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RESUMO

Guamirim (Myrcia oblongata DC.) é uma pequena fruta escura nativa da Mata Atlantica
pertencente a familia botanica Myrtaceae. Estudos prévios com extratos e 6leos essenciais
obtidos das folhas da planta revelaram potenciais atividades antimicrobiana, antiacaricida e
antioxidante. No entanto, ndo foram encontrados na literatura estudos com a fruta da M.
oblongata. Nos hipotetizamos que devido a sua cor e também aos estudos prévios com as folhas
da planta, a fruta possivelmente € rica em compostos fendlicos. Nesse contexto, este trabalho
teve como principal objetivo investigar a composicdo fenolica da fruta guamirim, empregando
a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de
alta resolugdo (HPLC-DAD-ESI-qTOF-MS/MS). Complementarmente, foram analisadas a
atividade antioxidante in vitro, através do metodo Oxygen radical absorbance capacity
(ORAC), as propriedades fisico-quimicas e a composicdo centesimal da fruta. A metodologia
adotada permitiu a anotacdo de 92 compostos fendlicos, dos quais 32 foram quantificados. As
principais classes de compostos fenolicos encontradas na fruta sdo os &cidos fendlicos (26%),
os flavondis (24%), os taninos hidrolisaveis (17%) e as antocianinas (17%). Os compostos
majoritarios quantificados no guamirim foram: 4cido galoilquinico (883 pg g* base seca),
miricetina 3-O-ramnose (939 pg g base seca), oenoteina B (232 pg g base seca) e as
antocianinas malvidina e peonidina nas suas formas mono e di-glicosiladas (339 e 335 pg g*
base seca, respectivamente). Verificamos também que o guamirim se caracteriza pela riqueza
em fibra alimentar (24 % base seca), elevada capacidade antioxidante in vitro (918 uM Trolox
g*base seca), baixa acidez total titulavel (ATT) e elevado teor de sdlidos solGveis totais (SST).
Além disso, apresenta razdo SST/ATT caracteristica de frutas com boa aceitabilidade para
consumo in natura e também com potencial para a aplicacdo em produtos como sucos, doces,
licores e produtos fermentados. Os resultados deste trabalho confirmam o guamirim como uma
pequena fruta brasileira rica em compostos fendlicos, tanto em nimero quanto em teor total. A
divulgacdo desses resultados bem como de uma pesquisa in vivo que esta sendo realizada
paralelamente, podem incentivar o consumo dessa fruta e sugerem o seu potencial para o

desenvolvimento de produtos.

Palavras-chave: fruta, espectrometria de massas, compostos bioativos.



ABSTRACT

Guamirim (Myrcia oblongata DC.) is a small dark-colored fruit native to the Atlantic Forest,
and belonging to the botanical family Myrtaceae. Previous studies with extracts and essential
oils obtained from the plant leaves revealed potential antimicrobial, anti-acaricidal, and
antioxidant activities. However, studies involving the fruit of M. oblongata have not been found
in the literature. We hypothesized that due to its color and the previous studies with the plant's
leaves, the fruit possibly contains rich amounts of phenolic compounds. In this context, the
main objective of this work was to comprehensively investigate the phenolic composition of
guamirim fruit, applying the high-performance liquid chromatography coupled with high-
resolution mass spectrometry (HPLC-DAD-ESI-gTOF-MS/MS) through a targeted
metabolomics approach. Additionally, the in vitro antioxidant activity was also analyzed by the
Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) method, along with the fruit's physicochemical
properties and proximate composition. The adopted methodology allowed the annotation of 92
phenolic compounds, of which 32 were quantified. The main classes of phenolic compounds
found in the fruit were phenolic acids (26%), flavonols (24%), hydrolyzable tannins (17%), and
anthocyanins (17%). The main compounds quantified in guamirim were: galloylquinic acid
(883 pg g-1 dry basis), myricetin 3-O-rhamnose (939 pg g-1 dry basis), oenothein B (232 ug
g-1 dry basis) and anthocyanins malvidin and peonidin in their mono- and di-glycosylated
forms (339 and 335 pg g-1 dry basis, respectively). We also found that guamirim is
characterized by the richness in dietary fiber (24% dry basis), high in vitro antioxidant capacity
(918 uM Trolox g-1 dry basis), low total titratable acidity (ATT), and high total soluble content
(SST). Furthermore, it has an SST/ATT ratio characteristic of fruits with good acceptability for
fresh consumption and also has the potential for application in products such as juices, sweets,
liqueurs, and fermented products. These findings confirm guamirim as a Brazilian small fruit
rich in phenolic compounds, both in terms of quantity and total content. The dissemination of
these results, along with ongoing in vivo research, could encourage the consumption of this fruit

and suggest its potential for product development.

Keywords: fruit, mass spectrometry, bioactive compounds.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € o pais com a maior biodiversidade conhecida no mundo. S&o conhecidas
158.927 espécies, das quais 44.921 sao pertencentes a flora e 114.006 a fauna (BRASIL, 2017).
Estima-se que o pais concentre uma em cada 5 espécies de plantas ou animais existentes no
mundo. Essa imensa biodiversidade esté relacionada aos diferentes biomas encontrados no pais,
sendo eles: (1) Amazonia, (2) Caatinga, (3) Cerrado, (4) Pantanal, (5) Mata Atlantica e (6)

Pampa, bem como o Sistema Costeiro-marinho (IBGE, 2019).

Os biomas abrigam uma imensa flora alimenticia, porém, a maior parte é desconhecida
e permanece inexplorada. As ultimas décadas tém sido caracterizadas por uma extensiva
degradacdo da biodiversidade devido ao crescimento econémico associado ao agronegocio
focado nas culturas da soja e cana-de-agUcar e também na criacdo de gado, urbanizacao e
exploragdo madeireira. Essas atividades, além de romperem o equilibrio do ecossistema,
também ameacam a inteira heranca genética da flora (JACOB; ALBUQUERQUE, 2021).

Da flora brasileira, destacam-se as frutas nativas, que estao distribuidas nestes diferentes
biomas. Em estudo, Teixeira et al. (2019) compilaram as frutas brasileiras citadas no livro
“Dicionario das plantas uteis do Brasil e das exoticas cultivadas™ datado de 1926 e organizado
pelo botanico portugués Manoel Pio Corréa (1874-1934). As 504 frutas citadas no trabalho
foram estudadas e concluiu-se que apenas 25% das frutas registradas tiveram seus beneficios a

salde determinados e publicados em estudos de bioatividade.

Conforme recentemente discutido por Carvalho; Conte-Junior (2021), o Brasil possui
grande potencial para produzir conhecimento e produtos de alto valor agregado a partir de sua
flora alimenticia. Algumas ac¢fes em nivel nacional vém sendo tomadas com o intuito de
valorizar essa riqueza vegetal. Esse é o caso do Programa do Ministério do Meio Ambiente
“Plantas para o Futuro - Regido Sul”. No livro Espécies Nativas da Flora Brasileira de Valor
Econdmico Atual ou Potencial consta uma lista de 149 espécies categorizadas de acordo com
seus potenciais usos: alimenticias, aromaticas, fibrosas, forrageiras, madeireiras, medicinais e
ornamentais (CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011). J& a Portaria Interministerial n°® 284 de
2018 instituiu a lista de espécies da sociobiodiversidade, para fins de comercializagdo in natura

ou de seus produtos derivados, no &mbito das operaces realizadas pelo Programa de Aquisicéo



de Alimentos- PAA. Nesta lista, constam 83 espécies nativas brasileiras de valor alimenticio
(MMA, 2018).

Neste contexto, pode-se destacar o estado do Rio Grande do Sul, que abriga dois biomas,
a Mata Atlantica e o Pampa. Recentemente, Brack et al. (2020) reportaram a existéncia de 213
espécies de frutiferas nativas nesses biomas, muitas delas com potencial de uso sustentavel e
com agregacdo de valor & agroindustria local. Cerca de 40% destas frutas listadas sdo pequenas,
enquanto 37% sdo médias e 23% sdo grandes (BRACK et al., 2020). As frutas médias e grandes
sd0 as mais conhecidas e ja utilizadas por parte da populacéo, sendo as da familia Myrtaceae
aquelas que ja possuem registros de venda in natura em mercados e feiras de agricultores, como
pitanga (Eugenia uniflora), araca (Psidium cattleianum), guabiroba (Campomanesia
xanthocarpa), goiaba-serrana (Acca sellowiana) e jabuticaba (Plinia peruviana) (KOHLER,
2014). Além dessas, outras frutas também tém tido importancia na producgdo e comercializacdo
no RS, tais como o butia (Butia spp.) e a jucara (Euterpe edulis) (KOHLER; BRACK, 2016).

