os residuos foram lavados por quatro vezes com a mesma
quantidade de &4gua, para remogdo de todo agiicar, e os sobrenadantes,
combinados. Os extratos foram liofilizados para concentragao e redissolvidos em
10 mL de 4gua destilada. Os extratos das fragcdes cascas, sementes e frutos
inteiros foram submetidos a uma coluna de vidro de 17 cm de comprimento por
1,5 cm de didmetro com 20 g de resina de troca idnica catidnica Amberlite
IR120H, previamente tratada, para a remog¢do dos pigmentos, para que fossem
levadas ao cromatégrafo e ndo causassem danos ao detector de indice de
refracdo.

Foram recolhidos 5 mL do extrato incolor da por¢do média do total
introduzido e, posteriormente, foram filtrados em membranas Millipore, GV
(Durapore) de porosidade de 0,22 um, assim como os extratos das polpas (que
ndo foram percoladas pela coluna de troca idnica, por ndo serem pigmentadas)
antes de serem levados para andlise cromatografica.

O mesmo extrato foi utilizado para a determinag@o qualitativa de dcidos

organicos.

a) Determinacao de aciicares

Foi utilizado cromatégrafo de fase liquida Shimatzu, modelo LC-10AI
(Shimatzu Corp., Japao), equipado com bomba (modelo LC-10Al). Para a
andlise dos carboidratos, foi utilizado detector de indice de refragdo (modelo
RID-10 A), coluna C18 Zorbax (Agilent), de 4,6 x 250 mm x 5 pm. A fase
movel foi acetonitrila desgaseificada em banho ultrassonico e bomba de vécuo.

O fluxo foi de 0,8 mL min.” a uma temperatura de 30°C. A quantificacio foi
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feita por comparacdo com curva analitica de 7 pontos, utilizando-se padrdes de

glicose, frutose e sacarose da Supelco.

b) Determinacao de acidos organicos

Para a andlise de 4cidos organicos, utilizou-se detector UV- visivel
(modelo SPD -10AI), com comprimento de onda de 210 nm; temperatura de
forno de 50°C, com fluxo de 0,6 mL min™'. A coluna utilizada foi de troca i6nica
cationica Shim-Pack SCR 101H de 7,9 mm x 300 mm e a fase modvel foi dgua
ultrapura, com pH ajustado para 2,1 com &cido perclérico qualidade HPLC.
Foram utilizados padrdes -certificados de &dcido acético (Merck), dacidos

succinico, oxdlico, citrico e malico (Supelco), para a identificacdo dos 4cidos.

4.2.3 Determinacao de vitamina C
a) Preparacao das amostras

A extragdo para a andlise cromatogréfica de vitamina C foi feita com 0,5
g de amostras liofilizadas em 50 mL de 4cido oxédlico e 0,1 g de terra de
infusério, sob agitacdo por 15 min em agitador horizontal e, posteriormente,
filtrado em papel Whatman n® 40 (Strohecker & Henningg, 1967). Os extratos
foram filtrados em membrana Millipore de 0,22 um, antes de serem levados ao

cromatdégrafo.

b) Analise cromatografica

Foi utilizado um cromatégrafo liquido da marca Shimadzu LC 20 A,
detector UV-Vis sendo os cromatogramas a 254 nm; bomba quaterndria,
desgaseificador e injecdo automdtica. Foram utilizadas coluna C18 Nucleosil
(250 x 4,6 mm x 5 um) e pré-coluna C18 (15 x 3,2 mm x 7 5 pm). Como fase
mével, foi utilizado um tampao de pH de 6,7, contendo acetato de sédio 0,04

mol L', EDTA 0,05 mol L, fosfato de tributilamdnio 0,5 mol L de modo
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isocratico, com fluxo de 0,6 mL min.”, com um tempo de corrida de 15 minutos
para cada amostra (Silva et al., 2009). Foi feita uma curva analitica com 7
pontos, em triplicata com 4cido ascérbico (1 a 100 mg L) para comparacio dos
tempos de retencdo e quantificacio da vitamina C, nos extratos dos frutos
inteiros e das fracdes das duas variedades de jabuticaba.

Todos os reagentes utilizados foram de grau HPLC e dgua Milli-Q.

4.2.4 Determinacao de minerais

Para a andlise de minerais, foi feita uma digestdo nitroperclérica a
quente, com 0,5 g de cada amostra liofilizada. Ao final da digestdo o volume do
extrato foi completado para 15 mL com &4gua deionizada. Nessa digestao, ocorre
a retirada dos minerais dos compostos organicos da amostra ou que estdo
adsorvidos a eles. As andlises de cdlcio, magnésio, cobre, manganés, ferro e
selénio foram feitas por espectrofotometria de absorcdo atomica, utilizando-se
um aparelho modelo SpectrAA 110, (Varian INE), calibrado em condi¢des
especificas de comprimento de onda, fenda e mistura dos gases para cada
elemento. Foésforo e enxofre foram analisados por espectrofotometria de
UV/Vis, em aparelho Perkin Elmer Lambida 25 UV/Vis e s6dio e potdssio
foram analisados por fotometria de emissdo de chama, em aparelho Micronal
B262. Para todas as andlises, utilizaram-se os procedimentos descritos por
Malavolta et al. (1989).

Para a construcio das curvas analiticas com 5 pontos cada uma, foram
utilizadas ampolas de padroes (Titrisol, Merck), dgua ultrapura (Milli-Q) e as

concentragdes variaram de acordo com as amostras.
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4.2.5 Determinaciao da composicao dos lipideos
a) Extracao do lipideo

A extracdo dos lipideos das cascas e sementes das duas variedades de
jabuticaba foi feita pelo aparelho Soxhlet, utilizando cartuchos com 10 g de
amostra e éter de petréleo como solvente de arraste, em temperatura de 63°C por
3 horas, tendo sido feitas vdrias extragdes. Apds a extracdo, o solvente foi
evaporado e o 6leo recolhido e armazenado em frasco ambar.

Nao foi realizada a caracterizagdo de lipideos das polpas, em razdo dos

baixissimos teores encontrados nessa fragao.

b) Cromatografia de camada delgada

O ¢leo da casca e semente das duas variedades de jabuticaba foram
cromatografados em placas de silica gel, empregando-se como fase mével
hexano/cloroférmio (60:40). Apés ser verificado que as cascas das duas
variedades apresentaram a mesma constituicdo, foram cromatografadas
juntamente com Oleos de sementes das duas variedades, constatando-se terem
praticamente a mesma composicdo. O revelador empregado foi o anisaldeido,

com posterior aquecimento em placa aquecida a 105°C.

¢) Analise da composicao quimica do éleo

Cerca de 1 mg das amostras foi solubilizado em 2 mL de diclorometano
e a essa solucdo adicionaram-se algumas gotas de uma solucdo éterea de
diazometano para a metilacdo dos 4cidos graxos. Posteriormente, evaporaram-se
os solventes com o auxilio de gés nitrogénio. Finalmente, as amostras, isentas de
solvente, foram novamente solubilizadas em diclorometano para serem
analisadas no cromatdgrafo gasoso de alta resolucdo, acoplado a espectrometria
de massas (CGAR-EM). Empregou-se a CGAR-EM para a separacdo e

caracterizagdo quimica dos componentes presentes no extrato de cascas e
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sementes das duas variedades de jabuticaba. Todas as anélises foram realizadas
com uma mesma programagado do forno cromatografico. Utilizou-se uma coluna
capilar cromatogréfica DB-1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm) e 1 puL de cada
amostra solubilizada em diclorometano foi injetado, utilizando-se a técnica de
agulha aquecida. A corrida cromatografica iniciou-se em 80°C, aumentando-se
gradativamente 5°C por minuto até a temperatura de 270°C, permanecendo em
isoterma por 15 minutos. O modo de injecdo foi com divis@o de fluxo (10:1) e as
temperaturas do injetor e da linha de transferéncia foram de 270°C e 280°C,
respectivamente. O gds de arraste empregado foi o hélio (1000,0 psi) e o tempo
de ndo detec¢do do solvente foi de 5 minutos. Os espectros de massa foram
obtidos na faixa de 50 a 800 Da e a espectroteca empregada foi a Wiley 275
(G1034C, Versao C0300-Hewlett-Packard 1984-1994).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Acticares

Os resultados da determinagdo colorimétrica de acticares soldveis totais,
redutores e ndo redutores do fruto inteiro e suas fragcdes casca, polpa e semente
sdo mostrados na Tabela 1.

A quantidade de acucares encontrada na casca e semente foi muito
elevada. Parte desses provavelmente se deve aos agucares da polpa que ficaram
aderidos, apesar dos esforcos de se separar bem as fragdes. A semente de
jabuticaba apresenta uma camada mucilaginosa aderida a ela, que, apesar de ter
sido esfregada sobre uma peneira, ndo foi lavada, apds a separacdo. O mesmo
aconteceu com a casca. Os teores de acucares tiveram ligeira diferenca entre as
variedades e entre as fracdes, principalmente entre as cascas e sementes.

Barros et al. (1996), analisando agucares na polpa de jabuticaba da
variedade Sabard, de frutos em desenvolvimento, e utilizando a mesma
metodologia do presente trabalho, encontraram na polpa, 60 g 100 g de
acticares totais em matéria seca, ¢ 49 g 100 g de actcares redutores, e nas
cascas e sementes, quantidades bem menores das encontradas no presente
trabalho. Essa diferenca pode ser devida ao fato de as amostras terem sido
colhidas no més de julho, més de inverno, quando o fotoperiodo é menor, com
consequente queda na quantidade de agtcar do fruto.

Ja Sato & Cunha (2007), analisando polpa fresca de jabuticaba da
variedade Sabard, encontraram 11,80 g 100 g de agiicares totais e 9,8 g 100g™
de acucares redutores: transformando os teores encontrados nas polpas
liofilizadas do presente trabalho em matéria fresca, a variedade Paulista

apresentou 12,84 g 100 g para agticares totais e 9,93 g 100 g"' para agticares
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redutores e a variedade Sabard, 11,34 g 100 g para agticares totais e 9,74 g 100

g para acticares redutores, resultados esses muito semelhantes.

TABELA 1 Actcares soldveis totais, agucares redutores e ndo redutores dos
frutos inteiros e suas fracdes de duas variedades de jabuticaba (g

100g™ MS).
Aciicares nao-

Paulista Aciticares totais Acitcares redutores redutores
Casca 46,57+ 043bB 44,72 + 0,43¢cB 1,76 £ 0,00a A
Polpa 79,78 £2,21c B 61,71 £ 406dA 17,17 £ 1,76cB
Semente 32,77 +2,14a A 29,64 + 229a A 297 £ 0,24a A
Fruto inteiro 4833+ 1,16 b A 40,21 £ 0,79b A 7,70 + 1,22b A
Sabara
Casca 3893+ 1,56a A 3324 £+ 1,74aA 541 + 0,88bB
Polpa 75,37 +£1,00c A 64,74 + 043cA 10,10 £ 0,86c A
Semente 36,42+ 1,57aB 33,15 + 1,57aB 3,11 £ 0,00a A
Fruto inteiro 4591 £2,07b A 3946 £ 1,L1I9bA 6,13 £ 0,92b A
CV (%) 3,22 4,43 13,77

Os dados s@o a média de 3 repeti¢des + desvio-padrio.

Letras minudsculas na coluna comparam entre as fracdes e letras maidsculas na coluna
comparam entre as variedades. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott (P <0,05). Teor de umidade das amostras: capitulo 2, item 3.

Na andlise por CLAE, os mesmos actcares, frutose, glicose e sacarose
foram encontrados no fruto inteiro e nas fracdes das duas variedades de
jabuticabas. Entretanto, parte dos acucares dessas fracdes ficou adsorvido na
resina de troca idnica, usada para remog¢do dos pigmentos, ndo sendo possivel
quantificd-los corretamente. Portanto, quantificaram-se apenas os agucares das
polpas (Tabela 2), cujos extratos ndo foram percolados na coluna de troca ionica.

Dos acgticares, a frutose apresentou maiores teores que a glicose e estes

maiores que a sacarose (agicar ndo redutor), em conformidade com a andlise
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colorimétrica. A variedade Paulista apresentou maiores teores de glicose que a

Sabara, nesta variedade, os teores de sacarose foram maiores.

TABELA 2 Acicares (g 100 g' MS) nas polpas de duas variedades de

jabuticaba por CLAE.
Variedade Frutose Glicose Sacarose
Paulista 38,25 £4,57 32,87 £3,25 9,87 + 0,27
Sabara 32,96 £2.68 26,40 £ 0,60 11,69 £0,21

Os dados s@o a média de 3 repeti¢des + desvio-padrao.
Teor médio de umidade das polpas: Paulista: 83,91 g 100 g''; Sabaré: 84,95 g 100 g™

A soma dos acticares na andlise cromatogréfica na variedade Paulista foi
de 80,99 g 100 g'MS, sendo a soma dos aciicares redutores e sacarose no
método colorimétrico de aproximadamente 78,88 g 100 g'MS. Na variedade
Sabaré, a soma no método cromatografico foi de 71,05 g 100 g'MS e 74,84 g
100 g'MS no colorimétrico, mostrando coeréncia nas duas metodologias. Nio
foram encontradas na literatura, estudos sobre os acticares em jabuticaba, por
cromatografia, para comparagdo dos resultados.