Em contrapartida, a imensa maioria das frutas nativas do Rio Grande do Sul é pouco
conhecida tanto pelos pesquisadores quanto pela populacdo em geral. Diversos estudos ja
relataram a riqueza de frutas pertencentes a familia Myrtaceae em diferentes classes de
compostos fendlicos. Na Tabela 2 estdo listados alguns exemplos dessas frutas e seus
compostos identificados. Destaca-se que, com relacdo ao género Myrcia, o qual abriga
aproximadamente 800 espécies exclusivamente neotropicais, sdo escassos 0s dados na literatura
sobre a composi¢do fendlica das frutas (SANTOS et al., 2023; PAGANELLI et al., 2020).

O Guamirim (Myrcia oblongata DC.) encontra-se nesse grupo de frutas nativas, pode
ser encontrado no bioma Mata Atlantica e se caracteriza pelo tamanho pequeno e coloracao
escura da casca. Recentemente, vem sendo comercializado pela Cadeia Produtiva das Frutas
Nativas (LONGHI, 2018), mas permanece pouco conhecido pela populacéo e pela comunidade
cientifica. Em buscas em diversas bases de dados, apenas quatro publicacbes com a espécie
foram encontradas, sendo o extrato e 0 dleo essencial obtido com as folhas o tema de um destes
estudos (HENRIQUES, 1997; SANTANA et al., 2018; AGOSTINI et al., 2017; ANTONELO
etal., 2023). Os resultados destes estudos apontaram para potenciais atividades antimicrobiana,
antiacaricida, antioxidante e citotoxica frente as células tumorais responsaveis pelo carcinoma
adrenocortical, dos extratos e 6leos essenciais, as quais foram atribuidas & presenca de

fitoquimicos.



Os compostos fendlicos se destacam dentre as diferentes classes de compostos
conhecidos como fitoquimicos. Eles sdo metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas e
tem funcdes especificas, dentre elas, a resposta a situacdes como estresse, injurias e exposi¢cdo
a radiacdo UV. Estruturalmente, possuem como base um anel aromatico contendo um ou mais
grupos hidroxila e podem variar de uma simples molécula fenélica a um complexo polimero de
alta massa molecular. S&o classificados de acordo com sua estrutura quimica em flavonoides e
ndo flavonoides, e subclassificados em outras subclasses, dentre elas as que séo frequentemente
encontradas em frutas, como as antocianinas, os acidos fenolicos e os taninos (ROBARDS,
1999; CROZIER, 2009; HAMINIUK, 2012). Conforme dados disponiveis na base de dados
Phenol-Explorer (http://phenol-explorer.eu), as frutas tropicais e 0s pequenos frutos,
conhecidos como berries, possuem, em média, de 30 a 2000 mg de compostos fenolicos por
100 g de massa fresca, sendo, portanto, 6timas fontes destes compostos bioativos. Berries de
coloragéo escura de casca sdo especialmente ricas em antocianinas e, conforme Higbee et al.

(2022), uma das 10 fontes mais ricas de polifendis dietéticos.

Muitos estudos epidemioldgicos e alguns clinicos, indicam o papel dos compostos
fenolicos contra o desenvolvimento de doencas crénicas ndo transmissiveis. Ha evidéncias
epidemioldgicas substanciais de que uma dieta rica em frutas, vegetais e bebidas ricas em
compostos fenolicos reduz o risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares e diabetes
tipo 2 (WILLIAMSON, 2017). Estudos recentes, associados com resultados in vivo,
demonstraram que o consumo de berries e seus subprodutos funcionais estdo positivamente
correlacionados com a reducdo de doencgas e desordens causadas por estresse oxidativo, e iSso
se deve ao fato de que os compostos fenolicos encontrados nessas frutas terem a capacidade de
modular a expressdo de varios genes e proteinas envolvidas na poptose, inflamacdo, defesa
antioxidante, metabolismo lipidico e biogénese mitocondrial (PAP et al., 2021; BATTINO,
2020). Nesse sentido, incentivar o consumo de frutas ricas em compostos fenolicos, como € o

caso dos pequenos frutos, € uma forma de promover um habito alimentar saudavel.

Devido a falta de estudos existentes na literatura sobre a fruta da espécie M. oblongata,
o0 objetivo principal desta pesquisa foi investigar a composicéao fenolica da fruta do guamirim.
O estudo empregou uma abordagem metabolémica direcionada para promover o consumo de
guamirim na sua forma in natura e como ingrediente em produtos alimenticios. Essa abordagem

serve como uma alternativa para a promoc¢do de habitos alimentares saudaveis e de uso



sustentavel, além de contribuir para a preservacdo da espécie e ampliar o conhecimento
cientifico na &rea. Destacamos que a ideia do trabalho teve origem a partir de demanda relatada
por representantes do Centro de Tecnologias Alternativas Populares (CETAP) e Cadeia das

Frutas Nativas e pelo estabelecimento Encontro dos Sabores.



10

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

- Determinar a composicdo fendlica presente no guamirim.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar a fruta guamirim (medidas morfométricas e composicbes centesimal e
fisico-quimica);

- Anotar/identificar e quantificar os compostos fenolicos por LC-DAD-ESI-qTOF-
MS/MS presentes na fruta;

- Analisar a capacidade antioxidante in vitro da fruta através do ensaio ORAC.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 GUAMIRIM (MYRCIA OBLONGATADC.)

Guamirim, ou guamirim-do-campo, sdo 0s nomes populares da Myrcia oblongata DC.,
espécie pertencente a familia Myrtaceae, que é composta pelo maior nimero de espécies do
Rio Grande do Sul (DULLIUS et al., 2016). Myrcia DC. é um dos maiores géneros de
Myrtaceae abrigando aproximadamente 800 espécies exclusivamente neotropicais, sendo a
Myrcia oblongata DC. nativa do Brasil e presente no bioma Mata Atlantica nas regides Sudeste
(Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e S&o Paulo) e Sul (Parand, Santa Catarina e do
Rio Grande do Sul) (SANTOS; SANO; LUCAS, 2019).

Figura 1 - Distribuicdo geografica e fruta da espécie Guamirim (Myrcia oblongata)

Fonte: http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/index.php?pag=buscar_mini.php (adaptado).

A espécie é considerada "Criticamente em Perigo™ (CR), segundo a lista das espécies
da flora ameacadas de extingdo no Estado de S&o Paulo, porém, considerando toda a regido
onde pode ser encontrada, ela consta como menos preocupante quanto ao risco de extingdo (LC)
(CNCFlora, 2012). No Rio Grande do Sul, é encontrada no Planalto, onde compde a Floresta
Ombrofila Mista, juntamente com as araucarias, e na regidao do Rebordo do Planalto, onde

constitui os fragmentos florestais de regeneracdo (DULLIUS et al., 2016).


http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/index.php?pag=buscar_mini.php
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A planta é reconhecida pelas folhas elipticas a oblongas, nervacéo obscura em ambas as
superficies, superficie adaxial geralmente esbranquicada, inflorescéncia com apenas um ramo
por gema e botdo floral aberto com lobulos de célice livres. As frutas apresentam-se na forma
globosa em célices lobos acrescentes (SANTOS et al., 2019). Ela é classificada como uma
arvore baixa, podendo atingir de 4 a 10 m de altura (BRACK et al., 2020).

A partir de pesquisas nas bases de dados como Scopus, Web of Science e Scielo
concluiu-se que ha poucos estudos publicados com esta espécie, sendo que 0s poucos existentes
focaram nos extratos aquosos e 6leo essencial das folhas. Esta busca foi realizada em 2023, sem
restricdo de periodo e empregando o nome cientifico da espécie e de seus sinbnimos como
palavras chaves, de forma isolada ou combinada, empregando o descritor boleano “and’:
“Myrcia oblongata”, “Aulomyrcia oblongata”, “Myrcia bombycina”, “Aulomyrcia
bombycina”.