Na Figura 1 é mostrado o cromatograma e respectivos tempos de

retengdo de uma amostra de polpa da variedade Paulista.
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FIGURA 1 Cromatograma de agucares da polpa de jabuticaba var. Paulista, por
CLAE. O pico aos 17,22 min. refere-se a frutose; aos 19,87 min. a
glicose; e aos 28,81 min., a sacarose. As condi¢des cromatograficas
estdo descritas no subitem 2.2.2.a de material e métodos.

5.2 Acidos organicos

Foram encontrados, no fruto inteiro e na fracdo polpa das duas
variedades de jabuticaba, os dcidos citrico, succinico, malico, acético e oxalico,
apresentando-se na seguinte ordem: 4cido citrico > 4cido succinico > dcido
madlico > 4dcido oxdlico > dcido acético; os dcidos oxdlico e acético aparecem em
quantidades muito baixas, como € mostrado na Figura 2. Nas cascas e sementes,
os 4cidos succinico e citrico aparecem como majoritdrios. Os dcidos maélico e
acético aparecem em quantidades muito baixas (Figura 3). Como a resina de

troca idnica adsorveu parte dos dcidos, eles ndo foram quantificados.
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FIGURA 2 Cromatograma de écidos organicos da polpa de jabuticaba var.
Sabari, por CLAE. Picos: 1 = Ac. oxalico; 2 = Ac. citrico; 3 = Ac.

malico; 4 = Ac. succinico; 5= Ac. acético. As condi¢des
cromatograficas estdo descritas no subitem 2.2.2. b de material e
métodos.

Jham et al. (2007) analisaram os dcidos organicos nas polpas e cascas
de jabuticabas dessas duas variedades colhidos na regido de Vicosa, MG. As
amostras foram analisadas por cromatografia gasosa e liquida, do 20° ao 42° dia
apos a floracdo, durante o desenvolvimento dos frutos, ndo informando se, ao
42° dia, esses frutos estavam maduros. Os autores encontraram apenas 3 dcidos
organicos, sendo os maiores teores de dcido succinico, seguido de 4cido citrico e
apenas tracos de dcido maélico. Esses pesquisadores verificaram que, nas polpas,
os teores de dcido citrico diminuiram até 50% com o tempo e o 4cido succinico
diminuiu quase 77% na Sabard e mais de 95% na Paulista. Nas cascas, 0s
resultados foram mais diferenciados entre uma variedade e outra. Na Sabara, os

teores de 4cido citrico mantiveram-se praticamente inalterados do 20% ao 42°
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dias, enquanto na Paulista houve um aumento de 100%. J4 para o &cido
succinico houve queda de mais de 76% na Sabard e 57% na Paulista. Verifica-se
que os 4dcidos organicos tém os seus teores alterados em funcdo do

desenvolvimento e maturacio do fruto.
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FIGURA 3 Cromatograma de dcidos orgénicos da casca de jabuticaba var.
Paulista por CLAE. Picos: 1 = Ac. oxdlico; 2 = Ac. citrico; 3 = Ac.

malico; 4 = Ac. succinico; 5 = Ac. acético. As condicdes
cromatograficas estdo descritas no sub item 2.2.2.b de material e
métodos.

Possivelmente os maiores teores de 4cido succinico que citrico
encontrados na polpa, no trabalho citado, seja devido ao método de extracdo
empregado, que pode ter favorecido a extracdo do 4cido succinico, ou por outro

fator, como época de colheita, adubacdo, irrigacdo, intensidade solar, cultivar e
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temperatura (Davey et al., 2000), que também podem influenciar os niveis de

dcidos organicos.

5.3 Vitamina C

As andlises cromatograficas para quantificacdo de vitamina C, nas
fracdes das duas variedades de jabuticaba (Tabela 3), mostraram que as cascas
apresentaram os maiores teores, tendo a variedade Sabard se destacado. As
sementes também apresentaram teores superiores aos das polpas.

Na Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos, (Taco, 2006) da
Unicamp, é mostrado um teor de vitamina C de 16,2 mg 100 g' na polpa fresca
de jabuticaba. Hernandez et al. (2006), analisando vitamina C em frutas frescas
por diferentes métodos, encontraram teores para a laranja de 66 mg 100 g-' e
para o mamao, de 149 mg 100 g, empregando solugio de dcido metafosférico e
acético como extrator e andlise por CLAE. Odriozola-Serrano et al. (2007)
encontraram 59,10 mg 100 g de vitamina C para o morango, fruto com maior

teor de vitamina C, entre os analisados.

TABELA 3 Teores de vitamina C (mg 100 g MS) por CLAE, no fruto inteiro e
suas fracdes, de duas variedades de jabuticaba.

Amostra Paulista Sabara
Casca 246,28 £9,24 b A 298,23 £40,53 c A
Polpa 163,38 £7,56 a A 167,54 +1,42 a A
Semente 204,78 £+ 12,81 b A 212,40+ 18,02 b A
Fruto Inteiro 221,76 40,40 b A 265,68 +4,17 ¢ B
CV (%) 10,69

Os dados sdo a média de 3 repetigdes + desvio padrdo. Letras mintscula na coluna
comparam entre as fragdes, letras maidsculas na linha comparam entre as variedades.
Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05). Teor de umidade
das amostras: capitulo 2, item 3.
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Expressando os resultados do presente trabalho em matéria umida,
esses valores passariam para 59,50; 26,29; 60,55; e 43,57 mg 100g’l na casca,
polpa, semente e no fruto inteiro, respectivamente, na variedade Paulista e
47,00; 25,21; 60,58 e 54,70 mg 100 g'1 na casca, polpa, semente e no fruto
inteiro, respectivamente, na variedade Sabard. Assim, os niveis encontrados nas
polpas das duas variedades de jabuticaba foram superiores aos encontrados na
TACO (2006), o que pode ser devido a época de colheita, adubacio e irrigacao,
entre outros fatores. Verifica-se que esses teores sdo normalmente encontrados
em frutas, mas em valores inferiores em frutos considerados muito ricos em
vitamina C, como a acerola, que contém 1.500 mg 100 g' (Yamashita et
al.,2003).

A ingestdo didria recomendada (IDR) de vitamina C é de 60 mg. A
ingestdo de 100 g de polpa in natura de jabuticaba (fracdo com menores teores
da vitamina) representa 41,67% das necessidades didrias, porcentagem bastante
satisfatoria. As sementes e cascas mostram-se, assim, boas fontes de vitamina

C, podendo ser utilizadas para o enriquecimento de alimentos e cosméticos.

5.4 Minerais

O sodio tem maiores teores na semente da Sabard quando comparada
com a variedade Paulista; entretanto, apresenta-se igualmente distribuido nas
fracdes e fruto inteiro. Na variedade Paulista, com excecdo da semente, a casca,
polpa e fruto inteiro também apresentaram igual teor de sédio.

O potéssio foi o elemento, entre os analisados, que apresentou teores
mais elevados, sendo maior na fracdo casca e no fruto inteiro da variedade
Sabard (Tabela 4). Nas polpas, os teores foram iguais entre as variedades, e nas

sementes, a variedade Paulista apresentou teores maiores que a Sabard.
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TABELA 4 Minerais (mg 100g" MS) no fruto inteiro e em suas fracdes de duas variedades de jabuticaba.

98

Paulista Calcio Potassio Magnésio Sédio Fosforo
Casca 50,00 £ 10,00 a A 1.206,67 £56,86 c A 80,00+ 0,05 b A 62,18+286 bA 63,33 £5,77 b A
Polpa 4333 +£5,77 a A 1.003,33 £32,15 aA 66,67 £5,77 a A 63,35+0,51 bA 53,33 +£5,77 a A
Semente 70,00 +10,00b B 1.006,67 £30,55 aB 110,00 £ 10,00 c A 54,17+£4,73 aA 106,67 £5,77 d A
Fruto Inteiro 60,00 £ 0,00 b A 1.113,33 £60,28 b A 86,67+577 b A 60,76 £ 1,82 b A 73,33+ 5,77 cA
Sabara
Casca 56,67+£5,77 aA 1.496,67£5,77 dB 90,00 £0,05 b B 61,10£2,05 aA 63,33 £5,77 a A
Polpa 53,33 +£5,77 aA 1.026,67 £56,67 b A 73,33 £5,77 a A 62,55+0,16 aA 56,67 +£5,77 a A
Semente 56,67+£5,77 a A 930,00 £17,32 aA 116,67 £5,77d A 62,19+2,00 aB 110,00 £5,77 c A
Fruto Inteiro 56,67 £5,77 a A 1.180,00 £ 10,00 c¢B 100,00 £ 0,06 ¢ B 61,12+£1,96 a A 76,67+£5,77 bA
CV (%) 12,13 3,04 5,97 3,89 7,16
Paulista Cobre Manganés Ferro Enxofre Selénio
Casca 0,86+0,04 b A 1,69+052 b A 1,77+0,06 aA Tragos Tragos
Polpa 0,65+0,04 a A 1,13+0,08 a A ND Tracos Tracos
Semente 1,19+0,02 c A 0,90 +0,17 a A 3,75+ 0,08 b A Tragos Tragos
F. Inteiro 0,87+ 0,01 bA 1,30+0,02 a A 5,92+ 0,83 ¢cB Tragos Tragos
Sabara
Casca 0,89+0,06 b A 1,71+0,11 b A 1,68 +0,02 aA Tragos Tragos
Polpa 0,69+0,02 aA 1,24 +0,02 aA ND Tracos Tracos
Semente 1,46 +£0,01 ¢cB 1,04 +£0,05 a A 5,22+0,17 ¢cB Tragos Tragos
F. Inteiro 0,93+0,03 bB 1,27+0,04 a A 2,59 +0,23 bA Tragos Tragos
CV (%) 3,34 16,65 5,43

Os dados sdo média de 3 repeti¢des + desvio-padrdo. Letras mindsculas na coluna comparam entre as fragdes e maitisculas comparam entre
ndo diferem entre

as

variedades. Letras

iguais

si pelo

teste de

Scott-Knott

(P < 0,05.ND

Nio determinado.



As frutas normalmente sio ricas em potdssio, principalmente as cascas.
Segundo Vanillo et al.( 2006), o potdssio € um elemento que apresenta grande
mobilidade nas plantas, devido a sua pouca afinidade em formar quelatos
organicos, explicando, assim, a sua grande quantidade nos tecidos vegetais.

Souza (1992) analisou minerais nas fracdes de jabuticaba, variedade
Sabard durante seu desenvolvimento, por espectrometria de absor¢do atdmica e
fotometria de chama e encontrou teores aproximados de 1.267 mg 100 g de
potdssio na casca; 1.209 mg 100 g’ na polpa e 585 mg 100 g na semente de
jabuticaba em matéria seca (MS). Comparando-se com os resultados do
presente trabalho, observa-se que hd diferengas e essas provavelmente sdo
devidas a diversos fatores, como grau de maturidade, fertilizacdo do solo,
irrigacdo, intensidade de luz recebida e temperatura.

Gondim et al.(2005), analisando cascas de frutas secas, verificaram que
dos minerais analisados, o potdssio apresentou a maior concentragdo, sendo a
tangerina in natura a que apresentou os maiores teores: 598,36 mg 100 g.
Abaixo do potdssio, o cdlcio e o magnésio foram os minerais mais abundantes
nas cascas das frutas analisadas pelos autores acima citados.

O magnésio neste trabalho também apresentou elevados teores, assim
como o fosforo, sédio e o calcio. As sementes das duas variedades tém os
maiores teores de magnésio, que se sobressai também no fruto inteiro e na casca
na variedade Sabara. Esse resultado esta em conformidade com Souza (1992),
que encontrou maiores teores de magnésio na semente, seguido da polpa e casca.
Além da provavel participacdo do magnésio na pigmentacdo verde do fruto,
Souza (1992) observou acimulo do mineral na casca de jabuticabas até préximo
do final do ciclo do fruto e sugeriu que esse comportamento esteja relacionado
ao actimulo de antocianinas, uma vez que esse mineral, segundo Goodwin &

Mercer (1983), esta associado a alteragdes na cor desses pigmentos.
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Os teores de fosforo sdo iguais entre as variedades, sendo na semente
onde ocorre maior acimulo desse mineral. A grande propor¢do de fésforo na
semente pode estar associada a presenca de fitina, composto tido como reserva
de fosforo para a germinacdo (Mengel & Kirkby, 1987).

O célcio apresentou-se bem distribuido entre as fra¢des; a semente da
variedade Paulista apresentou maiores teores (70 mg 100 g"' MS) que a semente
da Sabari (56,67 mg 100 g MS).

As sementes também tém maiores teores de cobre, sendo mais elevada
na variedade Sabard. O manganés ja se sobressai nas cascas das duas variedades,
provavelmente pelo fato de o manganés estar relacionado com a pigmentacao do
fruto. O manganés tem importante papel na manutencdo da atividade
fotossintética do fruto (Marschner, 1995).

Os teores de ferro apresentaram-se de forma irregular na fragdo semente
e no fruto inteiro, entre as variedades, sendo as sementes mais ricas que as
cascas. A determinagdo nas polpas nao foi realizada.