Henriques et al. (1997) analisaram o dleo essencial das folhas de M. oblongata por
cromatografia gasosa acoplada ao espectrdmetro de massas (CG-EM) e 35 compostos foram
encontrados, sendo 53% monoterpenos, 24% sesquiterpenos oxigenados, 5,4% monoterpernos
oxigenados, 8% sesquiterpenos, 1,9% compostos aromaticos e 1,2% de fracdo lipidica ndo foi
identificada. Mais recentemente, o 6xido de cariofileno (22,03%) e o trans-verbenol (11,94%)
foram relatados como compostos majoritarios do 6leo essencial dessa planta. Neste estudo
também foram avaliadas as atividades antimicrobiana (método da microdiluicdo em caldo),
antioxidante (método de desativacdo do radical livre 2,2-difenil-1-picril hidrazil - DPPH) e
acaricida sobre Dermanyssus gallinae (Degeer, 1778), através de testes de fumigacdo. Em
relacdo a atividade antimicrobiana, o 6leo essencial demonstrou atividade inibitoria para as
bactérias gram-positivas e ndo apresentou atividade para bactérias gram-negativas. Todas as
concentragdes do Gleo essencial testadas no teste de fumigacao sobre D. gallinaea apresentaram
mortalidade inferior a 20%, e observou-se potencial de repeléncia apenas na concentracao de
10%. Com relacdo a atividade antioxidante, o 6leo apresentou atividade antioxidante moderada
guando comparada ao antioxidante sintético butil-hidroxi-tolueno (BHT) (SANTANA et al.,
2018).

Em 2023, outro estudo reportou a acéo citotdxica do 6leo essencial da M. oblongata nas
células tumorais responsaveis pelo carcinoma adrenocortical, um tipo raro de cancer que pode

afetar principalmente criangas menores de cinco anos e adultos acima de 50 anos, e que pode
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progredir & metéstase. Dessa forma, demonstrando o seu potencial biotecnolégico para o
desenvolvimento de novas aplicagcbes, como por exemplo, em tratamentos alternativos

complementares aos ja tradicionalmente recomendados (ANTONELO et al., 2023).

Além do 6leo essencial, os compostos fendlicos das folhas foram investigados. Um total
de oito compostos fenolicos foi encontrado (Tabela 1), com destaque para os majoritarios acido
feralico e rutina, que corresponderam a cerca de 90% da concentracdo de fendlicos totais
(AGOSTINI et al., 2017).

Tabela 1 - Composicéo fendlica das folhas da M. oblongata

Composto fenolico mg 100g* de material vegetal
Acido clorogénico 84,58 + 6,65
Acido ferdlico 658,55 + 12,72
Acido galico 34,92 + 2,82
Catequina 23,26 £ 0,79
Miricetina 10,62 £ 0,12
Quercetina 1,21+£0,18
Rutina 1950,78 + 18,08
Vitexina 262,77 1,07

Fonte: Agostini et al (2017).

Portanto, observa-se que informac@es sobre os compostos fenolicos da fruta Guamirim
sdo inexistentes. Considerando a cor a fruta e o fato de pertencer a familia Myrtaceae, a qual
abriga muitas espécies ja relatadas previamente como ricas em diferentes classes de compostos
fendlicos (Tabela 2), espera-se que a fruta Guamirim possua elevadas concentragdes de
diferentes classes desses compostos, 0 que pode estar relacionado com provaveis efeitos

benéficos a salide humana.
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Tabela 2 — Compostos fendlicos identificados em frutas pertencentes & familia Myrtaceae

Fruta Composicao fendlica Referéncia

Pitanga Antocianinas (umol g™! base Umida):
(Eugenia uniflora L.) Delfinidina-3-hexosideo (4,85) Cianidina-3-hexosideo (22,48)
- Flavonois (umol g™! base Umida): DE ARAUJO et al., (2019)

Miricetina-galoil-hexosideo (0,14) Miricetina-hexosideo (0,56) Miricetina-pentosideo (0,23)
Quercetina-galoil-hexosideo (0,16) Miricetina-ramnosideo (3,78)

Araca-boi Flavondis (mg g™! base imida):
(Eugenia stipitata- Mac Vaugh) Miricetina (17) Quercetina (5,16) Kaempferol (3,70) (-)-Epicatequina (0,05)
Acidos fenélicos (mg g~! base imida): DE ARAUJO et al., (2019)

Acido galico (0,12) Acido vanilico- hexosideo (0,81) Acido metil-elagico-pentosideo (0,05) Acido
metil-elagico-hexosideo (0,05)

Grumixama Flavonois (mg g~! base Umida):

(Eugenia brasiliensis Lam) Quercetina-glucuronideo (0,01) Quercetina galoil-hexosideo (0,02) Quercetina deoxi-hexosideo (0,01
‘w{ g mg GAE g ') Quercetina-hexosideo (0,07 mg GAE g') Quercetina-pentosideo (0,03 mg GAE g') .
&L Quercetina (0,1mg GAE g ) DE ARAUJO et al., (2019)

Acido fenélico (mg GAE ¢! base imida):
Acido sinapico di-hexosideo-hidroxi-benzoil (0,07)

Uvaia Flavonois (ng g™! base imida):

Rutina (1,1) Miricetina (29,5) Quercetina (180,9) Kaempferol (13,4)

écidos fenélicos (ng g™' base imida): ) ) )

Acido gélico (299,2) Acido clorogénico (42,3) Acido cafeico (5,2) Acido p-cumérico (2,9) Acido DE ARAUJO et al., (2019);
ferdlico (3,4) FARIAS et al., (2020)
Taninos hidrolisaveis (mg kg base imida)

Galoil-hexosideo (51), Isémero de galoil-hexosideo (18), HHDP-galoil-bis-hexosideo (193), Acido

trigaloil-lactona (138)

Continua na proxima pagina
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Tabela 2 - continucao

Fruta Composigéo fendlica Referéncia

Guabiju Flavondis (mg 100 g base seca):
(Myrcianthes pungens) Quercetina (8240,85) Isoquercetina (2160,35) Isorhamnetina (86,38) Kaempferol (901,11)

Flavan-3-61 (mg 100 g base seca):

Epicatequina (11,22)

Flavanona (mg 100 g base seca): SERAGLIO etal., (2018)
Naringenina (7,86)

Acidos fendlicos (mg 100 g base seca):

Acido cafeico (25,13) Acido clorogénico (5,86) Acido p-cumérico (111,51) Acido 3,4-
dihidroxibenzoico (82,882) Acido gélico (4379,98) Acido sinapico (16,02) Acido siringico

(503,80)
Feijoa Acidos fenélicos (ng g™ base seca):
(Acca sellowiana) Acido elagico-pentosideo (84,7); 3 derivados de acido elagico (45,86), (53,41) e (67,00)

Taninos condensados (ug g~! base seca):

2 isébmeros de Pedunculagina (1728,78) e (1540,73); Castalagina (63,73), Epicatequina-galato

(1472,91) (SCHMIDT et al., (2020)
Flavan-3-ois (ug g! base seca):

2 dimeros de epicatequina (177,72), (473,58); trimero de epicatequina (338,31) Catequina

(230,60) Epicatequina (356,13)

Flavonois (ng g™! base seca):

Taxifolina-O-hexosideo (203,16) Quercetina-hexosideo (93,02) Isorhamnetina-hexosideo
(69,95)

Continua na préxima péagina
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Fruta

Composigéo fendlica

Referéncia

Cereja-do-Rio-Grande
(Eugenia involucrata)

Taninos condensados (ug g~! base seca):

8 Procianidinas tipo B (176,33), (128,11), (263,33), (147,67), (141,33), (191,67), (249,50),
(425,33); 2 isdbmeros de (Epi)afzelquina-(epi)catequina (169,00) e (231,33); procianidina tipo
C (245,50); (Epi)galocatequina-3-0- galato (175,00)

Flavan-3-ois (ug g™! base seca):

Catequina (210,00) Epicatequina (529,67)

Flavonois (ng ¢! base seca):

Rutina (373,67) Quercetina-3-glicosideo (313,33) Quercetina 3-O-xilosil-rutinosideo (16,27)
Kaempferol-3-O-rutinosideo (40,33) 2 isdmeros de Kaempferol-hexosideo (53,33) e (40,00)

Antocianinas (ng g™! base seca):

Delfinidina-3-glicosideo (5879,00) Cianidina-3-glicosideo (1947,33) Pelargonidina-
glicosideo (246,33)

Acidos fenélicos (ng g™ base seca):
3 Derivados de 4cido cumaérico (19,96), (39,13) e (91,50)

(SCHMIDT et al., (2020)

Jabuticaba
(Myrciaria cauliflora)

Flavonéis (mg 100 g* base seca):

Isoquercetina (864,50) Isorhamnetina (79,77) Kaempferol (33,48) Quercetina (5211,41)
Flavona (mg 100 g* base seca):

Luteolina (4,87)

Flavanona (mg 100 g base seca):

Naringenina (36,86)

Acidos fenélicos (mg 100 g base seca):

Acido cafeico (25,61) Acido clorogénico (193,27) Acido p-cumarico (358,47) Acido 3,4-
dihidroxibenzoico (1299,74) Acido fertlico (199,74) Acido galico (4164,51) Acido siringico
(97,00)

SERAGLIO et al., (2018)

Conclusao
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3.2 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fenolicos sdo metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas e tem
funcBes especificas, dentre elas, a resposta a situacbes como estresse, injarias e exposicao a
radiacdo UV (HAMINIUK, 2012). Estruturalmente séo caracterizados por possuirem pelo
menos um anel aromatico com um ou mais grupos hidroxila ligados, podendo apresentar baixa
massa molecular, até formarem estruturas poliméricas mais complexas, como os taninos. Eles
podem ser classificados pelo numero e arranjo de seus atomos de carbono e sdo comumente
encontrados ligados a acucares e acidos organicos (ROBARDS, 1999; CROZIER, 2009; LIN,
2014; KHANBABAEE; REE, 2001). Na Figura 2 estd esquematizada a classificagdo desses
compostos e alguns exemplos de alimentos nos quais cada classe é encontrada (POP et al.,
2023).