Existem duas formas quimicas do ferro nos alimentos: o ferro heme e
nao heme. O primeiro encontra-se na estrutura do anel porfirina, ligado a
hemoglobina e mioglobina, representando cerca de 40% do ferro do tecido
animal e sua absorcdo € elevada. As formas inorganicas ou ferro ndo heme estio
presentes tanto em tecidos animais como em todos os vegetais que contém ferro;
porém, sdo de baixa biodisponibilidade (Moura & Canniatti-Brazaca, 2006). O
ferro também participa de enzimas como catalases e peroxidases, fazendo parte
do grupo prostético “heme,” além de estar relacionado a acdo antioxidante
(Marschner, 1995).

Os elementos enxofre e selénio apareceram somente em quantidade de

tracos em todas as fracdes.
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Foram efetuados cdlculos dos percentuais de contribui¢do de mineral de
cada fracdo em relacdo a ingestdo didria recomendada (IDR) para um adulto

(Tabela 5).

TABELA 5 Percentual da ingestdo didria recomendada (IDR) para um adulto em
relacdo a 100 g do fruto inteiro e suas fragdes de duas variedades de
jabuticaba liofilizadas

Paulista Ca K Mg Na P Cu Mn Fe
Casca 6,3 61,2 26,7 32 7,9 28,7 33,8 12,6
Polpa 54 509 22,2 3,3 6,7 21,7 22,6 -

Semente 8,8 51,0 36,7 2,8 133 39,7 180 26,8
Fr.inteiro 7,5 564 28,9 3,1 9,2 29,0 260 423

Sabara
Casca 7,1 7509 30,0 3,2 7,9 297 342 12,0
Polpa 6,7 52,0 24.4 3,2 7,1 23,0 24,8 -

Semente 7,1 47,1 38,9 3,2 13,8 48,7 20,8 37,3
Fr.inteiro 7,1 59,8 33,3 3,1 9,6 31,0 25,4 18,5

Observa-se que a jabuticaba ndo € boa fonte de célcio, sédio e fésforo.
A casca da variedade Sabard contém o equivalente a 75,9% das necessidades
didrias de potdssio e, mesmo as polpas e sementes que apresentam teores mais
baixos, contribuem com aproximadamente 50% dos teores recomendados para
esse nutriente, mostrando que a jabuticaba é uma Otima fonte de potdssio. A
fruta é boa fonte também de magnésio, manganés e cobre. As sementes sdo mais
ricas em magnésio, cobre e ferro. Ji as cascas contribuem mais com as
necessidades de manganés. Pode-se verificar que as cascas e sementes
analisadas, muitas vezes, apresentam quantidades de nutrientes maiores que suas

respectivas partes comestiveis. A fruta na forma liofilizada (desidratada) é uma
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excelente forma de utilizagdo, para enriquecimento de alimentos e farinhas,

podendo ser utilizada por um tempo muito maior, por estar desprovida de dgua.

5.5 Lipideos

Os dleos das sementes apresentaram cor amarelo-clara, cheiro e aspecto
resinoso. Os 6leos das cascas apresentaram cor verde escuro e também cheiro e
aspecto resinoso.

Os teores de extrato etéreo encontrados nas polpas das duas variedades
de jabuticabas foram muito baixos: 0,06 g 100 g'MS na variedade Sabard e 0,21
g 100 g'MS na Paulista (Tabela 2, cap. 2). Os teores nas cascas e sementes
também nao foram elevados: 0,53 e 0,68 g 100 g'lMS na fracdo semente e casca,
respectivamente da variedade Paulista, e 0,58 e 0,57 g 100 g'MS da Sabard. De
acordo com andlise em cromatografia de camada delgada (CCD) (Figura 4), os
6leos apresentam constitui¢do semelhante, tanto entre as variedades quanto entre
as fracdes.

Os constituintes do lipideo extraido das amostras foram identificados,
por meio de seus respectivos ésteres metilicos, por comparacdo do espectro de
massa correspondente a cada pico no cromatograma, com espectros de massa

contidos em bancos de dados da biblioteca de padrdes (Wiley 275).
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FIGURA 4 Cromatografia de camada delgada (CCD) do dleo de cascas e
sementes de duas variedades de jabuticaba. PC= Paulista casca;
SC= Sabara casca; PS = Paulista semente € SS = Sabara semente.

Os lipideos extraidos das cascas das duas variedades de jabuticaba nao
puderam ser identificados devido a interferentes. Mas como a andlise preliminar
feita por CCD (Figura 4) indicou que a composicdo dos Oleos extraidos das
fracOes cascas e sementes parece ter constituicdo semelhante, podem-se
considerar os compostos identificados no éleo de sementes como os mesmos dos
6leos das cascas.

A andlise dos lipideos foi fundamentada na biblioteca eletronica citada
no subitem 2.2.5.c, considerando a probabilidade acima de 98%. Os
triacilglicer6is normalmente sdo os constituintes majoritarios dos dleos vegetais.
Os constituintes minoritdrios sdo os monoglicerideos e diglicerideos, acidos
graxos livres, fosfatideos, esterdis, alcodis, vitaminas e outras substincias ainda
ndo identificadas (Freitas et al., 2008). Neste trabalho os lipidios ndo foram

quantificados.
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Nas Figuras 5 e 6 sdo apresentados os cromatogramas do 6leo da
semente de jabuticaba da variedade Sabard e Paulista, respectivamente. Na
Tabela 6, sao mostrados os compostos majoritarios, seus tempos de retencio e
respectivas dreas médias percentuais relativas.

Para a variedade Sabard, o composto mais abundante na semente foi um
fitosterol, um intermedidrio ou produto de biossintese de esterdis, que ndo pdde
ser identificado apenas com o espectro de massas e pela biblioteca de padroes,
apresentando uma 4rea média relativa de 29,04%. O &cido linoleico (22,22 min.)
com drea de 10,48% e o dcido palmitico (19,07 min.), com drea média de 6,23%,

completam os 3 mais abundantes.

Abundance 41,18

3000000 1
2800000 7
2600000
2400000 7
2200000
2000000
1800000
1600000
1400000 1
1200000 7
1000000 1
800000 1
600000
400000
200000

Time-

I —

1200 220 240 260 28.0 30.0 32.0 340 36.0 38.0 40.0

FIGURA 5 Cromatograma do dleo de semente de jabuticaba da variedade
Sabard. Metodologia de andlise estd especificada no subitem
2.2.5.c de material e métodos.
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Abundance
119,06 222 41,13

2000000
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800000 224 3¢.35
600000 | 2,97

400000
200000 20 22 24, 26 28. 30. 32. 34 36. 38. 40.

Time-

FIGURA 6 Cromatograma de 6leo de semente de jabuticaba da variedade
Paulista. Metodologia de andlise estd especificada no subitem
2.2.5.c de material e métodos.

TABELA 6 Area média (%) dos constituintes majoritarios da fragdo lipidica das
sementes liofilizadas de duas variedades de jabuticaba.

Tempo retencio Area (%)
Constituinte (min.) Paulista Sabara
Acido palmitico 19,07 15,23 6,23
Acido linoleico 22,22 15,82 10,48
Acido oleico 22,40 3,98 1,34
Esqualeno 34,34 4,49 1,68
Fitosterol (NI)* 41,11 24,15 29,04

*NI. = Nio identificado.
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Foram identificados ainda o acido oleico, com area de 1,34%, o acido
estedrico (22,97 min.) e o esqualeno (34,34 min.), com uma 4rea de 1,68%. O
pico em 39,60 min. também nao pdde ser identificado (Figura 6).

Como foi verificado na CCD, a variedade Paulista apresentou
praticamente os mesmos constituintes do 6leo de semente da variedade Sabar4.
Apenas as propor¢des apresentaram-se diferente. O fitosterol ndo identificado
também foi o composto majoritrio, apresentando uma drea média de 24,15%. O
acido linoleico vem seguido do dcido palmitico. O 4cido oleico (22,40 min.)
apresenta uma drea média de 3,98%, e o esqualeno, de 4,49%.

Os espectros de massa dos compostos retidos em 19,06 min., 22,22 min.
22,29 min. e 34,34 min. identificados como &cido palmitico, linoleico, oleico e
esqualeno, bem como os espectros de massa do composto néo identificado retido
em 41,13 min e espectros da biblioteca de padrdes sdo mostrados no Anexo B.

A provavel estrutura do composto majoritirio na variedade Sabard,
(fitosterol nao identificado) mostrada na Figura 7, € um {fon molecular de m/z =
414 e férmula molecular C,oH;5,0.

O 4cido palmitico (C16:0) é um 4cido graxo saturado, enquanto os
acidos oleico (C18:1) e o linoleico (C18:2) sdo insaturados e aparecem no 6leo
de semente das duas variedades de jabuticaba. O 4cido linoleico apresentou-se
majoritirio no O6leo de sementes das duas variedades de jabuticaba e é
considerado 4cido graxo essencial, pois o organismo humano ndo consegue
sintetizd-lo, sendo importante na alimentacao.

Também no dleo de semente de uva, o dcido graxo mais abundante é o
cido linoleico, representando quase 70% dos constituintes, e o dcido oleico, em

torno de 16% do 6leo.

94



CH

HO

FIGURA 7 Provavel estrutura do composto majoritdrio nao identificado e
respectivas partes ao se quebrar na espectrometria de massas.

A semente de uva apresenta ainda o dcido linolénico em quantidade
inferiores a 1%, quando a extracdo € feita em Soxhlet, segundo as normas da
AOAC (1990). O 4cido palmitico é o 4cido graxo saturado mais abundante na
semente de uva (Freitas et al., 2008), no 6leo de semente de maracuja (Ferrari et
al., 2004) e na polpa do acai (Menezes et al., 2008).

O esqualeno é um triterpeno que atua como precursor biossintético de
todos os esterdis de plantas e animais. Apesar de presente em baixa
concentracdo na fracdo lipidica da casca e semente da jabuticaba, o esqualeno é
mais um constituinte que enriquece a fruta. Pesquisas demonstraram que o

esqualeno apresenta acdo antioxidante (Kohno et al., 1995), anticarcinogénica
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(Ko et al.,, 2002), hipocolesterolémica (Miettinem & Vanhanem, 1994) e
cardioprotetora (Farvin et al., 2004).

A constituicdo do 6leo de semente de jabuticaba mostrou-se bastante
parecida com o 6leo de semente de uva, devendo novos estudos ser feitos no
sentido de identificar o fitosterol, jd que ndo foi possivel identificar e quantificar
todos os constituintes, a fim de verificar se o 6leo estd dentro do padrio
estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, Anvisa (2009) para

6leos comerciais.
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6 CONCLUSAO

As andlises quimicas e cromatograficas mostram que tanto o fruto
inteiro, como as fracdes casca, polpa e semente liofilizados, podem ser
considerados como fonte alternativa de minerais, principalmente ferro, potdssio,
magnésio e manganés, assim como de actcares, dcidos orgénicos e vitamina C,
tendo as cascas e sementes se destacado.

O dleo extraido das sementes e cascas tem caracteristicas semelhantes
ao Oleo de semente de uva, muito utilizado na cosmética. Isso levanta a
possibilidade de o 6leo de jabuticaba ser também utilizado como matéria-prima

para o desenvolvimento de formulagdes.
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CAPITULO 4

ANTOCIANINAS, ESTABILIDADE DE PIGMENTOS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE EM JABUTICABA E SUAS FRACOES

1 RESUMO

O crescente interesse pela utilizagdo de antocianinas como corante
alimenticio e em formula¢des medicinais e cosméticas tem mostrado a
necessidade de mais pesquisas para o desenvolvimento e aprimoramento de
métodos analiticos para a extracdo, purificacdo, identificacdo e quantificacdo
desses pigmentos, que tém comprovada ac@o antioxidante e, consequentemente,
preventiva e terapéutica de vdrias doencas. Diferentes solventes foram testados
para a extracdo de pigmentos antociadnicos, verificacdo da estabilidade dos
pigmentos, quantificacdo de antocianinas totais, andlise das antocianinas por
CLAE e realizagdo de testes antioxidantes no fruto inteiro e suas fracdes, casca,
polpa e semente de duas variedades de jabuticaba. Obteve-se melhor
extratibilidade das antocianinas por macera¢do da amostra com etanol 95% e
etanol 50%, acidificados com HCI 1,5 mol L' na propor¢io 85:15, que
proporciona um pH em torno de 1,0 ao extrato, permitindo maior estabilidade
do pigmento. A casca da jabuticaba € rica em antocianinas, apresentando 1,59 g
100g” de matéria seca (MS) para a variedade Paulista e 2,06 g 100 g"' de MS
para a variedade Sabard. As cascas das duas variedades apresentaram cianidina
3-glicosideo como pigmento majoritario, seguido por delfinidina 3-glicosideo,
este ultimo ndo estando presente na polpa. Nao foi encontrada antocianina nas
sementes das variedades analisadas. Foram realizados 3 testes antioxidantes, em
que principalmente as cascas demonstraram atividade antioxidante, tanto na
captura de radical livre (teste ABTS e fosfomolibdénio) quanto no retardo do
processo de oxidagdo lipidica (teste B-caroteno/acido linoleico).