Figura 2 - Classificacdo dos compostos fendlicos.
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Fonte: Adaptado de POP et al.v(2023).

As frutas tropicais e 0s pequenos frutos, conhecidos como berries, possuem, em média,
de 30 a 2000 mg de compostos fenolicos por 100 g de massa fresca, conforme resultados obtidos
através do ensaio de Folin-Ciocalteu (KARASAWA, 2018; PHENOL-EXPLORER). As
classes majoritarias presentes nessas frutas sdo os acidos fendlicos, os flavonois, os taninos e
as antocianinas (HAMINIUK, 2012). Devido a sua natureza polimérica e estruturas moleculares
complexas, elagitaninos (uma subclasse dos taninos) e proantocianidinas (também conhecidas
como taninos condensados) sdo dificeis de quantificar e podem ser subestimados (SYMMA &
HENSEL, 2021; PHENOL-EXPLORER). Considerando isso, nesse trabalho serdo abordadas
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com maior detalhamento as classes majoritariamente presentes nas frutas, especialmente em

pequenos frutos (berries).

Os é&cidos fendlicos sdo a classe de compostos fendlicos com maior variedade e
importancia dietética entre os compostos classificados como ndo flavondides. Eles
compreendem os acidos hidroxibenzoicos e os é&cidos hidroxicinamicos. Os acidos
hidroxibenzoicos sdo derivados do &cido benzoéico e os compostos principais desta classe
incluem os &cidos galico, elégico, siringico e vanilico. O &cido galico é o mais comum dentre
os acidos hidroxibenzbicos e é o precursor biossintético de taninos hidrolisaveis, mais
especificamente, dos galotaninos (CROZIER, 2009). Dentre estes acidos galoilquinicos o acido
5-galoilquinico é o mais comumente encontrado nos chas verde e preto e também em frutas
(CLIFFORD, 2000; CLIFFORD, 2007; PHENOL-EXPLORER). Na Figura 3 estdo
representadas as estruturas quimicas dos acidos galico e elagico e também do principal acido

galoilquinico presente em frutas.

Figura 3 — Acidos hidroxibenzéicos e derivado galoilquinico.
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Fonte: A autora, 2023.

Os acidos hidroxicindmicos sdo caracterizados por um grupo fenilpropandéide (C6-C3)
com uma ligacdo dupla na cadeia lateral onde pode incluir os &cidos cafeico, ferdlico, sinapico
e p-cumarico. A esterificacdo destes compostos com outros &cidos, como o quinico, dao origem
aos acidos clorogénicos, bem como os seus derivados (CLIFFORD, 2000; LEONARD et al.,
2021). Dentre estes acidos clorogénicos, podemos citar os mondmeros, dimeros e trimeros dos

acidos cafeoilquinico, feruloilquinico e p-cumaroilquinico (Figura 4).
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Figura 4 — Acidos hidroxicinamicos e clorogénicos derivados.
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Fonte: A autora, 2023.

As berries contém acidos hidroxicindmicos, dentre eles podemos destacar o acido
cafeico, encontrado no chokeberry preto (aronia) (141 mg 100g™* de fruta fresca), e os acidos
clorogénicos, majoritariamente presentes na forma do acido 5-cafeoilquinico em frutas como
as cultivares highbush e lowbush de mirtilo, as quais contém, respectivamente, 131 e 87 mg em
100 g de fruta fresca. A maioria dos acidos hidroxicindmicos estd presente nessas frutas na
forma de ésteres e glicosideos (PHENOL-EXPLORER; CLIFFORD, 2000).

A classe dos flavondis é a mais abundante dos flavonoides estando presente em todo o
reino vegetal. Sao encontrados na natureza principalmente na forma glicosilada (CROZIER,;
JAGANATH; CLIFFORD, 2009). Na Figura 5 estdo representadas as estruturas de alguns

flavonéis comumente encontrados em frutas.

Figura 5 — Estrutura quimica dos principais flavonois encontrados em frutas

Quercetina Kaempferol Miricetina

Fonte: A autora, 2023.
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De acordo com dados disponiveis na base de dados Phenol-Explorer (expressos em mg
100g! de fruta fresca), as maiores quantidades de flavonol sdo encontradas em chokeberry preto
(88 mg 100g™), elderberry (sabugueiro) (42 mg 100g™), mirtilo highbush (39 mg 100g%),
lingonberry (31 mg 100g™?) e cranberry americana (28 mg 100g™). A quercetina é o flavonol
mais comum em frutas, sendo as berries elderberry (17,0 mg 100g?), lingonberry (12,6 mg
100g?) e cranberry (13,0 mg 100g™) fontes particularmente ricas. Nestas pequenas frutas
também sdo encontrados kaempferol e miricetina. Por exemplo, estes dois flavonois
correspondem a 29 e 18%, respectivamente, do conteudo total de flavondis do bilberry, uma
variedade do mirtilo. Embora o kaempferol e a miricetina também tenham sido identificados
em frutas como péssegos e peras, as concentragdes sdo geralmente baixas para serem
guantificadas na fruta inteira. A casca dessas frutas contém esses flavonois em quantidades
significativas, no entanto, sua polpa, que constitui mais de 70% do peso fresco, néo.
Consequentemente, quando analisadas como consumidas normalmente, apenas tragcos sdo
quantificados. Em contrapartida, os flavan-3-ais, especialmente as catequinas, sdo encontradas
na polpa das frutas, o que justifica em parte os resultados relatados na literatura (ANDERSEN
& MARKHAM, 2006).

Na natureza os taninos sdo encontrados em diferentes familias de arvores, como em
castanheiro e carvalho. Altas concentrac@es de taninos estdo presentes em quase todas as partes
da planta, como na casca, madeira, folhas, frutas, raizes e semente. Frequentemente, um
aumento na producéo de taninos estéa associado a alguma doenca da planta, portanto, se supde
que o papel bioldgico na planta de muitos taninos esta relacionado a protecao contra infeccdes,
insetos ou animais herbivoros. Na industria de alimentos, os taninos sdo usados para clarificar
e atuar como antioxidantes em vinho, cerveja e sucos de frutas, e também contribuem para cor,
sabor, textura e estabilidade de produtos processados (KHANBABAEE & VAN REE, 2001;
SYMMA; HENSEL, 2021).

Os taninos sdo compostos de até 20000 u de massa molar, que se apresentam nas
coloracbes amarela clara ou branca, na forma de pd6s amorfos, brilhantes, com aroma
caracteristico e sabor adstringente. Eles ja foram classificados em dois grupos: hidrolisaveis e
condensados. No entanto, esta definicdo ignora os taninos monoméricos e de baixo peso
molecular, abaixo de 1000 u (KHANBABAEE & VAN REE, 2001).
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Em 2001, Khanbabaee e van Ree propuseram uma definicdo com base nas
caracteristicas estruturais dos taninos, dividindo-os em quatro grandes grupos: galotaninos,
elagitaninos, taninos complexos e taninos condensados (Figura 6). Os galotaninos sdo todos
aqueles taninos nos quais as unidades galoilicas ou seus derivados meta-depsidicos estdo
ligados a diversas unidades de polidis, catequinas ou triterpenoides. A estrutura quimica mais
comum dos galotaninos é constituida por ésteres de &cido galico com D-glicose (KY et al.,
2015).

Figura 6 — Classificagédo dos taninos.
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Fonte: adaptado de Khanbabaee e van Ree (2001).