Palavras-chave: Jabuticaba, antocianinas, extracdo, estabilidade, atividade
antioxidante.
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ANTOCIANINS, PIGMENT STABILITY, AND ANTIOXIDANT
ACTIVITY OF JABUTICABA FRUIT AND ITS FRACTIONS

2 ABSTRACT

The increasing interest of using anthocyanins as food coloring and in
medical and cosmetic formulas has shown the need for more research in
methods for extraction, purification, identification and quantification of these
pigments, which have antioxidant activity, and consequently, preventive and
therapeutic action upon several diseases. Several solvents were tested for
anthocyanic pigment extraction, in order to evaluate the pigment stability and to
quantify total anthocyanins. HPLC analysis and antioxidant tests on the whole
fruit and its fractions (skin, pulp and seeds) of two jabuticaba varieties were
used. The best extractability was achieved by the maceration of the sample with
ethanol 95% and ethanol 50%, acidified with HCI 1.5 mol L™, in the proportion
of 85:15; the extract had a pH of about 1.0, which allowed higher pigment
stability. The skin fraction showed to be rich in anthocyanins, with 1.59 g 100 g
" in the Paulista variety and 2.06 g 100 g, in the Sabara variety. The skin
fractions of both varieties had the cyanidin 3-glucoside as majority pigment,
followed by delphinidin 3-glucoside, which is also present in pulp fractions of
both varieties. From all the three antioxidant tests, mainly the skin fractions
showed to have antioxidant activity, by the free-radical capture test (ABTS test
and phosphomolybdenum test) and delayed-fat oxidation process (B-caroten/
linoleic acid test).

Keywords: Jabuticaba, anthocyanins, extraction, stability, antioxidant activity.
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3 INTRODUCAO

A jabuticaba é uma fruta genuinamente brasileira, da familia das
Myrtaceas, sendo as variedades mais difundidas pertencentes ao género
Mpyrciaria. Encontra-se amplamente distribuida, principalmente no sul e sudeste
brasileiros.

A jabuticaba é um fruto rico em polifendis, apresentando,
respectivamente, em g 100 g’l de MS, 11,18; 0,45; 7,54 e 6,49 nas cascas, polpa,
semente e fruto inteiro da variedade Paulista e 11,99; 0,49, 8,56 ¢ 8,51 nas
cascas, polpa, semente e fruto inteiro de variedade Sabara (Lima et al., 2008).
Entre os polifendis, estdo as antocianinas, que sdo pigmentos da classe dos
flavonoides, responsdveis pela coloracao vermelha, azul e roxa de muitas flores
e frutos. Nos frutos, os pigmentos estdo presentes principalmente nas cascas
(Terci, 2004). O vasto repertério de cores € resultado do complexo entre esses
polifendis, pectinas e {ons metdlicos.

Entre os principais papéis bioldgicos das antocianinas, estdo a atracio de
insetos, fotoprotecdo, antioxidantes enddgenos, modulacdo da fotoinibicdo e
potencializacdo da fotossintese (Mazza & Miniati, 1993). A atividade
antioxidante de flavonoides em seres vivos tem sido comprovada por diversas
pesquisas e verificou-se que esta propriedade ¢ dependente da espécie vegetal,
origem geografica e época de colheita e que t€m a capacidade de inibir e reduzir
as lesdes causadas pelos radicais livres nas células, oriundos do metabolismo
celular (Lima & Guerra, 2003).

A antocianina é constituida por duas ou trés por¢des: uma aglicona
(antocianidina), um grupo de agticares e, frequentemente, um grupo de 4cidos
organicos (Malacrida & Motta, 2006). Quimicamente, apresentam como

estrutura bdsica o cation 2-fenilbenzopiridium, mais comumente chamado de
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cation flavilio. Das antocianinas encontradas na natureza, apenas seis estdo
presentes em alimentos: pelargonidina, cianidina, delfinidina, petunidina,
malvidina e a peonidina. Essas antocianinas diferem entre si quanto ao nimero
de hidroxilas e grau de metilacdo (Francis, 1989) presentes no anel B (Figura 1).

Antocianidinas sdo raramente encontradas em plantas, ocorrendo
normalmente glicosiladas com agticares, que estabilizam a molécula (Francis,

2000).

Antocianidinas R, R,
Pelargonidina H H
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Peonidina OCH; H
Petunidina OCH; OH
Malvidina OCH; OCH;

FIGURA 1 Estrutura das seis antocianinas mais comuns.

O crescente interesse pela utilizacdo de pigmentos naturais na
alimentacdo em substituicdo aos artificiais, que podem produzir, entre outros
problemas, reacdes alérgicas, leva a variados métodos de extracdo desses
pigmentos. A técnica, bem como a escolha do solvente a ser utilizado na
extracdo de antocianinas, torna-se extremamente importante em sua
quantifica¢do. Segundo Francis (1989), vérios fatores influenciam a estabilidade
das antocianinas, como a estrutura quimica, o pH, a temperatura, a luz, a
presenca de oxigénio, a degradacdo enzimdtica e as interacdes entre 0s outros

componentes dos alimentos, tais como dcido ascérbico, ions metdlicos, agicares
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e co-pigmentos. O pH influencia a cor das antocianinas e a sua estabilidade,
assim como o grau de metilagdo, nimero de hidroxilas ligadas a estrutura e o
nivel de glicosilagdo, uma vez que as moléculas diglicosiladas sdo mais estdveis
que as monoglicosiladas (Lima & Guerra, 2003).

Na literatura cientifica, sdo encontrados varios métodos de extracdo dos
pigmentos, com diferentes solventes, tanto para determinacdes colorimétricas
quanto cromatograficas, de quantificacdo das antocianinas e de realizagdo de
testes antioxidantes. Os vegetais vermelhos sdo extraidos em solventes sempre
acrescidos de um 4cido para manter o pH inferior a 2 ( Lees & Francis, 1972).

As antocianinas sdo muito soliveis em solventes polares, sendo
facilmente extraidas com dgua, metanol e etanol. Geralmente a extracdo é
realizada em meio 4cido, para prevenir a oxidagdo desses pigmentos (Lee &
Hong, 1992).

A avaliacdo da atividade antioxidante in vitro dos extratos torna-se um
subsidio cada vez mais relevante nas dreas de nutricao e tecnologia de alimentos.
Em vez de determinar individualmente a concentragdo de cada antioxidante, a
avaliacdo da capacidade antioxidante total, adotando-se diferentes métodos,
revela-se cada vez mais importante. A atividade antioxidante é uma medida da
capacidade das substancias extraidas da matriz de alimentos e plantas de
sequestrar radicais livres (teste ABTS e fosfomolibdénio) ou de retardar o
processo de oxidacdo lipidica em um sistema controlado (sistema [3-
caroteno/dcido linoleico). O termo antioxidante € utilizado para referir a ambas
as atividades: o efeito antirradical (sequestro de radicais livres) e a acdo
antioxidante (na preveng¢ao ou retardo da oxidagao lipidica), assim como outras.

O objetivo, neste trabalho, foi avaliar diferentes solventes e técnicas de
extracdo, mais comumente citados na literatura, para a determinacdo de
antocianinas totais, estabilidade dos pigmentos, identificacdo e quantificagdo das

antocianinas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), assim como a
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realizagdo de testes antioxidantes no fruto inteiro e nas fragdes de duas

variedades de jabuticaba, Paulista e Sabara, pertencentes a espécie Myrciaria

cauliflora Berg.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras

Jabuticabas maduras de duas variedades, Paulista e Sabara, foram
colhidas pela manh3, na fazenda S@o José do Ismeril, municipio de Coqueiral,
MG. Foram selecionadas, lavadas, sanificadas com hipoclorito de sédio (200 mg
L") por imersio de 10 minutos, pesadas e separadas em fruto inteiro e em
fragdes (casca, polpa e semente) e cada uma dessas partes foram pesadas e
separadas para se obter trés repeticdes. A parte destinada a andlise de frutos
inteiros foi triturada em liquidificador por 2 minutos, congelada em porgdes de
peso conhecido e liofilizadas até peso constante. Os frutos foram esmagados
sobre uma peneira grossa, separando-se as cascas, sementes e polpa, que foram
embaladas, pesadas, congeladas e liofilizadas até peso constante.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial 4 x 2, sendo 4 as fracdes: fruto inteiro, casca, polpa e
semente e 2 variedades de jabuticabas com 3 repeticdes. A andlise estatistica foi
feita empregando-se o programa SISVAR (Ferreira, 2003), sendo as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. Para os dados de
estabilidade das antocianinas e os resultados dos testes antioxidantes para teores
de polifendis, antocianinas e vitamina C, foi realizada uma andlise de correlagdo

e regressao.

4.2 Extracao e dosagem dos pigmentos antocianicos

Para as extracdes de antocianinas, inicialmente foram usados 1 g de
casca e 25 mL de solvente, em triplicata, ao abrigo da luz, e as leituras da
absorbancia dos filtrados foram feitas em 535 nm, em espectrofotdmetro

Micronal B 382. Foram testadas diferentes metodologias de extragao:

108



1) por agitagio a 50°C em solugio aquosa de HCI 0,01 mol L™, nos
tempos de 15, 30 e 60 min. e 4 reextracdes consecutivas de mesmo tempo Jing
& Giusti (2007), com modificagdes. Os extratos foram filtrados em papel
Whatman n® 1 e funil de Buchner, sob pressio e o residuo raspado e levado
novamente a nova agitacdo com outros 25 mL do mesmo solvente. A cada
extracdo, foi feita leitura da absorbancia do filtrado.

2) maceragdo por 12 h, a 4°C, com 4gua acidificada, nas proporcdes de
85% de solvente (4gua) para 15% de HCI 1,5 mol L™, apés agitacdo por 2 min.
em politron, ao abrigo da luz (metodologia desenvolvida por Lees & Francis
(1972), com algumas modificagdes). A solucdo foi filtrada em papel Whatman
n® 1 e funil de Buchner sob pressido e o residuo lavado com o mesmo solvente
até se obter um volume de 200 mL. Desses, 2 mL foram transferidos para outro
baldo de 100 mL protegido da luz e o volume completado com o solvente
extrator. O pH deve estar em 1,0 + 0,1 e, apds 2 h em temperatura ambiente, a
absorbancia foi medida.

3) maceracdo por 12 h, a 4°C, em solugdo aquosa de HCI 0,01 mol L'
e 2 reextra¢des de 15 min. em temperatura ambiente sob agitacdo, com filtracdo.
Os filtrados foram reunidos em um baldo de 200 mL, homogeneizados e uma
aliquota de 2 mL foi retirada e colocada em balao de 100 mL e o volume
completado com o solvente. Apds 2 h em temperatura ambiente a absorbancia
foi medida.

Empregou-se o mesmo principio utilizado por Lees & Francis (1972)
para os cdlculos das concentracdes de antocianinas nas metodologias citadas
acima, levando em conta o fator de diluicdo e o coeficiente de extincdo da
cianidina-3-galactosideo (98,2), para antocianinas totais, em que 98,2
corresponde a média de uma mistura de antocianinas purificadas, a partir do
suco de “cranberry”, obtidas por Fuleki & Francis (1968). Segundo os autores, o

uso do mesmo coeficiente de absor¢@o nos calculos de antocianinas totais causa
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um erro muito pequeno, além de que os coeficientes de absor¢cdo de todas as
antocianinas nem sempre sao conhecidos ou determinados.
Os célculos foram feitos de acordo com a equacio abaixo:

Antocianinas totais (mg cianidina g"') = Absorbancia x fator de dilui¢io
98,2
Estabelecida a melhor metodologia de extracdo (subitem 4.1, resultados

e discussdo), foram avaliados os volumes do extrator de 15 e 25 mlL, nas
condi¢gdes da metodologia (2) descrita. Determinado o volume de extrator mais
adequado (subitem 4.1, resultados e discussdo), avaliaram-se em seguida outros
solventes: etanol 95% P.A., solucdo aquosa de etanol 50%, de metanol

50% e de acetona 30%, nas condi¢des da metodologia (2).

4.3 Determinacao de antocianinas totais

Escolhido o melhor solvente (subitem 4.1, resultados e discussio), essa
metodologia foi empregada para a extracdo e dosagem de antocianinas nas
cascas, polpas, sementes e fruto inteiro das duas variedades de jabuticaba.

A média das absorbancias encontrada em cada extracdo foi multiplicada

pelo fator de diluicdo e o resultado dividido por 98,2, como na equagdo acima.

4.4 Estabilidade das antocianinas

Extratos de cascas das duas variedades de jabuticaba estudadas, obtidas
pela extracio com etanol 50% acidificado com HCI 1,5 mol L™ (85:15), na
proporcdo de 1:15 (1 g de amostra:15 mL de solvente) em triplicata, foram
submetidos a leitura espectrofotométrica a 535 nm (Lees & Francis, 1972). Os
extratos foram distribuidos em tubos de ensaio (20 mL), vedados com parafilme,
para evitar a evaporagdo do solvente, bem como a oxidagdo dos pigmentos pelo
oxigénio do ar. Metade dos tubos foi recoberta com folhas de aluminio para
evitar a exposicao a luz. Todos os tubos foram mantidos a temperatura ambiente

(22 £ 3 °C) e a uma distancia de 1,32 m de 2 lampadas fluorescentes de 40 W.
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Inicialmente as leituras foram realizadas a 535 nm a cada 48 h, e posteriormente,
o intervalo de leitura aumentado até 185 dias, com um total de 11 leituras. As
leituras foram feitas para avaliacdo da estabilidade dos pigmentos, na presenca e
auséncia de luz, sendo os teores de antocianinas calculados segundo a férmula

citada no subitem 2.2.