Elagitaninos sdo definidos como taninos nos quais pelo menos duas unidades de galoil
sdo ligadas através de ligacbes carbono-carbono umas as outras e ndo contém uma unidade de
catequina glicosidicamente ligada. Eles sdo ésteres de acido hexahidroxidifénico e um poliol,
geralmente glicose ou acido quinico. Quando expostos a acidos ou bases, as ligacdes éster sdo
hidrolisadas e o &cido hexahidroxidifénico se rearranja espontaneamente no acido elagico,
insollvel em &gua, sendo eles, portanto, conhecidos como taninos hidrolisaveis, juntamente
com os galotaninos (KHANBABAEE & VAN REE, 2001).

Os elagitaninos séo caracteristicos dos géneros Rubus (framboesas e amoras) e Fragaria
(morangos). Conforme dados da plataforma dados Phenol-Explorer (expressos em mg 100g™
de fruta fresca), maiores quantidades s@o encontradas em framboesa vermelha, amora silvestre

e morango. A framboesa vermelha contém sanguina H6 (81 mg 100g™) e lambertianina C (36
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mg 100g™). Elevados teores de acido elagico livre foram quantificados em amora (44 mg 100g"
1y, framboesa preta (38 mg 100g™*) e amora silvestre (15 mg 100g™2).

Os taninos complexos sdo taninos nos quais uma unidade de catequina esta ligada
glicosidicamente a um galotanino ou a uma unidade de elagitanino. E, por fim, os taninos
condensados, também chamados de proantocianidinas, sdo polimeros complexos ou oligdmeros
formados por ligacdes entre flavan-3-6is, principalmente (epi)afzelequina, (epi)catequina e
(epi)galocatequina, e mais raramente, (epi)fisetinidol e (epi)robinetinidol (Figura 7). A
complexidade estrutural das proantocianidinas é um desafio para sua identificacdo e
guantificacdo em matrizes vegetais, necessitando técnicas avancadas de cromatografia e
espectrometria de massas (SYMMA & HENSEL, 2021).

Em alimentos, os taninos condensados estdo presentes em cascas e sementes de uvas,
bem como nas cascas de oleaginosas, como as nozes, e exercem grande impacto sobre as
propriedades sensoriais dos alimentos, principalmente por aumentarem suas propriedades
adstringentes e amargas, causadas pela interacdo entre esses compostos com as proteinas
salivares (VERSARI et al., 2012).

Figura 7 — Estrutura quimica das proantocianidinas.
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Fonte: Adaptado de SYMMA & HENSEL (2021)

As antocianinas sdo pigmentos responsaveis pelas cores laranja, rosa, vermelho, violeta
e azul das flores e frutos de algumas plantas. A cor exibida por essas moléculas foi explicada
pela primeira vez por Pauling em 1939, que prop06s que a estrutura ressonante do ion flavilium
causava a intensidade de sua cor (WROLSTAD et al.,2005). As antocianidinas (agliconas) sdo

as estruturas basicas das antocianinas e consistem em um anel aromatico [A] ligado a um anel
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heterociclico [C] que contém oxigénio, que também estd ligado por uma ligacdo carbono-
carbono a um terceiro anel aromético [B] (Figura 8). Quando as antocianidinas sdo encontradas
em sua forma glicosidica (ligadas a acUcar), elas sdo conhecidas como antocianinas
(CASTANEDA-OVANDO et al., 2009). J4 foram reportadas na natureza 23 antocianidinas,
porém, sdo encontradas mais frequentemente seis, nomeadamente: cianidina, peonidina,
pelargonidina, malvidina, delfinidina e petunidina (CLIFFORD, 2000).

Figura 8 — Estrutura quimica das principais antocianidinas encontradas em frutas
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A maioria das berries possui perfis de antocianinas simples e pelo menos 80% das
antocianinas totais sdo representadas por um numero limitado de compostos, exceto em
mirtilos, nos quais sdo observados perfis mais complexos (PHENOL-EXPLORER). As
antocianinas nessas frutas sao principalmente glicosideos de cianidina, delfinidina, peonidina,
pelargonidina, malvidina e petunidina, sendo a cianidina a mais comum. Elas sdo glicosiladas
com glicose, galactose, arabinose ou rutinose e, em menor grau, com xilose como na
chokeberry, sambubiose como no elderberry, e soforose como na framboesa. Nos mirtilos
(variedades highbush e lowbush), no entanto, vinte e cinco antocianinas diferentes foram
identificadas. Sendo principalmente, as formas conjugadas de malvidina (respectivamente 76 e
48 mg 100g™t em mirtilo lowbush e highbush), delfinidina (46 mg 100g™ em mirtilo lowbush e
highbush), petunidina (29 mg 100g' em ambas variedades mirtilos) e cianidina
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(respectivamente 24 e 9,9 mg 100g™ em mirtilo lowbush e highbush). Ja a pelargonidina 3-
glicose foi relatada como sendo a antocianina majoritaria em morangos (PATRAS, 2010).

3.3 CONSUMO DE FRUTAS E BENEFICIOS A SAUDE

O consumo de alimentos ricos em compostos bioativos esta relacionado com efeitos
benéficos a salde, estando associado a reducao do risco do surgimento de doencas crénicas nao
transmissiveis (DCNT), entre elas, as doencas cardiovasculares, a hipertensdo arterial, a
diabetes e a obesidade. (CROZIER, 2009; WOOTTON-BEARD, 2011; CARVALHO;
CONTE-JUNIOR, 2021; KARASAWA, 2018; SCHULZ, 2020). Um dado interessante e
também preocupante é que, de acordo com o Plano de Acdes Estratégicas para o Enfrentamento
das DCNT no Brasil 2021-2030, as DCNT representam a causa de mais da metade do total de
mortes no Brasil, sendo em 2019, a causa de 54,7% dos o6bitos registrados (BRASIL, 2021).

O consumo de compostos fendlicos como componentes dietéticos saudaveis vai ao
encontro da recomendacdo de comer cinco ou mais porgdes de frutas e vegetais por dia, mas

atualmente é dificil recomendar quais “doses” de compostos especificos devem ser consumidas

para se obter o maximo beneficio (WILLIAMSON, 2017).

Apesar de extensas pesquisas, 0s mecanismos exatos de acdo dos compostos fenolicos
no corpo humano ndo foram comprovados de forma decisiva, mas ha fortes evidéncias de que
alguns alvos como o metabolismo do éxido nitrico, a digestdo de carboidratos e as enzimas
oxidativas sdo importantes para a promocdo dos beneficios a saude. A absorcdo e o
metabolismo desses compostos estdo relacionados a microbiota intestinal, que desempenha um
papel critico na absorcdo, sendo que € atravées do catabolismo das bactérias do colon que mais
de 80% da fracdo ingerida pode ser absorvida (WILLIAMSON, 2017; BANC et al., 2023).

Com relacdo aos mecanismos de acdo antioxidante dos compostos bioativos (compostos
fendlicos e carotendides), sdo propostas duas hipoteses. A primeira trata de uma desativagéo
direta de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERO e ERN, respectivamente). Nesse
processo, 0s compostos desativam as ERO e ERN através da transferéncia de hidrogénio ou
elétrons, ou ainda formando adutos, por meio de processos quimicos ou fisicos (MAGALHAES
et al., 2008; SOOBRATTEE et al., 2005).

No entanto, mais recentemente, 0 mecanismo de agdo antioxidante dos compostos

bioativos mais aceito € o que propde a modulacao da microbiota intestinal. Compostos fendlicos
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glicosilados s&o hidrolisados formando agliconas através da acdo de enzimas (lactase florizina
hidrolase e S-glicosidase). Estes compostos aglicosilados séo, entdo, absorvidos na ordem de
5% a 10% nesta primeira parte intestinal, onde passam para a corrente sanguinea. Fatores como
baixa solubilidade e a resisténcia ao acido gastrico diminuem a permeabilidade intestinal
fazendo com que os compostos fendlicos ligados a matriz, muitas vezes a fibra alimentar,
cheguem ao cdlon parcialmente digeridos, onde atuam como prebidticos, sendo metabolizados
pelas enterobactérias. O produto do metabolismo destas bactérias gera novos compostos, como
0s acidos graxos de cadeia curta, 0 que torna o ambiente antioxidante (DE SOUZA et al. 2019;
SAURA-CALIXTO, 2018; MARIN et al. 2015; ARAVIND et al., 2021; MAKKI et al., 2018).

Nesse sentido, ensaios in vitro devem ser analisados em conjunto com estudos in vivo,
porque estes ensaios podem nao refletir os efeitos no organismo humano. Diversos fatores,
como a absor¢do, 0 metabolismo e as propriedades fisico-quimicas dos compostos fendlicos,
também sdo muito importantes (WU et al., 2004). Existem diversos modelos para se avaliar a
provavel acdo protetora dos compostos bioativos frente ao surgimento de DCNT e alguns

resultados se mostraram promissores.