4.5 Analise de antocianinas por CLAE

As extragdes das antocianinas das cascas, polpas e sementes das duas
variedades de jabuticaba foram feitas com etanol 95% acidificado com HCI 1,5
mol L™ (85:15), na proporcio de 1:15 (1 g de amostra:15 mL de solvente). Os
extratos foram concentrados por meio de evaporador rotativo a 38°C e pressdo
reduzida, para eliminacdo do solvente.

Virios autores relatam a necessidade de uma purificacdo dos extratos,
antes da andlise por CLAE, para eliminacdo de possiveis compostos
interferentes (substancias polares e ndo fendlicas), sendo o método mais
utilizado a extracdo em fase s6lida (SPE- Solid Phase Extraction) (Wilkinson et
al., 1977; Giusti et al., 1998; Heredia et al., 1998; Pazmino-Duran et al., 2001),
devido a relativa simplicidade de uso. Assim, foram realizadas andlises
cromatograficas com as amostras purificadas e ndo purificadas em cartuchos
SPE C18, Supelclean Envi-18 da Supelco de 100 mg, para comparacdo dos
resultados. O cartucho foi condicionado com metanol acidificado com HCI 1
mol L ( Hong & Wrolstad, 1990) seguido de dgua Milli Q e, em seguida, as
amostras foram percoladas pelo cartucho com metanol acidificado. Os extratos
purificados e nao purificados foram filtrados em membranas de 0,45um
(Millipore), antes da inje¢do no cromatdgrafo.

As andlises cromatograficas foram realizadas em um cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia HP (Hewlett-Packard) série 1100, com desgaseificador,

sistema de bombas quaterndrias, injetor automdtico, sem controle da
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temperatura, detector espectrofotométrico com arranjo de diodos e programa
Chemstation, para obtencdo e tratamento dos dados. Para a separacdo das
antocianinas, empregou-se uma coluna C18- Nucleosil 120-5, marca Macherey-
Nagel, 250 x 4,6 mm e 5 um e pré-coluna Supelco Spherisorb ODS de 1 cm x
4,6 mm ID x 5 um. Como fase movel foi utilizada acetonitrila (A) e solucdo 9%
de 4cido acético em dagua Milli Q (B), ambos de grau HPLC. O programa
utilizado para a separacdo das antocianinas consistiu de um gradiente linear
variando a composicdo da fase mével de 0 a 30% do solvente A em 30 min.
Fluxo de 1 mL min." e injecio de 20 pL (Prata, 2005).

Os cromatogramas foram monitorados simultaneamente a 280, 310, 440
e 520 nm, comparados e quantificados através de curva analitica de cianidina 3-
glicosideo, delfinidina 3-glicosideo, peonidina 3-glicosideo, petunidina 3-
glicosideo e malvidina 3-glicosideo, gentilmente cedidos por INRA-ECAN,
UMR-Oenologie-Ampelologie, Villenave Dorrnon, Franca.

Foram feitos cromatogramas de extratos de 100 g de uva Red Globe e
morango, por se tratar de frutas de constitui¢do conhecida, contendo derivados
de delfinidina, cianidina, petunidina, pelargonidina, peonidina e malvidina

(Prata, 2005).

4.6 Avaliacao da atividade antioxidante
4.6.1 Método ABTS

O método ABTS é amplamente usado para materiais bioldgicos e
extratos de plantas de natureza hidrofilica e lipofilica. O método utiliza, para
testar a atividade antioxidante, o ensaio da capacidade antioxidante equivalente
a0 Trolox® e também da vitamina C. O Trolox® (2-acido carboxilico 6-hidroxi,
2,5,7,8-tetrametilcromo) é um andlogo hidrossolivel da vitamina E (o-

tocoferol).
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O composto cromégeno ABTS é formado pela adicdo de 5 mL de
solucio estoque de ABTS 7 mmol L, com 88 uL de solucio de persulfato de
potdssio 140 mmol L™, mantidos no escuro, a temperatura ambiente por 16 h. O
radical formado € diluido em é&lcool etilico 50% até obter uma absorbéancia de
0,70 £ 0,05 a 734 nm e deve ser usada em até 4 h. De tempos em tempos, a
absorbancia do radical diluido deve ser medida para sua correcdo, a qual que cai
rapidamente, evitando-se, assim, erro na determinacao da atividade antioxidante.

A metodologia utilizada foi descrita por Re et al. (1999) , com algumas
adaptagdes feitas nos laboratérios da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria, EMBRAPA (2007) para determinagdes da atividade antioxidante
total em frutas.

Foram feitas extragdes segundo a metodologia de Lees & Francis
(1972), utilizando-se etanol 50% acidificado com HCI 1,5 mol L (85:15) como
solvente extrator, na proporcdo de 1:15, que foi anteriormente testado e avaliado
como a melhor forma de extracdo. Para as sementes, foram utilizados 1 g de
amostra liofilizada com lavagem do residuo até completar 50 mL (20 mg
mL™"). Para as cascas e frutos inteiros, que contém mais pigmentos, a lavagem
dos residuos foi feita até completar 100 mL (10 mg mL™) e, para as polpas, que
contém pouco pigmento, a extracio foi feita com 2 g de amostra e lavagem até
completar 50 mL (40 mg mL™"). A partir dos extratos obtidos, foram feitas 4
dilui¢des diferentes para os ensaios e posterior construgdo de curva analitica.

Em ambiente escuro, 3,0 mL do radical ABTS™ foi colocado em um
tubo de ensaio com uma aliquota de 30 uL de cada diluicio de extratos,
homogeneizados em agitador e fez-se a leitura (734 nm) apdés 6 minutos de
rea¢do, utilizando alcool etilico 50%, na calibragdo do espectrofotdmetro.

O valor de ABTS foi determinado pela comparacdo da capacidade de
degradagio de um antioxidante em relagio ao Trolox e & vitamina C. E definido

como a concentragdo do antioxidante, que fornece a mesma porcentagem de
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inibicio do Trolox 1 mmol L™ (Re et al., 1999) e em relagdo a vitamina C ou
acido ascérbico.

Foi feita uma curva de calibracdo de 6 pontos com 4cido ascérbico (10 a
200 mg L") e uma com Trolox (100 a 2.000 umol L), além de testes para
comparagdo com rutina e quercetina, que sdo flavonoides de comprovada
atividade antioxidante.

Os célculos foram feitos a partir das absorbancias obtidas das diferentes
dilui¢des (4 concentracdes) dos extratos, plotando um grafico para cada amostra,
com absorbancia no eixo do Y e a concentragdo correspondente a cada dilui¢do
(mg L") no eixo do X, determinando-se a equacio da reta. Substituiu-se, entio,
nessa equagio, a absorbancia equivalente a 1.000 umol L do padrdo Trolox,
encontrando-se assim (x) a concentracio da amostra (mg L") equivalente a
1.000 umol de Trolox L. O resultado final foi calculado pela divisio de 1.000
(umol) pelo valor de x (g) e multiplicado por 1 (g) , que foi expresso em mmol
L'g".

Para a vitamina C, o cdlculo foi feito substituindo-se o valor da
absorbancia de 1.000 umol pela absorbancia correspondente a 100 mg na curva

L . L . . . -1
de 4cido ascoérbico, cujo resultado foi expressoem mg g~ .

4.6.2 Método fosfomolibdénio

O método do fosfomolibdénio € baseado na reducdo do molibdénio (VI)
ao molibdénio (V) pela amostra com capacidade antioxidante com formacao de
um complexo de fosfomolibdénio (V), em pH dcido, de coloracdo esverdeada,
com absor¢do maxima de 695 nm (Prieto et al., 1999). A solucdo teste inicial
possui coloragdo amarela, tornando-se verde a medida que o complexo
fosfomolibdénio é formado ou o molibdénio se reduz.

Os extratos etandlicos das fracdes das duas variedades de jabuticaba

utilizados no teste foram os mesmos do teste ABTS. Foram analisadas duas
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concentragdes de cada extratos: polpa e semente, 4 mg mL" e 20 mg mL™" e
cascas e fruto inteiro, Img mL' e 2 mg mL", respectivamente. Das duas
concentragdes, a que apresentou melhor resultado frente a curva de calibracdo de
acido ascorbico foi utilizada para os cdlculos de atividade antioxidante.

A uma aliquota de 0,3 mL das amostras diluidas foi acrescentada 2,7 mL
do reativo fosfomolibdico (molibdato de aménio 4 mmol L, fosfato sédico
monobésico 28 mmol L', 4cido sulfirico 0,6 mol L'). Um branco foi
constituido de 0,3 mL de etanol 50% (solvente extrator) e 2,7 mL do reativo. Os
tubos foram fechados e levados ao banho-maria a 95°C por 90 min., resfriados e
as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro UV a 695nm.

Para a avaliacdo da atividade antioxidante, foi feita uma curva analitica
com o 4cido ascérbico (10 a 200 mg L) e, pelas respectivas leituras de
absorbancia, uma equagdo do tipo y = ax + b, foi estabelecida e a atividade
redutora equivalente ao 4cido ascérbico, substdncia de reconhecido poder
antioxidante, foi calculada. Ao y foi atribuido o valor de absorbancia encontrado
na amostra e dessa forma, calculou-se o equivalente de &cido ascérbico
correspondente, levando-se em consideracdo a concentracdo de amostra usada

no teste.

4.6.3 Método p-caroteno/acido linoleico

O sistema B-caroteno/acido linoleico é constituido por uma emulsio
(sistema aquoso-lipidico), no qual a capacidade antioxidante é avaliada pela
capacidade do extrato analisado de inibir o processo de oxida¢cdo no sistema, em
um total de 2 horas. Consiste da descoloracdo (oxidac¢do) do B-caroteno induzida
pelos produtos de degradagdo oxidativa do dcido linoleico e estima a habilidade
relativa de compostos antioxidantes presentes em extratos de plantas, de

sequestrar o radical peréxido do dcido linoleico (LOO"), que oxida o B-caroteno

presente na emulsao (Borguini, 2006).
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Os extratos das fragdes das duas variedades de jabuticaba utilizados no
teste foram os mesmos do teste ABTS, sendo feitas 3 dilui¢des diferentes para
cada amostra.

Para o preparo da emulsdo utilizaram-se 2 mL de -caroteno diluido em
cloroférmio (0,2 mg mL™), ao qual se adicionaram 40 mg de 4cido linoleico e
400 mg de tween 20 (emulsificante). Em baldo recoberto com aluminio para
protecdo contra a luz, o cloroférmio foi evaporado sob atmosfera de nitrogénio e
100 mL de 4gua saturada de oxigénio (dgua destilada tratada com oxigénio por
30 min.) foram acrescentados e agitados vigorosamente até que a emulsdo se
tornasse limpida. Em tubos de ensaio, 4,8 mL dessa emulsio foram adicionados
a 0,2 mL de cada dilui¢do da amostra (extrato etandlico) empregado para o teste.
Um tubo controle contendo 4,8 mL da emulsdo e 0,2 mL de etanol a 50%, e um
branco—amostra (4,8 mL de 4dgua e 0,2 mL de amostra diluida) foram feitos
juntamente com as amostras. Apds homogeneizacdo, foi feita leitura em
espectrofotdmetro a 470 nm, sendo essa a leitura do tempo zero (inicial). Os
tubos foram entdo colocados em banho-maria a 50°C e leituras sequenciais
foram feitas a cada 20 minutos, por um periodo total de 2 horas. O Trolox e a
quercetina foram usados para comparagao.

Foi avaliada a razdo de degradacdo (Rd) para o controle e para cada

amostra ou padrdo, usando-se a seguinte férmula (Suja et al., 2005):

Rd amostra — ln MQ) X l Rd controle = ln MQ) X l
A t Al ¢

Em que In € o log natural, A(0) = Absorbancia inicial da amostra,
controle ou padrdo , no tempo 0, A(t) = a absorbancia no tempo (t), em que o

extrato ndo protege mais a amostra, a 470nm.
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Correlacionou-se a queda na leitura da absorbancia das amostras com o
controle e estabeleceu-se a porcentagem de inibi¢do da oxidagao lipidica a partir

do substrato, segundo a férmula abaixo:

% AA = (Rd controle — Rd amostra) / Rd controle x 100

Em que Rd controle e Rd amostra representam a taxa de descoramento

do B-caroteno sem e com a adi¢do de antioxidante, respectivamente.

% AA = porcentagem da atividade antioxidante (inibi¢do da oxidacio).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento da extracao dos pigmentos antocianicos

Poucos compostos absorvem energia na regido de absorcio méaxima das
antocianinas (465 a 550 nm). Dessa forma, a quantificacdo € realizada por
métodos espectrofotométricos baseados em medi¢do simples de absorbancia, em
comprimento de onda adequado, levando-se em conta o coeficiente de absor¢ao
molar & (a absorgdo de uma solugio contendo 1 mol L™).

Os resultados das extracdes com a solugio aquosa de HCI 0,01 mol L

por agitacdo em diferentes tempos sdo mostrados na Figura 2.

—#—Extracao 60min.
=@ Extracao 30 min.

Extracao 15 min.

Antocianinas totais (mg g)
[y
w

N2 de extragoes

FIGURA 2 Antocianinas em cascas de jabuticaba, com vdrias extracdes com
solugdo aquosa de HCI 0,01 mol L", por agitacio em diferentes
tempos a 50°C.
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Observa-se que, a partir da 3* extragdio, a quantidade de antocianinas
totais extraidas € baixa, representando de 4,9 a 7,4% do total extraido, sendo que
na 1* foram extraidos de 53 a 57% dos pigmentos totais. Os teores de
antocianinas totais das cinco extragdes reunidas na metodologia por agitacio
foram de 5,61 £ 0,01; 5,37 £ 0,11e 4,99 £ 0,04 mg g'1 para os tempos de 60 min,
30 min. e 15 min., respectivamente .

Para as extragdes com maceragio em dgua acidificada com HCI 1,5 mol
L' e 0,01 mol L', foram encontrados 9,78 + 0,1 e 8,40 + 0,26 mg g’1 de
antocianinas totais, respectivamente. Comparando esses resultados, verifica-se
que a maceracdo por 12 h a 4°C, com 4gua destilada acidificada com HCI 1,5
mol L™, apresentou um maior rendimento de extracio.

Dos dois volumes empregados para a extragdo, 15 mL extraiu 10,29 +
0,27 mg 100 g’l e 25 mL 9,78 £ 0,1 mg 100 g'1 de antocianinas totais. Portanto,
o volume de 15 mL acarretou aproximadamente 5% a mais de extratibilidade.

Segundo Markakis (1982), o pH exerce profunda influéncia na cor e na
estabilidade das antocianinas, sendo mais estdveis em solugdes mais dcidas e
podem rapidamente ser destruidas por aquecimento. Estudos demonstraram
relacdo logaritmica entre a destruicdo das antocianinas € o aumento aritmético
da temperatura, sendo mais recomendado usar baixo tempo em altas
temperaturas do que tempos prolongados em temperaturas médias, para melhor
retencdo dos pigmentos. Testes realizado por Mazza (1995) mostraram que o
total de antocianinas extraidas de suco de uva, que foram de 460 mg 100 g" a
frio, diminuiu para 200 mg 100 g, quando a extragéio ocorreu a quente.

Em relac@o aos outros solventes testados (Figura 3), verificou-se que o
etanol 50% e 95% foram os que acarretaram maior extratibilidade das
antocianinas, seguidos pelo metanol 50% e acetona 30%. A extracdo com agua

acarretou a menor extratibilidade das antocianinas. Constata-se que apesar de as
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antocianinas serem soltiveis em dgua, os solventes menos polares removeram
maiores quantidades de pigmentos da amostra.

Diferentemente do apontado por Meltivier et al. (1980), que obtiveram
teores 20% maiores de antocianinas extraidas em bagaco de uva com metanol,
neste trabalho a extracdo com etanol 50% proporcionou 17,83% de antocianinas
totais acima da extragdo com metanol 50% acidificado.

Segundo Garcia-Viguera et al. (1998), a utilizacdo de acetona em
comparacdo com a técnica que emprega metanol acidificado permite uma
extracdo mais eficiente e reprodutivel e evita problemas com pectina, além de
permitir o uso de temperaturas mais baixas para a concentragdo da amostra.
Todavia, o etanol, além de ser um solvente menos téxico, € mais barato e obteve
melhores resultados de extracdo, no presente trabalho.

A utilizagio de solventes acidificados com HCl 1,5 mol L' em
jabuticaba propicia um pH entre 1 e 1,5. Os autores Lees & Francis (1972)
afirmam ser importante que se faca a corre¢do do pH para 1,0 £ 0,1, na extracio
desses pigmentos, para uma maior estabilidade.

Em pH baixo, as antocianinas estdo predominantemente na forma de
cation flavilio, de colora¢do vermelha em solucdo aquosa. O uso de solventes
contendo mais que 1% de HCIl pode promover uma hidrélise parcial das
antocianinas aciladas e uma quantificacdo incorreta das antocianinas totais

(Revilla et al., 1998).
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FIGURA 3 Antocianinas totais em cascas de jabuticaba, extraidas por
maceracdo em diferentes solventes acidificados com HCI 1,5 mol
L'

5.2 Estabilidade dos pigmentos

A estabilidade dos pigmentos das cascas de jabuticabas foi avaliada
quanto a presenca ou ndo de luz e tempo de estocagem. Até o final do
experimento (185 dias), as amostras mantiveram-se limpidas, sem presenca de
fungos ou precipitados.

Pode-se observar na Figura 4 que a perda de antocianinas totais no
decorrer de 185 dias (mais de 6 meses) foi de + 23% e que o fator luz nio afeta

significativamente a degradag@o das antocianinas.
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FIGURA 4 Antocianinas das cascas de duas variedades de jabuticaba,
armazenadas a temperatura ambiente, na presenca e auséncia de
luz. Foi realizada andlise de regressdo pelo modelo quadratico,
empregando o Software Sigma Plot.

Terci (2004), estudando a estabilidade de pigmentos de frutas em funcéo
de pH, temperatura e tempo de armazenamento, concluiu que apenas o pH afeta
significativamente a degradacdo das antocianinas, o que também foi verificado
por Cabrita et al. (2000) e Abdel-Aal & Hucl (2003).

Em solucdo aquosa, segundo Brouillard & Dubois (1977), podem existir
quatro formas estruturais de antocianinas em equilibrio (Figura 5): o cation
flavilio (AH"), a base quinoidal (A), a pseudobase ou carbinol (B) e a chalcona

(C). Em condig¢des dcidas (pH inferior a 2), a antocianina existe primariamente
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na forma de cdtio flavilio (AH") de cor vermelha. Elevando-se o pH, ocorre a

rapida perda do préton para produzir as formas quinoidais (A), azuis ou violetas.

Base quinoidal A) Cétion flavilio AHY)
Azul Vermelho
H,0

Chalcona Q) Carbinol B)
Incolor Incolor

FIGURA 5 Formas estruturais de antocianinas em equilibrio em solugdo aquosa.
Fonte: Malacrida & Motta (2006).

Em paralelo ocorre a hidratagdo do cation flavilio (AH"), gerando a
pseudobase incolor ou carbinol (B), que atinge o equilibrio lentamente com a
chalcona incolor (C). As quantidades relativas de cation (AH"), formas
quinoidais (A), pseudobase (B) e chalcona (C), na condicdo de equilibrio
variam, conforme o pH e a estrutura da antocianina (Iacobucci & Sweeny,

1983).
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O grau de hidroxilagdo exerce importante efeito na estabilidade das
antocianinas; aquelas que contém mais grupos hidroxilas em sua estrutura siao
menos estdveis. Inversamente, alto grau de metoxilacdo aumenta a estabilidade
das antocianinas (Francis, 1989). Segundo Malacrida & Motta (2006), as
antocianinas substituidas no grupo hidroxilico do C-5 sdo mais susceptiveis a
decomposi¢do fotoquimica do que as ndo substituidas nessa posi¢do. Nas cascas
das variedades de jabuticaba estudadas, encontram-se 2 antocianinas. A
cianidina (majoritdria) apresenta uma hidroxila na posicdo 3’ (R,) e a delfinidina
apresenta uma hidroxila na posi¢do 3’ e outra na posi¢do 5’, ndo sendo nenhuma
das duas metoxiladas (Figura 1).

O aumento no nimero de hidroxilas fendlicas muda a coloragcdo das
antocianinas de rosa para azul, e a presenca de grupos metoxila no lugar de
hidroxilas reverte a tendéncia anterior (Mazza & Brouillard, 1987). As
antocianidinas sdo menos estdveis do que as antocianinas. A cianidina-3-
glicosideo, por exemplo, apresenta tempo de meia-vida em solucdo de dcido
citrico 0,01 mol L (pH 2,8) de 65 dias, ao passo que sua aglicona livre alcanca
apenas 12 horas nas mesmas condi¢des (Iacobucci & Sweeny, 1983).

As antocianinas sdo rapidamente degradadas pelo calor. O oxigénio
pode causar degradacdo das antocianinas por mecanismos de oxidacdo direta e
indireta, quando constituintes oxidados do meio reagem com as antocianinas.
Também sofrem degradacdo por enzimas e agtcares, sofrem interacdes com fons
metdlicos polivalentes e formam complexos com numerosos compostos, como
proteinas, taninos, outros flavonoides, dcidos organicos, 4cidos nucleicos,
alcaloides e polissacarideos por meio de copigmentagdo intermolecular
(Malacrida & Mota, 2006).

Em vista dos resultados apresentados, pode-se concluir que a extragio
dos pigmentos com etanol 50% acidificado com HCI 1,5 mol L' (pH 1,0)

manteve a estabilidade dos pigmentos por um tempo maior, quando comparado
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com outros experimentos que utilizaram outros 4cidos mais fracos, como o dcido

citrico 0,01 mol L™ (pH 2,8) (Iacobucci & Sweeny, 1983).

5.3 Determinacao de antocianinas totais
Os teores de antocianinas totais no fruto inteiro e suas fracdes, de duas

variedades de jabuticaba, sdo mostrados na Tabela 1.

TABELA 1 Antocianinas totais no fruto inteiro e suas fracdes de duas
variedades de jabuticaba, em mg g”' MS

Amostra Paulista Sabara
Casca 15,85+ 0,74 c A 20,57 + 0,66 c B
Polpa 0,09 + 0,00 a A 0,10+ 0,02a A
Semente 0,35+ 0,02aA 0,31+ 0,02aA
Fruto inteiro 5,83+ 0,68 b A 8,37+ 0,72b B
CV (%) 7,75

Letras mindsculas na coluna comparam entre as fracdes e letras maidsculas na linha
comparam-nas entre as variedades. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott (P <0,05). Teor de umidade das amostras: capitulo 2, item 3.

Os teores de antocianinas totais nas cascas foram bastante elevados,
sendo 22,95 % superior na variedade Sabard. As fracdes polpas e sementes
apresentaram teores relativamente baixos em antocianinas, enquanto os frutos
inteiros apresentaram um teor intermedidrio ao das fracdes.

Bobbio et al. (2000) analisando o fruto do acaizeiro extraido e
quantificado pelo mesmo método descrito por Lees & Francis (1972) e utilizado
neste trabalho, encontraram 263 mg 100 g de antocianinas na casca do fruto

fresco. Lima et al. (2005), utilizando essa mesma metodologia, encontraram 16,2
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mg 100 g de antocianinas totais em pitanga roxa (matéria fresca) e, para a uva,
os teores foram de 30,9 mg 100 g (matéria fresca) utilizando-se o método de
diferenca de pH apresentados por Kuskoski et al. (2005). Também Zanatta et al.
(2005), usando o método de extracdo por maceracdo de Lee & Francis (1972),
em casca de camu-camu fresco, fruta da mesma familia da jabuticaba,
encontraram 54,0 mg 100 g de antocianinas totais. Transformando os teores de
antocianinas nas cascas de jabuticaba, de matéria seca para fresca, tém-se 383,0
mg 100 g' de antocianinas totais para a Paulista e 362,0 mg 100 g para a
Sabard. Portanto, a jabuticaba apresentou os teores mais elevados, podendo,

assim, ser considerada muito rica em antocianinas.

5.4 Identificacio e quantificacio das antocianinas por CLAE

Foram encontradas 2 antocianinas, cianidina 3-glicosideo e delfinidina
3-glicosideo, na casca das duas variedades de jabuticaba e cianidina 3-glicosideo
em pequena quantidade na polpa, confirmadas por comparacdo dos tempos de
retencdo de padrdes analiticos a 520 nm. Niao foi detectada a presenca de
antocianinas nas sementes das variedades estudadas.

Os teores desses pigmentos entre as variedades sdo bastante parecidos,
ndo apresentando diferenca, quando comparados dentro da mesma fracdo, como
mostrado na Tabela 2.

Os resultados de antocianinas totais apontaram uma superioridade das
cascas da variedade Sabard de aproximadamente 29,0% sobre a variedade
Paulista. J4 com a andlise cromatografica, essa diferenca ndo ocorre.

Comparando-se os dois métodos de quantificacdo de antocianinas, os
teores encontrados na cromatografia foram mais elevados que o colorimétrico,
devendo ser levada em consideracio a maior especificidade da andlise
cromatogréfica. Obtiveram-se 15,85 mg g”' de antocianinas totais nas cascas da

variedade Paulista (Tabela 1) e a soma das 2 antocianinas por CLAE foi de
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31,22 mg g (sem SPE). Na variedade Sabar4, os teores foram de 20,57 mg g
no método colorimétrico e de 31,24 mg g”', somando-se as duas antocianinas das
andlises cromatograficas.

J4 as polpas apresentaram 0,09 ¢ 0,16 mg g para a Paulista e para a
Sabard 0,10 e 0,07 mg g' de antocianinas determinadas colorimétrica e

cromatograficamente, respectivamente.

TABELA 2 Quantifica¢do das antocianinas na casca e polpa de duas variedades
de jabuticaba por CLAE a 520 nm.

Com SPE* (mg g™) Sem SPE (mg g™)

Cianidina Delfinidina Cianidina Delfinidina
Variedade 3-glicosideo 3-glicosideo  3-glicosideo 3-glicosidec
Paulista
Casca 25,82+ 1,14 3,09 £ 0,26 27,55 £5,72 3,67 £0,86
Polpa 0,18 £ 0,04 0,00 £ 0,01 0,13 +£0,02 0,03 £0,01
Sabara
Casca 25,98 £2,78 2,71 £0,29 27,94 +3,73 3,30 £ 0,65
Polpa 0,07 +£ 0,00 0,00 +0,00 0,07 +0,01 Tragos

Os dados sdo a média de 3 repeti¢des + desvio-padrdo. *SPE = Cartucho de purificagdo
dos extratos (extracdo em fase sélida).
Teor de umidade das amostras: capitulo 2, item 3.