Por exemplo, Turck et al., (2020) avaliaram o efeito do extrato de mirtilo sobre
parametros funcionais e niveis de estresse oxidativo em pulmdes de ratos com hipertenséo
arterial pulmonar (HAP) induzida e concluiram que a intervencao com esse extrato atenuou 0s
resultados funcionais da HAP por meio da melhora do estado redox pulmonar, sugerindo que
extratos ricos em compostos fendlicos, como é o caso do mirtilo, poderiam ser uma nova
estratégia de tratamento na HAP, dada a sua acdo antioxidante. Mais recentemente, esse mesmo
grupo de pesquisa observou que extrato de mirtilo também promoveu cardioprotecédo de células
cardiacas em um modelo in vitro de dano oxidativo induzido por norepinefrina, através da
modulagdo da homeostase redox (TURCK et al., 2022).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 REAGENTES E PADROES ANALITICOS

Os seguintes reagentes e solventes foram utilizados na determinacdo dos compostos
fendlicos: dgua ultrapura (sistema de purificagdo Milli-Q, Millipore Co. - Massachusetts, USA),
acetonitrila grau HPLC (J.T. Baker), metanol grau HPLC (J.T. Baker), &cido formico P.A.
(Neon), carbonato de sddio (Neon), reagente Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich). As fases méveis
foram filtradas em sistema de filtracdo com filtros de acetato de celulose e politetrafluoretileno
(PTFE) para fase aquosa e organica, respectivamente. Um total de 7 padrfes analiticos de
compostos fendlicos foram utilizados, nomeadamente: &cido 5-cafeoilquinico (CAS No. 327-
97-9), acido elagico (CAS No. 476-66-4), acido galico (CAS No. 149-91-7), catequina (CAS
No. 154-23-4), galato de epigalocatequina (CAS No. 1257-08-5), quercetina (CAS No. 117-39-
5) e cianidina 3-O-glucosideo (CAS No. 7084-24-4) (pureza > 90%, Sigma-Aldrich).

Para as andlises fisico-quimicas e de composicdo centesimal foram utilizados 0s
seguintes reagentes de grau analitico (marca Neon, com algumas excecdes): solucGes-tampao
de pH 4, 7 e 10; hidroxido de sodio, metanol, sulfato de sddio anidro, acido sulfdrico (Dinamica
Quimica Contemporanea Ltda), acido borico, sulfato de cobre, sulfato de potassio, dioxido de
titanio, carbonato de sddio anidro, éter de petrdleo (Dindmica Quimica Contemporanea Ltda),
alcool etilico, kit enzimatico para determinacéo de fibra alimentar (Sigma Aldrich - TDF-100A
e TDF-C10).

Para os ensaios ORAC foram empregados os seguintes reagentes: fosfato de potéssio
monobasico anidro (Neon); fosfato de potassio dibasico anidro (Neon); gerador de radical livre
AAPH (2,2 -Azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride) (Sigma Aldrich); fluoresceina
(Neon), alcool absoluto (Neon) e padrdo antioxidante Trolox (Sigma Aldrich).

Também foram necessarios os seguintes equipamentos: pHmetro (modelo Q400AS,
Quimis, SP, Brasil), balanga analitica (modelo AY220, Shimadzu, Quioto, Japdo), agitador
magnético com aquecimento (modelo TE-0854, Tecnal, SP, Brasil) vidrarias (volumétricas,
graduadas, TC), tubos eppendorf, cadinhos, capsulas, dessecador, refratdmetro (PAL-3,
ATAGO U.S.A,, Inc., Bellevue, USA), banho termostatizado (modelo MA159, Marconi, SP,
Brasil), estufa (modelo 032/7, Eletrolab, SP, Brasil), forno mufla (Linn Elektro Therm), frascos
e destilador de Kjeldahl (modelo TE-0364, Tecnal, SP, Brasil), leitor de placas com detector de
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fluorecéncia (Enspire 2300, Multimode Plate Reader, Perkin Elmer, USA), analisador de
textura (TA. XT-Plus, Stable Microsystems Ltd., Surrey, UK), colorimetro (Konica Minolta,
modelo CR400, Singapura) e liofilizador (Liotop Freeze-Dryer L101, Liobras, Sdo Carlos,
Brasil).

4.2 ORGANIZACAO EXPERIMENTAL

O fluxograma 1 representa o fluxo de trabalho realizado neste estudo.

Figura 9 — Fluxograma do procedimento experimental.
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Fonte: A autora, 2023.

4.3 AMOSTRAGEM
Neste estudo foram utilizadas duas safras de guamirim no estagio 6timo de maturacéo,
avaliado através da cor da casca (violacea) e sdlidos soluveis totais (analisados em refratbmetro

no laboratorio). A primeira safra (colhida em 2021), foi adquirida congelada do
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Estabelecimento Encontro de Sabores (Passo Fundo, RS) em embalagens plésticas de 500 g e
utilizada na otimizacdo da metodologia. A segunda safra (aproximadamente 2 kg) foi colhida
em marco de 2022 no municipio de Ipé, RS (28°45'22.8" S e 51°14'39.7" W). Uma exsicata foi
depositada no herbario do Instituto de Biociéncias da UFRGS e recebeu a codificacdo ICN
203604. Além disso, o projeto foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio

Genetico e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) com o codigo AA7A9BY.

As frutas de 2022 foram transportadas até o laboratorio em caixas térmicas e
imediatamente separadas dos galhos, selecionadas, mantendo-se apenas aquelas maduras e
intactas, e higienizadas através de imersdo em solucdo clorada 30 mg L™! por 15 min. Entdo,
foram congeladas em nitrogénio liquido para estabilizacao, liofilizadas (durante 5 dias a -56 °C
e 130 umHg - Liotop Freeze-Dryer L101, Liobras, S&o Carlos, Brazil), moidas, embaladas a
vacuo (SVC 200, Sulpack, Brasil) e mantidas sob congelamento (a -18 °C) até o0 momento das

analises.

4.4 MEDIDAS MORFOMETRICAS E ANALISES FiSICO-QUIMICAS

4.4.1 Medidas morfomeétricas

Dez frutas uniformes e no mesmo estdgio de maturacdo foram analisadas
individualmente. As medidas dos diametros longitudinal e transversal foram realizadas com
auxilio de um paquimetro (Brasfort, Guarulhos, SP, Brazil) e a massa das frutas foi determinada
em balanca analitica (AY 220, Shimadzu, Quioto, Japan).

4.4.2 Textura e cor

A textura do guamirim foi analisada em texturometro (TA. XT-Plus, Stable
Microsystems Ltd., Surrey, UK). A firmeza da casca foi medida utilizando uma sonda cilindrica
P2P com didmetro de 5 mm e carga de 50 N. A velocidade foi configurada para 1.0 mm s e a
distancia para 10 mm. Durante a analise, registrou-se a forca méxima necessaria para romper a
casca da fruta e calculou-se o trabalho necessario para perfurar a amostra.

A andlise do perfil de textura (TPA) foi realizada usando um émbolo plano de aluminio
de 20 mm de diametro (SMS P20P). Os parametros do processo TPA foram os seguintes:
velocidade pré-teste de 0,33 mm s*; velocidade de teste de 0,33 mm s*; velocidade pds-teste
de 0,33 mm s; intervalo de tempo entre duas compressdes - 1 s; e deformagcéo de 40% da altura

da amostra. Ensaios preliminares de compressdo foram conduzidos para avaliar o valor da
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deformacéo no ponto de ruptura, medido como percentual da altura da amostra original. Os
resultados foram calculados a partir de seis medicdes.

A cor foi determinada usando um colorimetro (Konica Minolta, modelo CR400,
Cingapura) calibrado com um disco branco. A cor foi expressa pelas coordenadas L*, a* e b*,
de acordo com o sistema CIELab (MCGUIRE,1992; ROBERTSON,1990).

4.4.3 pH, acidez total titulavel (ATT), solidos solaveis totais (SST) e acucares

Todas as determinacdes foram realizadas com a fruta in natura inteira, conforme é
consumida (polpa, sementes e casca), em triplicata. O pH foi medido com auxilio de pHmetro
(modelo Q400AS, Quimis, Diadema, SP, Brasil), a ATT foi determinada através de titulacdo
potenciométrica com hidroxido de sédio 0,1 N, sendo os resultados expressos em percentual
equivalente de acido citrico. Os SST foram medidos diretamente com um refratdmetro digital
(PAL-3, ATAGO U.S.A,, Inc., Bellevue, WA, EUA). Os acucares redutores e ndo redutores
foram determinados conforme o0 método de Lane & Eynon (1934), e os agUcares ndo redutores
foram quantificados por diferenca e multiplicagao pelo fator de converséao de 0,95.