O fato de os picos encontrarem-se em diferentes propor¢des nos
cromatogramas foi devido a diluicdo dos extratos que, nas cascas, foi na
proporcdo de 1:3 para a andlise cromatografica, apés a purificacio em SPE, e
nas amostras nao purificadas, a dilui¢do foi 1:10.

O uso de cartuchos (SPE) para a purificacdo dos extratos pareceu

desnecessdrio com o uso da metodologia adotada, uma vez que o0s
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cromatogramas apresentaram-se muito parecidos (com e sem SPE), ndo
aparecendo nenhum interferente na corrida feita com as amostras sem o uso do
cartucho (Figura 6). Os valores ligeiramente menores das antocianinas,
encontrados com a purificacdo SPE, pode ter ocorrido pelo fato de parte dos
pigmentos ter ficado adsorvido ao cartucho, hipétese que € reforcada pelo
aparecimento de pequena quantidade de delfinidina em polpas, nas duas
variedades, o que ndo ocorreu quando se usaram os cartuchos de purificagao.

E citado por Terci (2004) a existéncia de uma terceira antocianina,
peonidina 3-glicosideo, em menor quantidade que a delfinidina, em extratos
etandlicos de cascas de jabuticaba Sabard, que ndo foi detectada aqui. Ja
Einbond et al. (2004) encontraram apenas cianidina 3-glicosideo, em extratos
metandlicos de jabuticaba (Myrciaria cauliflora), confirmada com andlise de
RMN e CL-MS. Os trabalhos citados ndo apresentaram quantificacdo das
antocianinas.

A cianidina € uma antocianina comum em frutos, principalmente os
vermelhos. A uva variedade Red Globe é uma fruta rica em antocianinas, e
apresenta 5 das 6 antocianinas presentes na natureza. Das polpas de uva Red
globe e morango analisadas paralelamente com as amostras de jabuticaba por
CLAE, foram detectados 5 picos que, de acordo com os tempos de retencao dos
padrdes, sdo delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina (pico majoritirio) e
malvidina, todos apresentando a glicose na posicdo 3. No morango, foram
detectados 3 picos, sendo apenas 1 identificado com os padrdes: cianidina 3-
glicosideo. Segundo Prata (2005), os outros dois sdo pelargonidina 3- glicosideo
(pico majoritdrio) e pelargonidina 3-rutinosideo. As andlises de frutas com
antocianinas ja identificadas ajudam na confirmacdo das andlises
cromatograficas, mesmo dispondo-se de padrdes. Apesar de a jabuticaba conter

apenas duas antocianinas, elas sdo consideradas de grande poder antioxidante,
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devido a estrutura que apresentam, com duas hidroxilas (cianidina) e trés

hidroxilas (delfinidina), presentes no anel B.

Variedade: Paulista (Casca)

Com SPE

Sem SPE

10 12 14 16 18 20 22

Variedade: Sabara (Casca)

Cianidina
3-glicosideo

Delfinidina
3-glicosideo
Sem SPE
T T T T T T T
10 12 14 16 18 20 22

Tempo (min)

FIGURA 6 Cromatogramas da andlise do extrato etandlico da casca de duas
variedades de jabuticaba, com e sem cartucho de purificacio com
extracdo em fase sélida. Com SPE: diluicdo do extrato 1:3; Sem
SPE dilui¢do do extrato 1:10. A metodologia utilizada na andlise
cromatografica por CLAE encontra-se descrita no subitem 2.4 de
material e métodos.
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5.5 Avaliacao da atividade antioxidante

Uma variedade de diferentes metodologias in vivo e in vitro tem sido
utilizada para verificar a atividade antioxidante de substincias isoladas, de
alimentos ou bebidas. Porém, ndo existe um método universal simples pelo qual
essa atividade possa ser medida de forma precisa e qualitativa, possuindo esses

testes vantagens e desvantagens (Gedcze, 2007).

5.5.1 Método ABTS

O método ABTS avalia a habilidade de doacdo de hidrogénio de
flavonoides em fase aquosa, avaliando a captura do radical ABTS™ (Heim et al.,
2002).

Na Tabela 3 é mostrada a atividade antioxidante das fracdes de duas
variedades de jabuticaba pelo teste ABTS, calculadas pela curva padrio de
Trolox® aos 6 minutos de reag@o e pela curva padrao do acido ascérbico, e o
teste fosfomolibdénio.

A casca da variedade Sabard apresentou maior atividade antioxidante
que a da Paulista, tanto em equivalente de Trolox® (2,06 mmol L™ g"), quanto
de 4cido ascérbico (146,63 mg g"). Esse resultado indica que 1 g da casca da
variedade Sabard apresenta o potencial antioxidante de 2,06 mmol L' do
Trolox® e o equivalente ao poder antioxidante de 146 mg de vitamina C. As
polpas apresentaram atividade antioxidante inferior ao Trolox® nas duas
variedades e a semente da variedade Sabard tem atividade antioxidante
equivalente ao Trolox®.

Os padrdes apresentaram uma atividade antioxidante equivalente ao
Trolox® de 3,45 mmol L' g para a rutina e de 22,02 mmol L g para a
quercetina, e equivalente a vitamina C de 255,60 mg g para a rutina e de
1.527,90 mg g para a quercetina. A rutina possui uma estrutura semelhante 4 da

quercetina, mas com uma substituicdo glicosidica em uma das hidroxilas; por
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essa razdo, apresenta menor atividade antioxidante, demonstrando a
sensibilidade do método frente a pequenas alteracdes na estrutura da molécula

(Duarte-Almeida et al., 2006).

TABELA 3 Atividade antioxidante de extratos etandlicos do fruto inteiro e suas
fracdes (matéria seca) e de dois padrdes, determinada pelo teste
ABTS e do fosfomolibdénio.

ABTS Fosfomolibdénio

Equivalente a Equivalente a Equivalente a
Variedade Trolox Vitamina C vitamina C
Paulista mmol L' g mgg’ mgg’
Casca 1,56 £0,13d A 99,99 +2,76 c A 159,73+ 11,48 dB
Polpa 0,08+0,0laA 6,06+£0,77 aA 29,18 £0,75 aA
Semente 0,92+0,08bA 67,73+427b A 68,58 +£0,92 bA
Fruto inteiro 1,20£0,11cA 97,28+728cB 113,53 + 18,81 c A
Sabara
Casca 2,06+0,02cB 146,63 £0,95¢B 142,89 +4,06 d A
Polpa 0,09+0,01 aA 6,67+£0,85 aA 32,64 £227 aA
Semente 1,L1£026 bA 76,89 £12,30 b A 66,10+ 1,28 ¢B
Frutointeiro 1,21 +0,06 bA 82,14+279 b A 127,56 +3,23c A
CV (%) 11,38 7,51 8,72
Quercetina 22,02 £ 1,00 1.527,90 + 49,00 512,69 + 28,62
Rutina 3,45+ 0,03 255,60 + 2,77 290,89 + 15,7

Os dados sdo as médias de 3 repeti¢cdes + desvio-padrdo. Letras mindsculas na coluna
comparam entre as fracdes e maidsculas comparam entre as variedades. Letras iguais
ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P <0,05).

Teor de umidade das amostras: capitulo 2, item 3.

Observa-se que as amostras de jabuticaba apresentaram atividade
antioxidante muito inferior a esses dois padrdes, considerando que as duas

antocianinas encontradas nas cascas das variedades de jabuticaba estudadas,
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cianidina 3-glicosideo e delfinidina 3-glicosideo, apresentam em suas estruturas
grupos hidroxila na posi¢@o 5, 7, 3° e 4’ na cianidina e nas posi¢des 5, 7, 3’, 4’ e
5’ na delfinidina, como é mostrado na Figura 7. Era de se esperar um melhor
resultado; todavia, os niveis de delfinidina foram bem inferiores aos de cianidina
(Tabela 2) e eles ndo se encontram na forma isolada como os padrdes. A maior
capacidade antioxidante da delfinidina sobre a cianidina foi comprovada
experimentalmente por Kuskoski et al. (2004).

Segundo Heim et al. (2002), a capacidade de captura do radical livre é
primariamente atribuida a alta reatividade de hidroxilas substituintes da estrutura
do flavonoide. A configuracdo de hidroxilas do anel B € o determinante mais
significativo da captura de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio
(RNS). Seu potencial antioxidante depende do niimero e da posi¢do dos grupos
hidroxilas e de sua conjugacgdo, assim como da presenca de elétrons doadores
nos anéis aromaticos. A presenca de hidroxilas nas posi¢des 3’ e 4’ do anel B
contribuem para a elevada capacidade antioxidante também encontrada nas
flavonas e confere uma elevada estabilidade ao radical formado. Portanto, os
flavonoides com um maior nimero de grupos hidroxila t€m maior atividade
antioxidante. Consistente com a maioria dos polifendis antioxidantes, ambos, a
configuracilo e o numero total de grupos hidroxilas, influenciam
substancialmente nos varios mecanismos de atividade antioxidante.

Assim como a eficdcia dos flavonoides estd relacionada com o grau de
hidroxilagdo, também diminui com a substituicio por agucares, apresentando
com os glicosideos menor atividade antioxidante do que suas agliconas

correspondentes (Kuskoski et al., 2004).
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FIGURA 7 Estruturas da cianidina 3 glicosideo (A) e delfinidina 3-glicosideo
(B).

Geocze (2007), analisando a atividade antioxidante de licores de
jabuticaba da variedade Sabard (fazendo uso das cascas), encontraram valores de
TEAC que variaram de 1,88 a 2,88 mM L', calculados apdés 2 minutos de
reagdo, e de 2,48 a 3,61 mM L, apés 15 minutos de reacio. O processo de
fabricacdo do licor promove uma grande extracdo dos pigmentos da fruta e
mostraram nesses resultados, com elevados teores de TEAC, que a jabuticaba
apresenta elevada capacidade antioxidante.

Kuskoski et al. (2005) encontraram para polpas (frescas) congeladas de
diferentes frutas os seguintes valores de TEAC (mmol L! g’l): acerola, 0,068;
manga, 0,013; morango, 0,012; acgai, 0,0094; uva, 0,0092. Transformando os
dados encontrados de TEAC em jabuticaba, para matéria fresca, tem-se 0,014
mmol L™ g para as polpas da variedade Paulista e Sabara, correspondendo aos
valores encontrados para a manga e morango.

Como as sementes de jabuticaba mostraram teores de antocianinas

relativamente baixos (Tabela 1), mas com capacidade antioxidante consideravel,
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parece que outras substdncias presentes nas sementes estdo exercendo tal

capacidade.

5.5.2 Método fosfomolibdénio

As cascas apresentaram maior capacidade antioxidante, sendo superior
na variedade Paulista, diferentemente do teste ABTS, que mostrou maior
atividade nas cascas da variedade Sabard (Tabela 3). As fragdes apresentaram
resultados diferenciados de capacidade antioxidante, sendo bem mais baixo nas
polpas. Assim como no teste ABTS, os extratos etandlicos das diferentes partes
da fruta demonstraram ter diferentes niveis de atividade antioxidante.

Kubola & Siriamornpun (2008), avaliando a atividade antioxidante de
diferentes partes da planta Momordica charantia L., encontraram diferentes
resultados para cada método analisado. Em 5 diferentes testes, os resultados de
melhor desempenho alternaram-se entre as diferentes partes da planta,
demonstrando que cada amostra pode desempenhar atividades antioxidantes
distintas em diferentes testes.

Além dos diversos compostos antioxidantes presentes nos extratos, a
atividade antioxidante depende ainda do efeito sinergistico entre esses
compostos.

Os resultados do teste do fosfomolibdénio nas duas variedades de
jabuticaba mostraram que a fruta, principalmente a casca, apresenta elevada

atividade antioxidante, mas menor do que a apresentada pela quercetina e rutina.

5.5.3 Método p-caroteno/acido linoleico

Na Tabela 4 foram reunidos os resultados de inibi¢do da oxidacdo
lipidica dos extratos etandlicos, no sistema B-caroteno/dcido linoleico, em 3
concentragdes dos extratos. Na variedade Sabard, todas as fragdes obtiveram

estatisticamente a mesma atividade antioxidante, para a concentracdo de
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2 mg mL", concentracio que é comum a todas as fragdes. J4 na Paulista, a polpa
demonstrou menor inibi¢do da oxida¢do do dcido linoleico que as outras
amostras. Entre as variedades, ocorreu diferenca significativa de atividade
antioxidante apenas na polpa, em que a variedade Sabard apresentou maior
inibicdo da oxidacdo lipidica. Todas as fracdes apresentaram menor atividade
antioxidante que a quercetina e o Trolox®, porém, ndo tdo discrepantes quanto
os resultados dos outros métodos empregados no presente trabalho.

A atividade antioxidante pode ser devido a grande quantidade de
pigmentos antocidnicos (casca e fruto inteiro) e ao efeito sinérgico entre outras
substincias presentes nos extratos, como outros compostos fendlicos e a
vitamina C, principalmente nas polpas e sementes, que apresentam baixos teores
de pigmentos. Frutas como a uva, alichia, manga e pera apresentaram maior
atividade antioxidante nas sementes que nas polpas em testes realizados por Guo
et al. (2003). Segundo os autores, apesar de as sementes de uva serem ricas em
proantocianidinas, ndo hd na literatura outros dados que possam explicar essa
atividade antioxidante nas sementes.