4.4.4 Composicao centesimal e fibra alimentar

As amostras foram analisadas em triplicata quanto a umidade (n° 925.09), cinzas (n°
923.39), teor de proteina (n° 920.87; fator de proteina de 6,25), lipidios (n° 945.16) e fibra
alimentar (n° 985.29 e n° 960.52, com kit enzimatico TDF-100A; TDF-C10; Sigma—Aldrich,
Saint Louis, MO, EUA) de acordo com a metodologia descrita pela Association of Official
Analytical Chemists (AOAC). Os carboidratos totais foram calculados por diferenca. O valor
energético total foi estimado usando os fatores de converséo de 4 kcal g para teor de proteina
e carboidrato e 9 kcal g para o teor de lipidios: Energia (kcal) = 4 x (g proteina + g carboidrato)
+ 9 x (g lipidio).

4.5 DETERMINA(;AO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

A capacidade antioxidante da fruta foi analisada através do método competitivo ORAC.
Os extratos de fruta foram preparados através de extragdo exaustiva a partir de 0,1 g de amostra
liofilizada com 2 mL de solugdo metanol:dgua (80:20 v/v) acidificada com 0,35% de &cido
formico. Foram necessarias 8 extracfes com solvente, empregando voértex durante 3 min,
seguido da etapa de centrifugacdo (11000 g durante 5 minutos a temperatura ambiente) e
recolhimento dos sobrenadantes. Para avaliar a faixa linear, foram realizados testes de diluicao,

com extratos da fruta com concentragdo de 10, 50 e 200 mg L ~*. O sistema reacional constituiu
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de 25 uL do extrato da fruta obtido via extracdo exaustiva e previamente diluido em tampé&o de
fosfato de potassio 75 mM (pH 7,4), preparado a partir de potassio monobasico anidro e
potassio dibasico, e de 150 puL da solugdo de trabalho de fluoresceina de sdédio (81 nM)
adicionados em microplacas de 96 cavidades. A placa foi incubada durante 10 min a 37 °C,
sendo os Ultimos 3 min sob agitagdo constante usando um leitor de placas (Enspire 2300,
Multimode Plate Reader, Perkin Elmer, EUA). Em seguida, foram adicionados 25 uL de
solucdo de AAPH (2,2'-azobis (2-amidinopropano) dicloridrato) (152 mM). Para monitorar o
decaimento da fluorescéncia, foi usado um leitor de fluorescéncia 37 °© C por 90 min,
programado para os comprimentos de onda de excitagdo e emissdo de 485 nm e 528 nm,
respectivamente (HUANG; BOXIN; PRIOR, 2005). Para os célculos, a area sob a curva (AUC)
foi calculada e o valor do controle (sem antioxidante, apenas tampao) foi subtraido para obter
a AUC liquida. Uma curva padréo foi preparada com Trolox (0-96 uM, acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico) e os resultados foram expressos como pmol de Trolox por g
de amostra (umol TE g ~ 1), plotando os resultados da AUC liquida na equagdo da curva e

fazendo-se a conversdo de umol TE L~ ! de extrato para umol TE g ~ ! de fruta.

4.6 EXTRACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos foram extraidos de acordo com a metodologia proposta por
RODRIGUES; MARIUTTI & MERCADANTE (2013), com modificacbes. Para a
identificacdo dos compostos foi realizada a extracdo de uma Unica fracdo, enquanto que para
quantificacdo foi realizada a extracao exaustiva dos compostos fendélicos. Neste procedimento,
0,1 g de amostra liofilizada foram pesados em tubo eppendorf e adicionados de 2 mL de solucéo
metanol:agua (80:20 v/v) acidificada com 0,35% de acido formico. Entdo, a mistura foi agitada
em vortex por 3 min a temperatura ambiente e depois centrifugada (MiniSpin, Eppendorf,
Alemanha) a 11000 g durante 5 minutos a temperatura ambiente. Esse procedimento foi
repetido oito vezes, os sobrenadantes combinados e essa mistura concentrada sob o fluxo de
nitrogénio gasoso. O extrato resultante foi entdo filtrado em filtro de seringa de PTFE
hidrofilico de 0,45 um para vial antes das injecdes. Para a quantificacdo foram realizadas 4

extragdes exaustivas independentes (n = 4).

4.7 ANALISE DOS COMPOSTOS FENOLICOS - HPLC-DAD-ESI-QTOF-MS/MS
A analise dos compostos fenolicos (PC) foi realizada empregando cromatografia liquida

de alta eficiéncia Shimadzu (HPLC) (Quioto, Japdo), conectada a um espectrometro de massa
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(MS) com analisador Quadrupole-Time-of Flight (QTOF). A fonte de ionizacgéo utilizada foi
eletrospray (ESI) (Bruker Daltonics, modelo microOTOF-Q 111, Bremen, Alemanha). PC foram
separados em coluna Synergi Hydro-RP (250 x 4,6 mm, 4 um, Phenomenex, Torrance, CA)
com fluxo de 0,5 mL min™ com forno a 35 °C, usando como fase mével um gradiente linear de
agua: acido férmico (99,9:0,1, v/v, solvente A) e acetonitrila:acido férmico (99,9:0,1, vlv,
solvente B), conforme proposto por RODRIGUES; MARIUTTI & MERCADANTE (2013). O
controle do equipamento e o processamento dos dados brutos foram realizados com os
softwares Esquire Control e Data Analysis 4.3, respectivamente (Bruker Daltonics). Os
parametros MS foram definidos da seguinte forma: faixa de varredura de m/z 100 a 1000, fonte
ESI nos modos negativo e positivo, tensdo capilar de 4000 V, temperatura do gas de secagem
de 310 °C e vaz&o de 8 L min™ e pressdo do gas nebulizador de 4 bar. MS/MS foi realizada no
modo automatico, sendo definidos de trés ions precursores com um limiar de 1500 contagens.
A calibracdo do equipamento foi realizada semanalmente com solugdo de formato de sodio.
Além disso, uma calibracdo interna foi realizada com a mesma solucéo de calibracdo para cada
injecao.

A anotacdo dos PC foi realizada usando interpretacdo manual considerando a massa
exata, 0 padrdo de fragmentacdo e as informacGes ortogonais - caracteristicas de absor¢do UV-
vis e ordem de eluicdo na coluna C18. Essas caracteristicas foram comparadas com os padrdes
de PC, literatura e bibliotecas de espectro de massa. Além disso, os dados brutos de MS foram
processados no MZmine 3 e os resultados foram exportados para o Sirius 5. A anotacdo foi
realizada conforme proposto por SCHYMANSKI et al. (2014), adotando um sistema de nivel
de confianca do nivel 1 ao nivel 5.

Os PC foram quantificados por LC-DAD através de calibracdo externa nas mesmas
condicdes descritas acima usando curvas analiticas de sete padrdes de PC (&cido galico, galato
de epigalocatequina, acido 5-cafeoilquinico, catequina, quercetina, acido elagico e cianidina 3-
O-glicosideo). As curvas analiticas foram construidas (8 a 11 pontos) e o método foi validado
considerando os seguintes parametros de desempenho e erro padréo: linearidade (>0,99), limite
de detecco (0,09 a 3,84 mg L) e limite de quantificagéo (0,28 a 11,65 mg L™?). Os limites de
deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram determinados de acordo com a metodologia da
European Medicines Agency (EMA) (ICH - EMA, 1995). Compostos sem padrdes comerciais

foram quantificados com as curvas preparadas com padrdes estruturalmente semelhantes.
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Para o preparo das curvas analiticas, com excecdo da cianidina 3-O-glicosideo, 10 mg
dos padrdes foram pesados diretamente em balGes volumétricos de 10 mL e avolumados com
metanol. Destas solucdes estoque foram retiradas aliquotas para a diluicdo dos pontos de curva
com solucdo 1:1 (v/v) da fase movel A (&gua acidificada com 0,1 % de &cido formico) e B
(acetonitrila acidificada com 0,1% de &cido férmico). Para o preparo da curva de cianidina 3-
O-glicosideo foram pesados aproximadamente 5 mg de padrdo e dissolvidos em 10 mL de
metanol acidificado (0,1 % de acido cloridrico). A determinacdo da concentracdo inicial da
cianidina 3-O-glicosideo foi realizada pela leitura da absorbancia a 529 nm e utilizando o

coeficiente de absortividade molar da cianidina (aglicona) (g), conforme a equacao 1.