Outros fatores interferem na atividade antioxidante da planta, além de
seus constituintes quimicos e origem geografica. O método analitico de extracao
¢ um deles. Kaur & Kapoor (2002), utilizando o método do sistema J-
caroteno/dcido linoleico para a medic¢do da atividade antioxidante de hortalicas,
demonstraram que o extrato alcodlico mostrou melhores resultados que o extrato
aquoso.

Martinez-Valverde et al. (2002) também observaram a interferéncia do
solvente. Segundo os autores, a extracdo com dgua/etanol (1:1) poderia
favorecer a extracdo de pequenas quantidades de carotenoides, além de
compostos fendlicos. O extrato aquoso pode arrastar outros compostos polares,
como a vitamina C, influenciando na quantificacdo da atividade antioxidante de

compostos, quando analisados em diferentes testes.
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Pode-se dizer que a jabuticaba apresenta elevada atividade antioxidante,
inibindo ou retardando a oxidag@o, demonstrada no teste do P-caroteno/acido
linoleico.

A utilizacdo de varios métodos antioxidantes permite maior precisao
na indicacdo do potencial antioxidante da fruta. Interacdes entre antioxidantes
podem apresentar efeitos que ndo seriam observados quando os elementos sdo

testados isoladamente (Borguini, 2006).

TABELA 4 Atividade antioxidante do fruto inteiro e de suas fragdes de duas

variedades de jabuticaba pelo método de P-caroteno/acido
linoleico.
Variedade Conc. Inib. oxidacdo Variedade Conc. Inib. oxidacao
Paulista  (mgmL") (%) Sabard (mgmL™) (%)
Casca 2 76,0 +£2,40b A Casca 2 72,72 +474a A
1 75,02 £5,52 1 70,80 £ 4,58
0,5 71,33 +5,75 0,5 64,61 +£4,62
Polpa 4 57,05 £3,14 Polpa 4 69,26 + 5,87
2 48,44 +4,19a A 2 66,83 +£7,50a B
1, 44,11 £3,50 1,33 59,81 £9,08
Semente 4 80,01 £2,16 Semente 4 74,65 + 1,45
2 73,79 £0,05b A 2 69,87+ 1,30a A
1 60,26 + 10,0 1 68,75 £ 0,62
Fr. inteiro 2 68,18 £6,16 b A Fr. inteiro 2 71,82+0,20a A
1 64,80 + 3,73 1 69,87 £2,13
0,5 41,94 +£1,71 0,5 67,57 £ 11,21
Quercetina 2 100,0 +0,0 Trolox® 2 99,59 + 0,58
1 92,40 +£ 0,30 1 95,26 £ 6,71
0,5 86,84 + 1,94 0,5 93 +4,43

Os dados s@o a média de 3 repeti¢des + desvio-padrio.

Teste de média das fragdes com concentragio de 2 mg mL’. Letras mindsculas
comparam entre as fracdes e maidsculas na coluna comparam entre as variedades. Letras
iguais nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05).

Teor de umidade das amostras: capitulo 2, item 3.
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5.5.4 Correlacao entre compostos antioxidantes e atividade antioxidante

Para avaliar a relacdo entre os testes antioxidantes e os teores de
polifendis (Tabela 4, capitulo 2), de antocianinas (Tabelal, deste capitulo) e de
vitamina C (Tabela 3, capitulo 3), foi realizada uma andlise de regressao linear e
sua precisdo avaliada com o R? (Tabela 5). Os testes antioxidantes ABTS,
equivalente a Trolox e equivalente & vitamina C, apresentaram a melhor
correlacdo com os polifendis, antocianinas e vitamina C, sendo que a precisdo
com o uso de ABTS equivalente a Trolox obteve um R? de 0,91, 0,69 e 0,74,
respectivamente. No entanto, o uso de 4cido linoleico/B-caroteno foi o teste que
apresentou menor correlagdo com as varidveis analisadas.

Segundo Heim et al. (2002), os compostos fendlicos sdo os maiores
responsaveis pela atividade antioxidante em frutos, o que pode ser observado nas
cascas, que apresentam maior atividade antioxidante e maiores teores de
compostos fendlicos.

Kubola & Siriamornpun (2008) também ndo encontraram correlacdo
significativa entre fendlicos totais e o teste dcido linoleico/B-caroteno, em estudo
realizado com o fruto Momordica charantia L.

A vitamina C é o antioxidante hidrossoltivel mais abundante nas plantas.
Entretanto, alguns testes antioxidantes tém revelado baixa atividade antioxidante
em frutos e vegetais ricos em vitamina C, demonstrando que a vitamina C pode

apresentar acao pré-oxidante (Duarte-Almeida et al., 2006).
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TABELA 5 Correlagdo entre os teores de polifendis, antocianinas totais e vitamina C e a atividade

antioxidante.
Teste Polifendis Antocianinas Vitamina C
antioxidante Equagdo R’ Equacdo R’ Equacdo R’
ABTS (Trolox) 0,6085 + 6,108*%*x 0,91 -0,3674+ 0,976*x 0,69 156,2580+ 4,294*x 0,74
ABTS (vit. C)  0,6878 + 0,085*x 0,87 -0,3447 +0,0134*x 0,63 156,1373+ 0,910¥*x 0,73
Fosfomolibénio 0,0793 + 0,074*x 0,73 -0,6387 + 0,0138*x 0,38 147,4160+ 0,812*x 0,65
Ac. linoleico/ -12,999+ 0,292*x 0,40 -1,2056 + 0,0270*x 0,10 60,6300 +2,378*x 0,19

B-caroteno




A acerola, por exemplo, apesar dos elevados teores de antocianinas,
apresentou baixa atividade antioxidante no teste do dcido linoleico/p-caroteno. A
baixa contribui¢do da vitamina C em testes antioxidantes também foi verificada
anteriormente por outros autores (Hassimotto et al., 2005). Duarte-Almeida et
al. (2006) também verificaram que a acerola (rica em vitamina C) apresentou
elevada atividade antioxidante no método de sequestro de radicais livres (DPPH)
e baixa atividade no sistema 4cido linoleico/B-caroteno, diferentemente do acai
que, com mais baixos teores de vitamina C e mais elevados de antocianinas,
apresentou a maior porcentagem de inibicdo da oxidagdo lipidica no sistema
acido linoleico/B-caroteno e inferior atividade antioxidante no teste DPPH. Esse
resultado demonstrou uma correlacdo positiva entre polifendis e atividade
antioxidante. Esse estudo demonstrou que a atividade antioxidante pode ser
determinada usando vérios sistemas antioxidantes. Entretanto, existem varias
limitagdes metodoldgicas para as determinagdes. Para a jabuticaba o teste ABTS
apresentou uma melhor correlacio frente aos polifendis, antocianinas e vitamina
C.

Mais estudos devem ser feitos visando ao de isolamento de pigmento,
com maior estabilidade, para que o fruto possa ser mais bem utilizado,
agregando-lhe valor e diminuindo, assim, o desperdicio das partes ndo

consumiveis.
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6 CONCLUSAO

O método de extragdo por maceragdo empregando o etanol 50% e/ou
etanol 95% acidificado com HCI 1,5 mol L™ (85:15), usando a proporgdo 1:15 (1
g amostra:15 mL de solvente), € o melhor para a extracdo de antocianinas de
jabuticaba, resultando em um extrato de pH baixo, no qual as antocianinas sdo
mais estaveis.

As antocianinas das cascas de jabuticaba s@o relativamente estdveis,
tanto na presenga quanto na auséncia de luz, em temperatura ambiente e por um
tempo de estocagem de 185 dias.

As cascas de jabuticabas sdo ricas em pigmentos antocianicos e
apresentam duas antocianinas; cianidina 3-glicosideo e delfinidina 3-glicosideo.

A jabuticaba mostra elevada capacidade antioxidante, tanto nos testes de
captura de radicais livres, quanto na protecdo contra a oxidagdo lipidica, tendo
potencial para ser utilizada como aditivo na inddstria alimenticia, com possiveis

beneficios a saide do consumidor.
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TABELA 1A Resumo da andlise de varidncia da composi¢ao centesimal do fruto e de suas fracdes de duas variedades

de jabuticaba.
Quadrado Médio

Fibra Fibra Extrato nao
FV GL Proteina bruta  Extrato etéreo Cinzas Soldvel insoldvel nitrogenado
Variedade (V) 1 0,644**  0,150NS 1,927 NS 18,630 NS
Fragdo (F) 3 1,687%* 39,182%*  783,347%** 1.058,622%**
V*F 3 1,019%%* 1,700%* 2,634 * 1,4406 NS
Firo 16 0,033 0,120 0,662 2,892
CV (%) 5,59 7,20 7,91 2,43

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F.
** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste de F.

NS= Nio significativo.



TABELA 2A Resumo da andlise de varidncia de sélidos soldveis totais, acidez
total tituldvel e pH do fruto e de suas fragdes de duas variedades

de jabuticaba.
Quadrado Médio

FV GL SST ATT pH
Variedade (V) 1 14,260%* 0,244%* 0,008 NS
Fracdo (F) 3 14,050%** 3,201 ** 0,377%*
V*F 3 2,150* 0,596** 0,001 NS
Erro 16 0,488 0,011 0,000
CV (%) 5,67 6,33 0,78

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F.
** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste de F.
NS= Nao significativo.

TABELA 3A Resumo da andlise de varidncia de antinutrientes do fruto e de

suas fracdes de duas variedades de jabuticaba.

Quadrado médio

FV GL Saponina Inibidor tripsina Polifendis
Variedade

V) 1 0,0024* 11,6204%* 5,6648**
Fragao (F) 3 0,1662** 19,1516%* 129,8310%*%*
V*F 3 0,0128** 2,5794%%* 1,0016**
Erro 16 0,0003 0,0912 0,1093
CV (%) 2,96 7,66 4,79

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F.
** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste de F.
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TABELA 1B Resumo da andlise de varidncia de acucares totais, redutores, nao redutores e de vitamina C do fruto e de suas
fragdes de duas variedades de jabuticaba.

Quadrado Médio
FV GL Aclucares totais Aciucar redutor Acticar ndo-redutor Vitamina C
Variedade (V) 1 43,848+ 12,170 NS 8,882 4.346,503*
Fragdo (F) 3 2.114,919%* 1.138,783%* 142,361%* 12.745,177%*
V*F 3 33,907%* 72,922%% 29,957+ 903,189 NS
Erro 16 2.641,754 3,694 0,875 566,267
CV (%) 3,22 4,43 13,77 10,69

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F.
** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste de F.
NS= Nao significativo.
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TABELA 2B Resumo da andlise de variancia de minerais do fruto e de suas fragdes de duas variedades de jabuticaba.

Quadrado Médio
FV GL Ca K Mg Na P Cu Mn Fe
Variedade (V) 1 4,167 NS 34.504,167**% 504,167** 3.539,296** 37,500 NS  0,058** 0,019 NS 1,419*
Fracdo (F) 3 270,833*  176.815,278** 1.959,722** 353,495** 3.293,055** 0,447**  0,563*  2.621,577**
V*F 3 148,611*%  35.981,944** 15278 NS 5,677 NS 4,167 NS 0,021** 0,009 NS  20,042%%*
Erro 16 45,833 1.162,500 29,167 3,389 29,167 0,001 0,046 0,165
CV (%) 12,13 3,04 5,97 3,89 7,16 3,04 16,65 6,21

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F.
** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste de F.
NS= Nao significativo.
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FIGURA 1C Espectro de massa do pico de 19,06’ de amostra de semente da variedade Sabard, comparado com espectro

Metil palmitato

de massa do metil palmitato da biblioteca de padrdes.
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FIGURA 2C Espectro de massa do pico em 22,22 min. de amostra de 6leo de semente da variedade Paulista, comparado com
espectro de massa do metil linoleato da biblioteca de padrdes.
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FIGURA 3C Espectro de massa do pico em 22,39 min. de amostra de 6leo de semente da variedade Sabard, comparado com
espectro de massa do metil oleato da biblioteca de padrdes.
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FIGURA 4C Espectro de massa do pico em 34,34 min. de amostra de 6leo de semente variedade Paulista, comparado com
espeantto-de massa do esqualeno da biblioteca de padrdes.
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FIGURA 5C Espectro de massa do pico em 41.14 min. de amostra de dleo de semente variedade Sabard, comparado
com espectro de massa do colest -5-en-3-ol da biblioteca de padrdes.
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TABELA 1D Resumo da anélise de varidncia de antocianinas totais do fruto e
suas fracdes de duas variedades de jabuticaba.

Quadrado Médio
FV GL Antocianinas totais
Variedade (V) 1 21,803*
Fracao (F) 3 432,727*
V*F 3 8,198
Erro 16 0,245
CV (%) 7,75

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

TABELA 2D Resumo da andlise de variincia para as andlises de regressao dos
testes de atividade antioxidante.

Quadrado Médio
FV GL Polifenéis Antocianina  Vitamina C
ABTS trolox 1 364,75% 9,3180%* 40420*
ABTS vit. C 1 346,47* 8,6738%* 39526*
Fosfomolibdénio 1 293,087* 10,2720* 35505*
Ac. Linol/p caroteno 1 159,991 * 1,3739* 10586%*

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F.
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