Ax MM x FD x 1000
£

Cianidina (mg L) = 1)

Onde: A é a absorbancia a 529 nm, MM a massa molar da cianidina (287 g molt), FD o fator
de diluicéo e € a absortividade molar da cianidina (34300 L mol* cm™™).

A partir da determinacdo da concentracao inicial da solucéo de cianidina, uma solucéo-
trabalho de 50 mg L™ foi preparada através de diluicdo com metanol acidificado e, a partir desta
ultima, foram realizadas dilui¢des para os pontos de curva (faixa de concentracdo de 1 a 15 mg
L), Na Tabela 3 estdo relacionados os principais parametros das curvas analiticas construidas

para os padrdes de compostos fendlicos.

Tabela 3 - Parametros das curvas analiticas de compostos fenolicos obtidos por HPLC-DAD.

Padréo Faixa de concentragéo (mg L™) aR? LD °LQ
Acido galico 1,0-20,0 0,9990 0,37 1,12
Acido elagico 3,0-20,0 0,9930 3,84 11,65
Acido 5-cafeoilquinico 0,375-20,0 0,9990 0,12 0,36
Catequina 0,50-20,0 0,9990 0,15 0,45
Quercetina 0,50 -25,0 0,9950 0,14 0,42
Cianidina 3-O-glicosideo 1,0-150 0,9970 0,24 0,73
Galato de epigalocatequina 0,375-20,0 0,9960 0,09 0,28

aR2: Coeficiente de determinagéo. °LD: Limite de deteccdo (mg L™). °LQ: Limite de quantificagio (mg L™).

4.8 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os experimentos foram realizados pelo menos em triplicata (n > 3) e os dados
experimentais foram avaliados através de média + desvio padrdo empregando o software
Microsoft Excel® (Microsoft, 2019).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
Nesta secdo, estdo apresentados os resultados obtidos no presente trabalho. O contetdo
sera apresentado na forma de artigo, o qual serd posteriormente submetido a um periddico

internacional indexado.

5.1 GUAMIRIM (Myrcia oblongata DC.): A NATIVE BRAZILIAN FRUIT RICH IN
PHENOLIC COMPOUNDS, SOURCE OF DIETARY FIBER, AND HIGH IN VITRO
ANTIOXIDANT CAPACITY
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6. DISCUSSAO GERAL

A conceitualizagcdo do trabalho, conforme explicado na introdugdo da dissertacéo,
surgiu de uma demanda do Centro de Tecnologias Alternativas Populares (CETAP) e Cadeia
das Frutas Nativas e pelo estabelecimento Encontro dos Sabores. O trabalho foi desenvolvido
sempre tendo como norteador a geracdo de informacGes que pudessem estimular o consumo

dessa fruta na forma in natura e também na sua utilizagdo como um ingrediente alimentar.

Nesse sentido, nossos resultados mostraram que o guamirim é uma pequena fruta de
com alta concentragdo de compostos fenolicos (4885 pg g base seca) onde também
encontramos um alto teor de fibra alimentar (24% base seca) e uma elevada capacidade
antioxidante in vitro (918 uM Trolox g* base seca). A sua comercializagdo deve levar em conta
que a sua textura possui susceptibilidade a danos fisicos, devido a fragilidade da sua casca e o
seu elevado teor de umidade. Assim, similarmente a outras berries, cuidados precisam ser

tomados no pos-colheita, tais como a escolha de embalagens adequadas.

O emprego da técnica de cromatografia liquida hifenada com espectrometria de massas,
associado a um trabalho arduo de anotacdo de moléculas, permitiu a anotacdo de quase 100
compostos, dos quais cerca de um terco foram quantificados. Esses compostos estdo
distribuidos fundamentalmente em quatro classes, nomeadamente os acidos fendlicos (26%),
os flavondis (24%), os taninos hidrolisaveis (17%) e as antocianinas (17%). Destas classes,
destacam-se alguns fendlicos que sdo quantitativamente 0s majoritarios, como o0s acidos
galoilquinicos (883 pg g* base seca), a miricetina 3-O-ramnose (939 pg g base seca), a
oenoteina B (232 pg g base seca) e as antocianinas malvidina e peonidina nas suas formas

mono e di-glicosiladas (339 e 335 ug g™ base seca, respectivamente).

A partir da contextualizacdo dos resultados de compostos fenolicos do guamirim em
relacdo a outras berries, é possivel inferir que essa pequena fruta da Mata Atlantica € rica em
compostos fendlicos, tanto em termos de concentracdo quanto em relacdo a diversidade. Essa
caracteristica, somada a elevada capacidade antioxidante in vitro e ao significativo teor de fibra
alimentar quantificados, sugerem que a fruta tem potencial tanto para 0 seu consumo in natura

quanto para a sua aplicacdo como ingrediente funcional no desenvolvimento de produtos.
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Considerando o elevado numero de trabalhos na literatura que indica que os compostos
fendlicos podem ter efeitos benéfico a saude, seja através de um mecanismo de acédo direta e/ou
pela modulacdo da microbiota, e também a indicacdo de que diferentes composic¢des fendlicas
possuem efeitos biologicos diferentes, € fundamental conduzir um estudo in vivo para explorar
as propriedades dessa fruta, tais como a sua antioxidante e também a capacidade dessa mistura

unica de compostos fendlicos em modular a microbiota intestinal.

Considerando isso, paralelamente a este trabalho, um estudo in vivo com extrato aquoso
de guamirim em modelo de hipertensdo arterial pulmonar estd sendo desenvolvido no
Laboratorio de Fisiologia Cardiovascular do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da UFRGS.
Preliminarmente, os resultados desse estudo indicaram que a suplementa¢do com extratos nas
concentracdes de 300 e 600 mg kg™ produziu a uma melhora de parametros de funcéo sistolica
e diastolica do ventriculo direito, sugerindo uma agdo dos extratos de guamirim sobre a
homeostasia redox dos pulmdes e/ou do ventriculo direito. Esse trabalho é importante porque
sugere que o guamirim pode ter uma acao antioxidante in vivo, corroborando com o ensaio in

vitro realizado por nos.
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7. CONCLUSAO GERAL

Os resultados deste trabalho permitem afirmar que o Guamirim é uma pequena fruta
rica em uma mistura de diferentes classes de compostos fenolicos, e que também se caracteriza
pela sua riqueza em fibra alimentar e elevada capacidade antioxidante in vitro. Além disso,
possivelmente as suas propriedades sensoriais serdo positivamente afetadas por sua razéo
solidos soluveis totais e acidez (SST/ATT) caracteristica de frutas com boa aceitabilidade para
consumo in natura e também com potencial para a aplicacdo em produtos como sucos, doces,

licores e produtos fermentados.

Sendo assim, nossos resultados irdo contribuir para a valorizagdo da fruta guamirim,
incentivando 0 seu consumo in natura e o aproveitamento do seu potencial para o

desenvolvimento de produtos com alegacédo funcional.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Como desdobramentos do presente trabalho, foram desenvolvidos produtos com o
guamirim. Inicialmente, foi avaliada a producédo da fruta desidratada através da secagem da
fruta inteira em desidratador de bancada, mas o resultado ndo se mostrou promissor em termos
sensoriais. Entdo, foi produzida uma farinha da fruta, também utilizando um desidratador de
bancada para realizar a secagem da fruta até 12% de umidade e um moinho para moagem do
produto seco. Esta farinha foi aplicada na elaboracdo de muffins com diferentes percentuais de
substituicdo de farinha de trigo pela farinha de guamirim (5%, 7,5% e 10%) e de uma
formulacéo controle, sem adicdo da farinha produzida. Como resultados preliminares, foram
observados os incrementos no teor de fibra alimentar total de até 98% no muffin adicionado de
10% de farinha de guamirim, quando comparado ao muffin controle, e da capacidade
antioxidante in vitro, avaliada através do ensaio ORAC, de 744% no muffin adicionado na
menor concentragdo, ou seja, apenas 5% de farinha de guamirim. Esses resultados estéo
relacionados com a riqueza fendlica presente na farinha, que agregou uma composicao Unica
aos muffins, avaliada através de HPLC-DAD-ESI-qTOF-MS/MS. Além disso, as propriedades
tecnoldgicas e sensoriais dos produtos foram analisadas e o0s resultados se mostraram

promissores.

O artigo sobre o desenvolvimento desses produtos e aplicacdes esta sendo elaborado e
deve ser submetido a um periddico indexado ap6s a publicacdo do artigo tratado na presente
dissertacéo.
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